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RESUMO

A alfa-1-antitripsina (A1AT) é uma glicoproteina sintetizada principalmente pelos
hepatécitos e tem como principal fungio proteger as fibras elasticas do pulméie contra o
ataque vindo da elastase neutrofilica, uma potente protease de serina.

O gene da A1AT € polimoérfico, esta localizado no cromossomo 14 na posi¢do
q31-31.2, possui 12,2 kb com 7 éxons e 3 introns. Dentre os alelos deficientes, destacam-
se os alelos S e Z que atingem freqiiéncias polimorficas em muitas populagdes mundiais. A
deficiéncia grave de A1AT no soro (<80 mg/dl) leva a um desequilibrio entre o inibidor ¢
a elastase no trato respiratorio inferior e pode ocasionar o enfisema devido a degradagdo
das fibras elasticas nesse local. Além disso, algumas formas de A1AT podem também
resultar em doenga hepatica devido ao acimulo da proteina nos hepatocitos de individuos
portadores da mutagio.

O nosso estudo teve como propdsito a determinagdo da prevaléncia dos alelos S e
Z do gene da A1AT e dos niveis séricos de A1AT, bem como realizar uma associa¢do do
quadro clinico/radiolégico com cada mutagdo em um grupo de 121 pacientes portadores
de doenga pulmonar cronica, atendidos pelos ambulatorios da Disciplina de Pneumologia
do HC-Unicamp.

Esse grupo de 121 individuos era constituido por 71 homens e 50 mulheres com a
idade variando de 16 a 79 anos (média de 53 anos) , a maioria era fumante. A avaliagdo de
cada paciente incluiu os sintomas clinicos, radiograma de toraz, tomografia do toérax,
espirometria e gasometria arterial em repouso. Todos os pacientes tiveram o DNA
investigados quanto a presen¢a dos alelos S e Z do gene da A1AT. Essa investigagdo
utilizou a técnica modificada da rea¢do em cadeia de polimerase (PCR) que cria sitios de
restri¢do para a enzima Xmnl (alelo S) e para a enzima de restrigdo Taql (alelo Z).

Dentre os 121 pacientes que tiveram o DNA analisado, 28 apresentaram pelo
menos uma das duas mutagdes (S e/ou Z). Nesse grupo, 23 pacientes apresentaram o alelo
S e outo alelo que ndo o alelo Z (*S); dois tinham o genotipo SZ; dois apresentavam o
alelo Z e um outro alelo diferente o S (*Z); um tinha o gendtipo SS. Quando foi realizada
a comparagio dos achados nesse estudo com as frequéncia dos dois alelos (S e Z) na
populagdo brasileira foi observada um aumento significativo da prevaléncia do grupo
mutante causada principalmente pelo alelo S (p< 0,001).

Dos 23 pacientes com o alelo S, 12 apresentavam bronquectasia (7 ndo fumantes
e 5 fumantes ou ex-fumantes) e, dois deles apresentavam niveis alterados de sddio e cloro
no suor. Entre esses 12 pacientes com bronquectasia, 2 grandes tabagistas apresentavam
também enfisema, um deles inclusive em oxigenioterapia. Excluindo-se os doze pacientes
com bronquectasia, foi ainda observado nesse grupo de 23 com o alelo S: dois pacientes
com sinais de bronquiolite no CT de torax; dois com enfisema e sinais importantes de
comprometimento de vias aéreas tais como hemoptise ou DPOC grave; 5 pacientes com
sinais de bronquite cronica, um paciente faleceu vitimado por silicose aos 38 anos de



idade; um paciente com radiograma de torax normal e diagnostico de hiperreatividade
brénquica.

Dos ultimos 5 paciente pertencentes ao grupo de 28 com muta¢des foram
observados dois pacientes heterozigotos duplos (SZ). Ambos eram grandes tabagistas, um
deles tinha bronquite cronica e necessitava de oxigenioterapia. O outro tinha historia de
infec¢des broncopulmonares de repeti¢do e bronquectasia. Outros dois pacientes tinham o
alelo Z sem o alelo S. Um deles apresentava bronquectasia disseminada, e o outro,
DPOC. Finalmente, foi encontrado um paciente hom021goto SS. Era um caucaséide de 58
anos que havia deixado de fumar@ 25 éfmos atras. Apresentava episodios freqiientes de
chiado no peito, hiperinsuflagdo ao radiograma de torax e bronquectasia na base do
pulmio esquerdo. Além disso, foi submetido “a cirurgia para tratamento de sinusite
polipéide cronica.

Quanto aos niveis séricos, somente os pacientes heterozigotos duplos apreentaram
valores inferiores ao normal. Em oito casos de pacientes sem mutagdo foram observados
niveis séricos superiores ao normal.

Os dois grupos de pacientes (com mutagdo e sem mutagdo) diferiram apenas
quanto a presenc¢a de chiado e de bronquectasia cuja prevaléncia no grupo mutante foi
significativamente superior a encontrada no grupo sem mutagio (p < 0,01). Além disso,
dos 26 pacientes (26,88%) pertencentes ao grupo sem mutagdo e que apresentavam
bronquectasia, trés tinham historia de tuberculose, um tinha diagnostico de discinesia
ciliar, quatro apresentavam niveis de s6dio e cloro alterado no suor e um apresentava
sequela de pneumoma estafilocécica. Dos 15 pacientes com bronquectasia (53,57%)
pertencentes ao grupo com muta¢ido apenas dois apresentavam teste de suor alterado.

E importante também ressaltar que as duas populagdes foram diferentes frente aos
niveis séricos de A1AT, por conta principalmente dos oito pacientes com niveis séricos
superiores ao normal. Essa ocorréncia ¢ explicada por ser a A1AT uma proteina de fase
aguda e ter seus niveis séricos elevados em condig¢Ges de inflamagio e de infecgdes como
as observadas nos oito pacientes acima citados.

Através da analise dos resultados obtidos nesse estudo pode-se sugerir que a
bronquectasia faga parte do espectro de alteragdes associadas com a deficiéncia de A1AT.
Além disso, € provavel que a elastase neutrofilica inadequadamente inibida, bem como
fatores étnicos, familiais e/ou ambientais tenham contribuido para o desenvolvimento das
alteragdes pulmonares observadas nesse grupo de pacientes brasileiros portadores de
doenga pulmonar cronica.
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I- INTRODUCAOQ

I.1- CONSIDERACOES INICIAIS

A deficiéncia de alfa-1-antitripsina ¢ uma alteragdo clinicamente reconhecida desde
1963 quando Laurell e Eriksson demonstraram o estado deficiente hereditario em pacientes
suecos. Desde entdo, as pesquisas se voltaram, principalmente nos paises da Europa e Estados
Unidos da América, para o estabelecimento do quadro clinico associado a doenga, de métodos
diagnosticos mais precisos, bem como das possibilidades terapéuticas.

Como os trabalhos em nosso pais, em sua maioria, apenas se detiveram no estudo da
freqiiéncia dos alelos do gene da alfa-1-antitripsina, resolvemos investigar a contribui¢do dos
dois principais alelos deficientes (S e Z) em pacientes portadores de sintomas de doenga
pulmonar cronica e demonstrar a eventual associagdo entre os diferentes alelos e os achados

clinicos/radiologicos.

L2- ALFA-1-ANTITRIPSINA (A1AT)

De todos os inibidores de proteases, a alfa-1-antitripsina (A1AT) € aquele com maior
concentragio no plasma humano. Essa proteina pode formar complexos com grande espectro
de proteases tais como a elastase, a tripsina (de onde se originou seu nome), a quimotripsina, a
catepsina G, e a colagenase da pele e do liquido sinovial. Além disso, a A1AT pode também
ligar-se a plasmina, a trombina e ao fator XI, que sdo proteases pertencentes ao sistema
fibrinolitico e de coagulagido (Cox,1994).

No pulméo humano, as principais antiproteases encontradas sdo a A1AT, o inibidor de

Leucoprotease(SLPI), o inibidor de metaloproteinase (TIMP), a alfa-1-antiquimotripsina e a



alfa-2-macroglobulina (tabela 1). De acordo com pesquisas realizadas por Barret e col., 1986,
a A1AT e o SLPI sio considerados especificamente inibidores de proteases de serina e agem
principalmente contra a elastase neutrofilica e a catepsina G (Hohn e col., 1989). Ambos
inibidores desempenham papel de maior releviancia no pulmdo devido a maior taxa de
associagdo com a elastase neutrofilica (10 M's’), e a alta concentragdo observada no liquido
superficial das vias aéreas (ELF). Foi verificado por Barret e col., (1986) que a A1AT e o
SLPI atingem, respectivamente, niveis de 2,5 uM e 0,6 uM no ELF.

Apesar de a A1AT ser um inibidor de grande espectro de agdo, seu principal papel é
inibir a elastase neutrofilica, glicoproteina de 29 kDa , com a qual forma um complexo com
alta taxa de associagio (10’ M s ). Note-se que a elastase neutrofilica é uma protease
extracelular produzida por células precursoras da medula 6ssea e armazenada nos neutroéfilos
que a libera'oquando ativados ou no final de suas vidas ao se desintegrarem. Essa protease
extracelular desempenha importante papel na origem de varias desordens do pulmdo humano
devido sua capacidade de degradar ndo s6 a elastina, mas também os outros componentes
importantes da matriz do tecido conjuntivo (Buhl, 1986, Wewers e col., 1987).

A alfa-1-antitripsina pertence a uma importante familia génica de inibidores de
proteases de serina, denominada Serpina (figura 1), cujos componentes sdo derivados de um
gene ancestral comum através de uma evolugdo divergente ocorrida a cerca de 500 milhdes de
anos (Crystal, 1991). Até o presente momento foram identificados na literatura mais de 40
membros dessa familia em virus, em plantas e em outros organismos superiores (Cox, 1989;
Huber e col., 1989). Entretanto, os inibidores mais estudados sdo aqueles encontrados no
plasma humano, ou seja, a alfa-1-antitripsina (inibidor da elastase neutrofilica), o inibidor de
leucoprotease (também inibidor da elastase neutrofilica), a alfa-1-antiquimotripsina (inibidor da

catepsina G), a antitrombina III (inibidor da trombina), o inibidor C1 (do componente Cls do



complemento e da calicreina), a alfa-2-antiplasmina (inibidor da plasmina), o cofator Il da
heparina (inibidor da trombina), o inibidor da proteina C (da proteina C ativada), o inibidor do
ativador do plasminogénio e o angiotensinogénio (ndo se conhece seu substrato) (Carrel e col.,
1986).

