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A fibrose cistica é uma alteragiio genética que cursa principalmente com manifestagdes
pulmonares ¢ pancredticas. A correlagdo gendtipo-fenétipo da fibrose cistica € motivo de
arduos estudos. Somente a correlagio com a insuficiéncia pancredtica foi encontrada.
Percebeu-se, também, que o curso € a severidade da manifestagdo pulmonar ndo estao

correlacionados com o genotipo CFTR.

A alfal antitripsina inibe as proteases que desencadeiam as reagdes inflamatorias do
plasma. Seu papel inibitorio mais importante € o que realiza contra a elastase leucocitaria.
Como a deficiéncia da alfal antitripsina tem uma manifestagdo pulmonar relevante e €
freqiiente em nosso meio, acredita-se que ela possa modular a manifestaggo pulmonar dos
pacientes fibrocisticos. Neste estudo, todos os pacientes estavam sendo avaliados clinica e
radiologicamente de acordo com sua evolugdo clinica, aspectos radiologicos, prova de

funcio pulmonar e saturag@o de oxigénio.

Dos 70 pacientes avaliados, 17 tinham os dois alelos para a mutagao AF508, 26 pacientes
tinham um alelo para AF508 e 27 pacientes ndo apresentavam a mutagao AF508. Destes

pacientes fibrocisticos, sete apresentam um alelo S (10%), um apresenta um alelo Z
(1,43%) e um apresenta os dois alelos SZ (1,43%).

Os gendtipos comuns MS, SS, MZ da deficiéncia da A1AT, que conduzem a uma
deficiéncia leve para moderada da proteina, ndo estdo associados com a piora da doenca

pulmonar em pacientes com fibrose cistica.

Resumo
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Cystic fibrosis is a genetic disorder that during its course presents mainly pulmonary and
pancreatic manifestations. Its genotype-phenotype correlation has motivated many arduous
studies. The only correlation so far encountered is with pancreatic insufficiency. It has also
been noted that the course of the disease as well as the severity of its pulmonary

manifestations did not demonstrate correlation with CFTR genotype.

Alpha 1 antitripsin inhibits the proteases that release inflammatory reactions of the plasma.
Its most important inhibitory role is it action against leukocytic elastase. As the deficiency
of alpha 1 antitripsin has relevant pulmonary manifestations and is very common in the
area, we believe that it may be able to modulate pulmonary manifestations in fibrocystic
patients. All the patients in the study were clinically and radiologically evaluated in

accordance with their clinical evolution, pulmonary function and oxygen saturation tests.

Out of the 70 patients evaluated, 17 patients had two alleles for the AF 508 mutation, 26
patients had one allele for the AF508 mutation and 27 patients did not present the AF508
mutation. Among the fibrocystic patients, seven patients presented one S allele (10%), one

patient presented one Z allele (1.43%) and one patient presented the two Z alleles (1.43%).

The common MS, SS, MZ genotypes of A1AT deficiency that cause discreet to moderate
protein deficiency are not associated with lung disease deterioration in patients with cystic

fibrosis.

Abstract
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1.1. CONSIDERACOES INICIAIS

LAURELL e ERIKSSON (1963) descreveram a auséncia da alfa 1 antitripsina

do plasma em pacientes com uma doenga pulmonar degenerativa.

FAGERHOL (1968) sugeriu o simbolo Pi (agora PI), que sdo os inibidores de

proteases para os polimorfismos de AIAT.

Em 1969, SHARP et al. notaram que a deficiéncia de A1AT foi associada com

doenga de figado em criancas.
Em 1983, LAI et al. clonaram o gene da alfal antitripsina.

A estrutura molecular da A1AT foi relatada por LOBERMANN (1984).

1.2. A ALFA 1 ANTITRIPSINA

As proteases séricas sdo enzimas estreitamente relacionadas e responsaveis pelo
desencadeamento das reacdes inflamatorias do plasma tais como fibrindlise coagulagdo e
ativacio do complemento. Esse desencadeamento €, por seu lado, controlado por um grupo
especializado de inibidores das proteases do plasma que pertencem a uma mesma familia
protéica (Serpin) sendo seus membros derivados de um gene ancestral comum e que
guarda semelhangas quer na estrutura do gene ou na seqiiéncia de aminoacidos, quer na
estrutura protéica terciaria (SIFERS et al. 1992). Dentro desse grupo destaca-se a Alfa-1-
Antitripsina (A1AT) que é o inibidor presente em maior concentra¢do no plasma humano.
A A1AT humana é uma glicoproteina de 52 Kda, que consiste de uma cadeia polipeptidica
de 394 aminoacidos. Embora sua principal fonte de produgdo sejam os hepatécitos, ela ¢
também produzida em menor quantidade, pelos mondcitos e macréfagos alveolares que
talvez desempenhem papel importante na regulag@o local da defesa dos tecidos (CARREL,
1986; COHEN et al. 1990). Essa proteina ¢ sintetizada no figado, com um mRNA de 1,75
Kb, que posteriormente ¢ traduzido e liberado no reticulo endoplasmatico rugoso. Forma-
se uma proteina precursora de 418 aminoacidos contendo um polipeptideo sinal de 24

residuos. No seu processamento, essa proteina precursora recebe, nos seus trés residuos de

Introducdo
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Asparagina (Asn 46, Asn 83, Asn247), carboidratos. Em seguida, a proteina segue para o
reticulo endoplasmatico liso quando entdo os carboidratos sdo retirados e adicionado o
acido sialico. Finalmente, a proteina glicosilada ¢ secretada na forma de proteina madura

com 394 aminoacidos (FABBRETTI et al. 1992).

Como inibidor no plasma humano, a A1AT pode formar complexos com
grande espectro de proteases, incluindo a elastase, tripsina (de onde vem seu nome),
quimiotripsina, trombina e proteases bacterianas, dentre outras. Porém, seu papel inibit6rio
mais importante é o que realiza contra a elastase leucocitaria, uma protease que degrada a
elastina das paredes alveolares bem como outras proteinas estruturais de varios tecidos

(COX et al. 1985).

Com uma massa molecular de 52 Kda, ela se difunde pela maioria dos tecidos
na superficie epitelial do trato respiratorio inferior, seus niveis sdo de 3-4 uM,
aproximadamente 10% dos niveis séricos e nesse local ela leva 0,2 segundos para inibir
quantidade igual de elastase (OGUSHI et al. 1988). A vida média da A1AT no sangue € de
4-5 dias e sua produgio ¢ de cerca de 34 mg/Kg de peso corporeo/dia (JONES et al. 1985).
A A1AT se associa com a elastase neutrofilica cerca de 6.000 vezes mais rapidamente do
que com a tripsina; 150 vezes mais rapidamente do que com a Catepsina G e cerca de 10

vezes mais rapidamente do que com a quimiotripsina.

E importante ressaltar que a A1AT pode ser inativada devido a oxidagdo por
radicais contidos na fumaga de tabaco, bem como pelos radicais oxigénio liberados por
neutréfilos estimulados. A metionina do centro reativo contém um atomo de enxofre que €
rapidamente oxidado gerando um derivado cuja conformagdo néo mais ird se ajustar ao
centro ativo da elastase, ficando assim a AlAT inativada como inibidor da elastase

neutrofilica.

A A1AT tem a capacidade de responder a estimulos externos com o aumento da
sintese como ocorre em condigdes inflamatérias, no céancer e nas doengas hepaticas
(FAGERHOL e COX, 1981). Podera também ocorrer elevagéo de seus niveis durante
terapia com estrogenos ou durante a gravidez (LAURELL et al. 1968). Além disso, niveis

baixos de A1AT no soro sdo observados nos estados deficientes enzimaticos, bem como na

Introducdo

18



sindrome do distress respiratorio em recém- nascidos, em situagdes de grande perda
protéica, na fase terminal de faléncia hepatica e durante o curso da fibrose cistica (
FAGERHOL e COX, 1981).

A concentracdo média de A1AT no plasma de individuos normais € estimada
em 1,3 mg/ml (JEPPSSON et al. 1978). Porém, a concentragdo varia de acordo com 0s
tipos PI. Sua concentracdo plasmatica pode ser medida por métodos funcionais ou
imunoquimicos (COX,1994).

1.3. ESTRUTURA DA PROTEINA A1AT

A analise por cristalografia de raio X da proteina, revela uma estrutura globular
que contém nove hélices alfa e trés folhas beta (STRATIKOS e GETTINS, 1997).
(Figura 1)

No lado oposto da molécula, existe uma alga com um sitio ativo para a inibigao
de proteases. Na ponta da alga existe uma metionina na posi¢do 358 ¢ uma serina na
posicdo 359. Este mecanismo € que vai interagir entre elastase de neutrdfilos e a A1AT

(LOBERMANN et al. 1984). ( Figura 2).

A alca do centro ativo da proteina age com o pseudosubstrato para inibir o alvo
da proteinase. Apds a ligagdo, a proteinase ¢ inativada pela formag¢do do complexo e ¢

despejada da circulagido (MAST et al. 1991).

