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Nova proposta para diagndstico
do angioedema hereditario com papel filtro

New diagnostic approach to hereditary angioedema using filter paper
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RESUMO ‘

Introducgéao: O angioedema hereditario (AEH) é raro, caracteriza-
do por edema em subcutaneo, trato gastrointestinal e vias aéreas
superiores. A deficiéncia do inibidor de C1 decorre da mutagao
em SERPING1 (AEH-C1-INH) que resulta em acumulo de bradi-
cinina e maior permeabilidade endotelial. O AEH também pode
apresentar-se com C1-INH normal. A avaliacéo funcional do C1-
INH permite detectar as duas formas de AEH-C1-INH. O objetivo
do estudo foi avaliar a triagem de pacientes usando amostras de
gota de sangue seca (DBS - Dried blood spot) em papel filtro com-
parada a técnica atual por ensaio cromogénico. Métodos: Estudo
multicéntrico, prospectivo, em pacientes com AEH subdivididos
em: G1 - AEH-C1-INH (n = 53; tipos 1 =48 e 2 = 5); G2-AEH com
mutagao de FXII (AEH-FXII) (n = 30) e G3—AEH sem mutagéao co-
nhecida (AEH-UNK) (n = 10) e G4 - Controle (n = 10). Realizadas
dosagens de C4 e C1-INH (imunodifuséo radial); C1-INH funcional
(ensaio cromogénico e DBS). A avaliacdo estatistica utilizou o
programa GraphPad Prism. O protocolo foi aprovado pelo Comité
de Etica (CAAE:41812720010010082). Resultados: Valores de
C4 e C1-INHq resultaram em mediana de 9,14 e 8,9 mg/dL para
G1;G2de 33,2 e 34,2 mg/dL; G3 de 35,3 € 29,4 mg/dL e G4 32,2
mg/dL e 35,3 mg/dL respectivamente. Valores de fC1-INH pelo
ensaio cromogénico e por DBS resultaram em mediana de 35%
e 0% em G1; G2 de 120% e 81%; G3 de 120% e 91%; e em G4
de 32,2% e 35,3%, respectivamente. G1 com 42/53 amostras

‘ ABSTRACT

Introduction: Hereditary angioedema (HAE) is a rare disease
characterized by edema in the subcutaneous tissue, gastrointestinal
tract, and upper airways. C1 inhibitor deficiency is caused by a
SERPING1 mutation (HAE-C1-INH) that results in bradykinin
accumulation and increased endothelial permeability. HAE may
also present with normal C1-INH. Functional assessment of
C1-INH allows the detection of both forms of HAE-C1-INH. This
study aimed to evaluate patient screening using dried blood spots
(DBS) on filter paper compared with the current technique using
chromogenic assays. Methods: A multicenter prospective study
of patients with HAE divided into: G1 — HAE-C1-INH (n=53; types
1=48 and 2=5); G2 — HAE with FXII mutation (HAE-FXII) (n=30);
G3 — HAE with unknown mutation (HAE-UNK) (n=10); and G4
— Control (n=10). C4 and C1-INH levels were measured (radial
immunodiffusion); functional C1-INH levels were assessed using
chromogenic assay and DBS. Statistical analysis used GraphPad
Prism. The protocol was approved by the Ethics Committee
(CAAE:41812720010010082). Results: The median C4 and C1-
INHq levels were, respectively, 9.14 and 8.9 mg/dL for G1; 33.2 and
34.2 mg/dL for G2; 35.3 and 29.4 mg/dL for G3; and 32.2 and 35.3
mg/dL for G4.The median fC1-INH levels obtained by chromogenic
assay and by DBS were, respectively, 35% and 0% for G1; 120%
and 81% for G2; 120% and 91% for G3; and 32.2% and 35.3%
for G4. G1 had 42/53 samples (79.2%) and 53/53 (100%) with
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(79,2%) e 53/53 (100%) com fC1-INH reduzida respectivamente.
Em G2 30/30 (100%) e 28/30 (93,7%) com fC1-INH acima de 50%
respectivamente. Para G3 e para G4 a fC1-INH estava normal
em ambas as técnicas. Conclusao: O fC1-INH pela técnica em
DBS permite identificar os pacientes com AEH-C1-INH com maior
precisao que o ensaio cromogénico. Trata-se de coleta simples, de
facil transporte, facilitando o diagnostico de AEH-C1-INH.