No pulmao humano, as principais antiproteases encontradas sdo a A1AT, o inibidor de
leucoprotease (SLPI), o inibidor de metaloproteinase (TIMP), a alfa-1-antiquimotripsina
(A1ACT) e a alfa-2-macroglobulina (tabela 1). De acordo com pesquisas realizadas por Barret
e col, 1986, a A1AT e o SLPI sdo considerados especificamente inibidores de proteases de
serina e agem principalmente contra a elastase neutrofilica e a catepsina G (Hohn e col., 1989).
Ambos inibidores desempenham papel de maior relevancia no pulmio devido a maior taxa de
associagio com a elastase neutrofilica (10’ M's™), e a alta concentragio observada no liquido
superficial das vias aéreas (ELF). Foi verificado por Barret e col., (1986) que a AIAT e o

SLPI atingem, respectivamente, niveis de 2,5 uM e 0,6 uM no ELF.



Tabela 1- Cinética de inibi¢do da elastase neutrofilica pelas antiproteases presentes no

pulmio ¢ suas concentrac¢oes (Crystal e col., 1991).

AIAT Y 008025 | 20-53 [ 2%6
SLPI 107 0,45-0,50 0.004-0,007 12
ATACT 0 i 6-8 0.5- 1
TIMP 0 i 0,03 ND
A2Macroglobulina 4x 10 6 2,5-5 0,01

* Tempo de inibigdo in vivo se refere ao tempo estimado em segundos em que uma
antiproteasc leva para inibir 97% da atividade de uma protease em igual concentragdo no
ELF.

ELF- Liquido superficial das vias acreas

Figura 1- Localizacio cromossomica de alguns genes da familia Serpina (Cox, 1989)
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L.3- ESTRUTURA DO GENE E DA PROTEINA AIAT

O gene que codifica a A1AT (PI) esta localizado no brago longo do cromossomo 14
(14q 31 - 32.3), contém 12,2 kb de DNA incluindo 7 éxons e 6 introns. Esse segmento de
DNA se encontra dentro de um agrupamento de genes (“cluster”) inibidores de proteases de
serina com cerca de 280 kb (Billingsley, 1993; Byth e col,, 1994). Conforme podemos
observar na figura 2, esse agrupamento génico é composto (a partir do céntromero para o
telomero do cromossomo 14) pelo gene da globulina de ligagdo ao corticosteroide (CBG),
pelo pseudo gene da A1AT (PIL), pelo gene da A1AT (PI), pelo gene inibidor da proteina C
(PCI) e pelo gene da alfa-1-antiquimotripsina (AACT). O pseudo gene da AIAT € um gene
ndo funcional que sofreu mutagdo apos ter sido originado da duplicagdo do gene AIAT
verdadeiro, esta localizado a cerca de 12 kb do gene verdadeiro (Kidd e col., 1983; Sefton e
col., 1990). Na figura 3a podemos ainda observar, com detalhes, a representacdo grafica do
gene da A1AT. Os éxons I, Iy e Ic codificam regides ndo traduzidas do RNAm e toda a
informagdo estrutural para a proteina € codificada pelos outros 4 éxons (II-V). Existe uma
seqiiéncia de 72 pares de base responsavel por um peptideo sinalizador de 24 aminoacidos
localizado na porgdo N-terminal da proteina A1AT e que posteriormente ¢ removido da
proteina recém-sintetizada, resultando na molécula madura de 394 aminoacidos. A proteina
madura se liga com trés carboidratos através das asparaginas (Asg®, Asp® e Asp™). Tanto o
codon para o acido glutimico iniciador da proteina madura como os cédons para o sitio de
ligagio da Asn** e Asn® estdo no éxon II. O codon para o sitio de ligagdo do carboidrato com
a terceira Asn’® esta localizado no éxon II1. Todos eles desempenham importante fungdo na

manutencdo da estrutura tridimensional da proteina. As seqiiéncias que codificam o sitio ativo



da proteina (Met**®) estdo no éxon V onde esta localizado o codon de terminagdo TAA que

interrompe a tradugdo do RNAm (Perlino e col., 1987).

processo de controle da expressdo do gene da A1AT ndo é totalmente conhecido, porém, sua
expressdo € observada principalmente em hepatocitos e, em menor extensio, nos fagocitos
mononucleares, nos neutréfilos e nas células do epitélio intestinal (Perlmutter, 1989). O
RNAm no figado possui 1,4 kb e ¢ codificado por seqiiéncias que comegam no meio do éxon
Ic e segue em diregdo ao éxon V. A transcri¢do do gene nos hepatécitos ¢ controlada por uma
sequéncia de 750 pares de base localizada na regido 5° em rela¢io ao meio do éxon Ic. Sua
primeira porgdo serve de evidenciadora da expressdo génica e a regiio proximal ¢ essencial
para a expressdo do gene nos hepatocitos. Ja os mondcitos do sangue possuem pelo menos
duas formas de RNAm, maior do que a do figado (1,6 e 1,9 kb). As duas sdo codificadas por
seqiiéncias que comegam na por¢do 5° do exon I, seguindo em direcdo ao éxon V. Talvez o
menor transcrito, de 1,6 kb, resulte da remo¢do de seqiiéncias do exon I apos a transcri¢do

génica (Ciliberto e col., 1985; Perlino e col., 1987).



Figura 2- Mapa do “cluster” da familia Serpina localizado no brago longo do

cromossomo 14 (Byth ¢ col., 1994)
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Figura 3 a - O gene da A1AT; Figura 3b- A proteina A1AT (Crystal, 1991)
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A A1AT é uma glicoproteina de 52 kDa (figura 3b) que consiste de uma cadeia
polipeptidica unica de 394 aminoacidos. A analise por cristalografia de raio X da proteina
madura revela uma estrutura globular de 6,7nm por 3,2nm com 3 carboidratos na por¢do
externa de uma das pontas da molécula. A estrutura interna ¢ altamente ordenada com 30% na
forma de hélice alfa e 40% em folhas beta. Existem duas pontes de salinas internas (Glu** -
Lys™ e Glu® - Lys™ ) que ajudam a manter a estrutura tridimensional da proteina e cuja

alteracio pode levar ao desenvolvimento de estados deficientes, com suas eventuais

conseqiiéncias para o organismo (Loebermann e col., 1984; Crystal, 1991).

A maior parte da proteina circulante provém dos hepatocitos, que liberam cerca de 2g
da proteina na circulagdo por dia, com vida média de 4-5 dias. Através do plasma, a A1AT
segue para a maioria dos orgdos onde ira proteger estruturas extracelulares contra o ataque da
elastase neutrofilica, com a qual forma um complexo de liga¢do (na propor¢ao de 1:1), que
depois é removido e catabolizado no sistema circulatério. Em condi¢des normais a interagio
entre as duas moléculas é considerada suicida para ambas; a elastase € inibida e fica ligada a
A1AT. A localizagdo da Met na posi¢do 358 (centro ativo da A1AT), em uma al¢a exposta da
molécula, contribui para a formagio desse complexo. Essa regido estd numa conformagio
fisica tensionada e faz com que a ligagio Met™* - Ser”” | no centro ativo da A1AT, se ajuste
precisamente ao sitio ativo das proteases de serina, particularmente da elastase leucocitaria.
Algumas vezes a ligagio Met™® - Ser™ é hidrolisada pela elastase neutrofilica durante a
formagdo do complexo, a tensdo € liberada e os dois residuos sdo separados. A elastase
neutrofilica continua ligada a por¢do N-terminal da AIAT com Met™®, e o fragmento de 36

aminoéacidos C-terminal (Ser’’- Lys™*) ¢ liberado ( Travis e col., 1983).



I; importante ressaltar que os niveis de A1AT no pulméo sdo modulados pelos niveis no
plasma, os quais, por sua vez, sdo modulados pelos hepatocitos. No pulmdo, a proteina se
difunde através do endotélio dos capilares alveolares para o intersticio e, em seguida, grande
parte segue para os vasos linfaticos, enquanto que uma pequena quantidade se dirige através
da barreira epitelial para o ELF. A concentragdo média de AIAT no plasma de individuos
normais ¢ estimada em 20-50 uM (150-350 mg/dl) € nos alvéolos ¢ de 10-40 uM. Seu nivel
nos fluidos do intersticio pulmonar é de 50-70% do nivel plasmatico e no liquido superficial
das vias aéreas (ELF) ¢ da ordem de 2-5 uM. Desse modo, devido a grande abundincia de
A1AT no pulmio, sua maior taxa de associagdo para com a elastase € massa molecular que
permite sua difusdo nos tecidos alveolares, a A1AT € responsavel por mais de 90% da
protecdo antielastase nesse local. O restante do processo de inibi¢do da elastase no pulmio €
realizado pelo inibidor de leucoprotease (SLIP) e, em menor quantidade, pela alfa-2-
macroglobulina (Ogushi e col., 1987; Rennard, 1990).

Sabe-se que a A1AT pode ser inativada pela oxidagdo provocada por radicais
encontrados na fumaga de cigarro, bem como pelos radicais de oxigénio liberados por
neutrdfilos (Crystal, 1991) O atomo de enxofre contido na metionina do centro ativo da
proteina € rapidamente oxidado, e forma um derivado cuja conformag¢io ndo mais ird se ajustar
ao centro ativo da elastase. Com isso, ocorrera uma diminui¢do na taxa de associagdo da
A1AT para com a elastase neutrofilica em cerca de 2000 vezes, como também o aumento na
taxa de dissociagdo para com essa protease. Consequentemente, a elastase ficara apta para
quebrar a A1AT oxidada nesse sitio € essa AIAT ndo podera mais manter sua interagdo com

outras proteinas (Johnson e col., 1979).



Por outro lado, devido a A1AT ser uma proteina de fase aguda da inflamagdo, ela tem
a capacidade de responder a estimulos através do aumento de sua sintese, como ocorre em
condi¢gdes inflamatérias, infecciosas, nas neoplasias, na gravidez e na terapia com estrogenos
ou com corticosterdides (Laurell e col.,1968; Fagerhol,1981). Entretanto, a diminuigdo de seus
niveis séricos abaixo do normal sio observados nos estados de deficiéncia enzimatica, bem
como na sindrome da angustia respiratoria do recém-nascido, em situagdes de grande perda
protéica, na fase terminal da faléncia hepatica e durante o curso de fibrose cistica (Evans e col.,

1970).

L4- POLIMORFISMO E O GENE DA A1AT

O gene da A1AT ¢ polimorfico e possui mais de 75 variantes alé€licas descritas na
literatura, as quais se originaram a partir do gene M1 (Ala *"*) através de diferentes mutagdes
(figura 4). Dentre os varios alelos existentes, os mais comuns sdo o M1 (Val *”*), 0 M3 e 0 M2,

que evoluiram do alelo M1 (Ala”"

) através da substitui¢do de um par de bases nas respectivas
seqiiéncias génicas o que acarretou na mudanga de um aminoacido nas respectivas proteinas,
tornando-as estruturalmente diferentes, mas funcionalmente normais. As variantes M1 (Val *"%),

M3 e M2 sdo responsaveis por cerca de 95% do total de alelos na maioria das populagdes

humanas (Cox, 1985; Nukiwa e col., 1987; Carrel e col., 1988).

