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RESUMO

A Telangiectasia Hemorragica Hereditaria (THH) é uma doenca autossémica dominante
caracterizada pela presenca de malformac6es vasculares difusas, acometendo a derme,
mucosas e orgaos solidos. A prevaléncia estimada da THH mundialmente é 1:10.000
individuos, com possibilidade destes dados representarem uma subestimacdo da
realidade. O diagnostico de THH é essencialmente clinico e estabelecido segundo os
“Critérios de Curagao”. Atualmente, cerca de 80% dos casos apresentam mutacfes nos
genes ENG e ACVRL1. Nosso objetivo foi caracterizar clinicamente e molecularmente
0s genes ENG e ACVRL1 de individuos portadores de THH de duas regibes brasileiras
distintas - Campinas e Manaus. Os dados demogréficos, clinicos e laboratoriais foram
coletados por meio de prontudrio médico e entrevista ao paciente. O DNA foi extraido
de isolados de leucdcitos. A analise molecular foi realizada por sequenciamento
automatico. Um total de 40 pacientes foram incluidos no estudo, sendo sete (07) de
Manaus (idade = SD = 67,10 £ 25,24) e 33 de Campinas (idade £ SD = 51,25 + 22,25).
Respectivamente, epistaxe e telangiectasias muco-cutdnea foram as manifestacGes
clinicas mais frequentes, ocorrendo 85,7% / 57,1% nos pacientes de Manaus e 75,7% /
87,8% de Campinas. Comorbidades como Diabetes, Hipertensdo e doenca cardiaca
foram mais frequentes em Campinas (45,4%) que em Manaus (28,5%). O
sequenciamento génico foi realizado em apenas em 16 pacientes, sendo sete (07) de
Manaus e nove (08) de Campinas. Diversas novas variantes génicas e outras ja descritas
foram encontradas no nosso estudo. Para ENG identificamos sete (07) em éxons (3 ndo
publicados) e 13 em introns (13 ndo publicados). Ja ACVRL-1 identificamos 16 em
éxon (6 ndo publicados) e 10 em introns (9 ndo publicados). Apenas um paciente de Sdo
Paulo ndo apresentou mutagdes nos genes estudados. A razdo de mutacfes encontradas
foi de 93,75% (15/16). Um maior numero de mutacdes intrénicas e trés grandes
delecdes nas regides foram mais prevalentes para ACVRL1 do que ENG, sendo mais
frequentes nos éxons 7 e 8. Acreditamos que uma variante idéntica e Unica desses genes
em diferentes paises é improvavel. VariacOes diferentes e aleatdrias entre séries néo
podem ser excluidas, ja que isso ja foi demonstrado em paises como Franc¢a, Holanda e
Inglaterra. Em nosso estudo, descobrimos que os genes ENG e ACVRL-1 apresentaram
mutacgdes associadas a um fendtipo mais grave, incluindo inicio precoce de epistaxe e
aumento da ocorréncia de malformaces arteriovenosas pulmonares. Nossos resultados
podem abrir caminhos para serem estudados ou podem indicar limitacdes na assisténcia
a esses pacientes, 0s quais precisam de uma atencdo multidisciplinar para prevenir e
tratar complicacGes desta condicéo.

Palavras-chave: Epistaxe, malformacéo vascular autossomica, Endoglina, ACVRL1 e
TGFB.
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ABSTRACT

Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia (HHT) is an autosomal dominant disease
characterized by the presence of diffuse vascular malformations, affecting the dermis,
mucous membranes and solid organs. The estimated prevalence of HHT worldwide is 1:
10,000 individuals, it is possible that these data represent an underestimation of reality.
As for Brazil, there is no data on the actual estimated prevalence of HHT. The diagnosis
of THH is essentially clinical and established according to the "Criteria of Curacao™.
Currently, about 80% of the cases have mutations in two genes encoding endoglin
(ENG) and the Activase Receptor Kinase-1 (ACVRL1). Our objective was to
characterize the clinical and molecular aspects of a population of HHT individuals from
two different Brazilian regions. Thus, demographic, clinical and laboratory data were
collected through medical records and patient interviews. The DNA was extracted from
leukocytes. Automated sequencer was used for sequencing the ENG and ACVRL1 gene
exons. A total of 40 patients were included in the study, seven (07) from Manaus (age +
SD = 67.10+25.24) and 33 from Campinas (Age £ SD = 51.25+22.25). Respectively,
epistaxis and mucosal telangiectasia were observed at the most frequent clinics, with
85.7% / 57.1% in patients Manaus and 75.7% / 87.8% in Campinas. Comorbidities such
as Diabetes, hypertension and heart disease were more frequent in Campinas (45.4%)
than Manaus (28.5%). Gene sequencing was performed in just 16 patients, being seven
(07) from Manaus and nine (09) from Campinas. In ENG we identified 20 different
variants, 7 in exons (3 unpublished) and 13 in introns (13 unpublished). In ACVRL-1
we identified 26 different variants, 16 in exons (6 unpublished) and 10 in introns (9
unpublished). Just one patient from Sao Paulo didn’t presented mutations in the genes
studied. Fifteen patients presenting mutation rate to 93,75% (n=15/16) and the higher
numbers of intronic mutations and three large deletions SUTR regions and the
predominance of ACVRL1 over ENG mutations. We believe that an identical and
unique mutation of these genes in different countries is unlikely. Different and random
variations between series can not be excluded, since this has already been demonstrated
in countries like France, Holland and England. In our study, we found that the ENG and
ACVRL-1 genes showed mutations associated with a more serious phenotype, including
early onset of epistaxis and increased occurrence of pulmonary arteriovenous
malformations. Our results may open the way to be studied or may indicate limitations
in the care of these patients, who need a multidisciplinary attention to prevent and treat
complications of this condition.

Keywords: Epistaxis, autosomal vascular malformation, Endoglin, ACVRL1 and TGF.
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1. INTRODUCAO

1.1 Telangiectasia Hemorréagica Hereditaria (THH)
1.1.1 Apresentacéo clinica

A Telangiectasia Hemorragica Hereditaria (THH) € uma doenca autossémica
dominante que se caracteriza pela presenca de malformacOes vasculares difusas,
acometendo a derme, mucosas e Orgdos solidos (1). Do ponto de vista
anatomopatologico, a leséo caracteristica da THH consiste em conexdes anémalas entre
a circulacdo arterial e venosa, sem rede capilar interposta. A auséncia desta rede capilar
leva a dilatacdo dos vasos na regido correspondente as vénulas pds-capilares, resultando
na formag&o de vasos andmalos e muito finos. Estes vasos andmalos e dilatados podem
se romper espontaneamente, levando a sangramentos locais de dificil controle, dada a
auséncia do aparato contratil normalmente presente nos vasos normais (2,3). Por este
motivo, a THH ¢é caracterizada por sintomas como sangramentos mucosos recorrentes,
com destaque para as epistaxes e sangramentos em trato gastrintestinal, além do
aparecimento de pequenas malformagdes vasculares — telangiectasias - em locais
caracteristicos como labios, face e polpas digitais. Embora as lesbes na derme ndo
costumem sangrar, elas sdo fundamentais para o diagndstico da THH (4).

Um dos aspectos clinicos mais importantes da THH é sua penetrancia
progressiva conforme a idade do paciente. Tal fato resulta em um quadro clinico de
gravidade progressiva, com piora dos sintomas ao longo da vida (5) . Desta forma, a
apresentacdo clinica mais frequente da THH é a de epistaxe, muitas vezes associada a
anemia ferropriva persistente, mas com lesdes vasculares pouco evidentes. A idade
média para 0 surgimento das epistaxes € de 12 anos, mas pode variar bastante (1). Ao
longo da vida do paciente, ambas as lesGes vasculares visiveis e as lesdes vasculares
responsaveis pelos sangramentos e pela anemia (em mucosa nasal e trato gastrintestinal)
aumentam progressivamente, sendo constante a evolucdo para quadros de anemia
ferropriva refrataria, com necessidade de transfusdes sanguineas regulares (6).

Em casos mais graves, as malformacGes vasculares acometem o6rgdos sélidos
como figado, pulméo e cérebro, podendo levar a formacdo de shunts arteriovenosos
hemodinamicamente relevantes, ou servindo como fonte para disseminagdo de trombos

ou infeccgdes (7).



Embora casos de epistaxe familiar tenham sido descritos pela primeira vez pelo
médico inglés H. Gamen Sutton em 1864, o crédito pela descricdo desta condigdo
patoldgica é dado a trés autores independentes, assim a THH também é conhecida pelo
epobnimo de Sindrome de Rendu-Osler-Weber. Em 1896, Rendu em Paris, refuta o
entendimento da época que pacientes com sangramento e lesdes cutaneas tipicas
apresentavam subtipo de hemofilia, em seguida, no ano de 1901, nos Estados Unidos da
América, Osler descreve o0s aspectos hereditarios da doencga. Weber, em 1907, no Reino

Unido, conclui a ideia e relata a primeira série de casos. (8)

1.1.2 Epidemiologia

No ano de 1963, Tuente W, estimou o perfil epidemioldgico da THH no mundo
em 1 a 2 casos para cada 100 mil habitantes, sendo aceito e citado por alguns autores até

os dias atuais (9).

Altas taxas de prevaléncia foram demonstradas em familias europeias,
especialmente em paises como Inglaterra, Dinamarca e Franca com média proxima a 1
caso para 7.500 individuos, entretanto, a maior prevaléncia foi registrada em Afro-

caribenhos residentes em Curacao e Boinare (10-12).

A prevaléncia estimada da THH nos EUA é de 1:10.000 individuos (13). No
entanto, uma ampla variacdo é observada na literatura, possivelmente relacionada a
forma como estes estudos sdo conduzidos (14). A possibilidade de que estes dados de
prevaléncia subestimem a realidade é bem ilustrada pelo fato de que o diagnostico de
um paciente com THH frequentemente leva ao diagnostico subsequente de varios
familiares acometidos pela mesma condicdo. Assim, a busca ativa através de uma
anamnese ou exame fisico dirigidos de familiares de pacientes com THH tem o
potencial de aumentar muito a sensibilidade do diagnostico desta condicdo e por
consequéncia, de sua prevaléncia em uma populacéo.

Em resumo, a prevaléncia reportada para THH na literatura varia de 1:1330 a
1:10000 (12). Cumpre ressaltar que ndo ha dados sobre a prevaléncia estimada da THH

no Brasil.



1.1.3 Diagnostico e tratamento

O diagnostico da THH ¢é realizado essencialmente por meio de dados clinicos,
pois ndo existe nenhum marcador laboratorial. No ano de 2000 foram estabelecidos
critérios clinicos para o diagnostico da THH (os chamados “Critério de Curagao™) (15).

De acordo com estes critérios, pacientes com suspeita de THH devem ser
avaliados quanto a presenca de:

(I) sangramento nasal espontaneo e recorrente;

(I1) maltiplas telangienctasias em locais caracteristicos (labios, cavidade oral,
dedos e nariz);

(11) lesBes viscerais (telangiectasia gastrointestinal com ou sem sangramento ou
malformacdes arteriovenosas em diferentes 6rgaos);

(V) histéria familiar de THH baseada nestes critérios.

O diagnostico de THH é considerado definitivo quando ao menos trés critérios
estiverem presentes, suspeito quando dois e improvavel quando apenas um ou nenhum
critério for atendido.