A mobilidade conformacional proporcionou vantagens para as serpins, e elas
tornaram-se predominantemente inibidoras de proteases no plasma humano. Essas
vantagens permitiram uma evolugdo de mecanismos para a modulagdo da a¢do mibitoria

(CARREL et al. 1996).

A desvantagem de se ter o mecanismo de mobilidade molecular ¢ o fato de
tornar as serpins mais vulnerdveis a mutagdes disfuncionais. Particularmente, podem
ocorrer mutagdes que afetam o dominio inicial de mobilidade da molécula, que podem
impedir mudangas na conformagdo e portanto causar a perda da atividade inibitoria ou,
alternadamente, mutagdes que podem permitir mudancas espontaneas € inapropriadas na
conformac¢do (STEIN e CARREL, 1995).

Introdugdo
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Figura 1- Proteina AIAT — A1AT (representada na cor amarela) se ligando a protease
(representada na cor cinza) através de sua al¢a no centro ativo (representada na

cor vermelha) (MAHADEVA ¢ LOMAS,1998).
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Figura 2- Interagio entre a elastase de neutréfilos e a A1AT - O centro ativo esta em

uma alga exposta da molécula e depois da clivagem os residuos de metionina e

serina situam-se em pélos opostos da molécula (KALSHEKER ¢ MORGAN,
1990).
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1.4. 0 GENE AIAT

O gene que codifica a proteina AIAT se encontra em um segmento de DNA de
12.2 Kb, contendo 7 éxons separados por 6 introns no cromossomo 14, na regiio 14q 32.1
dentro de um cluster de 280 Kb de genes denominados de Serpin (Inibidores de proteases
séricas) (SEFTON et al. 1990; BILLINGSLEY et al. 1993). (Figura 3). Os éxons IA, IB ¢
IC niio codificam proteina, contém seqiiéncias encontradas no mRNA da A1AT enquanto

toda a informagcdo estrutural para a proteina € codificada pelos outros 4 éxons (Figura 4).

O gene da A1AT ¢ normalmente expresso em duas classes de células:
hepatécitos e fagdcitos mononucleares. (Figura 5). A maioria das informagdes para
controlar a expressio do gene da AIAT ¢€ relatada para a expressdo de hepatocitos
(PELMUTTER et al. 1989).

Em mondcitos. a transcricio comega no éxon IA. Em hepatocitos a transcri¢ao
comeca no éxon IC. Os éxons II e III codificam as asparaginas que estdo ligadas a
carboidratos. No éxon V, o gene codifica a metionina, que esta presente no centro ativo da
proteina (LEE e BRANTLY, 2000).

O RNAm produzido por mondcitos difere do que ¢ produzido pelos
hepatécitos, pois contém €xons adicionais (PERLINO et al. 1987).

Introducdo
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Figura 3- Gene da AIAT - sua localizagdo dentro de um cluster de genes: gene da alfal
antiquimiotripsina (AACT), gene inibidor da proteina C (PCI), gene da A1AT
(PI), pseudogene da AlAT(PIL), gene da globulina de ligacdo ao
corticosterdide (LEE e BRANTLY, 2000).
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Inicio da Transcrigdo em (monocitos)
Inicio da Transcri¢do em (hepatocitos)

ATG codon iniciador
Peptideo sinalizador

Met™*® (sitio ativo)
TAA (Stop)

ATTAA
( Sinal de poliadenilagdo)

Figura 4- Organizaciio gendmica do gene da A1AT (LEE e BRANTLY, 2000).
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Figura 5 — Estrutura do gene da Alfa 1 antitripsina. Pm ¢ Ph representam monocitos €
hepatécitos com suas regioes promotoras. O RNAm de monocitos e
hepatécitos sdo mostrados abaixo (KALSHEKER e MORGAN, 1990).
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1.5. OS ALELOS DA AIAT

E importante ressaltar que o gene codificador da AIAT ¢ altamente
polimoérfico, existindo hoje mais de 75 variantes protéicas, a maioria classificada pelo
Sistema Inibidor de proteases (PI) que agrupa cada variante de acordo com posicdo
alcancada no gel de focalizagdo isoelétrica. Os alelos sdo designados com letras do alfabeto
(A-Z) de acordo com seu ponto isoelétrico. Os subtipos comuns sdo indicados com
numeros seguindo a designagdo das letras. Todos os alelos raros (incluindo os alelos nulos,
alelos M deficientes e alelos compostos de variagdes de DNA silenciosas) sdo também
designados com o local de nascimento do primeiro portador conhecido (BRANTLY et al.
1988). Em alguns casos, certas variantes sio identificadas apenas pela andlise de RFLP do
DNA gendmico bem como pelo segiienciamento dos alelos (COX et al. 1985; NUKIWA
et al. 1987).

Dessa forma, de acordo com os niveis séricos, 0s alelos da A1AT séo

caracterizados em :

1- Alelos normais — dentre os varios alelos existentes, os mais comuns sao 0s
do grupo M (M1, M2, M3...) que codificam, cada um, uma proteina diferente porém de
fungéio normal. Estéio associados a niveis séricos normais (150-350mg/dl). Esses subtipos
de PI M so responsaveis por cerca de 95% dos alelos na maioria das populacdes humanas
(COX et al. 1985).

2- Alelos deficientes — s3o aqueles que quando herdados em homozigose estao
associados a niveis séricos de A1AT inferior a 35% do normal. Neste agrupamento
encontra-se a maioria das variantes de importincia clinica, tais como os alelos S e &
(CARLSON et al. 1989). Sao seis tipos de genétipos : ZZ, SZ, MZ, SS, MS, e MM, que
apresentam concentracdo de alfa 1 antitripsina no plasma: 16%, 51%, 83%, 93%, 97% e
100%, respectivamente (BRANTLY et al. 1991).

3- Alelos nulos — sdo alelos raros que produzem menos que 1% da
concentragdo normal da proteina no plasma, ou mesmo nenhuma. Juntos representam

menos que 1% de todos os alelos da AIAT (TAKAHASHI e CRYSTAL, 1990).
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4 - Alelos disfuncionais — sdo alelos que produzem quantidade normal de
proteina, porém com atividade inibitéria de elastase diminuida. Como exemplo a proteina
Pittsburgh, que resultou da substituicdo de uma metionina na posicio 358 por arginina
(SCOTT et al. 1986).

1.6. ALELO Z

A variante Z originou-se de uma mutagdo no éxon V do gene da A1AT, onde
uma guanina na posicdo 9985 do gene foi substituida por uma adenina (G*** para a A),
ocasionando a troca do 4cido glutdmico na posi¢do 342 da cadeia polipeptidica pela lisina.
Essa troca impossibilita a formag&o de uma ponte de sal entre esse mesmo 4cido glutdmico

e uma outra lisina, e interfere na estabilidade da molécula da proteina.

O fenétipo ZZ ¢ visto predominantemente nas populagdes do Norte da Europa.
E raro no Sul da Europa, Asia e nas populages negras ( MAHADEVA e LOMAS, 1998).

Na populagdo caucaséide dos EUA, o alelo Z atinge a freqiiéncia de 0,014
(COX. 1994). No estudo realizado por PAGGOTO (1993), na populagio do estado de Sdo

Paulo esse alelo atingiu a freqiiéncia de 0,03.

E estabelecido que a deficiéncia grave da AI1AT, relacionada ao alelo ZZ,
lidera uma obstrugdo crénica pulmonar e morte, particularmente em fumantes (BUIST e
VOLLMER, 1994).

A mutacdo Z da DAIAT estd presente no residuo P17 (17 residuos préximos do
centro ativo P1) da proteina (Figura 6). A mutac@io abre estruturas internas da proteina
como as folhas beta, favorecendo a inser¢dio da alga do centro ativo de uma segunda
molécula de A1AT para formar um dimero. Esse processo pode se estender para formar
polimeros (Figura 7). Esses polimeros ficam emaranhados no reticulo endoplasmatico
rugoso do figado para formar corpusculos de inclusdo, que sdo formados pela agregagdo de

moléculas de proteina mutante (ELLIOTT et al.1996).
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O processo de polimerizagdo da proteina também pode ocorrer através do
aumento da temperatura para 41 graus Celsius e pode ser bloqueado pelos peptideos que
competem com a al¢a para o anelamento das folhas beta (LOMAS et al. 1992). A fun¢do da
polimerizagdo foi esclarecida pelo achado de polimeros de alfal antitripsina em

corpusculos de inclusdo no figado de homozigotos para o alelo Z.

Figura 6- Estrutura da proteina A1AT (mutagio Z) - A posicdo (P17) da mutagdo Z
da alfal antitripsina ¢ mostrada (CARREL et al. 1994).
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Figura 7- Polimeros de AIAT - Cada cor representa uma molécula de Al AT diferente. A

mutacdo Z favorece a formagao de cadeias longas de polimeros que ficam

acumuladas no figado (ELLIOTT et al. 1996).
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1.7. ALELO S

Segundo JUGEND (1980), o alelo S € o segundo mais freqliente em todas as
populacdes do mundo, perdendo apenas para 0 alelo M (M1 + M2 + M3). Nas populagdes
brancas dos Estados Unidos da América, essa variante génica atinge valores de freqiiéncia
de 0,02 a 0,03 (COX, 1994).