Conforme podemos observar nas tabelas 2 e 3, além das variantes normais, existem
aquelas associadas com a deficiéncia da proteina, tais como os alelos S e Z que alcangam
freqiiéncias polimorficas em populagdes caucasoides e o alelo nulo onde se observa a falta total
de produg¢do da proteina. Essas variantes do gene da A1AT se originaram dos alelos normais

através de substitui¢des, delegdes ou adigdes de pares de bases que levaram a diferentes
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1991).

.....

Tabela 2. Alelos normais da alfa-1-antitripsina (Modificado de Cox, 1994)

Mi1Ala

Mival |

M3

M2

M4
F

P Saintalbans

V Munich
X

X Christchurch

256 (s1)

Asp — Asp
~ Asp’* >Asn

Asp 2 —~> Ala

Glu*® - Lys

‘ MIAIaZIS

M1Val 2

M3

M1Val 2

M1Val 2

M1Val 23

; MMIVa]. 213

M1Vat *®
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Figura 4- Origem dos alelos da ATAT (Brantly ¢ col., 1988)
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Na figura podenmos observar os alelos normais, deficientes ¢ nulos, cujas seqiicneias génicas siio conhecidas. No
centro, ao allo temos os 4 éxons codificadores do alelo normal MI(Ala 7). Logo abaixo vemos os 4 éxons codificadores
dos alelos MI(Val '), M3, ¢ M2. Iintre cles siio especilicados os codons mais importantes ¢ os residuos de aminoacidos
que determinam as diferengas entre os genes normais. As mulagdes que determinam os alclos deficientes ¢ os alclos nulos
estdo indicadas com sctas originadas do ¢xon do alelo normal que serviu como scqgiiéneia base para a mutagdo. As bascs

nitrogenadas que sofrcram alteragdes estdo grifadas ¢, se for o caso, especificado s¢ houve uma delegdo ou uma insergio.

Polimor{ismo genético ¢ a ocorréneia de maltiplos alelos num locus onde pelo menos dois deles aparecem com freqiicneias

superiores a 1%.



Devido ao grande numero de alelos existentes, as variantes da A1AT sdo distribuidas,

de acordo com os niveis séricos alcangados, em quatro diferentes grupos (Brantly e col.,1988):

1) Alelos normais sdo aqueles que, quando herdados em homozigose, estdo associados a niveis
séricos normais (150-350 mg/dl ou 20-48 uM). Juntos, formam o maior grupo de alelos do
gene da A1AT. Apesar de diferirem quanto a estrutura do gene e a sequéncia de aminoacidos,
eles produzem quantidade e qualidade normal de A1AT no soro. Nesse grupo, os alelos
comuns tém freqiiéncia acima de 10% e os raros, possuem freqiiéncia igual ou inferior a 1% na

populagdo européia (Klasew e col.,1982).

2) Alelos deficientes sdo aqueles que, quando herdados em homozigose, estdo associados a
niveis séricos abaixo de 20 uM e podem ou nio funcionar normalmente. Nesse grupo se
encontra a maioria das variantes de importancia clinica, tais como os alelos S e Z (Carlson e

col. 1989).

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

de A1AT (Takahashi, 1990).

4) Alelos disfuncionais sdo alelos que produzem quantidade normal de proteina, porém com
atividade inibitoria de elastase diminuida. Como exemplo temos a proteina Pittsburgh, que
resultou da substituicio de uma metionina na posigdo 358 por arginina. Essa variante esta

associada com problemas de coagulagdo devido a transformacdo de sua molécula em um

potente inibidor de trombina e do fator XI (Scott e col.,1986).
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Tabela 3- Alelos deficientes e disfuncionais da A1AT (Stoller, 1997)

Deficiente
*F SMiver® o} om | R23C(CGT-IGT)
| z ” | MiAla? ’V‘ B E342K(QAG—>AAG)

T Mmoo | E264V(GAASGIA)
S ava® | m | "E264V"(GAA—W>GIA)\
Mictien MiA™" | V.| P369L(CCCHCIC)
Mm,.m,,. R it b3 (TTC-sDelogio)

' Minapring M A2 om - G6TE (GQG 5GAG)
Mpws | MIVAP® BT | Lap c16CCo)
Wi | MlART |V | IA336T (GCT-ACT)

I Mmiva®® | 1 . R39C (QGC—{I_“GC) |
M aermo Ml'vaf’? ; ‘m | F51(ITC-Delegdo)
Maichinan | M1Val® 1 F52 (TTC—Delecio)/G148R
(GGG—AGG)

Plowel Miva® | I = - D256V (GAT-GIT) 5
Poe | M4 Cm D256V (GAT—)GIT) |
Sipama | MIVal® m | FS3S(TIC-HTCO)
Zowwrg | M2 v o E342K (GAG—>AAG)

Disfuncional
Pittsburgh | Desconhecido v M358R




L.5- PRINCIPAIS MUTACOES DO GENE DA AIAT

Com base na metodologia do DNA recombinante, muitas variantes do gene da A1AT
foram descobertas (Matsunaga e col, 1990). As variagdes que deram origem a esses
diferentes alelos podem ocorrer ao longo da extensdo de 12,2 kb do gene, incluindo éxons,
introns, regido promotora e nas seqiiéncias ndo traduzidas da regido 3" apos o €xon V (Cox.
1981; Kid e col., 1983). Porém, conforme podemos observar na tabela 4, as mutagbes de
importancia clinica, isto €, aquelas cujos portadores estdo sob risco aumentado de
desenvolverem as alteragdes clinicas discutidas no item 1.6, sdo mais freqiientes nos éxons,
muitas delas através de substitui¢des de uma unica base. Embora nenhuma publicag¢do tenha
explicado a razdo, ssas muta¢des ocorrem mais frequentemente em caucasoides e sdo raras
entre negroides e asiaticos (Gadek e col., 1982). De todos esses alelos, os mais comuns s3o o0s
alelos S e Z que surgiram por substituigdes de bases nos éxons Il e V, respectivamente, € que

serdo comentados com maiores detalhes nas unidades seguintes deste trabatho (Crystal, 1989).

Além do que foi mencionado no paragrafo anterior, podem também ocorrer insergdes
ou dele¢des ao longo da seqiiéncia do gene da A1AT, originando outras variantes associadas
com risco de desenvolvimento doenga (tabela 4). E o caso, por exemplo, do alelo Muaiton , que
surgiu por uma delegiio no éxon II levando a remogdo da fenilalanina na posigdo 52 da cadeia
polipeptidica (Graham, 1989). Uma dele¢io maior, isto €, de todos os éxons codificadores
(cerca de 10 kb), deu origem a variante NulOiwola dc procida - Os alelos denominados nulos sdo
encontrados em todas as ragas e determinam a forma mais grave da deficiéncia (menos de 1%

da concentragdo normal do plasma ou mesmo nenhuma). Como conseqii€ncia, as alteragdes
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pulmonares determinadas por esses alelos sdo geralmente mais precoces € mais graves do que

as associadas com as outras mutagdes (Takahashi, 1990).

1.5.1- MUTACAQO Z

O alelo Z tem alta prevaléncia em populagdes do norte da Europa onde atinge a
frequéncia de 0,26 (Sveger, 1976). Normalmente, esse alelo estd presente em populagdes
brancas, inclusive aquelas do Oriente Médio, e esta praticamente ausente entre negroides e
orientais. E importante ressaltar, entretanto, que o alelo Z pode também ser encontrado com
freqiiéncia de 0.004 em populagdes negroides como a existente nos Estados Unidos da
América em que, reconhecidamente, ocorre uma contribuigdo caucasoide. Na populagdo
caucasoide dos EUA, o alelo Z atinge a freqiiéncia de 0,014 (Cox e col., 1994). No estudo
realizado por Paggoto (1994) na populagdo da regido de Ribeirdo Preto-Brasil esse alelo
atingiu a freqiiéncia de 0,03. A tabela 5 apresenta a frequéncia de diferentes alelos em

diferentes populagdes do mundo.

A variante Z originou-se de uma mutagdo no éxon V do gene da A1AT, onde uma
guanina na posigdo 9985 do gene foi substituida por uma adenina (G”% para a A),
ocasionando a troca do acido glutimico na posi¢do 342 da cadeia polipeptidica pela lisina.
Essa troca impossibilita a formagdo de uma ponte de sal entre esse mesmo acido glutdmico e
uma outra lisina, e interfere na estabilidade da molécula da proteina. Embora o namero de
transcritos de RNAm nas células sintetizadoras de homozigotos Z seja normal, essas células
secretam apenas 10-15% da proteina produzida devido ao acumulo de moléculas de A1AT no
reticulo endoplasmatico rugoso das células hepaticas (Carlson e col.,1989). O mecanismo

responsavel pelo acamulo intracelular dessa proteina mutante ndo esta bem claro (Sifers e col,,
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1989). Sabe-se, entretanto, que seu acumulo no figado ¢ observado em forma de corpusculos
de inclusdo, que sdo formados pela agregagdo das moléculas de proteina mutante (Bellingsley e
col., 1982). Supde-se que a proteina Z dobra-se lentamente na sua forma tridimensional, o que
permite que as moléculas se agreguem através de interagdes de residuos hidrofobicos internos,
normalmente escondidos, evitando assim que a A1AT seja transportada para o complexo de
Golgi. Outra hipotese sugerida é que a mutagdo pode levar a perda de um sinal dentro da
estrutura primaria ou terciaria da molécula, o que evitaria seu transporte para o complexo de
Golgi e, conseqiientemente, sua secregdo (Loebermann e col.,1984). Além disso, esse defeito
na secre¢io da proteina Z mutante também € observada em mondcitos e macrofagos de
individuos portadores dos alelos da deficiéncia (Mornex, 1986). E importante enfatizar que o
aumento da concentra¢do da proteina mutante bem como a elevag@o da temperatura corporea
(41°C) favorecem a polimerizagio da proteina Z. Portanto, como a A1AT é uma proteina de
fase aguda, a polimeriza¢do podera ocorrer em condi¢des inflamatdrias onde se observam o
aumento de sua sintese e a elevagio de temperatura. A proteina Z que ¢ liberada na circulagdo
ndo funciona normalmente como inibidor da elastase neutrofilica. Segundo Ogushi e
col.(1987), essa molécula leva um periodo de tempo 12 vezes superior aquele utilizado pela
forma normal para inibir igual quantidade de elastase. Esse alelo, quando herdado em
homozigose, leva os individuos a apresentarem somente 10-15% do nivel normal do inibidor
no soro (15-50 mg/dl) e, conseqiientemente, tais portadores poderdo desenvolver enfisema

(Crystal, 1991).
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1.5.2- MUTACAO S

Segundo Jugend (1980), o alelo S € o segundo mais freqiente em todas as popula¢oes
do mundo, perdendo apenas para o alelo M (M1 + M2 + M3). E importante ressaltar sua alta
freqiiéncia nas populagdes de Portugal e Espanha onde atinge a freqténcia de 0,15 (Fagerhol e
Tenfjord, 1968; Martin e col.,1976; Cox,1994). Na Grécia e Italia, esse alelo atinge a marca de
0,028 e 0,029, respectivamente, e sua freqiiéncia decresce da Peninsula Ibérica em dire¢do ao
norte da Europa (Fetarkis e col.,1974; Klasen e col.,1978). Nas popula¢des brancas dos
Estados Unidos da América, essa variante génica atinge valores de frequéncia de 0,02 a 0,03
(Cox, 1994). Entretanto, de maneira semelhante a mutagdo Z, a muta¢do S € raramente
observada entre negroides e orientais da populagio mundial. Na populagdo da regido de
Ribeirdo Preto-Brasil, o alelo S alcanga freqiiéncia de 0,05 (Pagotto,1994; tabela 4).