O diagnostico molecular ndo é fundamental para o manejo clinico destes
pacientes, no entanto, em contextos investigativos, este tem o potencial de identificar
alteracOes em diferentes genes que codificam proteinas relacionadas a angiogénese com
os diferentes fenotipos apresentados.

Em relacdo ao tratamento para THH, embora ndo haja cura, varias medidas
podem ser adotadas para a prevencdo e tratamento de complicacdes, e melhora da
qualidade de vida destes pacientes. Destaca-se que a maioria destes tratamentos sé&o
baseados em evidéncias de baixa qualidade como relato de casos e opinido de
especialistas. E neste contexto, foram publicadas diretrizes para o manejo da THH (16).

Basicamente, o manejo da THH é sintomatico e suportivo e inclui:

(i) terapias de suporte como reposicao de ferro para a anemia;

(i1) conduta expectante para telangiectasias em derme;

(iii) terapia sintomatica para sangramentos de lesées em mucosas;

(iv) cirurgias de resseccdo de malformacgdes vasculares parenquimatosas para

prevencéo e correcdo de shunts em 6rgéos solidos (1).



1.1.4 Fisiopatologia molecular

A Telangiectasia Hemorragica Hereditaria é uma doenga normalmente causada
por mutacbes envolvendo os genes ACVRL1 e/ou ENG, resultando em distarbios na
sinalizagdo via TGFp. Esta via estd envolvida na regulagdo de processos celulares de
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo envolvendo proteinas ligantes, receptores, e
moléculas de sinalizacdo intracelular (2). O gene ACVRL1 codifica a activina, um
receptor para varios ligantes da via do TGFp, expresso em células endoteliais. O gene
ENG codifica a endoglina, uma importante glicoproteina transmembrana do endoteélio
vascular, que se associa com outros receptores € modifica a sinalizagdo da via do TGFf
(17).

O TGFp liga-se ao receptor tirosina-quinase do tipo Il, este é amplamente
distribuido na superficie da célula endotelial, que uma vez ativado pelo ligante,
promove a fosforilacdo do receptor tipo tirosina-quinase | (ALK1) (figura 1). A ativacao
e fosforilacdo do receptor de TGFp tipo | propaga o sinal por fosforilagdo da familia
common-mediator SMAD (co-SMAD), SMAD4, formando um complexo que é

translocado para dentro do nucleo celular regulando a transcricdo do gene alvo. (18)

O TGFB1, TGFB3, BPM9 e BPM10 sdo ligantes especificos de alta afinidade da
endoglina. A endoglina também se liga a Activina- A e BPM2, mas ndo ao TGFp2.
Enquanto que BPM9 e BPM10 tem sido identificado como ligantes de ALK1 (19,20) .
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Figura 1: Via de sinalizacdo do TGF-Beta (Bernabeéu et al, 2010)).

Estudos em camundongos knockouts com mutagdes para os genes ENG e
ACVRL1 reforcaram o papel destas mutagdes na fisiopatologia molecular da THH na
medida em que estes camundongos apresentam lesdes vasculares muito semelhantes as
observadas nestes pacientes. Especificamente, estes estudos sugeriram que estas
proteinas atuam nos processos de diferenciacdo em veias ou artérias e no processo de
recrutamento de células musculares lisas, fundamentais para a maturacdo de vasos
funcionais. Alteracfes nestes processos levaram a falhas na angiogénese e apresentaram
deficiéncia na integridade vascular (8,9).

Diversas mutagdes ja foram descritas envolvendo os genes ENG e ACVRL1 e
THH. No gene ENG, 85-90% das mutacOes estdo relacionadas a modificagdes na
sequéncia de nucleotideos, enquanto que o restante corresponde a grandes dele¢des ou
inversdes. O gene ACVRL1, possui predilecio de mutagbes em alguns éxons
especificos, sendo as mutagOes pontuais descritas em mais de 50% dos casos (21).

Em uma parcela muito pequena de pacientes (menos de 2%) foram identificadas
mutagdes envolvendo o gene SMADA4, alterando sua atividade na fosforilagdo. Outra
mutacdo relacionada a THH envolve o gene BMP9, que codifica a proteina BMP9, um
ligante especifico da ALK1 (22).



Estudos descrevem que cerca de 15-20% dos pacientes diagnosticados com
THH nédo apresentam mutacdo envolvendo os genes ENG e /ou ACVRLL1 e apenas 2%
apresentam mutacdo no SMADA4. Tal fato sugere a presenca de mecanismos moleculares
alternativos neste subgrupo de pacientes (2,22).

Desta forma, a investigacdo molecular nestes pacientes com THH comprova o
potencial ao revelar mecanismos moleculares envolvidos na fisiopatologia da THH, e
por consequéncia, no processo de angiogénese.

Com base no local da mutacgéo, a THH ¢é classificada em subtipos, a saber (2):

e THH1: gene da endoglina (ENG)

e THH2: gene activina (ALK1)

e THH/Polipose Juvenil (JP) : gene SMAD4
e THH- like: gene BMP9

Embora todas estas mutacdes levem a quadros clinicos muito semelhantes,
algumas diferencas importantes ja foram descritas em diferentes subtidpos de THH. Por
exemplo, pacientes com mutacao no gene ALK1(THH2) apresentam fen6tipo moderado
(23), a0 mesmo tempo que malformacbes vasculares pulmonar sdo comuns em
pacientes com variagdes no gene ENG. J& malformacéo hepética é menos frequente nas
variantes patogénicas do ENG. Hipertensdo pulmonar ocorrem com mais frequéncia em
individuos com mutacdes no ACVRL1, no entanto, ha relatos dessa manifestacédo clinica
em pacientes com mutacdo no ENG (24).

O diagnostico molecular para estabelecer o subtipo de THH atualmente esta
sendo recomendado, especialmente quando diagndstico clinico é definitivo ou em casos
suspeitos (22). Estudos em sequéncias intronicas, sitios de splice e regido promotora de
ambos 0s genes estdo se tornando importantes para identificacdo de novas mutagdes, em
especial mutagdes intronicas no ACVRL1 e ENG (22,23,25,26).

Entendemos que estes dados sugerem que no futuro tratamento alvo-especificos
(direcionados as vias ativadas por cada um dos genes citados acima) possam ser

utilizados em diferentes subtipos de THH.



1.2 Angiogénese

Em organismos unicelulares, uma Unica célula é responsavel pela execucao de
todas as funcbes criticas para a manutencdo da vida, tais como nutricdo, defesa e
reproducéo, sendo o citoplasma o fluido que contém os elementos essenciais para estas
fungGes. Em organismos mais complexos as diferentes fungdes sdo executada por
células especializadas, compartimentalizadas em tecidos e 6rgaos (27). No entanto, esta
organizacao tornou necessaria o desenvolvimento de um sistema de comunicagao capaz
de transportar os diferentes elementos (proteinas, oxigénio, etc) até partes distintas de
cada organismo, dando origem ao sistema circulatorio. De fato, um dos primeiros
eventos do processo de organogénese é o desenvolvimento do sistema vascular, o qual
se inicia com a diferenciacdo de células mesodérmicas nas ilhotas sanguineas do
embrido (27,28).

Cumpre ressaltar que dois processos impreterivelmente ocorrem durante o
desenvolvimento do sistema vascular no embrido: a vasculogénese e a angiogénese. A
vasculogénese € o processo de diferenciacdo dos angioblastos em células endoteliais, e a
justaposicdo destas células para a formacdo de tubos vasculares primitivos no embrido.
A posterior formacdo do sistema vascular maduro, com toda a sua complexidade,
depende de um processo altamente complexo conhecido como angiogénese. A
angiogénese leva a formacdo de um sistema vascular maduro e funcional, e envolve o
brotamento de novos vasos a partir dos tubos vasculares primitivos, diferenciacdo
arterial e venosa e maturacdo dos vasos, conforme a necessidade de cada tecido (27—
29).

A presenca de fatores angiogénicos, como fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), fator de crescimento fibroblastico (FGF) e angiopoietina (ANG-2),
ativam e regulam a subpopulacdo de células endoteliais para o surgimento de novos
vasos, promovem, tambem a migracdo e proliferacio de ceélulas endoteliais
especializadas. Nesse processo, as juncdes celulares, membrana basal e pericitos séo
remodeladas permitindo a célula topo migrar em dire¢do ao sinal de crescimento. A
elongacdo ocorre pela proliferacdo das células endoteliais que formam um lume.
Pericitos e células musculares lisas sdo recrutadas pelo fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) para estabilizagdo do vaso nascente. Células topo vizinhas brotam e
formam anastomose permitindo a perfusdo do ramo vascular. Apds a perfusdo células

endoteliais, a membrana basal e pericitos recobrem o vaso incipiente (29,30)



A regulacdo da angiogénese depende de uma série de fatores e de vias de
sinalizacdo, cujos detalhes vém sendo descritos ao longo das Ultimas duas décadas.
Proteinas como o VEGF, angiopoietinas, entre outros, exercem func@es criticas neste
processo, 0 que pode ser evidenciado pelo fato de que pequenas variagdes nas
concentracdes dessas proteinas sdo suficientes para provocar danos significativos na
formacdo do sistema vascular (3,7,29). Além disso, esses fatores envolvidos no
processo de angiogénese tiveram seu papel confirmado a partir da identificagédo de
mutacdes em pacientes com doencas vasculares.

Como exemplo, estudos genéticos em pacientes com THH mostraram que
mutacdes que acometem a via de sinalizacgdo do TGFP, ¢ das BMPs (bone
morphogenetic proteins), levam a disfuncbes vasculares, confirmando o papel critico
desta via no processo de angiogénese (31).

Por sua importancia na fisiopatologia de varias doencas entre as quais o cancer,
a aterosclerose e a retinopatia proliferativa do diabetes, o estudo dos mecanismos
reguladores da angiogénese é uma area de grande importancia para a biologia moderna
(32).



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar os aspectos clinicos e moleculares de uma populacéo de individuos

portadores de THH em dois Hemocentros brasileiros.

2.2 Especificos

e Relatar as caracteristicas clinicas de todos os pacientes com o diagndéstico de
THH acompanhados nos ambulatérios do Hemocentro da Universidade Estadual
de Campinas, SP e da Fundacdo Hemocentro do Amazonas (HEMOAM), em
Manaus, AM.

e Descrever as mutacdes nos genes ENG e ACVRL1 dos pacientes com
diagnostico definitivo de THH de acordo com os Critérios de Curagao.

e Identificar e caracterizar clinicamente pacientes com THH sem alteracdes nestes
dois genes, para estudos posteriores de rastreamento de novos genes envolvidos.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 Tipo de Estudo

Estudo observacional transversal analitico.

3.2 Aspectos éticos do estudo

Este estudo foi realizado de forma concomitante em dois centros brasileiros.
Devido a pequenas diferencas na definicdo da populacdo do estudo, optamos por
submeter os protocolos de pesquisa de forma independente em cada um dos centros. O
estudo foi aprovado pelos comités de ética em pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Unicamp (80877617.7.0000.5404) e da Fundacdo de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas (55628616.4.1001.0009). O estudo foi realizado em
conformidade com a Declaracdo de Helsinque e com as normas do Conselho Nacional
de Saude. Os pacientes recrutados prospectivamente assinaram o0 termo de
consentimento livre e esclarecido e responderam ao questionario (apéndice A, B e C).
Os dados do subgupo de pacientes da Unicamp que ndo pode ser convocado (devido a
perda de seguimento ou 6bito) foi incluido sem este termo, apds dispensa justificada
pelo CEP daquela instituicdo. Cabe destacar que apenas pacientes ndo localizados ou
pacientes falecidos foram incluidos no grupo retrospectivo. Para estes pacientes, cuja
obtencdo do TCLE provar-se invidvel devido ao Obito ou a perda de seguimento
(mesmo ap6s nova tentativa de convocacdo), o Comité de Etica das instituicdes
envolvidas aprovou a dispensa de obtencdo de consentimento por parte dos pacientes,
em conformidade com o capitulo 1VV-8 da Resolugdo 466 de 2012 do Conselho Nacional
de Saude.