Descritores: Angioedema hereditario, inibidor de C1, fator XII,
C1-INH, Complemento C4, biomarcador, diagndstico.

reduced fC1-INH, respectively. In G2, 30/30 (100%) and 28/30
(93.7%) had fC1-INH above 50%, respectively. In G3 and G4, fC1-
INH was normal with both techniques. Conclusion: The fC1-INH
measured in DBS samples allows a more precise identification of
patients with HAE-C1-INH than using the chromogenic assay. DBS
samples are simple to collect and easy to transport, facilitating the
diagnosis of HAE-C1-INH.

Keywords: Hereditary angioedema, C1 inhibitor, factor XIl, C1-
INH, complement C4, biomarker, diagnosis.

Introducéo

Angioedema hereditario (AEH) é um termo usado
para descrever episddios isolados e/ou recorrentes de
angioedema em tecidos subcutdneo e submucoso,
frequentemente envolvendo face, extremidades, trato
gastrointestinal, genitalia, vias aéreas superiores e
que ndo apresenta associacao com lesdes de pele do
tipo urticariformes. Frequentemente acomete muitas
pessoas de uma mesma familia por tratar-se de uma
heranca autossémica dominante com 75% com his-
toria familiar e 25% com mutacgéo de novo'. Existem
diferentes tipos de AEH, o subtipo mais frequente é o
AEH com deficiéncia do inibidor C1 (C1-INH) (AEH-
C1-INH), causado por mais de 800 mutagdes que
afetam o gene SERPING 123,

A maioria das mutagdes em SERPING1 leva a
uma deficiéncia quantitativa na sintese e secregao
de C1-INH (AEH-C1-INH tipo 1), e o diagnéstico é
feito por baixos niveis plasmaticos quantitativos de
C1-INH (C1-INHqg). Em aproximadamente 15% dos
casos de AEH-C1-INH, a mutagéo resulta em uma
proteina anémala, detectada pela avaliagao funcional
de C1-INH (fC1-INH), caracterizando o AEH-C1-INH
tipo 24. Nestes pacientes, os niveis quantitativos de
C1-INH s&o normais ou mesmo elevados, enquanto
os niveis de C4 e a atividade funcional de C1-INH
s&o baixos'45,

O C1-INH é inibidor de protease que inibe as vias
do complemento, fibrinolitica, coagulacéo e cinina-
calicreina; sua deficiéncia resulta em uma liberacéao
descontrolada de bradicinina (BK). A BK liga-se ao
receptor B2 nas células endoteliais levando a libera-
¢ao do oxido nitrico e vasodilatagao®7”. No entanto,
existem pacientes com valores normais do C1-INH,
tanto em valor como em funcao (AEH-nC1-INH), ten-
do sido associados até o momento a oito diferentes
mutacoes. As mutacgdes génicas identificadas afe-

tam o gene do fator de coagulagao XII (AEH-FXII)8,
plasminogénio (AEH-PLG)?, Angiopoetina-1 (AEH-
ANGPT1)19, Cininogénio 1 (AEH-KNG 1)1, mioferlina
(AEH-MYOF)'2, heparansulfato-glucosamina 3-O-
sulfotransferase 6 (HS3ST6)3, carboxipeptidase N su-
bunidade 1 (CPN1)'4 e disabled homolog 2-interacting
protein (DAB2IP)15.16,

Na atualidade, apesar de todas as ferramentas
para o diagnéstico, a dificuldade reside no acesso
aos exames, na coleta e na manipulacao adequada
das amostras, tendo em vista que as proteinas do
sistema complemento sao termolabeis, isto €, devem
ser coletadas rapidamente e aliquotadas a -80 °C
para posterior avaliacdo laboratorial®>17.18, Além
disso, atualmente, no Brasil ha um numero limitado
de laboratdrios clinicos que realizam a dosagem
quantitativa e funcional do C1-INH'9:20, Portanto, o
envio das amostras de locais distantes gera um custo
muito elevado, pois o transporte deve ser feito em
gelo seco e em curto prazo. Assim, a disponibilizacao
de métodos que permitam o envio de amostras sem
prejuizo da avaliagdo funcional do C1-INH seria uma
ferramenta essencial para o aprimoramento e para a
equidade de acesso ao diagnéstico de AEH-C1-INH.
Considerando-se o que foi apresentado, o presente
estudo teve como objetivo avaliar a fC1-INH por
meio de amostras em papel de filtro (DBS) para o
diagnéstico de AEH-C1-INH comparado ao ensaio
cromogénico.