O alelo S predomina em mais que 25% no Sul da Europa (KALSHEKER e
MORGAN., 1990). Entretanto, de maneira semelhante a mutag&o Z, a mutagdo S €
raramente observada entre negréides e orientais da populagio mundial. Na populagéo do
estado de Sdo Paulo, o alelo S alcanga freqiiéncia de 0,05 (PAGGOTO, 1993).

O alelo S tem segiiéncia de éxons igual ao do alelo M1 (Val’'?), com excegdo de
um cédon localizado no éxon III do gene, onde ocorreu a substituicdo de uma adenina por
timina e a conseqiiente troca de 4cido glutdmico, na posi¢do 264 da cadeia polipeptidica,
por valina. Assim como a mutagéo que deu origem ao alelo Z, essa mutagdo modifica a
arquitetura interna da proteina e esta associada a quantidade normal de RNAm. A diferenca
entre as duas proteinas mutantes estd no fato de que algumas das moléculas S
recém-sintetizadas sio degradadas nos lisossomos antes de serem glicosiladas (CRYSTAL
et al. 1991).

O ponto da mutagdo, que ¢ responsavel pela variante S, tem um efeito menor
nas regides da folhas beta que o da variante 7. Entdo a razdo da formagdo de polimeros na
variante S é muito mais lenta que na variante Z, a qual resulta em uma retencdo menor da
proteina dentro dos hepatécitos, uma deficiéncia leve da proteina no plasma e a falta de um
fenétipo clinico. Mas se a polimeriza¢do lenta da variante S for herdada juntamente com a
polimerizagdo rapida da variante Z, entio as duas podem interagir, formando

heteropolimeros dentro dos hepatdcitos, incluséo e cirrose (MAHADEVA et al. 1999).
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1.8. DOENCA PULMONAR NA DEFICIENCIA DA ALFA 1 ANTITRIPSINA

Individuos homozigotos para DAIAT e fumantes desenvolvem enfizema

pulmonar.

Crianas e adolescentes com a DAIAT ndo apresentam anormalidades
significantes na fungéo pulmonar (SVEGER et al. 1994). Depois dos 30 e 35 anos, ha um
declinio acelerado do volume de for¢a expiratéria em um segundo (FEV1 ), o qual ¢é
considerado pior em fumantes. Em nfo fumantes, 0s sintomas sdo geralmente vistos por

volta dos 50 anos de idade.

1.9. A FIBROSE CISTICA
1.9.1 Historico

Os conhecimentos de fisiopatologia e epidemiologia da fibrose cistica foram

progressivamente conhecidos no século XX.

LANDSTEINER. em 1905, realizou a primeira descri¢do anatomopato logica da

fibrose cistica em recém-nascidos falecidos no quinto dia de vida por fleo meconial.

FANCONI et al., em 1936, descreveram o €aso de uma crian¢a com sindrome

celiaca com alteracdes pancreaticas € que apresentava sintomas pulmonares € intestinais.

Em 1938, ANDERSEN formulou a hipétese da etiologia da doenga e propds
uma padronizacdo de seu tratamento, tornando a doencga conhecida nos paises de lingua

inglesa. Esta publicagdo € considerada um marco no estudo da fibrose cistica.

Posteriormente FARBER (1945) notou que 0s pacientes com fibrose cistica
sofriam de obstrugdo causada por muco em uma s¢rie de 0rgaos, e propds a hipotese de que
0 muco espesso era conseqiiéncia de estimulo excessivo parassimpatico € que a secregao
andmala assim produzida era responsavel pelas lesdes pulmonares e pancreaticas,
designando pela primeira vez o termo ‘mucoviscidose’. Nesse periodo, ANDERSON e

HODGES (1946) sugeriram o padrao autossomico recessivo de heranga da doenga.
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Em 1953, DI SANT’ AGNESE et al, pesquisaram a deplegdo de sal em
criancas com fibrose cistica durante uma onda de calor no verao; eles concluiram que a
perda excessiva de sal ocorria pelo suor. Subseqiientemente, tais pesquisadores
documentaram que os niveis de sédio e cloro no suor séo elevados em todos os individuos

com fibrose cistica.

Dois conjuntos de observagdes no inicio da década de 80 foram importantes
para o rapido entendimento do defeito molecular ligado a fibrose cistica. Primeiramente,
KNOWLES et al. (1981) descreveram alteragdes nas propriedades elétricas do epitélio
respiratério FC, associadas a anormalidades no transporte de sodio e cloro. A seguir,
QUINTON e BIJMAN (1983) descobriram o defeito do ion cloro nas células epiteliais das
glandulas sudoriparas dos pacientes fibrocisticos. Estas observagdes determinaram um
papel patogenético para o movimento de agua € eletrolitos pelo epitélio fibrose cistica e,
pela primeira vez, ofereceram explicagdo plausivel tanto para o déficit de agua nas
secrecdes mucosas ( responsavel pela obstrucdo de glandulas exdcrinas), quanto para a

disfun¢do de multiplos 6rgéos.

Em 1989, o gene responsavel pela fibrose cistica foi clonado (ROMMENS,
1989; RIORDAN, 1989; KEREM et al. 1989). Logo tornou-se claro que seu produto, a
proteina CFTR, era de fato um canal de cloro defeituoso no epitélio da fibrose cistica

(BEAR et al. 1992).

1.9.2. Caracteristicas clinicas da fibrose cistica

A fibrose cistica ¢ a mais comum e letal das doengas genéticas autossomica
recessiva na populagdo de origem caucasdide. Com a freqiiéncia de portadores de 1 para 25.
Sua incidéncia é de aproximadamente 1:2500 nascimentos vivos ¢ tem uma esperanca
média de vida de 28 anos (DAVIS et al. 1996).

A fibrose cistica é essencialmente uma doenga pos-natal, com poucas
manifesta¢des clinicas ao nascimento, como ileo meconial, volvulos, atresia ou amputac¢do

intestinal, resultante da secrecdo intestinal anormal de muco. A gestacdo de criangas
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afetadas pela fibrose cistica é de duragéo normal. Apenas 0 peso a0 nascimento € levemente
reduzido (BOYER et al. 1955). Em geral, a doenga nao se manifesta antes do nascimento e
mesmo naqueles casos em que alguma manifestagdo ocorre 0 desenvolvimento do feto €

normal.

O fenétipo da fibrose cistica € complexo e os seus pacientes exibem uma
grande variedade de sintomas respiratérios, gastrointestinais e no aparelho reprodutor, bem
como niveis elevados de eletrolitos no suor (TSUL 1995). A maioria dos pacientes
apresenta os sintomas no inicio da vida, apenas uma pequena parte deles manifesta os
sintomas tardiamente, na adolescéncia ou na idade adulta. Portanto, o curso clinico da FC ¢é

bastante variavel.

Nas glandulas sudoriparas a protefna CFTR esta envolvida na reabsorgéo do
cloro a partir do suor (QUINTON, 1990). A inibi¢do desta reabsor¢@o e o resultante efluxo
compensatorio de sodio explicam o suor salgado da FC (BOUCHER et al. 1986).

A disfungéio pancredtica, quando presente, pode ter inicio na fase fetal. A causa
desta disfuncio ¢ a obstrugdo causada por secre¢des espessas € a subsegiiente destruicdo
das glandulas exécrinas do péncreas, que resultam em deficiéncia pancredtica enzimatica e
desnutricio (KORST et al. 1995). A insuficiéncia exocrina do pancreas ocorre em 80% a
90% dos pacientes, apresenta grau variavel de acometimento e¢ € progressiva (REIS e

DAMACENO, 1998).

A mais importante das manifestages intestinais da FC ¢ o ileo meconial,
decorrente da obstrugdo do limen ileal por massa meconial viscosa. A obstrugdo intestinal
com ileo meconial ocorre em 10% a 20% dos pacientes recém-nascidos (ANDERSON et al.
1992).

A infertilidade é um sintoma comum nos pacientes, principalmente nos homens
(98% dos homens fibrocisticos sdo estéreis), ocorre azoospermia devido a obstrugéo dos

vasos deferentes e dos tibulos do epididimo (KOCH e LANNG, 1995).

A fertilidade diminuida das mulheres fibrocisticas esta relacionada ao muco

cervical espesso e ocorre em 60% das pacientes (GILLJAM et al. 2000).
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O pulmio difere da maioria de outros 6rgéos afetados na Fibrose Cistica. As
complicacdes respiratorias se caracterizam por infeceOes bacterianas recorrentes ¢
inflamag@o, as quais sdo responsaveis por mais de 90% da morbidade e mortalidade em
pacientes com fibrose cistica (TEBBUTT et al. 1998).

A doenca pulmonar caracteristica da FC ¢ obstrutiva cronica estando associada
a0 espessamento das secregdes mucosas. Infecgdes recorrentes e persistentes no trato
respiratorio, especialmente as causadas por Haemophilus influenza, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus, podem resultar em bronquiectasia e insuficiéncia
respiratoria (Korst et al., 1995). Aproximadamente 80% dos pacientes com FC adquirem a
infeccdo por Pseudomonas aeruginosa, que resulta em perda progressiva da funcao

pulmonar levando a morte (DEMKO et al. 1995).