3.3 Populagéo a ser estudada, calculo amostral e critérios de inclusdo e excluséo

O presente estudo foi realizado em duas subgrupos distintos de pacientes com
THH. O primeiro, recrutado prospectivamente em cada um dos centros participantes,
mediante assinatura do TCLE. O segundo, consistiu em pacientes com THH
diagnosticados na Unicamp, cuja convocacdo ndo foi possivel devido a perda de

seguimento. Os dados disponiveis destes pacientes, assim como suas amostras de DNA
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foram incluidas no estudo apés a obtencdo da dispensa do TCLE junto ao CEP da
Unicamp.

Na primeira populagéo (prospectiva), foram incluidos pacientes com diagndstico
de THH de acordo com os Critérios de Curacao (quadro 1), em seguimento regular em
uma das duas instituicbes. Estes pacientes foram abordados durante as consultas
médicas e convidados a participar do estudo, através da leitura e da assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE. A caracterizagdo clinica e molecular de
uma populacdo de pacientes incluiu o nimero maximo de pacientes portadores desta
condicdo nas duas regides, sendo assim, ndo foi realizado um célculo de tamanho
amostral para definicdo de um numero minimo de pacientes. Todos 0s pacientes
acompanhados foram convidados a participar.

Na segunda populacdo (retrospectiva) foram incluidos pacientes com
diagnostico de THH identificados pelos bancos de dados de uma das instituicdes
envolvidas (Hemocentro da Unicamp), e que ndo se encontravam mais em seguimento
ambulatorial devido a morte ou a mudanca para domicilio desconhecido. Inicialmente,
todos 0s pacientes para 0s gquais 0 Obito ndo estava registrado em nosso sistema foram
contactados por telefone e reconvocados para retomada do seguimento ambulatorial.

Assim, a inclusdo no estudo foi feita sempre preferencialmente no grupo prospectivo.

Critérios de Curacao

(1) sangramento nasal espontaneo e recorrente.

(I1) maltiplas telangienctasias em locais caracteristicos (l&bios, cavidade oral, dedos e

nariz).

(1) lesdes viscerais (telangiectasia gastrointestinal com ou sem sangramento ou

malformacdes arteriovenosas em diferentes 6rgaos).

(IV) histdria familiar de THH baseada nestes critérios.

Quadro 1: Descricéo dos critérios de Curacao.

Critério de incluséo:

e Pacientes acompanhados no ambulatério de Hemostasia do Hemocentro da
Unicamp ou do HEMOAM, com diagnostico confirmado de THH (definitivo),

de acordo com os critérios de Curagao. (Populagéo prospectiva)
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e Pacientes com diagndstico de THH (definitivo) sem seguimento ativo atual nos
ambulatérios das instituicbes envolvidas devido a oObito ou falha de
reconvocacdo (Populacdo retrospectiva).

e Idade a partir de 18 anos.

Critérios de Excluséo

e Pacientes com quadros infecciosos ou inflamatérios agudos (estes individuos

poderdo ser recrutados em outro momento)

3.4 Coleta e processamento de amostras

Grupo prospectivo:

Apbs a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
amostras de sangue total foram coletadas por profissional habilitado por punc¢do venosa
periférica. Foram coletados a vacuo 5 mililitros de sangue venoso (1 tubo) em tubo com
o0 anticoagulante EDTA (&cido etileno de aminotetracético di-sddico), na concentracédo
de 1,5mg/mL [1 0,25, e 8 ml de sangue em um tubo seco para separacdo de soro (total
13 ml).

e As amostras de pacientes recrutados no HEMOAM foram imediatamente enviadas
ao Laboratorio de Andlises Especializadas em Biologia Molecular na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), onde as
andlises moleculares foram realizadas.

e As amostras de pacientes recrutados no Hemocentro da Unicamp foram
inicialmente encaminhadas ao Laborat6rio de Hemostasia, onde foram submetidas a
extracdo de DNA, e posteriormente foram enviadas ao laboratério da UFAM. A
extracdo foi feita utilizando o mesmo método descrito abaixo e que foi usado na
UFAM.

Grupo retrospectivo:

. Parte dos pacientes acompanhados no Hemocentro da Unicamp com
diagnostico de THH foram avaliados em um estudo publicado em 2007 com
objetivo de caracterizagdo molecular de pacientes acompanhados no
Hemocentro da Unicamp (33). Por isso, amostras de DNA de alguns pacientes
do grupo retrospectivo (incluindo alguns j& falecidos) encontram-se

armazenadas em biorrepositério deste estudo localizado no Laboratério de



13

Hemostasia do Hemocentro da Unicamp. Para uso destas amostras (depois de
observadas todas as tentativas ja citadas de reconvocacdo dos pacientes ndo
falecidos, para inclusdo preferencial no grupo prospectivo), solicitamos ao

Comité de Etica a dispensa de obtencio do TCLE.

3.5 Extracdo de DNA

Para as analises moleculares, o DNA gendmico foi isolado de leucdcitos a partir
de 200uL de sangue, utilizando-se 0 metodo direto QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen),
conforme protocolo do fabricante. O DNA foi armazenado a -20 °C até 0 momento das
analises. Atendendo a Resolugdo 441/2011- CNS, o DNA sera mantido nos
biorrepositérios (no HEMOAM e no Hemocentro da Unicamp) do estudo durante o
periodo necessario para as analises moleculares, e até a publicacdo dos dados, por um

periodo maximo de 5 anos.

3.6 Amplificacdo Génica

Para o estudo foram realizadas amplificacdes com primers especificos (quadro
2) de regibes exodnicas e intronicas pela técnica de PCR para cada gene (ACVRL1 e
ENG). Os produtos amplificados foram entdo purificados para realizagdo do
sequenciamento génico, com a metodologia ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup
Reagent- thermofisher. Um organograma demonstra a metodologia do sequenciamento
(Figura 2).



14

Quadro 2: Primers para amplificacdo dos genes submetidos a PCR por Gallione et al., 1998;
McAllister et al., 1994; Jamel et al., 2017. ENG/ACVRL1: genes — RP: regido promotora — EX: Exon

Nome Diregdo 5 - 3° Escala Quant
ENG-RP JPF GCT GAG AAT TGA GGG GCC TT 50 nMol 01
ENG-RP JPR GGA ATA CTT GGG GCC TGG TC 50 nMol 01
ENG-EX2 JPF CTG GCC TCT TTC CGG ATG TT 50 nMol 01
ENG-EX2 JPR CAC CTC TTA TGG GCC CTG TG 50 nMol 01
ENG-EX3 JPF TGT CTC TCC TCT GTG TCC CC 50 nMol 01
ENG-EX3 JPR ATG AAA GGG AGA AGC AGG GC 50 nMol 01

ENG-EX4-5 JPF TGG GAT AGA GAG GGC ACA GG 50 nMol 01
ENG-EX4-5 JPR GCC TAG AGT AGG AGA AAG CGA C 50 nMol 01
ENG-EX6-7-8 JPF TCC GCT TCA GTG TTC CAT CC 50 nMol 01
ENG-EX6-7-8 JPR AGA GTC TTG GGC TAG GGG AG 50 nMol 01
ENG-EX9-10-11 JPF AAT GGC TGT GAC TTG GGA CC 50 nMol 01
ENG-EX9-10-11 JPR GTG GGA AGA AAG GCG GAG AG 50 nMol 01
ENG-EX12-13 JPF GCC GAT ATT TGA AGG CAG CA 50 nMol 01
ENG-EX12-13 JPR TAT GTG CCC AGG CCG TTT C 50 nMol 01
ENG-EX114-15 JPF CAC AAC AGG GTA GGG GAT GG 50 nMol 01
ENG-EX14-15 JPR TGA GTT CAC ACC AGT GCT CC 50 nMol 01
ENG RP1F ACA GGG GGT GCT GAG AAT TG 50 nMol 01

ENG RP1R CGC TTC CTT AGA GAA GGG GC 50 nMol 01

ENG RP2F GAA TTG AGG GGC CTT GTC CA 50 nMol 01

ENG RP2R TGA AGG CTG TGG TAT GAC CG 50 nMol 01
ACVRL1 RP1F TAG CCA TTA TCT CCC CCA GCC 50 nMol 01
ACVRL1 RP1R TCT TAT TCC AGC GTC TTC CTG C 50 nMol 01
ACVRL1 RP2F TTT CAG CAG AGG AAG TGA GGT 50 nMol 01
ACVRL1 RP2R CCA CTC CCT CCT AAT AAA CCG T 50 nMol 01
ACVRL1 RP JPF CTC CCC CAG CCT CTA TTC CT 50 nMol 01
ACVRL1 RP JPR TAT TCC AGC GTC TTC CTG CC 50 nMol 01
ACVRL1 EX1-2 JPF ACT CCA CCT CTC TTG CTC CT 50 nMol 01
ACVRL1 EX1-2 JPR AAG ATG GGG AGG GAG TGC TA 50 nMol 01
ACVRL1 EX3-4-5 JPF GGG CAG GAC TCT GGG ATC TA 50 nMol 01
ACVRL1 EX3-4-5 JPR AGC TGG CCT CTC CCC TTG 50 nMol 01
ACVRL1 EX6-7 JPF CAC CCA ACC TTT CTG CAC AC 50 nMol 01
ACVRL1 EX6-7 JPR TTC CCC TTT CCC TAC CCT GT 50 nMol 01
ACVRL1 EX8 JPF TCC TCT GGG TGG TAT TGG GCC TC 50 nMol 01
ACVRL1 EX8 JPR CAG AAA TCC CAG CCG TGA GCC AC 50 nMol 01
ACVRL1 EX9 JPF TCT CCT CTG CAC CTC TCT CCC AA 50 nMol 01
ACVRL1 EX9 JPR CTG CAG GCA GAA AGG AAT CAG GTG CT 50 nMol 01




METODOLOGIA PARASEQUENCIAMENTO
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Figura 2. Organograma da metodologia para realizacio do sequenciamento génico dos éxon dos genes ENG e ACVRL1.
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3.7 Sequenciamento dos genes de interesse

A técnica molecular empregada foi o sequenciamento génico pelo método de
SANGER (SANGER et al., 1977), utilizando os dideoxinucleosideos trifosfatados
(ddNTPs), que quando incorporados a fita de DNA sintetizada proporcionam paradas
aleatdrias na polimerizag&o.

Para esta técnica foi utilizado Seqiienciador Automético Applied Biosystems™
3500, utilizando-se o Kit BigDye 03 TM (Terminator Sequencing Standard- Applied
Biosystems).