Métodos

Trata-se de estudo multicéntrico e prospectivo,
incluindo pacientes maiores de 1 ano com diagnés-
tico confirmado de angioedema hereditario. Para
tanto, considerou-se a apresentacao clinica, a histdria
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familiar positiva e os exames bioquimicos confirma-
térios para pacientes com deficiéncia de C1-INH e/
ou exames genéticos para o AEH com inibidor de C1
normal. Apés a triagem inicial, 93 pacientes foram
divididos em quatro grupos: (G1) AEH com deficiéncia
de inibidor de C1 (AEH-C1-INH) tanto tipo 1 (n = 48)
e quanto tipo 2 (n = 5); (G2) AEH com inibidor de C1
normal e identificacdo de mutacéo em FXII (AEH-FXII)
(n = 30). (G3) AEH com inibidor de C1 normal e sem
mutacdo conhecida (AEH-UNK) (n = 10), pois tiveram
seu exoma sequenciado e nao foram encontradas as
mutacoes atuais descritas na literatura; e finalmente
(G4), controles n = 10.

Foram excluidos os pacientes com incapacidade
de fornecer consentimento informado ou com diag-
néstico de angioedema adquirido e/ou com doengas
que possam resultar em disturbios do sistema com-
plemento como nefropatias e hepatopatias.

As amostras foram separadas por centrifugacéao
do sangue recém-coletado a 3000 rpm por 10 minu-
tos a 4 °C. Estas foram imediatamente aliquotadas e
armazenadas a -80 °C para realizagdo da dosagem
de C1-INHq, de C4 e da fC1-INH pelo método cromo-
génico. Foram realizadas dosagens de C4 e C1-INHq
por imunodifusao radial; avaliagcdo fC1-INH por ensaio
cromogénico e por gota de sangue seca (DBS).

A avaliagao da atividade funcional de C1-INH pelo
método cromogénico foi realizado com o kit comer-
cial Technochrome C1-INH®. Por esta técnica, ha
incorporacéo do substrato C1s sintético para medir
a atividade inibitéria da proteina C1-INH na amostra
de plasma. A fC1-INH pelo método cromogénico é
medida pela reacdo entre C1s e seu substrato artifi-
cial, Z-Lys-SBzI-HCI, para produzir cbz-Lys e tiometil
benzeno. O tiometil benzeno é medido por um ensaio
cromogénico, apos derivatizagdo com 5,5'-ditiobis-
(acido 2-nitrobenzoico). Uma menor intensidade de
cor indica maior atividade do inibidor de C1, pois
significa que ha menos produgéao de tiometil benzeno,
que é um produto da reagao envolvendo o C1s e o
substrato, portanto, a intensificacdo da cor no teste
cromogénico sugere uma reducgéo na func¢ao do ini-
bidor de C1.

O sangue também foi coletado em tubos Vacutainer
EDTA. Apds a coleta, os tubos foram invertidos para
ressuspender as células sanguineas e aliquotas de
60 pL colocadas no ponto do papel de filtro, e este
foi seco por pelo menos 3 horas em temperatura
ambiente e armazenadas a -20 °C por até 180 dias e
enviadas para PerkinElmer Genetics para realizacao
da fC1-INH por meio do DBS.

A coleta em papel filiro (DBS: dried blood spot)
foi realizada em material padronizado forneci-
do por Perkin Elmer Genetics, onde se utilizou a
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria
de Massas (LC-MS/MS) que é capaz de medir fC1-
INH. Neste ensaio primeiro é realizada a extragéo de
C1-INH dos cartdes DBS; depois liga-se o C1-INH do
cartao com excesso de C1s. Apos é realizada uma
reacao de C1s que nao se ligou nas etapas anteriores
com seu substrato. Isto gera a formacgao de cbz-Lys e
tiometil benzeno. O produto cbz-Lys é analisado dire-
tamente por LC MS/MS. Assim, este método mede a
atividade inibitéria de C1 esterase (C1s) pelo C1-INH
presente nas amostras?'.