213 ~
1*"%), com exce¢do de um

O alelo S tem seqiiéncia de éxons igual ao do alelo M1(Va
codon localizado no éxon 111 do gene, onde ocorreu a substitui¢do de uma adenina por timina e
a consegqiiente troca de acido glutdmico, na posi¢do 264 da cadeia polipeptidica, por valina.
Assim como a mutagio que deu origem ao alelo Z, essa mutagdo modifica a arquitetura interna
da proteina e estd associada a quantidade normal de RNAm. A diferenca entre as duas
proteinas mutantes estd no fato de que algumas das moléculas S recém-sintetizadas sdo
degradadas nos lisossomos antes de serem glicosiladas e ndo formam agregados semelhantes
aos da proteina Z. A analise de cristalografia estrutural da proteina S sugere que o residuo 264
esta envolvido na formagio de uma ponte salina com o residuo 387 e, portanto, a substitui¢do
do acido glutamico nessa posi¢do (264) quebraria essa ponte, levando a proteina S a se tornar

menos estavel e mais susceptivel a proteolise intracelular (Jeppsson e col., 1978; Curiel e

col.,1989; Crystal, 1991).
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Por outro lado, as moléculas que ndo sofrem degradago sdo normalmente glicosiladas
e liberadas para a corrente sangiiinea, onde irdo inibir a elastase neutrofilica dentro de um
limite que, embora proximo, é inferior & normalidade. A proteina S leva um periodo de tempo
5 vezes superior ao da forma normal (M1) para inibir igual quantidade de elastase no pulmao, e
apresenta uma taxa de associagdo para com a elastase (7,1 x 10° M s inferior ao da

molécula normal M1 que ¢ da ordem de 9,6 x 10° M s (Ogushi e col., 1989).

As células de homozigotos SS secretam cerca de 40% menos A1AT do que as células
normais e atingem niveis séricos de 100-200 mg/dl (15-33 uM) (Curiel e col,, 1989). Também,
a quantificagio da AI1AT no liquido superficial das vias aéreas de individuos portadores de
dois alelos S demonstrou valores intermediarios entre os niveis alcangados por individuos
homozigotos M1 e homozigotos Z. Embora inferiores ao normal, esses niveis alcangados pelos
homozigotos S parecem ser suficientes para proteger o pulmdo contra a agéo proteolitica da
elastase neutrofilica (Ogushi e col., 1989; Crystal e col, 1989). Todavia, quando o alelo S €
herdado juntamente com a variante Z ou a variante Nula, a produgio de AIAT torna-se

insuficiente e o individuo fica sujeito a desenvolver doenga pulmonar (Crystal e col., 1989).
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Tabela 4- Freqiiéncias de alelos da A1AT em populacdes selecionadas ( modificada de
Cox, 1994 ).

Dinamarca 909 0,72 0,13 0,08 0,02 0,02
~ Portugal - 900 0,51 026 | 005 | 0,15 0,009
Brasil 786 0,73 o‘,15’ 0,06 1 005 | 003 |
'EUA (brancos ) | 94 | 072 | 013 | 009 | 002 | 0014
EUA ( negros ) 549 oo | - | - 0015 | 0,004
Japio 746 | 078 | 015 | 006 | - | -

L6 - DOENCAS ASSOCIADAS COM A DEFICIENCIA DE AIAT

As principais manifesta¢cdes clinicas associadas com a deficiéncia de A1AT estdo
relacionadas com a fungdo e o local de produgdo desse inibidor de proteases. Dessa maneira, o
trato respiratorio inferior é particularmente vulneravel a deficiéncia de A1AT devido ao fato
desse inibidor ser responsavel por mais de 90% da protegdo contra a elastase neutrofilica nas
paredes alveolares. O enfisema pulmonar é a manifestag¢do clinica mais comumente observada
na deficiéncia de A1AT, e foi essa a alteragdo clinica observada por Laurell e Eriksson (1963)
quando descreveram pela primeira vez o estado deficiente. Além do enfisema, embora com
menor énfase, outras manifestagdes pulmonares foram associadas com a deficiéncia de A1AT

tais como a bronquectasia e a asma (Colp e col., 1993; King € col., 1996; Stoller, 1997).
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Segundo Crystal (1991), um individuo deficiente de A1AT desenvolve sintomas
pulmonares entre os 25-40 anos de idade. Geralmente, o primeiro sintoma ¢ a dispnéia aos
esforgos que com a progressdo da doenga tende a se agravar. Em 50% dos casos se observa
tosse produtiva, infec¢des pulmonares freqiientes e grande niimero deles apresenta reatividade
das vias aéreas tais como o chiado. Ao exame fisico nota-se diminui¢do do murmurio vesicular,
principalmente em bases pulmonares. O radiograma de torax apresenta destruicdo pulmonar
freqiientemente associada com bolhas, principalmente em regido basal. Observa-se também
diminuigdo simétrica da vasculatura periférica, mais evidente nas regides inferiores do pulmao.
Entretanto, esse achado radiologico somente € observado em pacientes com enfisema bem
estabelecido e ndo em individuos ainda assintomaticos. Estudos mais recentes tém
demonstrado que as alteragdes determinadas pelo estado deficiente sdo mais prontamente
observadas através do exame de tomografia computadorizada do torax (Guest e col., 1992;
King, 1996). As provas de fungdo pulmonar revelam limitagdo de fluxo aéreo e redugdo na
capacidade de difusdo para o monoxido de carbono. Um estudo longitudinal realizado por Wu
e col. (1988) com adultos deficientes de A1AT sugere que esses pacientes apresentam
sobrevida reduzida em torno de 10 a 15 anos quando comparados com a populagio saudavel e,
caso esses individuos tenham o habito de fumar, sua sobrevida sera reduzida cumulativamente
em pelo menos 10 anos. Entretanto, esse prognostico ¢ baseado apenas em individuos
deficientes ja afetados por alteragdes pulmonares. A melhor avaliagdo da taxa de sobrevivéncia
entre os individuos deficientes foi realizada por Seersholm e col.(1994) que acompanharam
individuos suecos com fenotipo PI ZZ ao longo de 21 anos. Esse estudo mostrou que a
sobrevivéncia entre os casos indices (individuo com fendtipo ZZ e doenga pulmonar) era pior
do que os ndo indices (individuo com fendtipo ZZ sem a doenga pulmonar) e que o fumo

realmente aumentava o risco de mortalidade especialmente entre os casos ndo indices. Entre os
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casos ndo indices que ndo apresentavam o habito de fumar a sobrevivéncia se assemelhava a da
populagdo sueca saudavel. Este fato sugere a possibilidade de uma sobrevivéncia assintomatica

em um subgrupo de individuos P1 ZZ.

A destrui¢do das paredes alveolares ocorre devido ao desequilibrio na relagdo entre
inibidor/elastase no pulmdo. Quando a taxa de protease sobrepde a de seu inibidor, ela sera
capaz de atacar e degradar as proteinas da matriz extracelular e culminar com o
desenvolvimento de enfisema (Kramps e col., 1980). No pulmio normal, existem células
inflamatorias (macrofagos alveolares e neutrofilos) que tém a capacidade de liberar proteases
com potencial de destruir a matriz extracelular. Porém, normalmente ocorre um excesso de
antiproteases que funciona como protegdo do pulmio contra esse nivel cronico e baixo de
elastase. Nos estados deficientes de A1AT, os baixos niveis no plasma sdo refletidos nos
baixos niveis na regido inferior do pulmdo, ocorre, entdo, o desequilibrio na relagdo
inibidor/elastase nas paredes alveolares, levando a destruigdio lenta e progressiva do
parénquima pulmonar. Esse quadro podera ser agravado pelo habito de fumar devido estar
associado com a elevagdo do numero de neutrofilos no pulmido em cerca de 10 vezes e, com
isso, ocasionar uma inflamagdo cronica do trato respiratorio inferior (Hunninghake, 1979).
Também, a fumaga de cigarro inalada gera grande sobrecarga de agentes oxidantes que além
de inativarem a AI1AT através da oxidagdo da metionina na posi¢do 358 em seu sitio ativo,
também podem alterar o SLPI, outro inibidor de grande importancia no pulmao (Vogelmeier e

col., 1990; Buhl e col, 1996 ) Desse modo, o fumo ndo so6 potencializa os efeitos
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Tabela 5- Mutac¢des do gene da A1AT associadas com risco aumentado para desenvolver

enfisema (Modificado de Crystal, 1991)
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da elastase nos individuos deficientes de A1AT, como também favorece o surgimento de um

estado deficiente adquirido em individuos sem a alteragdo genética.