A reacgéo de sequenciamento foi realizada em placas de fundo em V (MicroAmp 96-
well Reaction Plate - Applied Biosystems), utilizando-se 2,0 ul de Big Dye Terminator, 2ul
de primer (1,5 pmol), 2ul de tampéo (Tris-Cl 200mM pH 9,0: 5 mM MgCI2), 200 ng de
DNA e 5,6 ul de H20 (Ultra Pura — GIBCO, Invitrogen, CA) em um total de 10 ul. As
reacOes foram incubadas em termociclador (Eppendorf Mastercycler® gradient, Canada),
na temperatura inicial de 96°C durante 2 minutos, seguida por 35 ciclos de 96°C por 45
segundos; 52°C por 30 segundos e 60°C por 4 minutos.

Para cada poco contendo 10ul de reacdo foram adicionados 8ul de H20 milli-Q
autoclavada e 32ul de etanol a 100% e homogeneizados 40 vezes por inversdo. Apos
homogeneizacdo, a reacdo foi incubada por 20 minutos no escuro a temperatura ambiente,
centrifugadas por 45 minutos a 2500 x g a temperatura ambiente, descartando-se o
sobrenadante em papel absorvente e realizando-se spin invertido a 120xg. Apds a
centrifugagdo, foram adicionados 150 ul de etanol a 70% e homogeneizada por 40 vezes,
com centrifugacdo por 15 minutos a 2500 x g a temperatura ambiente, sendo esta etapa
repetida 3 vezes.

As amostras obtidas foram incubadas em ambiente escuro por periodo minimo de 2
horas, apds as quais acrescentou-se 10 ul da mistura de parada da reacdo (Hi-DiTM
Formamide - Applied Biosystems) e encaminhadas ao sequenciador Automatico.

3.8 Analise Estatistica

Os dados foram apresentados através de ferramentas classicas de estatistica

descritiva, utilizando o programa Graph pad Prism 5.0 (Graphpad Software, San Diego,
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CA-USA). A anélise de normalidade da distribuicdo das variaveis foi realizada pelo
teste de D’Agostino e Pearson. A partir desta informagdo, a comparagdo de variaveis
qualitativas podera foi realizada usando o teste paramétrico ANOVA ou nao-paramétrico
de Kruskal-Wallis, sendo os resultados confirmados pelo pos-teste de Bonfferoni
(comparacdo entre 3 ou mais grupos). Para comparacao entre dois grupos, utilizaremos o
teste t ou Mann-Whitney (para amostras com distribuicdo paramétrica ou ndo paramétrica
respectivamente).

A analise de varidveis qualitativas ou categoricas de trés ou mais grupos fo
realizada pelo teste ndo paramétrico do Qui-quadrado (y?), devidamente corrigido pelos
testes de Mantel-Haenszel e Yates. Na andlise de apenas dois grupos categoricos, as
analises foram realizadas pelo teste exato de Fisher. Os intervalos de confianca em 95% e a
razao de prevaléncia foram calculados para essas variaveis. As analises de correlagdo foram
realizadas utilizando os coeficientes de Pearson’s para os dados de distribui¢do continua e
os coeficientes de Kendall’s tau-b e Spearman para os dados com distribui¢cdo ndo normal.

O nivel de significancia estatistica sera de p=0,05.
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Abstract

Hereditary hemorrhagic telangiectasia (HHT) is a vascular dysplasia characterized
hemorrhagic diseases described in consensus clinical diagnostic criteria (Curacao). Last
three decades ago, mutations are described in the Endoglin and ACVRL1 genes and have
been reported to cause up to 85% of HHT. We performed a retrospective cross-sectional
study in two public hematology outpatient centers from two different geographic regions of
Brazil (Sdo Paulo and Manaus), with aim to describe the clinical and molecular
characteristics of these patients. HHT diagnosis was established according to the Curacao
Criteria with scoring 3 or 4 points (probable or confirmed diagnosis of HHT) were
screened. Demographic and clinical data were obtained from the electronic medical records
of both participating centers. Venous blood was obtained by venipuncture. For serum
separation, whole blood was allowed to clot at room temperature for 30 minutes, and
centrifuged at 3,000g for 5 minutes at 40C. Serum aliquots of 0.5 ml were then frozen at -
800C until analysis. DNA from peripheral blood lymphocytes was extracted using QlAamp
DNA Mini Kit (Qiagen), technique according to the manufacturer's instructions. Coding
regions and next flanking intronic sequences of the ENG and ALK-1 genes were sequenced
in forward and reverse orientation on DNA sequencing using the Applied Biosystems™
3500 Genetic Analyzer (Thermofisher, Waltham, Massachusetts, EUA). We present here
the first clinical characterization concomitantly with a molecular study of patients with
THH in Brazil. This clinical characterization may reveal differences in the molecular
pathophysiology of HHT in Brazil - that our phenotypic database opens the way to be
studied, or indicate limitations in the care of these patients, who need a multidisciplinary
attention to prevent and treat the complications of this condition. Our results, combined
with our previous data with patients presenting mutation rate to 93,75% (n=15/16) in
Brazilians patients with a confirmed clinical diagnosis. Also emphasize the higher numbers
of intronic mutations and three large deletions SUTR regions and the predominance of
ACVRL1 over ENG mutations.

Key words: Mutations; Endoglin  Gene, ACVRL1 Gene, hemorrhagic diseases.
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Introduction

Hereditary Hemorrhagic Telangiectasia (HHT) is an autosomal dominant disease
characterized by the presence of diffuse vascular malformations affecting the dermis and
mucous membranes, and arteriovenous malformations (AVMs) in solid organs such as
liver, lung and brain (1,2). Its most common clinical presentations are recurrent epistaxis,
characteristic mucocutaneous telangiectasia and iron deficiency anemia due to chronic
nasal and/or gastrointestinal bleeding (19).

The reported prevalence of HHT varies from 1:1,331 to 1:39,216, with the highest
prevalence found in Curagao and Bonaire, and the lowest estimate in a British population
(34,35). There is no data on the estimated prevalence of HHT in Brazil.

HHT is caused by mutations in the ENG or ACVRL1 genes, which result in
disturbances in TGFp signaling pathway, thereby disrupting physiological angiogenesis
(36). HHT caused by mutations in each of these genes is classified as HHT1 and HHT2
respectively, with patients with HHT1 more commonly presenting pulmonary and cerebral
AVMs, while patients with HHT2 more commonly presenting liver AVMs and pulmonary
hypertension. In a minor subset of patients mutations were identified in other angiogenesis-
related genes such as SMAD4 (22) and BMP9 (31).

There appears to be geographic variation in the proportion of HHT cases caused by
mutations in each of these genes (12). In addition, intrafamilial phenotypic variation
suggests that other modifying genes could also influence HHT phenotype (22).

Finally, environmental triggers and/or genetic modifiers seem to influence the
clinical presentation and severity of HHT (37). More recently, circulating levels of
angiogenesis mediators such as vascular endothelial growth factor (VEGF) have also been
associated with HHT severity and angiopoietin 2 (Ang-2) is reduced in plasma of HHT
patients (38,39) .

The aim of this study was to describe the clinical and molecular characteristics of
two cohorts of patients with HHT from two distinct geographically distinct regions of

Brazil.
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Methods

Study population

This was a retrospective cross-sectional study conducted in two public hematology
outpatient centers from two different geographic regions of Brazil. The Hematology and
Hemotherapy Foundation of Amazonas (center 1) is the sole institution responsible for
providing hematological care for patients from Amazonas, a large state in northern Brazil
(with a higher area than France, United Kingdom, Portugal and Spain together),
characterized by a relatively lower human development index (HDI) compared to other
Brazilian states (ranked 181/27).

The Hematology and Hemotherapy Center of the University of Campinas (center 2)
is located in the state of Sdo Paulo in southeastern Brazil and is responsible to provide
hematological care for 6 million inhabitants from the most economically dynamic region of
Brazil (HDI ranked 2"9/27).

All patients with a confirmed diagnosis of HHT followed at these two centers were
eligible for the study. HHT diagnosis was established according to the Curacao Criteria
(15), and all patients scoring 3 or 4 points (probable or confirmed diagnosis of HHT) were
screened. Patients were identified from the electronic medical records (Centers 1 and 2),
and by direct inquiry with the hematologists responsible for the care of these patients
(Center 1).

All patients were contacted at their routine medical evaluation or by telephone by
one of the investigators and were enrolled after signing of a written informed consent. The
study was approved by the IRB of both institutions (Unicamp: 80877617.7.0000.5404);
HEMOAM: 55628616.4.1001.0009).

In addition, for patients from center 2 that could not be reached by the investigators
(due to death or loss of follow-up), data from the medical records were included after a
waiver for written informed consent was obtained from the institution IRB. The waiver also
included the reanalysis of stored DNA samples collected for the same purpose as part of a

previous study in our institution (33).
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Clinical data

Demographic and clinical data were obtained from the electronic medical records of
both participating centers. When necessary, information was complemented by the
institution paper records and by direct patient interview. Data included information about
the context of HHT diagnosis, family history, initial clinical presentation, complications
and treatment modalities used by each patient. In addition, we recorded the last laboratory
value for hematology and biochemistry clinical tests as well as results from imaging and
endoscopic studies. Finally, HHT severity was calculated using the severity score for HHT
proposed by Latino et al (40) that considers presence of organ arteriovenous malformations,

chronic bleeding and severe organ involvement (table 1).

Quadro 1. Severity score for HHT adapted by Latino

Maximum
Characteristic Points Points
Epistaxis: 1
Chronic bleeding Gastrointestinal bleeding: 1 ?
Pulmonary: 1
Presence of AVMs Brain: 1 3
Liver: 1
Severe organ Diffuse pulmonary AVMs or symptomatic )
involvement liver involvement; 2

HHT was classified as: Mild: 0 — 2 points; Moderate: 3-4 points; Sever; 5 — 7 points. AVMSs: arteriovenous
malformations; Diffuse pulmonary AVMs: AVMs involving every subsegmental artery of at least one lobe.

Sample collection and processing

Venous blood was obtained by venipuncture. For serum separation, whole blood
was allowed to clot at room temperature for 30 minutes, and centrifuged at 3,000g for 5
minutes at 4°C. Serum aliquots of 0.5 ml were then frozen at -80°C until analysis. DNA
from peripheral blood leukocytes was extracted using QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen),

technique according to the manufacturer's instructions.
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Molecular characterization

Coding regions and next flanking intronic sequences of the ENG and ALK-1 genes
were amplified by polymerase chain reaction (PCR) in from Primer sequences and the
annealing temperatures are available upon request. In these patients, we performed an
covering molecular analysis including almost full these coding sequence and too screening
of the potential 5’ regulatory regions.

The PCR reaction used a total volume of 25 uL containing 20 mM Tris-HCI (pH
8.4), 50 ng of DNA, 2,0 mMol MgCl2, 05 pM of each primer (Life Technologies, Brazil),
1,5 mM of the dNTP mixture (Life Technologies, Brazil) and 0.25 units of Tag DNA
polymerase. The reactions were carried out in a T100® gradient thermal cycler (BIORAD,
Hercules, Califérnia, EUA) using an initial 10 min incubation at 95 °C, followed by 35
amplification cycles of denaturation at 96 °C for 1,5 min, annealing between 56 ate 62°C
(depending on the specific primer that was used ) for 1 min and elongation at 72 °C for 1
or 3 min, with a final elongation at 72 °C for 10 min.

PCR products were run on 1% agarose/ TBE 1X gels to amplification confirmed.
PCR product purification was performed using a EXoSAP protocol for purifying before
automated DNA sequencing (EXoSAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent-Thermofisher).