1.9.3. O gene da fibrose cistica e a proteina CFTR

O gene responsavel por essa anormalidade foi localizado no cromossomo 2,
regido q.31 e finalmente clonado por meio da "Genética reversa” (ROMMENS, 1989).
Analises de seqiiéncias de DNA e estudos comparativos de sequéncias deduzidas de
aminoacidos revelam diversas homologias com proteinas de membrana celular, dai a
adogdo do termo "Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator"(CFTR) para o
produto génico (RIORDAN, 1989). A prova final da identidade e fungdo do gene da FC foi
obtida pela capacidade de restaurar o fen6tipo normal em células com FC transformadas em

cultura (RICH et al. 1990).

A proteina CFTR possui 1480 aminoacidos, com uma massa molecular de
168.138 daltons. Sua estrutura basica ¢ formada por trés subunidades principais : uma
por¢do hidrofobica, outra hidrofilica e uma por¢ao polar. A regido hidrofobica ¢ formada
por seis segmentos capazes de atravessar a camada lipidica dupla da membrana celular; a
porgéo hidrofilica contém dois segmentos com regides de ligagdo com o ATP ("nucleotide-
ATP-binding folds"- NBF's) e, finalmente, o dominio polar R com sitios potenciais para
fosforilagio pelas proteinas cinase A e C e N-glicosilase (RIORDAN, 1989) (Figura 8 ).
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A seqiiéncia de ativagdo dos canais de Cl dé-se do seguinte modo:

A proteina quinase A (PKA) fosforila sitios no dominio regulatorio da proteina,
produzindo um canal fechado, cuja abertura requer a ligagdo de MgATP a um ou aos dois
dominios de ligagio a nucleotideos. A ligagdo do MgATP coloca o canal em um novo
estado, podendo agora abrir espontaneamente. A reagdo inicial de fosforilagdo ¢ reversivel

através de fosfatases (Frizzell, 1995).

O defeito basico esta associado a diminui¢do da condugdo de ions Cl através da
membrana apical de células epiteliais. A redugdo da permeabilidade ao cloro reduz a

secre¢do de fluidos e eletrolitos, resultando em desidratagdo luminal.

Dominios transmembrana

e -
celular
Sitio da

mutacdoAF508

Meio extracelular

WW"%J— u"“—ﬂ—é-»_ e

e s ~. Membrana celular

= I A
e h e R B

T
:_I;;“ﬁ,-_,:_,.i_.m.._l-.,lr\-uww‘ﬁ ""a“aﬂ-l‘-!-.h._m i

%y:jﬂ
Meio intracelular
Figura 8 - PROTEINA CFTR

(A)- Diferentes dominios de fun¢do da proteina cfir

(B)- Estrutura da proteina cfir na membrana celular

(SOUTHERN, 1997)
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As mutagdes que causam FC sdo classificadas em cinco classes baseadas na
disfungdo da proteina cftr: (ZEITLIN, 1999)

Classe 1 — Mutagdes que causam defeito na sintese da cfir resultando na
auséncia da producdo da cfir. Portanto nio vai ocorrer a sintese protéica. Exemplo: a

mutacio nonsense G342X.

Classe II — Mutages em que se tém a produgdo anormal de cftr, a qual entdo
falha em escapar para o reticulo endoplasmatico. Essas mutacoes afetam o processamento

da proteina. Como exemplo a mutagdo missense N1303K e a delegdo AF508.

Classe IIT — Mutacdes em que se tém a produgéo de cfir e o trafico intracelular,
mas ha uma interrup¢do na ativagdo e regulagdo na membrana celular. Essas mutagoes
resultam em falhas na regulagio do canal, ¢ como exemplo tem-se a mutagdo missense

G551D.

Classe IV — Sio mutagdes em que a cftr € expressa na membrana celular, mas a
condugdo do cloro ¢ reduzida. Essas mutagdes mostram uma conduc@o defeituosa através

do canal, como as mutagdes missense R117H e R347P.

Classe V — O processamento da cfir ¢ normal, porém em quantidade reduzida.

Como exemplo tem-se a mutagdo de splicing 3849+10kbc —T.

1.9.4. Mutacdes do gene CFTR

Um total de 27 exons foram identificados no gene CFTR (ZIELENSKI, 1991),
trés a mais do que originariamente descrito por RIORDAN, 1989. Dos éxons 9 a 12,
englobando cerca de 150 aminoacidos, esta codificado o primeiro NBF. Nessa regido, no
residuo 508 da proteina, ocorre a mutag8o mais freqiiente, a AF 508, que € caracterizada
como uma deficiéncia de trés pares de bases, a qual determina a perda de uma fenilalanina
na proteina CFTR (KEREM et al. 1989). A prevaléncia dessa mutagao varia de acordo com

a populagdo estudada. Assim, foram constatadas prevaléncias de 80% na Inglaterra, 70% na
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América do Norte, (CHILLON et al. 1993), 67% na Franga (CHOMEL et al. 1990), 50%
na Espanha, 42% na regido de Verona, na Italia, € 27% na Turquia (CHILLON et al. 1993).
Devido a importancia dessa anomalia e a freqiiéncia elevada dessa mutagdo, foi feito um
esforco conjunto de pesquisadores para um mapeamento dessa mutagdo no Continente

Europeu (European Working Group, 1990).

Apesar da freqiiéncia elevada da mutacdo AF508, + 1000 outras alteracdes

génicas foram descritas, a maioria nos exons 10 e 11. Nenhuma delas atinge prevaléncia tdo

alta como a AF 508.

As mutagdes que teriam importancia relativa devido a sua freqii€ncia seriam as:
G542X (C—A), G551D (G—A), R553X (C—T), que ocorrem no exon 11 ¢ NI1303K
(G—C) no exon 21. Juntas , essas quatro mutagdes ocorreriam em cerca de 9% dos alelos

fibrocisticos na populagdo caucaséide norte-americana (DORK et al. 1991).

No Brasil, foi realizado um estudo inicial com 80 pacientes portadores de FC e
foi verificado a presenga das cinco mutagdes: AF508, G542X, G551D, R553X e N1303K.
Verificou-se que juntas perfazem cerca de 40% dos alelos mucoviscidéticos (26.03% -
AF508, 6.85% - G542X, 2.74% - N1303K, 2.05% - G551D e 0% - R553X) (PARIZOTTO,
1996).
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Figura 9: Distribuicio das mutacdes no gene CFTR. Os éxons esta representados
por boxes numerados e os dominios funcionais previstos estdo denotados
por boxes na parte inferior da figura. Cada barra vertical representa a
localizagio de uma mutagdo documentada pelo Consércio de Analise
Genética da Fibrose Cistica (FRIZZELL, 1995).
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1.9.5. A doen¢a pulmonar na fibrose cistica

O pulméo difere da maioria de outros 6rgéos afetados na FC. As complicagdes
respiratorias se caracterizam por infecgdes bacterianas recorrentes e inflamag&o, as quais

sd0 responsaveis por mais que 90% da morbidade e mortalidade em pacientes com FC.

A produgiio excessiva de muco, a obstrugdo das vias acreas, citocinas em que
h4 o aumento nos niveis das interleucinas 8 (IL-8) e a redugdo nos niveis das interleucinas
10 (IL-10) no pulmao dos fibrocisticos (DAVIS et al. 1996), e o dominio de neutrdfilos na
resposta celular, produzem uma quantidade excessiva de elastase, ocasionando uma
bronquiectasia severa (PUCHELLE et al. 1985). A elastase de neutrofilos enfraquece a
defesa do hospedeiro contra a infec¢do por pseudomonas no pulmdo. O avango na resposta

inflamatéria destroi as vias aéreas, levando a morte (TOSI et al. 1990).

1.9.6. Correlacio genétipo-fenétipo

A correlagio genotipo-fenétipo na Fibrose Cistica ¢ bastante complexa. Em
1993, foi criado um consércio com 89 centros de pesquisa a fim de tentar elucidar essa

relagdo do genétipo com o fenotipo em pacientes portadores da fibrose cistica.

A relagio com a insuficiéncia pancredtica foi extremamente forte.
Determinadas combina¢des de mutagOes cursam cCom insuficiéncia pancreatica enquanto

outras ndo (SANTIS et al. 1992).

(KEREM et al. 1990) sugeriram que um alelo leve (causa suficiéncia
pancreatica), dominaria sobre um alelo severo (causa insuficiéncia pancredtica). Portanto,

dois alelos severos seriam necessarios para manifestar insuficiéncia pancreatica.

A analise genétipo-fenétipo mostra uma boa relagdo entre a mutacdo AF508 e a

insuficiéncia pancreatica (ESTIVILL, 1996).

Percebeu-se também que o curso e a gravidade da manifestagdo pulmonar ndo
estdo relacionados com o gendtipo CFTR. Esse achado veio de encontro a um estudo
realizado em gémeos mono e dizigéticos, em que se encontrou uma forte contribui¢do
genética na doenga pulmonar, sem contudo ser dependente do genotipo CFTR (SANTIS
et al. 1992).
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A doenca pulmonar ¢ influenciada por fatores ambientais como a idade do
paciente, o estado pancredtico, estado nutricional, histéria de fumo ¢ colonizagdo por
bactérias (MAHADEVA e LOMAS, 2000).