Como o gene da A1AT se expressa de maneira codominante, existem diferentes niveis
séricos associados a heranga de diferentes alelos. Apos esses mesmos niveis séricos terem sido
relacionados com a possibilidade de desenvolvimento de enfisema, foram estabelecidos niveis
séricos limitrofes abaixo dos quais os individuos estariam sob risco aumentado de
desenvolverem essa alteragdo (Ogushi e col.,1988). O Grupo de Estudos de Registro de
Deficientes de A1AT (1994) considera o estado deficiente sob risco de desenvolver enfisema
aquele com niveis séricos menores ou iguais a 80mg/dl, ou ainda, menores ou iguais a 11uM
(tabela 6). Para a maioria dos autores, somente individuos com fenétipos Nulo-Nulo e ZZ
estdo sob maior risco de desenvolver doenga pulmonar (niveis séricos inferiores a 11 uM).
Para esses autores os fenotipos MM, MZ e SS (com niveis séricos superiores a 12 uM) tém o

mesmo risco da populacdo geral de desenvolver enfisema (Crystal e col.,1990; Cox, 1994).
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Tabela 6 - Concentracdo de A1AT sérica em determinados gendtipos e o risco de
desenvolver enfisema comparado com a populacio geral ( Sociedade Toracica
Americana, 1989 )

MM* 20-48 150-350 ndo aumentado
Mzé | 1235 | %210 | ndo aumentado
SS | 1533 N 100-140 | nio aumentado
Sz 8-19 . 75120 | discreto aumento
2z 2,5-7 1 045  alto risco
NuloNulo | 0 | 0 o . altorisco

* Inclui todas as combinag¢des dos alelos normais da familia M ( M1, M2, M3 ).

# Inclui todas as combinagdes dos alelos normais da familia M com o alelo Z.

Uma segunda alteragdo clinica associada com a deficiéncia de A1AT é a hepatite
neonatal (Sharp e col., 1969). Cerca de 10% das criangas com fenétipo Pl ZZ apresentam
sinais de disfun¢do hepatica no periodo neonatal caracterizada por ictericia persistente,
transaminases séricas discretamente elevadas e hiperbilirrubinemia conjugada. Os sinais de
colestase aparecem por volta dos 2 a 4 meses e podem persistir por até 8 meses (Moroz e col.,
1986; Cox, 1994). Foi, no entanto, observado em um importante estudo prospectivo
envolvendo 200.000 criangas suecas com fenotipo P1 ZZ, que pelo menos 75% dessas criangas
ndo apresentavam qualquer evidéncia de alteragdo hepéatica na idade de 12 anos (Sveger,
1988). Por outro lado, os adultos com fenotipo PI ZZ apresentam risco significativamente

elevado em relagdo a populagdo total para desenvolver cirrose e cancer de figado (Eriksson,
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1986). A cirrose do adulto tem curso insidioso, € mais freqiiente nos mais idosos e esta
associada com o acumulo da proteina Z nos hepatocitos. Para Eriksson (1996), o risco de

cirrose antes dos 20 anos € de 3% e no homem adulto passa a ser em torno de 30-50%.

Dentre os varios mecanismos sugeridos para justificar o desenvolvimento de lesdo
hepatica, o mais provavel é aquele que propde ser a lesdo dos hepatocitos secundaria ao
acumulo intracelular da proteina mutante. O acimulo das moléculas de A1AT € observado nos
hepatocitos de individuos com fenétipos PI Z, Muaiton, Mauarte € Ssiiyama SOb @ forma de
corpusculo de inclusdo descrito por Sharp e col em 1971. Segundo Perlmutter (1990), a
proteina mutante dobra-se lentamente para atingir sua configurac@o tridimensional e, com isso,
permite a inser¢do ndo covalente da alga que contém o centro ativo de uma molécula de A1AT
na al¢a de uma outra molécula vizinha formando, dessa maneira, dimeros e polimeros em cerca
de 85% das moléculas recém-sintetizadas. Somente 15% das moléculas recém-sintetizadas
conseguem passar pelo limen do reticulo endoplasmatico. O contingente de moléculas
polimerizadas por influéncia de fatores genéticos e/ou ambientais podera sofrer degradagdo no
reticulo endoplasmatico ou ficar armazenada em corpusculo de inclusdo nesse local. Para
Perlmutter (1990) esse mecanismo explicaria assim o fato de somente uma subpopulagdo PI
ZZ desenvolver alteragdo hepatica. A hipotese da reten¢do intracelular das moléculas de
proteina mutante ser a causa da lesdo hepatica é refor¢ada pelo fato de que nenhum individuo
com fenotipo PI Nulo descrito na literatura tenha apresentado alteragdo hepatica apesar da

grande deficiéncia de A1AT circulante (Crystal, 1990).

Quanto aos individuos heterozigotos para o alelo Z da deficiénca de A1AT (MZ e SZ),
ndo se sabe com certeza na literatura vigente se estdo realmente predispostos a desenvolverem

lesdo hepatica. Um estudo realizado por Propst (1992) sugere que talvez a doenga hepatica em
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heterozigotos ocorra devido associagdo com infecgdo por hepatite B e C, ou por doenga
autoimune. Além disso, existe ainda a possibilidade da lesdo hepatica ser iniciada nos
individuos susceptiveis através da associagdo com outros agentes do ambiente tais como o

alcool.

Além das doengas pulmonar e hepatica anteriormente discutidas, outras alteragbes
foram também relacionadas com a deficiéncia de A1AT. Geralmente, essas doengas sao
observadas em pessoas que apresentam uma diminui¢do da habilidade de controlar a
inflamacdo no tecido local e /ou hiperatividade do sistema imunoldgico. Talvez essa alteragdo
no sistema imunologico seja uma conseqiiéncia da capacidade das proteases € de seus
inibidores de afetar o mesmo, muito embora ndo se conhe¢a o mecanismo basico e a extensdo
desse envolvimento (Breit e col., 1985). Também ¢ possivel que a associa¢do da deficiéncia de
A1AT com outos tipos de doenga ocorra pela proximidade do seu gene com 0s outros genes
localizados no mesmo agrupamento (figura 2). Dessa maneira, uma alteracdo na estrutura do
gene da A1AT poderia acarretar alteragdes nos genes vizinhos como, por exemplo, o gene da

proteina de liga¢do ao corticosterdide ( Humbert € col., 1991).

Como exemplo de outras alteragdes associadas com a deficiéncia de AIAT podemos
citar a glomerulonefrite membranoploriferativa que pode surgir em individuos com fen6tipo PI
ZZ e doenga hepatica (Milford, 1975; Moroz e col., 1976, Strife, 1983). Essa nefropatia €
acompanhada por depositos de A1AT, de IgG, de 1gM, de IgA e do componente C3 do
complemento na regido subendotelial da membrana basal glomerular. Isso tudo pode
representar uma resposta imunologica a proteina Z circulante e, sendo assim, a AlAT
participaria da formagio de um complexo imunolégico tendo como conseqiiéncia a alteragdo

renal.
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Outras alteragdes de natureza imunoldgica e/ou inflamatoria também foram associadas
com a deficiéncia de AIAT. E o caso da granulomatose de Wegener (Elzouki, 1994),
paniculite ulcerativa grave (Pottage, 1983; Pittelkon, 1988), da uveite anterior (Brewerton e
col., 1978; Walkerfield, 1982) e a sinusite polipoide cronica (Maune, 1985). De acordo com
cada uma dessas altera¢Ges sdo observadas elevagdes nas frequéncias de homozigotos Pl Z

e/ou heterozigotos dos alelos mutantes do gene da A1AT.

Dentro da literatura, ainda existe a possibilidade de ocorrer um desequilibrio na relagio
protease/inibidor e este se relacionar com o desenvolvimento de doengas tais como a artrite
reumatoéide (Buisseret, 1977, Billingsley, 1982; Breit, 1985), aneurisma da aorta abdominal

(Cohen, 1990) e no cancer de bexiga (Benkmann, 1987).

Embora certo nimero de proteases pertencentes ao sistema de coagulagdo e fibrinolise
sejam inibidas pela A1AT, parece ndo existir a associagdo entre a deficiéncia de A1AT e as
anormalidades na coagulagdo e fibrindlise. Essas rea¢des ndo parecem ter importancia
fisiologica significativa, provavelmente devido a presenca de outros inibidores mais efetivos
(Cox, 1994). Contudo, a mudan¢ga de um aminoacido no centro ativo da A1AT (PI
Pittisburgh) converte essa proteina em um inibidor potente da trombina e do fator XI, levando

a um sangramento grave durante a resposta da fase aguda (Scott e col., 1986).
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I.7- METODOS LABORATORIAIS UTILIZADOS NA ANALISE DA AIAT

A analise laboratorial classica empregada na detec¢do dos alelos do gene da A1AT ¢
geralmente realizada utilizando-se o método da eletroforese em gel de focalizag¢do isoelétrica

(IEF) juntamente com a dosagem de niveis s€ricos.

A dosagem dos niveis séricos da A1AT pode ser realizada por métodos
imunoquimicos, tais como a imunodifusdo radial ou a nefelometria (Mancini e col. 1965;
Laurell,1966). Cada um desses métodos usa reagentes diferentes que estabelecem, por sua vez,
diferentes faixas de normalidade para os niveis séricos de A1AT. Geralmente, na imunodifusdo
radial, os valores séricos normais de A1AT tém sido considerados entre 150 a 350 mg/dl. Pelo
método de nefelometria, os valores séricos normais de A1AT usualmente estdo entre 83 a 199

mg/dl.

A fenotipagem ¢ convencionalmente feita pela focaliza¢do isoelétrica do soro entre o
pH 4 (anodo) e o pH 5 (catodo) em gel de poliacrilamida. Dessa maneira, os alelos sdo
separados de acordo com suas diferentes cargas elétricas (figura 5), e designados com letras do
alfabeto (A-Z) de acordo com seu ponto isoelétrico. As variantes comuns normais migram no
meio do gel e, por isso, sdo consideradas como pertencentes a familia M (middle). Por outro
lado, a variante deficiente descrita originalmente por Laurell e Eriksson (1963) migra em
direcdo ao catodo e por isso € chamada de Z. A variante S recebe essa denominagio devido ao
fato de apresentar uma mobilidade lenta (slow) no gel. Os subtipos comuns s3o indicados com
numeros seguindo a designac¢do das letras. Como exemplo temos os alelos M1, M2 e M3. Os -
alelos raros (incluindo os alelos nulos, os alelos M deficientes e os alelos compostos de
varia¢des de DNA silenciosas) sdo também designados com o local de nascimento do primeiro

portador conhecido. Como exemplo podemos citar 0s alelos Whthesia € NUlOhongkone: NO caso de
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dois alelos apresentarem padroes de focalizagdo isoclétrica idénticos ¢ a diferenga na seqiiéncia
de aminoacidos ser conhecida, esses residuos sdo cspecificamente indicados como, por

exemplo, M1Ala*" e M1Val’" (Brantly e col., 1988).

O gendtipo pode ser estudado através de varios métodos, mas a maioria dos
laboratorios usa o método de amplificagdo dos éxons do gene pela reagdo em cadeia de
polimerase (PCR). Em seguida, o amplificado ¢ avaliado através de sondas radioativas ou por
digestio enzimatica. Uma outra op¢do para a identificagdio de um determinado alelo € o
método do seqlienciamento génico, realizado através de métodos quimicos previamente

estabelecidos (Ogushi ¢ col.,1988; Andressen e col., 1992).