The purified PCR products were sequenced in forward and reverse orientation on
DNA sequencing using the Applied Biosystems™ 3500 Genetic Analyzer (Thermofisher,
Waltham, Massachusetts, EUA).

The sequencing reaction was performed on MicroAmp 96-well Reaction Plate
(Thermofisher, Waltham, Massachusetts, EUA). Reactions were incubated at T100®
gradient thermal cycler (BIORAD, Hercules, Califérnia, EUA) with initial temperature of
96°C for 5 minutes, followed by 35 cycles of 96°C for 45 seconds; 54°C for 15 seconds
and 60°C for 4 minutes.

For each well containing 10ul of reaction were added 8ul of ultrapure Water for
PCR (Thermofisher, Waltham, Massachusetts, EUA) and 32ul of 100% ethanol and
homogenized 40 times by inversion. After homogenization, the reaction was incubated for

20 minutes in the dark at room temperature, centrifuged for 45 minutes at 2500 x g at room
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temperature, discarding the supernatant on absorbent paper and performing inverted
spin at 120xg. After centrifugation, 150 ul of 70% ethanol was added and homogenized 40
times with centrifugation for 15 minutes at 2500 x g at room temperature, this step being
repeated 3 times. Samples were incubated in a dark environment for a minimum of 2
hours, after which 10 ul of the reaction stop mixture (Hi-DiTM Formamide - Applied
Biosystems) were added.

Statistical analysis

Descriptive statistics were used to report demographical and clinical data. Data are
expressed as median, interquartile ranges (IQR), ranges, means and SD as indicated in each
table or figure. Differences in continuous variables between two groups were analyzed
using the Student t or Mann-Whitney test for Gaussian and non-Gaussian distributed
variables respectively. Categorical variables were compared using the Fisher’s exact test.
Correlation was assessed using the Pearson or Spearman tests, according to the distribution
of each set of variables. A p value less than or equal to 0.05 was considered statistically
significant. All statistical analyses were performed using the GraphPad Prism Software v.
7.0 (GraphPad Prism Software Inc. San Diego, California, USA).

Results

In total, 40 patients from 36 families were enrolled in the study, being 7 from
Manaus (Center 1) and 33 from Campinas (Center 2). Demographic, characteristics of the
clinical presentation of HHT, Curacao Criteria and comorbidities are shown in table 1.

Upper gastrointestinal endoscopy and colonoscopies were available for 75% and
37.5% patients respectively. Results from endoscopic and imaging studies are shown in
table 2.

HHT severity for each patient is shown in figure 1. No difference was observed in
between patients from center 1 compared to center 2 (1.71 + 0.184 and 2.15 + 1.75
respectively; P=0.271).

The most frequent treatment used by our patients was transfusion. Lists of all
treatment modalities used by the study population are shown in table 3 and hematological

and iron status laboratory results are shown in table 4,
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DNA sequencing was performed in just 16 patients, being 07 from Manaus and 9
from Campinas. Various news variants and already described were found. Variants
identified in our study are summarized in Tables 5. GenBank RefSeq-file accession
Sequence ID: AH006911.2 for ENG and Sequence ID: NG_009549.1 for ACVRLL.

In ENG we identified 20 different variants, 7 in exons (3 unpublished) and 13 in
introns (13 unpublished). In ACVRL-1 we identified 26 different variants, 16 in exons (6
unpublished) and 10 in introns (9 unpublished). Just one patient from Sao Paulo didn’t
presented variants in the genes studied. Fifteen patients presenting mutation rate to 93,75%
(n=15/16) and the higher numbers of intronic mutations and three large deletions SUTR

regions and the predominance of ACVRL1 over ENG vatiants.

Discussion

A total of 40 HHT patients were recruited from 36 different families. The median age at
the time of recruitment was 61 (22-87), with a predominance of females (24/40). The
median follow-up of the patients was 8.5 years (1 - 24 years). Family history of bleeding
was reported by 31/40 (65%). The highest ethnic percentage is described in the white
population (80%).

Epistaxis was the most frequent initial symptom (77.5%) and (100%) of the patients
were affected. The median age for the onset of epistaxis was 11 years. Other studies also
show epistaxis as the onset of disease and a high percentage of patients affected (12,14,41).

We observed a high frequency of cutaneomucous vascular lesions, compatible with that
described in the international literature, associated with lower rates of AVM. Imaging
research may be more explored since in our findings upper endoscopy was performed in
75% of patients, computerized tomography in 55%, colonoscopy in 37.5%, and at least
25% performed abdominal ultrasonography.

Regarding severity, the distribution observed in our populations was similar to that
described in other study (40). Patients classified with moderate severity presented
cutaneomucous lesions in more than one site. The penetrance of the disease is progressive.
Telangiectasias usually appear in the second or third decade of life (10). There are reports

that the number of telangiectasias increases with age, as well as other symptoms of the
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disease (22,35). We can infer that the expression of mucosal cutaneous telangiectasias
may be related to the severity of the disease.

The percentage of cancer among patients with THH was 17.5%. Studies show an
increased survival for people with HHT and some types of cancer (42,43). It may be related
to the altered expression of endoglin, interfering with the blood supply of the tumor,
promoted by the disorder in the process of angiogenesis.

At the time of inclusion in the study, patients presented a slightly reduced hemoglobin
concentration (10.4 + 3.4 g / dl), with ferritin = 65.7 = 89.0 ng / dl. Considering that these
results were collected in most patienst after treatment, anemia is a hallmark of HHT. In
these patients anemia results from recurrent bleeding, often leading to a negative iron
balance, despite iron therapy (6,44,45).

We had limitations on family history data and imaging tests. Family history may be
underestimated, as some patients have reported a family history of epistaxis and/or bleeding
of gastrointestinal tract in first-degree relatives, but these have not been evaluated by
physicians and have not had a definitive diagnosis of HRT. We observed a low index of
imaging tests, thus masking the clinical complications of certain patients. Therefore, it is
interesting to verify the involvement of the gastrointestinal tract and solid organs (CNS,
liver, and lung).

The difficulty of obtaining a correct diagnosis is a barrier for HHT patients, as well as
patients from other rare diseases (14). The dissemination of information about HHT to the
medical community can speed up the correct diagnosis and improve the patient's quality of
life. In an attempt to optimize the diagnostic process, a flow chart based on the Curation
criteria were developed as an instrument for clinical diagnosis (figure 2). Considering that
all patients in this study had epistaxis and that this was the first most frequent clinical
manifestation, the investigation for THH can be started from this criterion, following the
others.

The ACVRL1 gene encodes activin, a receptor for several ligands of the TGFf pathway
expressed in endothelial cells (46). The ENG gene encodes endoglin, an important
transmembrane glycoprotein of the vascular endothelium, which associates with other

receptors and modifies TGFpB signaling (18). Several mutations have already been
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described in both genes, with at least 569 and 504 mutations already reported in
ACVRL1 and ENG genes respectively (arup.utah.edu/database).

In our study, ACVRL1 mutations are far more frequent than ENG mutations,
especially in exons 7 and 8. Many other SNPs were also found in introns. Our results
corroborate with the literature regarding this mutations proportion between ENG/ACVRL,
with ratio varies from 0.4 to 2.1 (Tables 5) (47). Those same authors and often works offer
several hypotheses to explain these differences.

We believe that an identical and unique mutation of these genes in different
countries is unlikely. Different and random variations between series cannot be excluded,
since this has already been demonstrated in countries such as France, Holland and England.
In our study, we found that both ENG and ACVRL-1 genes showed mutations associated
with a more severe phenotype, including early onset of epistaxis and increased occurrence

of Pulmonary arteriovenous malformations (PAVMs) (48,49).

Conclusion

We present a comprehensive clinical description of 40 individuals with HHT who
represent the totality of patients followed in two geographically distinct centers of Brazil.

Our results show a high frequency of cutaneomucous vascular lesions, compatible
with that described in the international literature, associated with similar rates of AVM.

Regarding severity, the distribution observed in our populations was similar to that
described in other countries.

These characteristics may reveal differences in the molecular pathophysiology of
HHT in Brazil - that our phenotypic database opens the way to be studied, or indicate
limitations in the care of these patients, who need a multidisciplinary attention to prevent
and treat the complications of this condition.

This study was the first to concomitantly carry out a clinical characterization with
molecular study of all exons (ENG/ACVRL1 genes) of patients with HTH from Brazil.
Our results, combined with our previous data with patients presenting mutation rate to
93,75% (n=15/16) in Brazilians patients with a confirmed clinical diagnosis.

Also emphasize the higher numbers of intronic mutations and three large deletions
5UTR regions and the predominance of ACVRL1 over ENG mutations.
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Parameter Center 1 Center 2 Total
(n=7) (n=33) (n=40)
Age, median (range), years 52 (22-60) 67 (52-87) 61 (22-87)
Sex, no. male/female 1/6 15/18 16/24
Time from diagnosis, median (range), years 5 (1-24) 9 (1-23) 8.5 (1-24)
Ethnic background
Mulatto, n (%) 7 (100%) 1(3.0%) 8 (20.0%)
Black, n (%) 0 0 0
White, n (%) 0 32 (96.9%) 32 (80.0%)
Family history of HHT, Yes:No 5:2 26:7 31:9
Initial presenting symptoms
Epistaxis, n (%) 6 (85.7%) 25 (75.7%) 31 (77.5%)
Anemia, n (%) 0 2 (6.0%) 2 (5.0%)
Gastrointestinal bleeding, n (%) 1 (14.2%) 0 1 (2.5%)
Mucocutaneous telangiectasia
Oral mucosa, n (%) 4 (57.1%) 29 (87.8%) 33 (82.5%)
Limbs (inclui hand e feet), n (%) 5 (71.4%) 23 (69.6%) 28 (70.0%)
Nasal mucosa, n (%) 2 (28.5%) 11 (33.3%) 13 (32.5%)
Ocular, n (%) 0 2 (6.0%) 2 (5.0%)
Face/ears, n (%) 1 (14.2%) 12 (36.3%) 13 (32.5%)
Gl, n (%) 2 (28.5%) 16 (48.4%) 18 (45.0%)
Chest, n (%) 0 5 (15.1%) 5 (12.5%)
Presence of AVMs
Pulmonary, n (%) 0 3 (9.0%) 3 (7.5%)
Liver, n (%) 1 (14.2%) 9 (27.2%) 10 (25.0%)
Brain, n (%) 0 1 (3.0%) 1 (2.5%)
More than 2 sites, n (%) 0 2 (6.0%) 2 (5.0%)
Curacao criteria, n (%)
1 point 0 0 0
2 points 1 (14.2%) 4 (12.1%) 5 (12.5%)
3 points 5 (71.4%) 21 (63.6%) 26 (65%)
4 points 1 (14.2%) 8 (24.2%) 9 (22.5%)
Time of presentation of recurrent Epistaxis
Up to 9 years-old, n (%) 2 (28.5%) 9 (27.2%) 11 (27.5%)
10 — 19 years-old, n (%) 1 (14.2%) 5 (15.1%) 6 (15.0%)
20 or older, n (%) 4 (57.1%) 7 (21.2%) 11 (27.5%)
Comorbidities
Diabetes, Hypertension and Heart failure n (%) 2 (28.5%) 15 (45.4%) 17 (42.5%)
History of VTE, n (%) 0 3 (9.0%) 3 (7.5%)
Viral hepatitis, n (%) 0 3 (9.0%) 3 (7.5%)
Malignancies, n (%) 1 (14.2%) 6 (18.1%) 7 (17.5%)
Other, n (%) 5 (71.4%) 18 (54.5%) 23 (57.5%)