Também pode ser influenciada por fatores genéticos como: variagoes de DNA
em intron, genes ndo identificados fora do locus da fibrose cistica, uma segunda mutagdo
no mesmo alelo que atenua o efeito da mutagdo principal (KEREM e KEREM, 1996;
DORK et al. 1991; BIENVENU, 1997).

Com base nestes fatos, julga-se que, uma vez que os alelos S ¢ Z da deficiéncia
da alfa 1 antitripsina sdo freqiientes no estado de S&o Paulo, seria importante averiguar uma
possivel associagdo dessas duas entidades genéticas e a evolugdo pulmonar desses

pacientes.
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Verificar em uma amostra de pacientes com fibrose cistica a existéncia dos

alelos S e Z da deficiéncia da Alfa 1 antitripsina, bem como correlacionar com o quadro

pulmonar.
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Foram analisados 70 pacientes fibrocisticos em seguimento no Ambulatério de
Fibrose Cistica do Departamento de Pediatria da Unicamp, coordenado pelos Drs. Antonio

Fernando Ribeiro e José Dirceu Ribeiro.

Para a identificacdo dos pacientes fibrocisticos foram utilizados o diagnéstico
clinico e laboratorial (Anexo 2). Os critérios clinicos eram 0 teste de suor, manifestagdes
pulmonares ¢ manifestacoes digestivas. Todos os pacientes foram previamente genotipados
quanto ao gene CFTR pela equipe do Laboratério de Genética Molecular da Unicamp. O
DNA desses pacientes foi extraido e, através da técnica de reagdo em cadeia da polimerase,
regides especificas foram amplificadas para que pudessem Sser analisadas para as cinco

mutacdes em questdo : AFS08, G542X, N1303K, G551D e R553X.

O grupo de fibrocisticos estudado foi constituido por 36 homens (51%) e 34
mulheres (49%), com média de idade de 10,2 e desvio-padrdo de 9,44 anos. Com relagdo ao

grupo étnico, 97% dos pacientes eram caucasoides e 3% negroides.
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34 mulheres

36 homens 49%,
51%
@ Feminino
@ Masculino
Grafico 1 — Distribuicio dos pacientes fibrocisticos provenientes do ambulatorio de

Fibrose Cistica do departamento de Pediatria da Unicamp, segundo o

género

Casuistica e Métodos

45



2 negroides
3%

O caucasoide

negroide

68
caucasoides
97 %

Grifico 2 - Distribuicio dos pacientes fibrocisticos provenientes do Ambulatorio de

Fibrose Cistica do departamento de Pediatria da Unicamp, segundo o grupo

étnico

Em relagdo a metodologia utilizada, o reconhecimento dos alelos foi efetuado

pela analise molecular em uma amostra de sangue periférico.
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3.1. EXTRACAO DE DNA DE LEUCOCITOS DO SANGUE PERIFERICO

Procedeu-se a extracdo de DNA conforme o método descrito por WOODHEAD
et al (1986), com algumas modificagdes.

Dois tubos Vacutainer com cerca de 5 ml de sangue periférico foram coletados,
contendo, cada um deles, 54 pul de EDTA 15% para impedir a coagulag¢do sangiiinea. Apos
10 min de centrifugagdo a 2.000 r.p.m. a temperatura ambiente para a separa¢do do plasma
e a retirada do mesmo, foram adicionados 5 ml de tamp@o de lise I (Tris-HCI 10 mM pH
8,0: KCL 10 mM; MgCl, 10 mM; EDTA 2 mM) e 125 pl de Triton 100 X. Esta mistura foi
centrifugada a 2.000 r.p.m. a 4°C por 10 min.

O precipitado de leucécitos formado devido ao processo de centrifugacdo foi
ressuspenso com o auxilio de uma pipeta Pateur em 5 ml do mesmo tampéo (tampéo de
lise I), e nova centrifugacdo foi efetuada, seguindo as mesmas condi¢des descritas acima.
Este processo foi realizado continuamente até a obtencdo de um “pellet” extremamente
limpo. Uma vez obtido o “pellet” limpo, este foi ressuspenso em 800 pl de tamp&o de lise II
(Tris-HC1 10 mM pH 8,0; KCI 10 mM; MgCl, 10 mM; NaCl 0,4 M; EDTA 2 mM) e 25 ul
de SDS 20%, incubando-se a 55°C por 10 min.

Apos esta incubagdo, foram adicionados 300 pl de NaCl 5M e realizadas duas
extragdes com 0,5 volume de fenol (previamente equilibrado com Tris-HCI pH 8,0) € 0,5
volume da mistura cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) v/v. Apos delicada invers@o para a
mistura homogénea de todos os reagentes, realizou-se a centrifugag@o a 12.000 r.p.m. por 5

min & temperatura ambiente.

Apbs o processo de extragdo com fenol/cloroféormio, foram realizadas mais
duas lavagens com cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Em seguida, o DNA ¢ precipitado
da fase aquosa com a adigdo de 1 volume de acetato de sédio 3M pH 5,5 ¢ 2 volumes de
etanol absoluto gelado e mantido em freezer, a -20°C, por uma hora. Apés este periodo, a
solugdo foi centrifugada a 12.000 r.p.m. por 5 min a temperatura ambiente. Esta mistura de
etanol absoluto e acetato de soédio ¢ vertida de modo a possibilitar a lavagem do “pellet”

com 1 ml de etanol 70%, sendo a mistura centrifugada a 12.000 r.p.m. por 5 min a
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temperatura ambiente. Apds a retirada do etanol 70%, o “pellet” de DNA foi deixado a

temperatura ambiente para secagem.

Uma vez seco, O DNA foi ressuspenso em agua MiliQ estéril, em um volume
que permitiu a amostra apresentar uma concentragao final de aproximadamente 100 ng/ul.
Este DNA, agora em agua, foi colocado em banho-maria a 37°C durante 12 horas para que
pudesse entrar em solugdo. A seguir, o DNA dissolvido foi submetido a gel de agarose
0.8% contendo brometo de etidio, em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X para

subseqiiente visualizagdo sob iluminag&o ultravioleta.

3.2. AMPLIFICACAO GENICA

A técnica de reagio em cadeia de polimerase (denominada de PCR, abreviatura
do nome desta técnica em inglés, “Polymerase chain reaction™) descrita por SAIKI et al.
(1989), possibilita a amplificagdo de uma pequena seqiiéncia de DNA através do uso de
dois iniciadores (“Primers”) que flanqueiam a regido do DNA a ser amplificada, onde se
hibridizam devido & complementaridade de bases de suas segiiéncias. A amostra de DNA €
misturada em uma solugdo com os iniciadores €, logo em seguida, sdo realizados, em um
aparelho ciclador de temperatura, repetidos ciclos de desnaturagdo térmica do DNA,
anelamento dos iniciadores em temperaturas adequadas e a extensao dos iniciadores
promovida pela enzima Taq DNA polimerase, levando ao actumulo exponencial da

seqiiéncia de DNA alvo.

As duas amplificagdes foram otimizadas para que fossem realizadas no mesmo
programa de PCR. A reag@o foi realizada em volume de 100 pl, com a seguinte
concentracio de reagentes: 100 uM de cada desoxirribonucleotideo trifosfato (dATP,
dTTP, dGTP, dCTP); 40 pmoles de cada iniciador; 2,5 unidades de Taq DNA polimerase
(Centbio-UFRGS); 1,5 mM de MgCl; presentes no tampéo especifico da enzima, e 1 pg de
DNA gendmico.
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A reagdo de amplificagdo foi realizada em aparelho ciclador de temperatura e
consistiu de uma desnaturagdo inicial de 94°C por 7 min seguida de 1 ciclo de 95°C por 5
min; 50°C por 1 min (anelamento) e 74°C por 2 min (extenso). Seguem-se 34 ciclos de
95°C por 1 min; 50°C por 1 min e 74°C por 2 min e, por fim, 1 ciclo de 74°C por 9 min

(terminaliza¢@o).

3.3. MUTACAO S

Para a identificagdo da mutagdo S a PCR foi realizada com dois “primers”
(p7553 e p7702) produzindo um fragmento de 149 pares de base (pb) correspondente a uma
parte do éxon III do gene da A1AT.

5. CGTTTAGGCATGAATAACTTCCAGC- 3°  p7553  (base 7553 a base 7577 do

gene)

5 . GATGATATCGTGGGTGAGAACATTT- 3° p7702  (base 7678 a base 7702 do

gene)

O p7702 ( antisense ) contém um dinucleotideo AA no lugar de TT na posigéo
7683-7684 do gene. Essa mudanga faz com que seja introduzido um sitio diagnéstico para a
enzima Xmnl (GAANNNNTTC) somente no produto da PCR de alelos normais, mas nao
naqueles oriundos de alelos com mutagdo S pelo fato de uma timina (T) ser inserida na

posigdo 7677.