Figura 5- Gel de focalizacio isoeclétrica utilizado para identifica¢io dos alelos da AIAT

(Cox, 1994)
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Na figura aciina cstdo representadas as bandas dos principais alelos do gene da ATAT observadas na focalizagéo isoelétrica

do soro cmum pllde 40 a 50.
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1.8 - TRATAMENTO DA DEFICIENCIA DE A1AT

O tratamento visando o controle de altera¢des no pulmdo deve utilizar, além das
medidas preventivas e paliativas (eliminagdo do habito de fumar, utilizagdo de agentes
antioxidantes e de antinflamatorios), alternativas para corrigir o desequilibrio entre a taxa de
elastase e a de seu inibidor, mecanismo fisiopatogénico basico (Wilson, 1993). A elevagdo dos
niveis séricos do inibidor pode ser obtida utilizando-se diferentes estratégias tais como a
modula¢do da expressdo génica, a reposi¢do do inibidor, o uso de formas recombinantes dos
inibidores de elastase, o uso de antiproteases quimicas e, finalmente, a terapia génica (Crystal,
1991). Como ultimo recurso, isto €, quando todas as demais alternativas antertormente citadas
ndo se fizerem eficazes, resta a opgdo do transplante de pulméio ( Gadek e col., 1996; Trulock,

1996).

Estudos tém demonstrado que o uso de agentes antioxidantes tais como a glutationa
(GSH, reduced glutathione methionine) e seus precursores adequadamente utilizados pode
transformar radicais livres em moléculas menos reativas e, portanto, menos téxicas (Borok e
col., 1991; Meyer e col., 1994). Sendo assim, a elevagdo do nivel de glutationa no fluido que
permeia o epitélio do trato respiratorio inferior (ELF) podera ser obtida através com
precursores da glutationa (n-acetilcisteina, erdosteina) ou eventualmente até com SLPI
recombinante via aerosol, por fornecer aminoacidos da sua propria estrutura para a sintese da
glutationa. Além disso, o uso de SLIP ira também aumentar a atividade antielastase neutrofilica

da regido (Vogelmeier e col., 1990; Gillissen e col., 1993).

Uma outra possibilidade de tratamento € o aumento dos niveis séricos de A1AT através
do uso de agentes farmacologicos. Infelizmente, esses agentes, ao serem empregados in vivo,

demonstraram pouco resultados positivos. Foram utilizados hormonios tais como a associagio
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entre estrogeno e progesterona, danazol (derivado da 17-a-etinil testosterona) e tamoxifen.
Entretanto, € importante lembrar que a utilizagdo de drogas como o danazol e o tamoxifen em
individuos homozigotos (ZZ) visando a elevagdo da sintese de A1AT podera trazer efeitos
secundarios mais graves, ou seja, o agravamento do acumulo dessa proteina nos hepatocitos,
uma vez que tais drogas sdo incapazes de estimular sua liberagdo pelas células produtoras

(Gadek e col., 1980; Wewers e col. 1987; Eriksson, 1996).

A terapia de reposi¢io com AI1AT humana (Prolastin ®) para pessoas deficientes e
com enfisema ¢ aplicada nos Estados Unidos da América desde 1988. A proteina utilizada ¢
um concentrado purificado do plasma humano adequadamente tratado através de elevagdo de
temperatura. A terapia pode ser realizada através de infusGes semanais de A1AT humana
purificada (60 mg/kg) ou mensalmente com infusdes de 250 mg/kg. Essa reposi¢do podera ser
realizada em hospitais (pequena estadia) ou mesmo em casa. Tanto na terapia semanal como na
mensal é observado um aumento nos niveis séricos de A1AT e na atividade antielastase no
pulmio acima do nivel minimo necessario para sua prote¢do. E uma terapia segura, com
poucos efeitos colaterais € sem evidéncias de anticorpos anti-A1AT ou de complexos imunes.
Existem, entretanto, duas grandes desvantagens dessa terapia, ou seja, seu alto custo financeiro
e o grande disperdicio da proteina administrada via endovenosa (Wewers e col., 1987,
Hubbard e col., 1988). Na tentativa de atingir diretamente o trato respiratorio inferior e evitar
perda substancial da proteina utilizada na terapia, foi realizada a administra¢do de A1AT via
aerosol em duas doses diarias de 200 mg. Embora tenha sido observado um aumento dos
niveis do inibidor no intersticio pulmonar e no plasma humano, existem duvidas se tais niveis
conseguem chegar ao limite minimo necessario para proteger o intersticio pulmonar das

alteragdes provocadas pela elastase, que é da ordem de 5-7 uM (Hubbard e col., 1989).
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A proteina A1AT humana recombinante ja foi produzida em E. coli e em levedura
utilizando-se o ¢cDNA do tipo M1 (Val’"). Essa forma recombinante da proteina possui
de carboidrato (m.m de 45 kDa), tem a desvantagem de apresentar grande instabilidade
térmica. Quando esta forma da proteina € introduzida por via venosa, apresenta vida media
reduzida no plasma (90 min) e a maior parte dela sofre rapida excre¢do renal. Sua
administragdo via aerosol também foi testada em ovelhas e apresenta 0 mesmo problema da
forma ndo recombinante, isto €, parece ndo atingir 0s niveis minimos necessarios para a
protegdo do pulmdo (Bollen e col., 1984; Courtney e col.,1985; Hubbard e col., 1989,
Schnebli, 1991). Os resultados obtidos em humanos sido limitados. Contudo, ndo ha relatos de
alteragdes imunoldgicas e a atividade antielastase exercida pelo inibidor (pelo menos na
administragdo por aerosol) € semelhante a atividade observada nos experimentos citados
anteriormente (Casolaro e col., 1987; Rosenfeld e col., 1991; Stribling e col., 1992; Canonico

e col., 1994).

.....

AIAT (Met™® por Leu™®) o que tornou essa proteina recombinante resistente aos agentes
oxidantes. Essa forma modificada da A1AT apresenta, além de grande capacidade anti-elastase
grande uso em situagdes onde ocorrem sobrecarga de elastase neutrofilica e de agentes
oxidantes como é o caso da sindrome de desconforto respiratorio do adulto, da doencga
pulmonar induzida por cigarro e da fibrose cistica (Courtney e col., 1985; Carrel e col., 1986;

Janoff e col., 1985).
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E importante ressaltar o uso atual da reposi¢do de A1AT via aerosol no tratamento de
doenga pulmonar em pacientes com fibrose cistica. Essa terapia visa diminuir os efeitos
causados pelo excesso de elastase neutrofilica geralmente associado com a aceleragdo do
comprometimento pulmonar (destrui¢do tecidual, aumento do numero de leucocitos via
citocinas, interferéncia na habilidade do hospedeiro de resistir a infecgdes por P. aeruginosa).
Em pacientes com fibrose cistica e com comprometimento moderado dos pulmdes, a terapia
com A1AT recombinante via aerosol (1,5 - 3,0 mg/kg, 2 vezes ao dia por 1 semana) mostrou-

se eficiente na atividade antielastase do ELF (McElvaney, 1991; Allen, 1996).

Outras tentativas de inibir a atividade da elastase foram realizadas utilizando-se
antiproteases quimicas tais como o bovoral (metoxi-succinil-alanil-alanil-propil-boronil-valil-
pinacol éster), o clorometil cetona e os compostos derivados de beta-lactam. Além da
toxicidade propria de cada um desses compostos o que inviabiliza seu uso clinico, alguns,
como o bovoral, demonstraram exacerbar o enfisema por serem inibidores reversiveis de
elastase. Além disso, moléculas pequenas como as citadas acima podem atingir locais
inacessiveis aos inibidores naturais (A1AT e SLPI) e, a0 mesmo tempo, inibir a elastase em
areas que realmente necessitem de sua a¢do (Powers e col., 1986; Bonney e col., 1989; Stone e

col., 1990).

A terapia génica como tratamento para a deficiéncia de A1AT ainda se encontra em
fase experimental e, portanto, ndo aplicada em humanos. O estagio em que se encontram 0s
trabalhos nessa area esta defasado em relagdo a terapia génica na fibrose cistica devido ainda
ndo ter sido decidido qual o melhor alvo a ser atingido (figado ou pulmio), como também
devido a incerteza da progressio da doenga mesmo na auséncia do habito de fumar (Mulligan,

1993; Alton, 1995). O ideal nessa terapia seria inativar o gene mutante e introduzir o gene

34



normal em grande numero de células humanas para se obter quantidade suficiente de A1AT e,
com isso, proteger os pulmdes adequadamente. A inser¢do do gene normal tem sido realizada
em animais de laboratorio utilizando-se diferentes vetores tais como o retrovirus recombinante,
o adenovirus e os plasmidios. Essa inser¢do foi obtida em fibroblastos, no sistema vascular, no
trato respiratorio e nos hepatocitos (Lemarchand e col., 1993). Segundo Crystal (1991), um
outro alvo adequado para a terapia génica seriam os macrofagos alveolares por expressarem
normalmente o gene da A1AT. Seu acesso se daria através da inser¢do do cDNA do gene
normal em células precursoras de mondcitos na medula Ossea que dariam origem aos

macrofagos alveolares no trato respiratorio inferior.

Segundo Alton (1995), em 1995 foi submetido as autoridades norte americanas um
protocolo para a aplica¢do da terapia génica em humanos deficientes de A1AT. Embora nio o
tenhamos observado na literatura vigente, esse trabalho tinha a finalidade de avaliar a eficacia
da aplicagdo topica de lipossomos carreando o gene normal da A1AT no epitélio nasal, através

da observagdo dos niveis de RNAm e da proteina.

Quanto ao tratamento visando a corregdo das alteragdes hepaticas associadas a
deficiéncia de A1AT, o estagio atual da pesquisa ainda é muito limitado, sendo o.transplante
de figado a unica opgdo existente (Gartner, 1984). Nesses casos, a taxa de sobrevivéncia tem
sido de 1 ano em 80% dos casos transplantados e de 5 anos em 70% dos casos transplantados

com otima qualidade de vida e niveis normais de A1AT circulante (Sveger, 1976).

A terapia génica visando a corre¢do da doenga hepatica é baseada no fato de ser essa
alterag¢do secundaria ao acumulo intracelular da A1AT mutante. Dessa maneira, o objetivo da
terapia ¢ transformar individuos ZZ em MZ através da inser¢io do ¢cDNA normal em

hepatocitos possuidores da mutagdo. O problema reside no fato de como conseguir esse
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objetivo in vivo em humanos ( Li Q e col., 1993). Uma outra possivel estratégia para substituir
o gene defeituoso por um normal in situ seria a recombinagdo homoéloga. Embora seja esta
uma terapia possivel, ainda estd muito distante de sua aplicagdo em humanos (Savransky e col.,

1994; Knoell, 1995).