Table 2. Endoscopic and imaging findings in the study population
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UPPER DIGESTIVE ENDOSCOPY (n=30)
No abnormalities, n (%) 9 (30.0%)
Presence of vascular lesions, n (%) 18 (60.0%)
Hypopharynx, n (%) 2 (6.6%)
Esophagic, n (%) 2 (6.6%)
Gastric, n (%) 13 (43.3%)
Duodenal, n (%) 7 (23.3%)
Signs of portal hypertension, n (%) 5 (16.6%)
COLONOSCOPY (n=15)
No abnormalities, n (%) 5 (33.3%)
Presence of vascular lesions, n (%) 9 (60.0%)
Colitis, n (%) 1 (6.6%)
COMPUTERIZED TOMOGRAPHY (n=17)
Presence of vascular lesions in

Brain 179
Lungs 315
Liver 173
ABDOMINAL ULTRASOUND (n=9)
No abnormalities, n (%0) 1(11,1%)
Presence of vascular lesions, n (%) 6 (66,6%)




Table 3. Treatment modalities reported by the study population

Treatment

N=40

Iron therapy
Oral, n (%)
Parenteral, n (%)
Both, n (%)

11 (27.5%)
3 (7.5%)
21 (52.5%)

Antifibrinolytics, n (%)

28 (70.0%)

Thalidomide, n (%)

5 (12.5%)

Hormone blockers, n (%)

1(2.5%)

Transfusion
Episodic, n (%)

32 (80.0%)

Regular, n (%) 5 (12.5%)
Never, n (%) 3 (7.5%)
ENT Surgical procedures, n (%) 3 (7.5%)

ENT: ear, nose and throat

Table 4. Laboratory results

Parameter Result (mean + SD)

Hematology
Hemoglobin, g/dI 10.42 £ 3.44
Mean corpuscular volume, 82.22 +10.83
Leucocytes, mm3 6.223 + 3.21
Neutrophils, mm3 3.777 £ 1.662
Platelets, mm3 227.9 £ 98.88

Iron status
Ferritin, ng/ml 65.66 + 89.05
Serum iron, ug/dl 42.96 + 34.56

Transferrin saturation, %

350.7 + 83.86




SEQUENCING RESULTS

TABLES 5. Mutations of the ENG/ACVRL1 Genes Found in the Present Study.

Patient * Clinical Localization Nucleotide Protein Level Classification References
Gene Status Change
01 Ex 2 c.161-Ins G Fr Unknown This Study
Séo Paulo | - IV In3 ¢.39 G>A Unknown This Study
ENG
Ex7 €.859 G>A p.Asp287Asn Pathogenic (50)
Ex7 €.866 T>A p.Leu289Glu Pathogenic (51)
Ex7 €.943 G>A p.Val315Met** (52)

01 Ex7 €.960 A>G Silent Unknown This Study
Sé&o Paulo /v Ex7 c.974 C>T p.Ala325Val Unknown This Study
ACVRL1 In8 c.154 C>A Unknown This Study

In8 c.216 G>A Unknown This Study

In8 c.352 C>T Unknown This Study

In10 c.27 C>A Unknown This Study

Patient * Clinical Localization Nucleotide Protein Level | Classification References
Status Change

02 In3 c.94G>A Unknown This Study
Sé&o Paulo No data In3 €.104-InG Unknown This Study

ENG In3 €122 C>T Unknown This Study
In8 €.2725 A>G Silent Unknown This Study

02 Ex 8 €.1306_7 GA>CT p.Glu436Leu Unknown This Study
Sé&o Paulo No data Ex 8 c.1335 T>A p.Ser445tre Unknown This Study
ACVRL Ex9 €.1340 A>T p.Glu447Leu Unknown This Study

In10 c.27 C>A Unknown This Study




37

. * Clinical N Nucleotide . e
Patient Status Localization Change Protein Level | Classification References

03 5UTR Large Deletion — Unknown This Study

S0 Paulo No data In3 c.107 T>A --- Unknown This Study
ENG In3 €.123 C>T — Unknown This Study
Ex 4 €.392C>T p.Prol31Leu Benign (18,47,49,53-56)

03 In3 c.174 A>G === Benign (57)
Sdo Paulo No data In9 c.27 C>A --- Unknown This Stud
ACVRL : y

. * Clinical N Nucleotide . e
Patient Status Localization Change Protein Level | Classification References

04 Ex 2 c.140 C>G Silent Unknown This Study

S&o Paulo i/ In3 c.36 G>A Unknown This Study
ENG Ex 4 €.392C>T p.Prol3lleu Benign (18,47,49,53-56)
Ex7 c.859 G>A p.Asp287Asn Pathogenic (50)

04 In7 c.200 C>A Unknown This Study
Séo Paulo 1/ In7 €.216 G>A --- Unknown This Study
ACVRL In7 c.27 C>A Unknown This Study

In7 C.28 T>A Unknown This Study
. * Clinical o Nucleotide . e .
Patient Status Localization Change Protein Level | Classification References

05
S&o Paulo 1ian/v 5UTR Large Deletion Unknown This Study

ENG

05 In3 c.174 A>G --- Benign (57)
S&o Paulo v .
ACVRL In8 €.2711 T>C --- Unknown This Study
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— -
Patient ;I;?Ll;al Localization Ngﬂ;ﬁgge Protein Level | Classification References
06 5UTR Large Deletion — Unknown This Study
Sags?sulo v In3 ¢.108del C Unknown Unknown This Study
06
Sé&o Paulo 1nv In3 c.174 A>G Benign (57)
ACVRL
. * Clinical N Nucleotide . e .
Patient Status Localization Change Protein Level | Classification References
07
Séo Paulo |
ENG
07
S&o Paulo 11l Ex 8 €.976 A>G p.lle326Val Benign (33)
ACVRL
= -
Patient g;?llj(;al Localization Ngﬂ;ﬁgge Protein Level | Classification References
08 5UTR Large Deletion Unknown This Study
Sdo Paulo | I/11/1V Ex 1 c14 C>T 0. Thr5Met Benign (54,56,58-60)
ENG
08 Ex 4 €.430C>T p.Argl44* Pathogenic (54,61,62)
Sé&o Paulo mnv .
ACVRL IN 3 ¢.314-35A>G --- Benign (63-66)
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— -
Patient ;I;?Ll;al Localization Ngﬂ;ﬁgge Protein Level Classification References
01 Ex 2 €.140 C>G Silent Unknown This Study
Manaus vV In3 c.94 A>G --- Unknown This Study
ENG
01
Manaus v Ex 8 €.1232G>C p.Arg411Pro Pathogenic (67,68)
ACVRL
. * Clinical . Nucleotide . e .
Patient Status Localization Change Protein Level Classification References
02
Manaus /v In3 €.94 A>G Unknown This Study
ENG
02 In3 c.174 A>G Benign (57)
In 10 c.27 C>A Unknown This Study
Manaus /v
Ex 8 c. 1232G[A p.Arg411GlIn Pathogenic (56,68-72)
ACVRL
. * Clinical . Nucleotide . .
Patient Status Localization Change Protein Level Classification References
03
Manaus /111
ENG
03 In10 c.27 C>A Unknown This Study
Manaus 11/ In10 C.28 T>A Unknown This Study
ACVRL In3 c.174 A>G -—- Benign (57)
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— -
Patient Clinical Localization Nucleotide Protein Level Classification References
Status Change
04
Manaus i Ex 2 c.207 G>A Silent Benign (58-60)
ENG
Ex7 c.859 G>A p.Asp287Asn Pathogenic (50)
Ex 7 €.943 G>A p.Val315Met** This Study
04 Ex7 c.960 A>G Silent This Study
Manaus i/ Ex7 €.1360 C>T p.Arg454Trip*** (68)
ACVRL In8 €.216 A>G --- Unknown This Study
In 10 c.27 C>A Unknown This Study
In 10 c.28 T>A Unknown This Study
— -
Patient Clinical Localization Nucleotide Protein Level Classification References
Status Change
05
Manaus i/ Ex 2 c.126 G>A Silent Unknown This Study
ENG
05 Ex 8 €.1360 C>T p.Arg454Trip*** (68)
Manaus /1711 .
ACVRL In 10 c.27 C>A Unknown This Study
P~ -
Patient g,:;?lﬁal Localization Ngﬂzggse Protein Level Classification References
06 Ex 2 c.207 G>A Silent (58-60)
Manaus /1711 In3 €.69 T>G Unknown This Study
ENG In3 c.105 G>A Unknown This Study
06 In 10 c.27 C>A --- Unknown This Study
Manaus inn In 10 C.28 T>A --- Unknown This Study
ACVRL Ex 8 €.1120 C>T p.Arg374Trp Pathogenic (48,60,61,68,73)
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* Clinical

Nucleotide

Patient Status Localization Change Protein Level | Classification References
Ex 2 €.140 C>G Silent Benign This Study
M;)n7aus iy Ex 2 c.203 C>G Silent Benign This Study
ENG In3 c.75T>C -—- Unknown This Study
In3 c.85 C>G -—- Unknown This Study
07 Ex 2 c.210del G Leu69 Unknown (74)
Manaus v Ex7 c.859 G>A p.Asp287Asn Pathogenic (50)
ACVRL Ex 8 €.1120 C>T p.Arg374Trp Pathogenic (48,60,61,68,73)

* The clinical status was established according to the Curacao criteria / SP- Sdo Paulo / AM- Amazonas

Endoglin (ENG) gene - Sequence ID: AH006911.2
Activin A receptor like type 1 (ACVRL1) - Sequence ID: NG_009549.1
Fr: Frameshift Mutation

Del: deletion

Ins: Insertion
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Figure 1. Distribution of HHT severity scores for the study population.

Horizontal line indicates the median.
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Figure 2. Flow chart based on the Curation criteria was developed as an instrument for
clinical diagnosis.
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5. CONCLUSAO

Brasileiros portadores de telangiectasia hemorragica hereditaria acompanhados no
Hemoam e no Hemocentro de Campinas manifestam um perfil clinico semelhante as
demais populacdes estudadas, apresentando: Epistaxe como sintoma inicial mais frequente;
elevada frequéncia de lesdes vasculares mucocutaneas associadas a taxas semelhantes de
MAV; e anemia refrataria. A gravidade da doenca também se assemelha a descrita a

literatura.

A taxa de mutacdo foi considerada alta. Dentre os pacientes, apenas, um nao
apresentou mutagéo no gene da Endoglina e ACVRL1. Apontamos uma elevada frequéncia
de mutacbes no gene ACVR1. Foram encontradas 16 diferentes mutacdes no gene ENG e
15 no gene ACVRL1 néo publicadas.

Nossa base de dados fenotipicos abre caminho para ser estudada, ou indicar
limitacOes na assisténcia a estes pacientes, que necessitam de uma atencdo multidisciplinar

para prevencgao e tratamento das complicagdes desta condigéo.

6. PERSPECTIVAS

As dificuldades no diagnéstico molecular da THH, assim como a grande
variabilidade fenotipica observada nesta doenca levaram a estudos sobre o uso de
biomarcadores para caracterizacdo da THH. O fato de a fisiopatologia da THH estar
relacionada a angiogénese fez com que proteinas de vias envolvendo o TGFp e o VEGF
tenham sido as primeiras a serem avaliadas neste contexto.