Os alelos com a mutagio S, por seu turno, tém um adenina (A) nessa posi¢do
(7677) ¢ o sitio de restrigao ndo € criado quando eles sdo copiados. A presenga ou auséncia
do sitio de restricio permite a distingdo entre o amplificado normal e o que carreia a

mutagdo S, apos clivagem com a enzima Xmnl (Biolabs).

O primer p7553 ( sense ) introduz um sitio de restricdo para a enzima Xmnl em
ambos os produtos amplificados (normal e mutante) e, assim, esse sitio funciona como
controle interno para a digestdo com a enzima de restricdo Xmnl em todos os alelos

copiados.
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Apbs a clivagem com a enzima Xmnl, os alelos que carreiam a mutagdo S

apresentardo 133 pares de base (pb) enquanto que os normais, 111 pares de base.

A - Em alelos normais MM

7553 >
<7702
v PCR

Xmnl Xmnl
Alelo M A4 Vv 149pb
Alelo M \% A% 149pb

Xmnl Xmnl
4 Xmnl

Alelo M 111 pb

Figura 10 - Estratégia para detecgfo do alelo S do gene da Al1AT
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B - Em alelos mutantes SS

7553—>
<7702
v PCR
Xmnl
Alelo S \Y 149pb
Alelo S v 149pb
Xmnl
Y Xmnl

Alelo S 133pb
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C - Em heterozigotos MS

7553—>
<7702
¥ PCR
Xmnl
Alelo S \% 149pb
Alelo M \% A\ 149pb
Xmnl Xmnl
! Xmnl
Alelo S 133pb

Alelo M 111pb
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3.4. MUTACAO Z

Para a detecgdo da mutagdo Z a reagdo em cadeia de polimerase (PCR) foi
realizada utilizando-se dois “primers” (p9966 e p10063) que produziram um fragmento de
97 pares de bases correspondente a uma parte do €xon V do gene da A1AT.

5'- ATAAGGCTGTGCTGACCATCGTC-3' p9966 (base 9966 a base 9988 do gene)
5. TATTCCGACACGACTGGTAGCAG-3’ p10063 (base 1039 & base 1063 do gene)

O primer p9966 (sense) contém uma timina ( T) no lugar de uma adenina ( A )
na posicio 9986. Essa mudanga cria um sitio de restricio para a enzima Taql (TCGA)
somente nos produtos da amplificagdo oriundos de alelos normais que possuem uma
guanina na posi¢do 9989. Por outro lado, como a seqiiéncia mutante Z possui uma adenina
no lugar dessa guanina nesse mesmo local, o sitio de restricdo para a enzima Tagl
(Biolabs) deixa de ser criado. A presenca ou a auséncia do sitio de restri¢do para a enzima
Tagql torna possivel a distingéo entre 0s alelos normais e os alelos que carreiam a mutagdo

Z, ap6s a clivagem enzimatica.

O primer p10063 (antisense) atraves da troca de uma guanina ( G ) na posicao
10050 a uma adenina ( A ) cria um sitio de restricdo para a enzima Tagl em todos os
produtos amplificados, e funciona como um controle interno para a eficiéncia da clivagem

com a enzima de restri¢do em todos os alelos copiados.

Apos a clivagem com a enzima Taql os alelos que carreiam a mutagdo 74

apresentardo 86 pares de bases (pb) enquanto que 0s normais, 64 pares de base.
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A - Em alelos normais MM

9966—
«10063
¥ PCR
Taq I Taq I
Alelo M Vv \% 97 pb
Alelo M \% \4 97pb
Taq I Taq I
{Taq1
Alelo M 64 pb

Figura 11 - Estratégia para detecgo do alelo Z do gene da AIAT
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B — Em alelos mutantes ZZ

9966—
«10063
¥ PCR

Taq 1

Alelo Z v 97 pb

Alelo Z \Y% 97pb
Taq I

ITaq I

Alelo Z 86 pb
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C - Em heterozigotos MZ

9966—
«10063
VPCR
Taql
Alelo Z \4 97 pb
Alelo M \Y% \Y% 97pb
Taq I Taql
dTaq I
Alelo Z 86 pb
Alelo M 64 pb
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3.5.2. Digestdo com enzima Taq I - mutagao Z

A amostra de 15 ul do DNA amplificado para a mutacio Z foi digerida durante
12 horas 2 652C em um volume total de 50 ul contendo 1 ul da enzima de restrigdo (Taql),

5 ul do tampdo recomendado pelo fornecedor e o volume final completado com 29 ul de

H,0.

Apbs a digestdo a amostra foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida

14%.
Analise do alelo Z
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
<4 150bp
97 bp —
86 bp > < 100bp
64 bp —

< S0bp

Figura 13 - Gel de poliacrilamida para a mutag¢io do alelo Z

Coluna 1 e 10 - leader 50 bp, coluna 2 - controle ndo digerido, coluna 3 e 5 - individuos
heterozigotos para o alelo Z, coluna 4, 6, 8 e 9 — individuos normais para a mutagdo Z,

coluna 7 - individuo homozigoto mutante (controle).
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Foram analisados 70 pacientes fibrocisticos; destes, sete apresentaram um alelo
S (10%), um apresentou o alelo Z (1,43%), ¢ um o alelo SZ (1,43%). Ao se comparar com
a freqiiéncia da populagio (PAGOTTO, 1993), verificou-se ndo haver diferenca
significativa (MS (1) = 0,0487- 0,80<P<0,90; MZ Y2y = 2,1228- 0,10<P<0,20; SZ ¥’ =
2,9719, 0,05<P<0,10). Quanto ao padrdo das mutagdes CFTR, estas foram classificadas em
dois grupos: aqueles com a mutagdoAF508 (um alelo ou dois) e sem essa mutagdo. Essa
classificagdo foi realizada levando-se em conta a grande diversidade de mutagdes e pelo

fato da AF508 ser a mais prevalente no meio analisado (PARIZOTTO, 1996).
4.1. DISTRIBUICAO DOS RESULTADOS

Tabela 1 — Distribui¢io dos varios genétipos para a AIAT e caracteristicas do quadro

pulmonar presentes nos pacientes fibrocisticos com genotipo AF508/ AF508

PACIENTES NOME AlAT Quadro pulmonar

1 LFA MM LEVE

2 RSR MM LEVE

3 LOD MM MODERADO
4 MVG MM MODERADO
5 VWV MS GRAVE

6 MLA MM LEVE

s MAB MM GRAVE

8 SRS MM LEVE

9 EVSMS MM LEVE

10 VAL MM LEVE

11 RGGIJ MM MODERADO
12 YBK MM LEVE

13 AO MM LEVE

14 LSM MZ LEVE

15 SV MM LEVE

16 VLPC MM MODERADO
17 LFS MM MODERADO
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Tabela 2 — Distribuicdo dos vérios genotipos para a AlAT e caracteristicas do quadro

pulmonar presentes nos pacientes fibrocisticos com gendtipo AF508/-

PACIENTES NOME AlAT Quadro pulmonar

1 JPD MM LEVE

2 EVM MM MODERADO
3 ccM MM MODERADO
4 EHL MS LEVE

5 JIL MS LEVE

6 TAB MS LEVE

7 IHB MM LEVE

8 AVM MM MODERADO
9 RS MM MODERADO
10 MLS MS LEVE

11 NIJR MM LEVE

12 ACL MM MODERADO
13 GCB MM LEVE

14 AGS MM GRAVE

15 JCDB MM LEVE

16 HB MM GRAVE

17 BS MM LEVE

18 BLM MM LEVE

19 DSC MM MODERADO

20 WSP MM LEVE

21 FSP MM LEVE

22 BBK MM MODERADO

23 VNF MM LEVE

24 RAPO MM LEVE

25 LGLF MM MODERADO

26 AX MS MODERADO
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Tabela 3 — Distribuicdo dos vérios genétipos para a A1AT e caracteristicas do quadro

pulmonar presentes nos pacientes fibrocisticos que tinham outras mutacdes

PACIENTES NOME Al1AT Quadro pulmonar

1 CPD MS LEVE

2 PHBB MM LEVE

3 TS MM MODERADO
4 WCM MM LEVE

5 DFA MM LEVE

6 RDS MM LEVE

7 FAGP MM MODERADO
8 ASB MM GRAVE

9 FAC MM MODERADO

10 MDMB MM LEVE

11 FSPL MM LEVE

12 RCG MM LEVE

13 LHP MM LEVE

14 LSM MM LEVE

15 JIR MM GRAVE

16 RC MM GRAVE

17 MDR MM LEVE

18 EGA MM MODERADO
19 AMPL MM LEVE

20 PCVS MM GRAVE

21 JFPP MM LEVE

22 MDS Sz GRAVE

23 PD MM MODERADO
24 DS MM LEBVE

25 RFS MM LEVE

26 EPS MM LEVE

27 LMS MM MODERADO

MM- SEM A PRESENGA DOS DOIS ALELOS
MS- HETEROZIGOTO S

MZ- HETEROZIGOTO Z

ZZ- HOMOZIGOTO Z

SZ- HETEROZIGOTOSE Z
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COMZ 1,43%
B MS 10%

Bl SZ 1,43%

E MM 87,14%

Grifico 3 - Representagdo grafica da distribuicdo dos varios genotipos para A1AT

presentes nos pacientes fibrocisticos
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As tabelas 4 a 7 apresentam os dados sumarizados da analise estatistica em
conjuntos e separados dos pacientes que apresentam 0S varios genotipos para a A1AT e a

presenga da mutagio AF508 da fibrose cistica.