Com relac@o aos valores de normalidade foram
considerados para C4 16,7 a 38,5 mg/dL para mu-
Iheres e de 16,2 a 44,5 mg/dL para homens; para
valores de C1-INHq considerado normais entre 19,5
e 34,5 mg/dL. Para fC1-INH, os valores de nor-
malidade segundo o kit Technochrome era acima
de 69%, e para o DBS, acima de 62,8%, segundo
PerkinElmer Genetics. Porém, para o diagndstico
consideram-se valores acima de 50% de acordo com
a literaturad17:22,

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Centro Universitario FMABC
(CAAE:41812720010010082). Os pacientes e volun-
tarios assinaram aos termos de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) e/ou Termo de Assentimento Livre
Esclarecido (TALE) antes da inclusao no estudo.

Resultados

Os pacientes avaliados eram predominantemente
do sexo feminino para todos os grupos. No G1, aidade
média foi de 40 (x17,7) anos para AEH-C1-INH tipo
1, e de 27 (+13,4) anos com AEH-C1-INH tipo 2. Para
0 G2, a ideia média foi de 38 (+18,6) anos, e em G3
foi 40 (+14,4) anos.

A maioria dos pacientes em todos os grupos era
sintomatica ao diagndstico, com idade média de
aparecimento dos sintomas variando de 10 a 26 anos
(Tabela 1).

As medianas dos niveis séricos de C4 e C1-INHq
resultaram para G1 em 9,14 e 8,9 mg/dL; para G2 em
33,2 € 34,2 mg/DL; e para G3 de 35,3 € 29,4 mg/dL,
respectivamente (Tabela 2).

Dois pacientes com AEH-C1-INH tipo 1 apresen-

taram valores de C4 acima do normal (1 crianga de
4 anos e 1 adulto de 27 anos). Para AEH-C1-INH
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Tabela 1
Distribuicédo e caracteristicas dos pacientes com AEH divididos por grupo

G1 G2 G3 G4
AEH-C1-INH AEH-C1-INH AEH-FXII AEH-UNK Controle
tipo 1 tipo 2
Distribuicao 48 5 30 10 10
Sexo feminino n (%) 35 (72,9%) 4 (80 %) 20 (66,6%) 10 (100%) 4 (40%)
Média da idade (anos) (DP) 40 (£17,6)  28(«13,4)  38(+18,6) 40 (£14,1) 23 (£25,8)
Idade média no inicio sintomas (anos) (DP) 15 (x11,2) 10 (¢4,5) 20 (+10,2) 26 (x10,2) -
Sintomaticos 44 (91,6%) 5 (100%) 23 (76,6%) 10 (100%) -
Assintomaticos 4 (8,4%) 0 7 (23,4%) 0 10 (100%)
Total 53 30 10 10

AEH = angioedema hereditario, FXIl = mutagéo fator XII da coagulagao, UNK = mutagao desconhecida, C1-INH = inibidor de C1 esterase.

Tabela 2
Distribuicdo dos valores bioquimicos encontrados por grupo de pacientes com AEH

G1 G2 G3 G4
AEH-C1-INH AEH-C1-INH  AEH-FXII AEH-UNK Controle
tipo 1 tipo 2
Mediana C4 (mg/dL) 9,14 33,2 35,3 32,20
Mediana C1-INHq (mg/dL) 8,9 34,2 32,25 35,30
fC1-INH cromogénico n (%)

<50% 38 (79,1%) 4 (71,5%) - -

250 % 10 (20,9%) 1(28,5%) 30 (100%) - 10 (100%)
fC1-INH cromogénico mediana (%) 35 120 120 119,80
fC1-INH DBS n (%)

<50% 48 (100%) 5 (100%) 22 (6,6%) - -

=50 % - - 28 (93,4%) 10 (100%) 10 (100%)
fC1-INH DBS mediana (%) 0 81,8 109,63 101,20
Total pacientes 48 5 30 10 10

a Gestantes.

AEH = angioedema hereditario, FXII = mutacéo fator XII da coagulagao, UNK = mutagdo desconhecida, C1-INHq = quantidade de inibidor de C1 esterase,
fC1-INH = fungéo do inibidor de C1 esterase.
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tipo 2 todos apresentaram valores reduzidos de
C4, e em G2, G3 e G4 os valores estavam normais
(Figura 1).