Estudos que avaliaram o papel dos niveis de TGF3 na THH ndo puderam confirmar
que diferentes concentracBes desta proteina se correlacionem com o diagnostico ou com
caracteristicas clinicas destes pacientes. Em particular, foram observadas grandes
diferencas nestas dosagens, que dificultam seu uso como biomarcador.

No que diz respeito ao VEGF, estudo demonstrou que seus niveis encontravam-se
aumentados quando comparados com individuos saudaveis (31). Todavia, estas variagdes

ndo foram capazes de diferenciar os subtipos THH1 e THH2 desta doenca.
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Por fim, niveis diferentes para Ang-2 foram demonstrados entre os portadores de
THH1 e THH2, mas ndo foram evidenciadas diferencas entre pacientes de THH1 e a
populacdo saudavel. Em resumo, embora a associacdo do VEGF com a THH esteja bem
demonstrada, 0 mesmo néo pode ser confirmado para Ang-2.

Diante disto, acreditamos que o estudo de mediadores da angiogénese nesses
pacientes associado aos dados clinicos e moleculares fornecidos por este estudo tem o
potencial de ampliar a compreensao sobre a fisiopatologia e a correlagdo genotipo:fenétipo
desta condicdo, e descrever as caracteristicas genéticas da THH nessa populacdo onde esta
doenga é pouco descrita.
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APENDICES

A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Pacientes (TCLE) - Hemoam.
B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Pacientes (TCLE) - Unicamp.

C - Questionario Clinico-laboratorial

Apéndice A: Termo de consentimento livre e esclarecido — Pacientes/Hemoam

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PACIENTES

Titulo do projeto: Caracterizacgao clinica e molecular de pacientes com
telangiectasia hemorragica hereditaria da regido de Campinas (SP) e Manaus
(AM)

Responsaveis pelo projeto:
Prof °. Dr José Pereira de Moura Neto
Prof °. Dr Erich Vinicius de Paula
Ms. Aline Sampaio Jamel

NUMERO DO CAAE: 55628616.4.1001.0009

Vocé esta sendo convidado (a) a participar como voluntério (a) dessa pesquisa por ter o
diagnéstico de Telangiectasia hemorragica hereditaria (THH). Este documento,
chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, tem por objetivo garantir seu
direito como participante € elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e
outra com o pesquisador. Por favor, leia com atencdo e calma, aproveitando para
esclarecer suas davidas. Se houver perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé
podera esclarecé-las com os pesquisadores. Se preferir, pode levar para casa e consultar
seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. Se vocé ndo quiser
participar ou se quiser retirar sua autorizagdo a qualquer momento, ndo havera nenhum
tipo de penalizacéo ou prejuizo.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DA PESQUISA:

A THH é uma doenca genetica que se caracteriza pela presenca de malformagGes nos
vasos sanguineos de seu corpo. A suspeita da presenca desta doenga ocorre quando pelo
menos duas das seguintes situagfes ocorrem no mesmo paciente: epistaxe ou
sangramento nasal; telangiectasias cutaneas ou em mucosas (vasos fininhos na pele ou
nas mucosas); malformacfes nos vasos de oOrgdos internos, e a presenca de historia
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familiar. Embora o diagndstico da THH seja feito com base nestas informac6es, a causa
genética é desconhecida na maioria dos pacientes. O objetivo desta pesquisa €
justamente investigar qual tipo de alteracGes genéticas (mutacao) esta presente em cada
paciente com THH. Embora esta informacdo ndo seja essencial para o seu tratamento,
ela pode auxiliar na confirmacdo de casos duvidosos, além de poder ser util no futuro,
quando novos tratamentos para esta doenca surgirem. Além disso, nds também iremos
estudar a presenca de substancias o sangue destes pacientes que podem aumentar ou
reduzir a gravidade do sangramento.

PROCEDIMENTOS:

A pesquisa sera realizada por meio de um questionario com dados sobre vocé e sua
doenca que vocé precisara responder, e uma amostra de 15 ml de seu sangue. A coleta
de sangue sera realizada no mesmo momento (mesma picada) da coleta dos exames para
sua consulta. O sangue sera colhido da veia do braco (cerca de trés colheres de chd).

DESCONFORTOS E RISCOS:

Durante a coleta de vocé podera sentir leve dor ou apresentar pequenas manchas roxas
no local da picada. Para amenizar estes possiveis desconfortos a coleta de sangue sera
realizada por pessoal bastante treinado. Cuidados locais devem ser tomados para a
diminuicdo do desconforto, tais como compressdo do local puncionado por cerca de 4
minutos, manutencdo do curativo por no minimo 4 horas, como ocorre em qualquer
coleta de sangue para exames. O questionario, com duracdo de cerca de 15 minutos,
contém perguntas de carater pessoal, o que pode Ihe causar algum constrangimento ao
respondé-las, portanto estas perguntas serdo feitas de modo particular. Mesmo
participando do estudo, vocé podera recusar fornece algumas informacdes solicitadas.
Ou seja, vocé respondera apenas as questdes que se sentir a vontade.

BENEFICIOS:

A participacdo neste projeto pode trazer algum beneficio para vocg, ja que possibilitara
uma melhor caracterizacdo de seu diagnostico. Além disso, sua participacdo neste
estudo serd importante um melhor entendimento sobre esta doenca.

ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA:

Apbs sua participacdo nesta pesquisa, VOcé continuard seu tratamento em sua
instituicdo, mesmo ap6s o encerramento da pesquisa. Os resultados dos exames
realizados neste tubo ndo incluem exames utilizados por seus médicos para 0 seu
tratamento, e serdo usados apenas na analise desta pesquisa.

SIGILO E PRIVACIDADE:

Todas as informacdes coletadas serdo mantidas confidencialmente. Os seus dados serdo
armazenados em um computador e seu nome nao aparecera em nenhuma publicacéo,
apresentagdo ou documento. Deste modo vocé tem garantia de que este estudo esta
sendo realizado sob rigorosos principios cientificos e éticos.
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RESSARCIMENTO E INDENIZACAO:

N&o haverd ressarcimento de despesas de transporte, alimentacdo, diarias, jA que o
estudo sera feito durante a sua consulta médica de rotina. Caso vocé tenha que
comparecer a sua instituicdo apenas devido a este estudo, vocé sera ressarcido com 0s
custos de transporte (6nibus) e alimentacdo. Vocé terd a garantia ao direito a
indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa.

ACONSELHAMENTO GENETICO:

Os pesquisadores estardo disponiveis para oferecer aconselhamento genético em relacao
aos resultados encontrados nestes genes, que estdo envolvidos apenas nesta doenca
(THH).

ARMAZENAMENTO DE MATERIAL.:

O material colhido neste estudo sera utilizado somente para os objetivos propostos e
gostariamos de saber se 0 senhor(a) concorda com o armazenamento deste material.
Caso seja realizado outro estudo com este material, o senhor(a) sera devidamente
informado e questionado se concorda ou ndo com a participacdo em outro estudo, que
s6 sera realizado ap6s nova autorizagdo do Comité de Etica em pesquisa desta
instituicao.

() Concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o
armazenamento do meu material bioldgico, devendo o mesmo ser descartado ao final
desta pesquisa.

( ) Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do
meu material bioldgico, sendo necessario meu consentimento a cada nova pesquisa, que
devera ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

Em caso de falecimento ou condi¢do incapacitante, os direitos sobre o material
armazenado deverdo ser dados a:
(O participante deve indicar o nome de uma pessoa a ser contatada).

CONTATO:

Em caso de duvidas sobre a pesquisa, vocé poderd entrar em contato com 0s
pesquisadores listados abaixo:

Dr. José Pereira de Moura Neto, - Coordenador do Projeto - Laboratério de Analises
Especializadas em Biologia Molecular - Contato: (92) 3305-000 — (92) 8187-0920 na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas, Avenida
General Rodrigo Octavio, 6200, Coroado | - CEP 69077-000, Manaus — AM, Fone:
(92) 3305-000.Aline Sampaio Jamel — Pesquisadora responsavel — Programa de Pds-
Graduagdo em Ciéncias Aplicadas a Hematologia. Contato: (92) 9942120261
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Dr. Erich Vinicius de Paula — Pesquisador Colaborador - Laboratério de Hemostasia
do Hemocentro da UNICAMP e Ambulatério de Hematologia do Hemocentro da
UNICAMP - Contato: (19) 35218755 ou 35218644.

Em caso de dendncias ou reclamacdes sobre sua participacdo e sobre questdes éticas do
estudo, vocé podera entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP)
e Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp:
UNICAMP das 08:30hs as 11:30hs e das 13:00hs as 17:00hs na Rua: Tessalia
Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-
8936 ou (19) 3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br.

e Comité de Etica em Pesquisa do FHEMOAM: Av. Constantino Nery, 3240 —
Chapada -CEP 69050-001, Manaus — AM; telefone (92) 3655-0014

O COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP).

O papel do CEP ¢ avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas
envolvendo seres humanos. A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), tem
por objetivo desenvolver a regulamentacdo sobre protecdo dos seres humanos
envolvidos nas pesquisas. Desempenha um papel coordenador da rede de Comités de
Etica em Pesquisa (CEPs) das instituices, além de assumir a funcio de 6rgdo consultor
na &rea de ética em pesquisas.

OUTRAS INFORMACOES:

1. O voluntéario estara livre para desistir do estudo a qualquer tempo, mesmo que
inicialmente tenha concordado em fazé-lo.

2. O voluntario podera tirar todas as duvidas que tiver, ou que aparecerem durante
0 estudo, sobre 0 mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em respondé-las.
3. Todas as informacbes obtidas pelo estudo terdo um caréter sigiloso e
confidencial e serdo usadas apenas com a finalidade de divulgacdo e publicacdo
cientifica, e sua identidade ndo sera revelada.

4. A sua discordancia em participar do estudo nédo lhe acarretard nenhum prejuizo
em qualquer outro tratamento ou procedimento que possa necessitar futuramente em
qualquer servico de nosso hospital.

5. Caso vocé se sinta prejudicado ou de alguma forma lesionado, vocé tem o direito
de procurar obter indenizagao por danos eventuais.

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:

Apbs ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos,
métodos, beneficios previstos, potenciais riscos e 0 incdmodo que esta possa acarretar,
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aceito participar e declaro estar recebendo uma via original deste documento
assinada pelo pesquisador e por mim, tendo todas as folhas por nés rubricadas:

Nome do (a) participante:

Contato telefonico:

e-mail (opcional):

Data: / /

(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu RESPONSAVEL LEGAL)
RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboracdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma
via deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP
perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os
dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste
documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)

Apéndice B: Termo de consentimento livre e esclarecido — Pacientes/Unicamp

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pacientes
TCLE elaborado conforme descrito da Resolugéo 466/12 nos itens IV.3, IV.4 e IV.5.