Em termos atuais, a corre¢do da deficiéncia de A1AT é uma meta possivel de ser
alcancada visto ser essa doenga autossOmica cujo gene tem expressio codominante. Além
disso, o gene pode se expressar numa variedade de células e a concentra¢do da proteina ndo
necessita de um controle rigido. O grande problema, entretanto, é conseguir a producdo
estavel da concentragdo dessa proteina funcionante. Pesquisas futuras devem ser direcionadas
no sentido de resolver o problema da estabilidade da expressdo génica, da regulacio da
expressdo génica e a eventual toxicidade causada pela terapia. E importante ainda ressaltar a
dificuldade em se estabelecer a eficacia da terapia génica para a corre¢io da deficiéncia de
Al1AT, visto ser essa uma doenga com desenvolvimento insidioso. Desse modo, seria
necessaria uma comparag¢do com a terapia de administragdo de proteina exdgena em termos de
eficacia, seguranca e custos (Knoell e col., 1995; Sallenave e col., 1997).

Em face das consideragdes iniciais em que se destaca a necessidade de uma
investigagdo sobre a participagdo dos dois principais alelos mutantes do gene da alfa-1-
antitripsina (A1AT) no desenvolvimento de doenga pulmonar crénica em pacientes brasileiros,
o presente estudo tem o intuito principal de determinar, através da analise de DNA, a
prevaléncia dos alelos S e Z do gene da AIAT em um grupo de 121 pacientes portadores de
doenca pulmonar crénica e demonstrar uma eventual associa¢do entre as mutagdes observadas

nesses pacientes € o quadro clinico-radiologico apresentados por eles.
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O estudo de coleta de dados foi realizado entre margo de 1994 e maio de 1996 e seus

objetivos sdo enumerados a seguir.
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11- OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivos especificos:

1) Determinar, através da técnica de analise de DNA, a prevaléncia dos alelos S € Z do gene da
alfa-1-antitripsina (A1AT) em uma amostra de pacientes com sintomas de doenga pulmonar

cronica atendidos pelo ambulatoério de Pneumologia do HC-Unicamp;

2) Realizar a analise da concentragdo enzimatica da alfa-1-antitripsina nesse grupo de pacientes

com doenga pulmonar crénica e correlacionar com os achados dessa popuag@o estudada;

3) Realizar, ainda nesse grupo de pacientes, uma associagdo do quadro clinico-radiolégico com
as respectivas mutagdes de modo a possibilitar a detec¢do de uma eventual influéncia dos

alelos investigados na determinag@o da alteragdo pulmonar.
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I1I- CASUISTICA E METODOS

1. CASUISTICA

Participaram desta investigagdo 121 pacientes atendidos nos ambulatorios da disciplina
de Pneumologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp que apresentavam queixas
respiratorias persistentes ha pelo menos mais de um ano, e cujos diagnosticos mais comuns

foram DPOC (bronquite cronica e enfisema pulmonar), asma bronquica e bronquectasia.

Foram excluidos do estudo 18 pacientes por ndo terem comparecido a €poca da
reconvovagdo para que fosse realizada a analise da concentragdo enzimatica ou por serem

filhos ou parentes de individuos participantes da casuistica.

O grupo de pacientes estudado foi constituido por 71 homens (58,67%) e 50 mulheres
(41,32%), com média de idade de 52,38 anos (variando entre 16 € 79 anos). A maioria dos
participantes do estudo era fumante (60,33%). Essa popula¢do era constituida de 78,5%

caucasoides e 21,5% negroides.

As informagdes mais relevantes dos pacientes foram computadas em um protocolo que

pode ser observado no anexo 2 desse trabalho.
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Figura 6- Distribuiciio dos pacientes segundo o sexo

Feminino
41%

Figura 7- Distribuiciio dos pacientes segundo a raca

Masculino
59%

Distribuicdo dos pacientes segundo a raca

Raga
0% negroéide
21%

caucasoide

Distribuicao dos pacientes segundo o sexo
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Figura 10- Distribuiciio dos pacientes segundo a faixa etaria

m0-20
m21-30
m31-40
| 41-50
o 51-60
m|61-70
m71-80

Faixa etaria

Figura 11- Distribuicio dos pacientes segundo o habito de fumar

Distribuicdo dos pacientes segundo o habito de fumar
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2. METODOS

O estudo constou de trés analises, a saber:
1) Avaliagdo clinica e radiologica de todos os participantes.

Para realizar a avaliagdo clinica desse grupo de pacientes, foram valorizados os
seguintes dados de histéria, de exame clinico e de propedéutica armada: idade; sexo; raca;
antecedentes de tabagismo (intensidade e duragdo), presenga ou auséncia de tosse, catarro,
chiado ou dispnéia; antecedentes de pneumonia de repetigdo e ou sinusite; ausculta pulmonar
quando relevante; achados radiograficos simples de torax nas incidéncias poOstero-anterior e
perfil, achados de tomografia computadorizada de térax; trés valores de espirometria (
capacidade vital forgada, volume expiratério forgado no primeiro segundo, relagdo entre o
volume expiratério forgado no primeiro segundo e a capacidade vital for¢ada); pressdo parcial
de gas carbénico no sangue arterial e pressio parcial de oxigénio no sangue arterial;

diagndstico clinico laboratorial mais provavel.

As provas ventilatorias tiveram lugar no Laboratorio de fungdo pulmonar da Disciplina

de Pneumologia da FCM-Unicamp.

Os exames radioldgicos foram ralizados no Departamento de Radiologia da FCM-

Unicamp.

2) Dosagem da concentragdo sérica da A1AT em cada paciente utilizando a técnica de

nefelometria.

42



A dosagem da concentra¢do sérica de A1AT foi realizada através do método de
nefelometria no Departamento de Patologia Clinica da FCM-Unicamp utilizando-se o
equipamento Array 360 system (Beckman Instruments, Inc., USA). Nesse método, os niveis

séricos de A1AT normais estavam situados entre os valores de 83-199 mg/dl.

3) Analise do DNA de cada paciente através da reagdo em cadeia de polimerase ( PCR ) e
digestdo enzimatica desse amplificado com as enzimas de restricdio Xmnl e Taq 1 para

detecgdo dos alelos deficientes S e Z do gene da alfa-1-antitripsina.

Para a investiga¢do das mutac¢des S e Z do gene da A1AT realizou-se a extragdo de
DNA de leucocitos pelo método modificado de Woodhead e col.(1986), descrito adiante, € em
seguida, realizou-se a amplificagdo génica de cada DNA através do método modificado da
rea¢do em cadeia de polimerase (PCR) que cria sitios de restri¢do para as enzimas Xmnl (alelo
S) e Taql (alelo Z). O fragmento de DNA assim amplificado foi depois digerido com a enzima
de restrigio especifica sob temperatura adequada e, posteriormente, essa amostra foi

submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida a 16% (Andreson e col. 1992).

A seguir s3o descritos os procedimentos técnicos utilizados na analise de DNA de cada

paciente.

a) Extracio de DNA de leucécitos do sangue periférico

Procedeu-se a extra¢io de DNA conforme o método descrito por Woodhead e col.

(1986), com algumas modificag¢des.
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Dois tubos Vacutainer com cerca de 5 ml de sangue periférico foram coletados,
contendo, cada um deles, 54 ul de EDTA 15% para impedir a coagulag¢do sangiiinea. Apos 10
min de centrifugag¢@o 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 tampao de lise I (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; KCL
10 mM; MgCl, 10 mM; EDTA 2 mM) e 125 ul de Triton 100 X. Esta mistura foi centrifugada

a2.000 r.p.m. a 4°C por 10 min.

O “pellet”formado devido ao processo de centrifugacdo foi ressuspenso com o auxilio
de uma pipeta Pateur em 5 ml do mesmo tampio (tampao de lise I), e nova centrifugacédo foi
efetuada, seguindo as mesmas condi¢des descritas acima. Este processo foi realizado
continuamente até a obten¢do de um “pellet’extremamente limpo. Uma vez obtido o “pellet”
limpo, este foi ressuspenso em 800 ul de tampdo de lise 11 (Tris-HC1 10 mM pH 8,0, KCI 10
mM; MgCl, 10 mM; NaCl 0,4 M; EDTA 2 mM) e 25 pl de SDS 20%, incubando-se a 55°C

por 10 min.

Apds esta incubagdo, foram adicionados 300 ul de NaCl 5M e foram feitas duas extragoes
com 0,5 volume de fenol (previamente equilibrado com Tris-HCI pH 8,0) e 0,5 volume da
mistura cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) v/v. Apoés delicada inversdo para a mistura
homogénea de todos os reagentes, prosseguiu-se com uma centrifugacdo a 12.000 r.p.m. por 5

min a temperatura ambiente.

Apos o precesso de extragdo com fenol/cloroformio, foram feitas mais duas lavagens
com cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Em seguida, o DNA foi precipitado da fase aquosa
com a adi¢do de 0,1 volume de acetato de sodio 3M pH 5,5 e 2 volumes de etanol absoluto
gelado e mantido em freezer, a -20°C, por uma hora. Apos este periodo, centrifugou-se a

solugdo a 12.000 r.p.m. por 5 min a temperatura ambiente. Esta mistura de etanol absoluto e
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acetato de sodio foi 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 temperatura ambiente. Apos 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
deixasse a amostra em uma concentra¢do final de aproximadamente 100 ng/ul. Este DNA,
agora em agua, foi colocado em banho-maria a 37°C “overnight”para que pudesse entrar em
solu¢@o. A seguir, o DNA dissolvido foi submetido a gel de agarose 0,8% contendo brometo
de etidio, em tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X para subseqiiente visualizagio sob

iluminag¢3o ultravioleta.

b) Amplificacio Génica

A técnica de reacdo em cadeia de polimerase (denominada de PCR, abreviatura do
nome desta técnica em inglés, “Polymerase chain reaction”) descrita por Saiki e colaboradores
(1989), possibilita a amplifica¢do 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 a complementariedade de bases de suas sequiéncias. A amostra de DNA é misturada em
uma solu¢do com os iniciadores €, logo em seguida, sdo realizados, em um aparelho ciclador
de temperatura, repetidos ciclos de desnatura¢do térmica do DNA, anelamento dos iniciadores
em temperaturas adequadas e a extensdo dos iniciadores promovida pela enzima Taq DNA

polimerase, levando ao acimulo exponencial da seqiiéncia de DNA alvo.

As duas amplificagdes foram otimizadas para que fossem realizadas no mesmo
programa de PCR. A reagdo foi realizada em volume de 100 pl, com a seguinte concentragdo

de reagentes: 100 uM de cada desoxirribonucleotideo trifosfato (dATP, dTTP, dGTP, dCTP),
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40 pmoles de cada iniciador; 2,5 unidades de Tag DNA polimerase (Centbio-UFRGS); 1,5

mM de MgCl, presentes no tampdo especifico da enzima, e 1 ug de DNA gendmico.