Os valores de C1-INHq encontraram-se reduzidos
em 100% dos pacientes AEH-C1-INH tipo 1 e elevado
nos 5 pacientes com AEH-C1-INH tipo 2, assim como
em G2, G3 e G4 (Figura 2).

Para fC1-INH pelo ensaio cromogénico, as media-
nas foram de 35% para G1; de 120% para G2 e G3.
Para o fC1-INH por DBS, a mediana foi de 0% para
G1; de 81% para G2 e de 91% para G3 (Tabela 2).

Na avaliagéo individualizada da fC1-INH pelo
ensaio cromogénico, G1 apresentou valores abaixo
de 50% em 42 dos 53 pacientes (79,2%), sendo 10
pacientes com AEH-C1-INH tipo 1 e 4 pacientes
AEH-C1-INH tipo 2 com valores acima de 50%. Para
G2, G3 e G4, o fC1-INH encontrava-se acima de 50%
(Tabela 2 e Figura 3).

Com relagao aos valores da fC1-INH pelo método
com DBS, no G1 100% dos pacientes apresentaram
valores abaixo de 50%. No G2 duas gestantes apre-
sentaram resultados reduzidos da fungéo contra 28
pacientes com resultados normais. Para G3 e G4
todos os valores estavam acima de 50 % (Tabela 2
e Figura 4).

60

Discussao

O angioedema hereditario € uma doenga poten-
cialmente fatal quando n&o diagnosticada e tratada
adequadamente, com taxa de mortalidade de 25 e
40%, como decorréncia do edema de glote e asfixia
(23, 24) Um estudo de mortalidade por AEH verificou
um taxa de mortalidade em torno de 17,5%, com
apenas 13% dos pacientes com diagnéstico de AEH
antes da morte?. Isto é reflexo de uma miriade de
fatores como a capacitagdo médica em reconhecer
a doenga, o numero reduzido de especialistas, a di-
ficuldade de acesso ao tratamento e ao acesso aos
exames diagnosticos2026, Por exemplo, no Brasil, no
Sistema Unico de Saude apenas dois laboratérios
sdo capacitados a realizar a totalidade dos exames
de diagndstico?” que compreendem a dosagem de
C4, C1-INHq e a fC1-INH. Além disso, é de suma
importancia que na avaliagao desses componentes do
complemento, as amostras de sangue sejam proces-
sadas o mais rapido possivel no soro e/ou no plasma
EDTA. Se a analise nao for realizada imediatamente,
as amostras precisam ser congeladas a -80 °C até
serem analisadas ou enviadas em gelo seco para
estes laboratérios especializados. Outro ponto é que
repetir o congelamento e o descongelamento pode
levar a ativacao in vitro do complemento8.
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Figura 1

Valores de C4 por grupos de pacientes com AEH
AEH-1=angioedema hereditario tipo 1, AEH-2 = angioedema hereditario tipo 2, AEH-FXIl =angioedema hereditario
com mutagao fator Xll da coagulagao, UNK = angioedema hereditario mutagdo desconhecida.
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Figura 2

Valores da C1-INHq por grupos de pacientes com AEH

AEH-C1-INH tipo 1 = angioedema hereditario tipo |, AEH-C1-INH tipo 2 = angioedema hereditario tipo 2, AEH-
FXII = angioedema hereditario com mutacéo fator Xl da coagulagdo, UNK = angioedema hereditario mutagao
desconhecida, f{C1-INH = quantidade de inibidor de C1 esterase.
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Figura 3

Valores da fungdo de C1-INH pelo ensaio cromogénio por paciente com AEH

AEH-C1-INH tipo 1 = angioedema hereditario tipo I, AEH-C1-INH tipo 2 = angioedema hereditario tipo 2, AEH-
FXII = angioedema hereditario com mutacao fator Xl da coagulagdo, UNK = angioedema hereditario mutagéo
desconhecida, fC1-INH = fun¢éo do inibidor de C1 esterase.



Nova proposta para diagndstico do AEH com papel filtro — Bardou MLD et al.