Tabela 4 - Distribuicdo dos alelos A1AT e do quadro pulmonar em pacientes homozigotos

para a mutagao AF508

Quadro pulmonar /Genétipo MS/MZ MM Total
Leve 1 9 10
Moderado / Grave 1 6 7
Total 2 15 17

(Teste de Fisher- P=1.0)

Tabela 5 - Distribuicdo dos alelos A1AT e do quadro pulmonar em pacientes portadores de

um alelo para a mutagdo AFS08

Quadro pulmonar /Gendtipo MS/MZ MM Total
Leve 3 11 14
Moderado/ Grave 2 10 12
Total 5 21 26

(Teste de Fisher- P = 1.0)

Resultados
65



Tabela 6 - Distribuicdo dos alelos A1AT e do quadro pulmonar em pacientes sem a
mutacio AF508

Quadro pulmonar /Genétipo MS/MZ/SZ MM Total
Leve 1 15 16
Moderado / Grave 1 10 11
Total 2 23 27

(Teste de Fisher- P = 1.0)

Tabela 7 - Distribuicdo dos alelos e do quadro pulmonar em todos os pacientes

independente da mutagéo CFTR

Quadro pulmonar /Genétipo MS/MZ MM Total
Leve 5 35 40
Moderado / Grave 4 26 30
Total 9 61 70

(C = 0,92, P=0,632129)
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Neste estudo, avaliaram-se criangas e adultos portadores de fibrose cistica.
Verificou-se haver uma grande maioria de caucasoides, 0 que era esperado, apesar do

indice elevado de miscigenagéo racial no Brasil.

Para avaliar a gravidade do quadro pulmonar, utilizou-se como parametro o
escore de Shwachman. Em estudos anteriormente realizados na Unicamp, DOMEE
ESPINOZA (1998) verificou que o escore apresentava correlagdo estatisticamente
significativa com a colonizagdo por Pseudomonas aeruginosa, colonizagdo por
Pseudomonas aeruginosa mucosa, capacidade vital forgada, volume expiratorio forgado no
primeiro segundo, saturagdo transcutdnea da hemoglobina pelo oxigénio, numero de
exarcebagdes infecciosas no iltimo ano de acompanhamento, indicagdo de utilizagdo de
Dornase Alfa, indicagio de programa regular de fisioterapia respiratoria e indicagdo de
oxigenioterapia domiciliar. Com isso, o escore de Shwachaman seria um bom método de
avaliagdo geral de gravidade. ALVAREZ, em 2002, a0 analisar 104 pacientes fibrocisticos,
do Ambulatério de Fibrose Cistica da Unicamp encontrou em cerca de 60% dos pacientes

um escore excelente ou bom e apenas 15,7% apresentavam escore moderado ou grave.

Com relagio a evolugéo do quadro pulmonar da FC, ¢ conhecido um notavel
desequilibrio de proteinases-antiproteinases a favor de elastase de neutréfilos dentro dos
pulmdes. Essas proteinases teriam efeitos potencialmente deletérios como a destrui¢do da
elastina no pulmio, estimulagdo na produc¢do de muco, clivagem de imunoglobulinas e
fibronectina. (SOMMERHOFF et al. 1990; SUTER et al. 1988).

Nos casos em que ha colonizagdio bacteriana, o efeito deletério desse
desequilibrio é bem estudado. Assim, no processo infeccioso, com a lise dos neutréfilos, a
elastase seria liberada no meio extracelular. Essa quantidade elevada de protease liberada
poderia atacar a elastina e causar 0 dano pulmonar. Nos casos de pacientes que teriam
simultaneamente a FC e a DAIAT, esse desequilibrio estaria exacerbado e o dano
pulmonar poderia ser maior. Com base nesses dados, estudos clinicos do uso de inibidores
de elastase neutrofilica tém sido realizados e alcan¢ado algum sucesso (ALLEN, 1996;
FLOTTE, 2002).
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No entanto, estudos na literatura mostraram que 0S gendtipos MS, SS , MZ da
deficiéncia da A1AT, os quais resultam em deficiéncia leve a moderada da proteina, néo
estavam associados com o agravamento da doenc¢a pulmonar (DORING et al. 1994). Ao
contrario, postularam que a associagdo dessas duas alteragbes poderiam apresentar uma
melhora significativa da fungdo pulmonar (MAHADEVA et al. 1998). Isto porque a
clastase de neutréfilos é uma poderosa enzima proteolitica capaz de lisar bactérias, como a
Pseudomonas aeruginosa (SOMMERHOFF et al. 1990). BELAAOUAJ et al. (1998)
sugerem que a elastase de neutrofilos e outras proteinases nfio sdo somente destrutivas, mas
podem também apresentar efeitos benéficos e que eles sdo importantes para lisar bactérias e
podem baixar a regulagdo na inflamagdo, pela inibigdo na ativagdo de neutrofilos, pela
clivagem de imunoglobulinas, receptores de neutréfilos e complemento, e pela indugéo de
apoptose (DORING et al. 1994). Contudo, parece que o resultado final da agdo da elastase
no epitélio pulmonar depende do balango dos efeitos positivos e negativos da elastase. E
mais, no caso dos deficientes da Alfa 1 antitripsina, esse efeito iria depender da variagdo da

atividade enzimatica.

Além disso, cabe lembrar, que a gravidade do quadro pulmonar teria outras
variaveis como os fatores ambientais: idade, estado pancreético, estado nutricional
(MAHADEVA e LOMAS, 2000) e fatores genéticos como: variagdes de DNA em introns,
genes nio identificados fora do locus da FC, uma segunda mutag¢do no mesmo alelo que
atenua o efeito da mutagdo principal. (KEREM e KEREM, 1996; DORK et al. 1991;
BIENVENU, 1997). |

Vé-se, portanto, que a manifestagao pulmonar teria caracteristicas

multifatoriais.

Neste estudo, nio se encontrou diferenca significativa quanto a gravidade do
quadro pulmonar ¢ a distribui¢do de alelos deficientes da alfa 1 antitripsina, ndo havendo
um actmulo de deficientes de A1AT em pacientes com quadro leve ou moderado/grave.
Quando separaram-se 0s pacientes pela presenca de dois alelos, um alelo e nenhum alelo da
mutacdo AF508 e comparou-se com O quadro pulmonar, ndo se encontrou nenhuma
diferenca estatistica, 0 que comprova ndo haver uma relago entre a presenga da mutagdo

AF508, a deficiéncia da Alfa 1 antitripsina e 0 quadro pulmonar.
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E importante salientar que detectou-se apenas um paciente com o genétipo SZ,
em que haveria uma deficiéncia enzimética moderada; 0s demais foram todos heterozigotos
ou para o alelo S ou para o alelo Z. Portanto, como a frequéncia dos homozigotos mutantes
S e Z e do heterozigoto composto SZ foi baixa na populagdo de portadores da fibrose
cistica, concluiu-se que a deficiéncia da alfa 1 antitripsina ndo desempenhou nos pacientes
estudados um papel importante na manifestagdo pulmonar da fibrose cistica nesta
casuistica. E claro que nada se pode afirmar com relagdo aos genétipo SS, ZZ ou SZ, uma

vez que estes ndo foram encontrados no grupo estudado.
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A prevaléncia dos alelos S e Z da deficiéncia da alfa 1 antitripsina entre 0s
pacientes com fibrose cistica foi semelhante a da populagdo do estado de Sao

Paulo.

A distribui¢do dos pacientes portadores de alelos S e Z foi similar entre as

varias formas de gravidade do quadro pulmonar.

A distribuicdo dos portadores dos alelos S e Z ndo diferiu entre os

fibrocisticos que possuiam um, dois ou nenhum alelo com a mutagdo AF508.