Titulo do projeto: Caracterizagdo clinica e molecular de pacientes com
Telangiectasia Hemorragica Hereditaria (THH)

Responsavel pelo projeto: Erich Vinicius de Paula
NUMERO DO CAAE: 80877617.7.0000.5404

INTRODUCAO:
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Vocé esta sendo convidado (a) a participar como voluntério (a) dessa pesquisa por ter o
diagndstico de Telangiectasia Hemorragica Hereditaria (THH). Este documento,
chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, tem por objetivo garantir seus
direitos como participante e elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e
outra com o pesquisador. Por favor, leia com atencdo e calma, aproveitando para
esclarecer suas davidas. Se houver perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé
podera esclarecé-las com o pesquisador. Se preferir, pode levar para casa e consultar
seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. Se vocé ndo quiser
participar ou se quiser retirar sua autorizacdo a qualquer momento, ndo havera nenhum
tipo de penalizacdo ou prejuizo.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DA PESQUISA:

A THH é uma doenca genética que se caracteriza pela presenca de malformacdes nos
vasos sanguineos de seu corpo. Embora o diagndstico da THH seja feito apenas através
da identificacdo destas malformacdes pelo exame fisico do paciente, a identificacdo da
mutacdo genética causadora da THH em cada paciente pode aumentar o conhecimento
cientifico sobre esta doenca, e sobre outras doencas vasculares. Assim, o objetivo desta
pesquisa € investigar qual tipo de alteracdo genética (mutacdo) esta presente em cada
paciente com THH, e como esta mutacdo pode influenciar na forma como a THH se
manifesta em cada pessoa. Pretendemos ainda estudar se os niveis sanguineos de
algumas substancias importantes para a formacdo de vasos sanguineos influenciam na
forma como a THH se manifesta em cada paciente.

PROCEDIMENTOS:

A pesquisa sera realizada por meio de um questionario com dados sobre vocé e sua
doenca que vocé precisara responder, e uma amostra de 13 ml de seu sangue (2 colheres
de sopa). A coleta de sangue sera realizada em seu local de tratamento, em veia do
braco com seringa e agulha. Além disso, vocé respondera a um questionario sobre sua
doenca. Vocé levara em torno de 20 minutos para responder as perguntas do
questionario.

DESCONFORTOS E RISCOS:

Durante a coleta de vocé podera sentir leve dor ou apresentar pequenas manchas roxas
no local da picada. Para amenizar estes possiveis desconfortos a coleta de sangue sera
realizada por pessoal bastante treinado. Cuidados locais devem ser tomados para a
diminuicdo do desconforto, tais como compressdo do local puncionado por cerca de 4
minutos, manutencdo do curativo por no minimo 4 horas, como ocorre em qualquer
coleta de sangue para exames. Quanto ao questionario, vocé podera recusar a fornecer
algumas informagdes solicitadas, caso néo se sinta a vontade para responde-las.

BENEFICIOS:
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A participacdo neste projeto pode trazer algum beneficio para vocé, ja que possibilitard
uma melhor caracterizagdo de seu diagnostico atraves dos exames genéticos. Além
disso, sua participacdo neste estudo sera uma importante contribuigdo para os cientistas
que estudam a formac&o de vasos sanguineos na THH e em outras doencas.

ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA:

Apds sua participacdo nesta pesquisa, VOcé continuard seu tratamento em sua
instituicio, mesmo ap0s 0 encerramento da pesquisa. Os pesquisadores estardo
disponiveis para oferecer aconselhamento genético em relacdo aos resultados
encontrados nestes genes, que estdo envolvidos apenas nesta doenca (THH). Em caso de
algum evento adverso causado por sua participacdo, vocé tera direito a assisténcia
médica gratuita no complexo hospitalar da Unicamp pelo tempo que for necessario.

SIGILO E PRIVACIDADE:

Todas as informagdes coletadas serdo mantidas confidencialmente. Os seus dados serdo
armazenados em um computador e seu nome nao aparecerd em nenhuma publicacéo,
apresentacdo ou documento. Deste modo vocé tem garantia de que este estudo esta
sendo realizado sob rigorosos principios cientificos e éticos. Os registros da sua
participacdo no estudo serdo mantidos confidencialmente, sendo do conhecimento dos
participantes do projeto e do médico que o0 acompanha.

RESSARCIMENTO:

N&do havera ressarcimento de despesas de transporte, alimentacdo, diarias, ja que o
estudo sera feito durante a sua consulta médica de rotina. Caso vocé tenha que
comparecer a sua instituicdo apenas devido a este estudo (como no caso de pacientes
que foram convidados a participar pelo telefone), vocé sera ressarcido com os custos de
transporte (6nibus) e alimentacao.

ARMAZENAMENTO DE MATERIAL BIOLOGICO:

O material colhido neste estudo sera utilizado somente para os objetivos propostos, e
sera descartado 5 anos apds o término do projeto. No entanto, gostariamos de saber se 0
senhor(a) concorda com o armazenamento deste material. Caso seja realizado outro
estudo com este material, o senhor(a) sera devidamente informado e questionado se
concorda ou ndo com a participacdo em outro estudo, que so seré realizado apds nova
autorizacio do Comité de Etica em pesquisa desta instituico.

( ) Concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o
armazenamento do meu material biolégico, devendo o mesmo ser descartado ao final
desta pesquisa. ( ) Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o
armazenamento do meu material bioldgico, sendo necessario meu consentimento a cada
nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela
CONEP.
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Em caso de falecimento ou condi¢do incapacitante, os direitos sobre o material
armazenado deverdo ser dados a:
(indicar uma pessoa a ser contatada).

CONTATO: Em caso de duvidas sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com
0s pesquisadores listados abaixo:

e Dr. Erich Vinicius de Paula — Pesquisador - Hemocentro da UNICAMP. Contato:
(19) 35218627. Em caso de denuncias ou reclamacfes sobre sua participacdo e sobre
questdes éticas do estudo, vocé podera entrar em contato com a secretaria do Comité de
Etica em Pesquisa (CEP)

e Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp:
UNICAMP das 08:30hs as 11:30hs e das 13:00hs as 17:00hs na Rua: Tessalia Vieira de
Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936 ou (19) 3521-
7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br.

OUTRAS INFORMACOES:

1. O voluntério estard livre para desistir do estudo a qualquer tempo, mesmo que
inicialmente tenha concordado em fazé-lo.

2. O voluntario podera tirar todas as davidas que tiver, ou que aparecerem durante o
estudo, sobre 0 mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em respondé-las.

3. Todas as informacgdes obtidas pelo estudo terdo um carater confidencial e serdo
usadas apenas com a finalidade de divulgacdo e publicacdo cientifica. Sua identidade
ndo sera revelada.

4. A sua discordancia em participar do estudo ndo lhe acarretara nenhum prejuizo em
qualquer outro tratamento/procedimento que possa necessitar futuramente em nosso
hospital.

5. Caso vocé se sinta prejudicado ou de alguma forma lesionado, vocé tem o direito de
procurar obter indenizagdo por danos eventuais.

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO: Apos ter recebido esclarecimentos
sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos, beneficios previstos, potenciais
riscos e o incdbmodo que esta possa acarretar, aceito participar e declaro estar recebendo
uma via original deste documento assinada pelo pesquisador e por mim, tendo todas as
folhas por nos rubricadas:

Nome do (a) participante:

Contato telefonico:

e-mail (opcional):

Data: / /
(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu RESPONSAVEL LEGAL)
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RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR: Asseguro ter cumprido as exigéncias
da resolucdo 466/2012 CNS/MS e complementares na elaboracdo do protocolo e na
obtengdo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter
explicado e fornecido uma via deste documento ao participante. Informo que o estudo
foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a
utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades
previstas neste documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)

Apéndice C: Questionario Clinico-Laboratorial

Dados demogréaficos

e Numero sequencial do caso:

e Centro:

e Nome do paciente:

e Numero do prontuario:

e Idade: Sexo:

e Data de nascimento: [/

e FEscolaridade:

e Ocupacéo:

Dados clinicos

e Data do diagnostico:

e Primeira manifestacdo clinica:

e Local do diagnostico:

e Malformagdes cutaneo-mucosas (MFMC):

e Locais;
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Malformacdes arteriovenosas (AVM):

e Pulmodes: o Sim oNao Caracterizacéo:
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SNC: o Sim oNao Caracterizagao:

Figado: o Sim oNao Caracterizagdo:

Outros: O Sim oNao Caracterizagéo:

e Comprometimento funcional ou complicacGes devido as AVM

e 0 Sim oNao Caracterizacdo:

Histdria de epistaxe:

e |dade de inicio:

e Unilateral Bilateral

e Frequéncia estimada nos ultimos 2 anos:




Necessidade de atendimento de emergéncia: o Sim  ©ONao

Tipos de procedimentos invasivos na emergéncia:
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Necessidade de transfusdo de sangue na emergéncia: o Sim oNao

Numero estimado de concentrados de hemacias:

Uso de medicamentos devido & epistaxe:

A ocorréncia de epistaxes ja comprometeu suas atividades diarias? N&o
Sim. Detalhes:

Exame endoscopico (data e achados)

e Historia de sangramento de TGI:

Idade de inicio:

Tipo:

Frequéncia estimada nos Gltimos 2 anos:

Necessidade de atendimento de emergéncia: o Sim  ©ONao

Tipos de procedimentos invasivos na emergéncia:
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e Necessidade de transfusdo de sangue na emergéncia: 0 Sim ©Nao

e Numero estimado de concentrados de hemacias:

e Uso de medicamentos devido a sangramento de TGI:

e A ocorréncia de sangramento de TGI ja comprometeu suas atividades
diarias? oNao
oSim. Detalhes:

e EDA (data e achados)

e Colonoscopia (data e achados)

e Historico familiar: o Sim oNao (Se sim, heredograma no verso)

e Critérios de Curacao: Pontos:

Epistaxe MFCM AVM Hist familiar

Tratamento atual e pregresso

e Uso de antifibrinoliticos?: o0 Sim oNao 0ONao sabe/sem dados

Qual(is):
Periodo(s):
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e Percepcdo da resposta:

e Reposicdo de ferro
e [0Oral O Parenteral 0 Ambas 0 Nao sabe/sem dados
e [ Continua Olntermitente Talidomida?: o Sim oNao oNao
sabe/sem dados
e Qual(is):

e Periodo(s):

e Percepcdo da resposta:

e Bloqueadores hormonais?: o Sim oNao Nao sabe/sem dados

e Periodo(s):

e Percepcéo da resposta:

e QOutros?:

e Qual(is):

e Periodo(s):

e Percepcéo da resposta:




Transfusfes de sangue

o Sim oN3do oNao sabe/sem dados

Idade da 12 transfusao:

Quantidade de transfusdes de sangue:

e Estimativa do paciente;

Registrado no sistema:

Programa de transfusdo regular: o Sim oNao

Tipo de componente usado:

Complicag0es da transfusao:

Comorbidades

O Sim oNao oNao sabe/sem dados

Comorbidades:
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Medicamentos em uso regular:




EXAMES LABORATORIAIS

* Registrar o mais recente, exceto quando especificado ao contrério
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Nome

Resultado

Data

Hemoglobina (g/dL)

Hematocrito (%)

VCM (fl)

Plagquetas (/mm3)

Leucdcitos (/mm3)

Neutrofilos (/mm3)

Reticulocitos (k/uL)

Ureia

Creatinina

Ferro serico (ug/dl)

Ferritina

Transferina (ug/dl)

LDH (U/L)

Bilirrubina total/indireta

ALT (U/L)

AST (U/L)

K

NA

TP (RNI)

TTPa (R)

Albumina

Proteinas totais

Prot C reativa

B12

Acido félico

Colesterol total
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LDL

HDL

Triglicérides

Glicemia de jejum

Hb glicada