Arg Asma Alerg Imunol — Vol. 8, N° 3, 2024 241

150

oo
L]
. L]
H
H °°
L]
e00
0 100 L °
m o0 0 °
(=] .o ° °
2 _n_:J_ °
4 ®_o X
5 e :
O 50 oo
L]
L]
| N .
[
.
0 ; -t T T T
AEH-C1-INH AEH-C1-INH AEH-FXII AEH-UNK Controle
tipo 1 tipo 2 (n=30) (n=10) (n=10)
(n=48) (n=5)
G1 G2 G3 G4
Figura 4

Valores da funcdo de C1-INH pelo ensaio DBS por paciente com AEH

AEH-C1-INH tipo 1 = angioedema hereditario tipo |, AEH-C1-INH tipo 2 = angioedema hereditario tipo 2, AEH-
FXIl = angioedema hereditario com mutagéao fator Xll da coagulagao, UNK = angioedema hereditario mutagao
desconhecida, fC1-INH = fungdo do inibidor de C1 esterase.

Atualmente, para o diagndstico de pacientes
com suspeita de AEH pode-se iniciar a investiga¢ao
solicitando C4 como rastreio, disponivel em varios
laboratérios. Entretanto, esta estratégia revelou-se de
baixa especificidade, pois 0 C4 ainda pode ser normal
em 27% dos individuos que apresentam AEH-C1-INH
estabelecido?829, Outro dado relevante é a solicitagéo
isolada do C1-INHq; estara reduzido apenas nos
pacientes com AEH-C1-INH tipo 1. Desta maneira,
mensurar a fC1-INH torna-se importante para fins de
diagndstico devido ao seu potencial para diagnosticar
ambos os tipos de AEH-C1-INH tipo 1 e 2.

Diante desse dificil cenario, ficou evidente neste
estudo que condi¢des como recebimento de amostras
de locais distantes, a forma da coleta e as condi¢des
climaticas, podem influenciar no diagndstico de
pacientes com AEH. Onze pacientes do G1 (AEH-
C1-INH) em nosso estudo apresentaram valores

normais de fC1-INH pelo ensaio cromogénico. Com a
utilizacédo do DBS (papel filtro), todos os 53 pacientes
apresentaram C1-INHf < 50% como esperado para o
G1 (AEH-C1-INH), mesmo com o envio das amostras
para outro pais e com tempo longo apds a coleta.
Estas foram mantidas a -20 °C (freezer comum) e
processadas em até 180 dias (6 meses), como visto
sem prejuizo para os resultados.

Do ponto de vista metodolégico, o ensaio cro-
mogénico é baseado em duas etapas de reagdes,
enquanto o ensaio LC-MS/MS mede o produto direto
da reacao C1s, portanto, a variacdo do ensaio pode
ser menor?!,

Dois pacientes com AEH-C1-INH tipo 1 apresen-
taram valores de C4 acima do normal, isto &, 4% dos
pacientes com AEH-C1-INH tipo 1 poderiam perma-
necer sem diagndstico se apenas esta triagem fosse
utilizada. Vale ressaltar que a padronizagdo da amos-
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tra em DBS demonstrou que o fC1-INH no sangue
total permaneceu estavel por 7 dias a 4 °C, por até 3
dias quando armazenado a 45 °C, e 134 dias quando
armazenado em temperatura ambiente?!, podendo
representar uma alternativa de envio das amostras,
pois exigiria um transporte com custo menor.

Vale ressaltar ainda, que neste estudo a técnica de
DBS foi aplicada a pacientes com inibidor de C1 nor-
mal, pois o estudo para validagéo da técnica utilizou
apenas pacientes com déficit em C1-INH. Observado
de maneira interessante que no grupo com AEH-nC1-
INH e mutagéo de FXII, mulheres gravidas apresen-
taram reducéo do fC1-INH por DBS (< 50%).

Conclusao

O estudo demostrou que a fC1-INH, avaliado pela
técnica do DBS, é confidvel para diagnosticar pacien-
tes com angioedema hereditario com inibidor de C1
reduzido quando comparada ao teste cromogénico.
Este ensaio oferece reprodutibilidade superiore para
diagnéstico de pacientes com AEH-C1-INH. Trata-se
de uma coleta simples, de facil transporte e termoes-
taveis, oferecendo reprodutibilidade e maior precisao
para o diagnéstico de AEH-C1-INH.
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