A DAIAT leve parece ndo ter um papel importante no desenvolvimento do

quadro pulmonar da fibrose cistica nesta casuistica.
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Pontuagio

ESCORE DE SHWACHMAN

ATIVIDADE GERAL
Atividade plena; tolerancia ao exercicio normal; boa disposi¢ao;

EXAME FISICO
S/ tosse; FC e FR normais;

Pontuacio

25 desenvolvimento motor normal; frequéncia escolar normal s/ evidéncias de enfisema; pulmdes limpos & ausculta; boa
postura; s/ baqueteamento
Leve limitagdo a atividade intensa, Tosse seca ocasional;
cansa ao final do dia ou apos exercicio prolongado; menos FC e FR normais no repouso; enfisema leve;
20 energético; limite inferior do desenvolvimento motor normal; MYV rude. roncos e TE prolongado ocasionais;
ocasionalmente irritado ou apatico; boa frequéncia escolar boa postura;
baqueteamento leve
Descansa voluntariamente; cansa apos exercicio; moderadamente Tosse leve e cronica matinal apos exercicio/choro e
135 inativo; leve retardo motor; ocasionalmente durante o dia; s/tosse noturna; FC ¢ FR
falta espontaneidade; passivo ou irritavel; levemente T ; 1 didmetro AP e diafragma rebaixado; MV
frequéncia escolar regular rude, creptantes, roncos/sibilos; baqueteamento 1/2
Atividade fisica e tolerancia ao exercicio limitadas; dispnéico apds | Tosse cronica, frequente, repetitiva, produtiva, raramente
exercicios; paroxistica; FC e FR 1 moderado; enfisema moderado a
10 retardo motor moderado: agitado ou irritado; grave, frequentemente ¢/ deformidade ao RX; creptantes,
preguigoso ou abatido; frequéncia escolar baixa; roncos ¢ sibilos usualmente presentes e disseminados,
pode requerer professor particular baqueteamento 2/3
Limitagfio grave da atividade; dispnéia e ortopnéia; inativo ou Tosse severa paroxistica, frequente, produtiva,
confinado a cama/cadeira; frequentemente ¢/ vomitos € hemoptise; tosse noturna;
05 marcado retardo motor; taquipnéia e taquicardia; enfisema grave; creptantes, roncos

apatico ou irritado;
hode assistir as aulas
NUTRICAO

Peso e altura acima do %25 ou compativel ¢/ padrio familiar;

e sibilos generalizados; expiragdo audivel:
ma postura; 3/4 baqueteamento; cianose freg
ACHADOS RADIOLOGICOS

28 tdnus e massa muscular normais; gordura subcuténea normal; S/ evidéncias de enfisema;
maturagio sexual normal; fezes quase normais; bom apetite s/ aumento na trama broncovascular;
s/ infiltraches ou atelectasias
Peso e altura acima do %10 ou levemente abaixo do padrao
familiar: ténus e massa muscular bons; tecido subcutineo Evidéncias minima de enfisema;
20 levemente diminuido; maturago sexual levemente retardada; Leve aumento da trama broncovascular;
apetite normal e fezes + frequentemente e leve alteragdo s/ infiltrados ou atelectasias
Peso e altura acima do %3 ou moderadamente abaixo do padrdo Enfisema moderado;
familiar; peso usualmente deficietnte para altura; tonus e massa diametro AP aumentado;
muscular regulares; gordura subcuténea deficiente, abdome campos pulmonares mais radiolucentes,
15 levemente distendido; maturagao sexual retardada; apetite regular; diafragma moderadamente rebaixado;
fezes volumosas, trama broncovascular aumentada;
mau cheiro, flutuantes formadas atelectasias localizadas ou irregulares;
infiltrado ocasional transitério
Peso e altura acima do %3 e deficiente para altura; tonus € massa Enfisema marcado; aumento do didmetro AP marcado;
muscular pobres; deficiéncia marcada de gordura subcutdnea; marcado rebaixamento do diafragma; silhueta cardiaca
10 distensdo abdominal moderada; maturagdo sexual insuficiente, sem estreita; dreas de atelectasias disseminadas; atelectasias
estirdo; mau apetite; fezes pouco formadas, volumosas, mau segmentares ou lobares ocasionais; focos persistentes de
cheiro, gordurosas infiltragbes; cistos localizados;
aumento marcado da trama
Mal-nutrido e baixo; misculos fracos, flacidos € pequenos; s/ AlteragBes extensivas; hiperinsuflagdo grave; infiltrado ¢
05 gordura subcuténea; perda de peso frequente; fezes frequentes, atelectasias disseminadas; formagdo disseminada de cistos;

volumosas. mau cheiro e gordurosas; prolapso retal frequente

formac3o de bronquiectasias e abcessos; aletectasias lobares
persistentes
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Os critérios que sdo utilizados para o diagnéstico da fibrose cistica
Sao :

1- Presenca de dois alelos mutados no gene da FC

2- Duas dosagens de sodio e cloro com valores acima de 60mEq/L

- Ou os critérios clinicos da :
3- Presenga de insuficiéncia pancreatica

4- Presenga de doenga pulmonar cronica
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA MEDICA
Titulo do projeto: Analise dos alelos § ¢ Z da alfal antitripsina em uma amostra de pacientes fibrocisticos

OBJETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidada a participar em um projeto de pesquisa envolvendo individuos
com fibrose cistica. O objetivo geral do estudo é o de procurar deficientes para a enzima alfa 1 antitripsina
entre os pacientes com fibrose cistica, uma vez que essa deficiéncia, a da alfa 1 antitripsina, poderia estar
contribuindo para o agravamento do quadro pulmonar da fibrose cistica. O sigilo sera mantido em todo o
estudo através da utilizagio de um nimero de codigo para a identificagdo dos individuos participantes.

PROCEDIMENTO:

Eu entendo que se concordar em participar desse estudo, os pesquisadores participantes fardo
perguntas a respeito dos meus antecedentes médicos e familiais. Uma amostra de sangue venoso sera
colhida (10 ml, o equivalente a quatro colheres de sopa). Hospitalizagdo ndo sera necessaria.

RISCO E DESCONFORTO:

Uma coleta de 10 ml de sangue venoso sera efetuada. Os riscos associados a esse procedimento
sio minimos, podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto
sera minimo pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do brago que sera realizado por
profissional treinado e devidamente habilitado para realizar esse procedimento.

VANTAGENS:

Eu entendo que ndo obterei nenhuma vantagem direta com a minha participagdo nesse estudo,
a ndo ser o aconselhamento genético para esta deficiéncia. Fui informado que se for detectada alguma
alteracdo génica, serei imediatamente comunicado, sendo que todas as conseqiiéncias serdo devidamente
explicadas e meus parentes proximos, se assim desejarem, poderdo realizar o exame. Em todos os individuos
que forem detectadas alteragoes génicas, sera oferecida toda a orienta¢ao genética. Qualquer divida ou
informacdo poderei contatar a UNICAMP no tel. (019) 788-8909 (Profa.Dra.Carmen).

SIGILO:

Eu entendo que toda informacgdo médica, assim como 0s resultados dos testes genéticos
decorrentes desse projeto de pesquisa, serdo submetidos aos regulamentos do HC-UNICAMP referentes ao
sigilo da informagio médica. Se os resultados ou informacdes fornecidas forem utilizados para fins de
publicagio cientifica, nenhum nome sera utilizado.
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FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Em caso de recurso, duvidas ou reclamacdes contatar a secretaria do Comité de Etica da
Faculdade de Ciéncias Médicas-UNICAMP, tel. (019) 788-8936.

RECUSA OU DESCONTINUACAO DA PARTICIPACAO:

Eu entendo que a minha participagdo € voluntaria e que eu posso me recusar a participar ou
retirar meu consentimento e interromper a minha participagdo no estudo a qualquer momento (incluindo a
retirada da amostra de sangue) sem comprometer os cuidados médicos que recebo atualmente ou receberei no
futuro no HC-UNICAMP.

Eu confirmo que o (a) Dr. (a) explicou-me o
objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos, desconforto advindas desse
projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi explicado, assim como compreendi esse formulério de consentimento e
estou de pleno acordo em participar desse estudo.

Nome e RG participante

Assinatura do participante Data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a
o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos que poderdo advir do estudo, usando o
melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma copia desse formulario de consentimento
ao participante ou responsavel.

Nome e RG do pesquisador

Assinatura do pesquisador Data
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PARECER PROJETO: N° 50/2000

HDENTIFICAGAO:

PROJETO: ASSOCIACAO ENTRE A DEFICEENCIA DE ALFA 1 ANTITRIPSINA E A
FIBROSE CISTICA

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Profa. Dra. Carmen Sivia Bertuzzo

INSTITUICAO: Departamento de Genética Médica / FCMV/UNICAMP
APRESENTACAO AO CEF: 92-3-2000

- OBJETIVOS

Determinar através de técnica de andlise de DNA , a prevaléncia dos alelos © e Z do
gene da alfa’l antitripsina em pacientes portadores de fibrose cistica , bem como correlacionar

com o gquadro pulmonar. Uma vez que essd associagéo poderia agravar o guadro pulmonar &
piorar o prognéstico.

il- SUMARIO DO PROJETO

Serdo averiguados 80 pacientes flbrocisticos em seguimento no Ambulatério de
Mucoviscidose do Departamento de Pediatria/UNICAMP. O reconhecimento oS dlelos sera
feita pela andlise do DNA exiraido de uma amostra de sangue periférico.

V- COMENTARIOS DOS RELATORES

-

A metodologia é adequada e bem elaborada, assim como as condigbes de redlizagdo do
estudo. O projeto apresenta boa estrutura de protocolo e Tem Jjustificativa adequada. O

Anexo 4
92



estudo segue os principios éticos e apresenta o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
adequado.

V- PARECER CEP -

O Comité de Etica em Pesauisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
apbs acaftar os pareceres dos membro-relatores previamente designados para o presente
caso e atendendo todos os dispositivos das Resolugbes 196/96 e 251/27, bem como fer
aprovado os termos do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos
incluides na Pesaquisa, resolve aprovar sem restricdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

Vi- HOMOLOGAQ/Z\O
A ser homologado na lll Reunido Ordinaria em 11 de abril de 2.000.

FCM / UNICAMP
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