A reagdo de amplificagdo foi realizada em aparelho ciclador de temperatura e consistiu
numa desnaturacio 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 (extensdo). Seguiram-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 (terminalizagdo).

Abaixo sio descritos com maiores detalhes os iniciadores (“primers”) e a metodologia

empregada para cada mutagao investigada.

Mutacéio S

Para a identificagio da mutagio S a PCR foi realizada com 2 “primers” ( p7553 ¢
p7702) produzindo um fragmento de 149 pares de base (pb) correspondente a uma parte do

éxon 111 do gene da ATAT.

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 posi¢do 7683-
7684 do gene. Essa mudanga faz com que somente seja introduzido um sitio diagnostico para a
enzima Xmnl (GAANNNNTTC) somente no produto da PCR de alelos normais, mas ndo
naqueles oriundos de alelos com mutagdo S pelo fato de uma timina (T) ser inserida na posi¢o

7677.
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Os alelos com a mutagio S, por seu turno, tem um adenina (A) nessa posi¢io (7677) e

o sitio de restrigdo ndo € criado quando eles sdo copiados. A presenga ou auséncia do sitio de

restrigio permite a distingdo entre o amplificado normal € o que carreia a mutagdo S, apos

clivagem com a enzima Xmnl (Biolabs).

O primer p7553 ( sense ) introduz um sitio de restri¢do 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 restrigio Xmnl em todos os alelos copiados.

Ap6s a clivagem com a enzima Xmnl, os alelos que carreiam a mutagdo S apresentario

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

Figura 10- Estratégia para a detec¢do do alelo S do gene da AIAT

7583 >
7702
{ PCR
Xmnl
Alelo S % 149pb
e/ou
Alelo M vV 149 pb
Xmnl Xmnl
I XmnlI
Alelo S 133pb
e/ou
Alelo M 111pb
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Mutacao Z

Para a detec¢do da mutagio Z a reagdo em cadeia de polimerase (PCR) foi realizada
com dois “primers” (p9966 e pl10063) produzindo um fragmento de 97 pares de bases

correspondente a uma parte do éxon V do gene da A1AT.

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

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

enzimatica .

O primer p10063 (antisense) através da troca de uma guanina ( G ) na posi¢do 10050 a
uma adenina ( A ) cria um sitio de restrigdo para a enzima Taql em todos os produtos
amplificados, e funciona como um controle interno para a eficiéncia da clivagem com a enzima

de restri¢gao em todos os alelos copiados.
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Apos a clivagem com a enzima Taql os alelos que carreiam a mutagdo Z apresentardo

86 pares de bases (pb) enquanto que os normais, 64 pares de bases (pb).

Figura 11- Estratégia para a detec¢io do alelo Z do gene da AIAT

9966
«—10063
! PCR
Taq 1
Alelo Z % 97pb
e/ou
Alelo M \Y \Y 97pb
Taq 1 Taq 1
! Taq 1
Alelo Z 86pb
e/ou
Alelo M 64pb

¢) Detec¢cdo da mutacio S utilizando-se a enzima de restricio Xmnl

A amostra de 10 pl do amplificado para a mutagdo S foi digerida “overnight”a 37°C em

um volume total de 30 pul contendo 5 U de enzima de restri¢do (Xmnl), 3 pl do Tampdo 10 X
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recomendado pelo fornecedor e o volume final foi completado com 16,75 ul de agua destéril.
Apos a digestdo, a amostra foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida 16% ( 750 ul
de TBE 20 X; 7,2 ml de H,0; 5,3 ml de Bis acrilamida; 90 ul de Persulfato de amonio 10%
e 16 ul de Temed ) sob a diferenga de potencial de 120 volts. Em seguida, o gel foi corado em
uma solugdo de brometo de etidio para que os fragmentos de DNA digerido pudessem ser
analisados. Conforme podemos observar na figura 6, o fragmento que representava o alelo

normal possuia 111 pares de bases, e o do alelo mutante, 133 pares de bases.

d) Detecciio da mutagio Z utilizando-se a enzima de restri¢do Taq I

A amostra de 10 ul do amplificado para a mutagio Z foi digerido “overnight” a 65°C
em um volume total de 30 ul contendo 5 U de enzima de restrigdo ( Taq I ), 3 ul do tampio
recomendado pelo fornecedor e o volume final foi completado com 16,75 pl de agua estéril.
Foi utilizada uma gota de 6leo mineral sobre a mistura dos reagentes para evitar a evaporagio
da agua. Apds a digestdo enzimatica a amostra foi submetida a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 16% ( 750ul de TBE 20 X; 7.2 ml de H,O; 5,3 ml de Bis acrilamida; 90 pl
de Persulfato de amonio 10% e 16 ul de Temed ) sob a diferenga de potencial de 120 volts.
Em seguida, o gel foi corado em brometo de etidium para que as bandas pudessem ser
analisadas ( figura 7 ). Conforme podemos observar na figura 7, o fragmento com 64 pares de

bases representava o alelo normal e aquele com 86 pares de bases representava o alelo mutante
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Figura 12- Gel de poliacrilamida mostrando o alclo normal ¢ o alelo S do gene da AIAT

118—

Gel de poliacrilamida corado com bromcto de ctidium mostrando resultados da amplificagio ¢ digestio dc
alclos normais ¢ mutantes do gene da AIAT com a cnzima de restricio Xmnl. Linhas 1. 2. 4. S siio
heterozigotos S. Linka 3, alclo normal. M- marcador ¢ X 174/ hind 1.

Figura 13- Gel de poliacrilamida mostrando o alelo normal e o alelo Z do gene da A1AT

— 86
—_— 04

Gel de poliacrilamida corado com brometo de ctidium mostrando resultados da amplificagio ¢ digestio dos
alclos normais ¢ mutantes do genc da AIAT com a enzima de restrigio Taq 1. Linhas 1 ¢ 3 sdo heterozigotos Z.
Linha 2, homozigoto Z. Linha 4. alclo normal. M- marcador ¢ X 174/Hind I11.
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IV- RESULTADOS

Os resultados apresentados a seguir estdo organizados de acordo com os objetivos
deste estudo. Para melhor compreensdo dos resultados, cada paciente sera representado por

seu numero correspondente encontrado no anexo 1 deste trabalho.

1) DETERMINACAO DA PREVALENCIA DOS ALELOS S E Z DO GENE DA

ATAT.

Dos 121 pacientes que tiveram o DNA analisados para a detec¢do dos alelos mutantes
S e Z do gene da A1AT, vinte e oito apresentaram pelo menos uma dessas mutagdes (tabela
7). Desse conjunto de vinte e oito pacientes com mutagdes, vinte e trés apresentaram o alelo S
e um outro alelo que ndo o Z (*S). Quatro pacientes apresentaram o alelo Z, sendo que dois
eram heterozigotos compostos (SZ) e os outros dois possuiam além do alelo Z um outro alelo
diferente do alelo S (*Z). Apenas um paciente apresentou dois alelos S (SS). Nio foram

detectados homozigotos Z (ZZ).

Os dados obtidos nesse estudo foram comparados com aqueles descritos por Pagotto
(1993) que determinou a freqiiéncia dos principais alelos do gene da A1AT em 447 individuos
normais e 339 individuos pertencentes ao grupo de risco para AlDs, todos originarios da
regido de Ribeirdo Preto. No trabalho de Pagotto (1993) foi observada uma freqiéncia de 0,05
para o alelo S e de 0,03 para o alelo Z. Realizamos a andlise dos resultados obtidos agrupando
os pacientes de duas maneiras. A primeira apreciagdo (tabelas 8) agrupou os pacientes como
“mutantes” (aqueles que tinham pelo menos uma das duas mutagbes investigadas, isto €, S
e/ou Z) e ndo mutantes (aqueles que ndo traziam a muta¢do S e nem a Z). Neste caso o %’
com 1 grau de liberdade e nivel de significincia de 0,05, alcangou o valor de 5,803 (p =
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0,017). Desse modo, pode se concluir que o grupo mutante tem prevaléncia significativamente
superior a esperada. A segunda apreciagdo foi realizada no intuito de determinar qual dos
alelos exercia maior influéncia no resultado anteriormente citado (tabela 9). Sendo assim, o
grupo mutante foi dividido em dois subgrupos, isto €, grupo S (aquele que apresentava o alelo
S sem o alelo Z) e o grupo Z (aquele que apresentava o alelo Z com ou sem o alelo S). O y’
com 2 graus de liberdade e nivel de significincia de 0,05 alcangou o valor de 16,022
(p<0,001). Conforme podemos observar na tabela 6, o grupo S (sem o alelo Z) é mais do
dobro do valor esperado e portanto é o principal fator para o surgimento da prevaléncia

altamente significativa do grupo mutante.

Tabela 7- Valores observados e esperados dos genétipos encontrados

| 0,30
SZ 02 0,36
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Tabela 8- Valores observados e esperados dos pacientes portadores (mutantes) e dos

pacientes nio portadores (nio mutantes) dos alelos investigados

utantes 28 18,47

Total 121 121

Ky = 5,803, p=0,017 (o =0,05)

Tabela 9- Valores observados e esperados dos pacientes mutantes pertencentes ao grupo

S, dos pacientes mutantes pertencentes ao grupo Z e dos pacientes nio mutantes (nio

portadores dos alelos investigados)

Mutantes rupo S
- MutantesGrupoZ | 04 | 704

Nio Mautant’es | '93, 1 102,‘53 |

T

x> )= 16,022;p< 0,001 (o= 0,05)
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2) CONCENTRACAO SERICA DE AIAT EM CADA PACIENTE

Os resultados da concentragdo sérica de AIAT bem como os gendtipos de cada
paciente podem ser observados no anexo 1, parte 3. Ndo foi possivel realizar a concentracio
sérica em dois pacientes (3, 20) por haverem falecido a época da reconvocagio. Contudo, os
resultados confirmaram os achados da literatura (Crystal, 1991). Isto €, niveis séricos inferiores
ao limite normal (83 - 199 mg/dl) somente foram observados nos heterozigotos compostos
(SZ). Em oito casos de pacientes sem mutagdes (56, 59, 81, 88, 106, 107, 109, 110) a
concentracio sérica de A1AT estava acima do limite superior da normalidade. Nos demais
casos a concentracdo sérica de A1AT estava dentro da normalidade. A tabela 10 apresenta o
numero de pacientes com os valores séricos de AIAT normais, inferiores e superiores a

normalidade (88-199 mg/dl)

Tabela 10- Pacientes com valores séricos de A1AT normais, inferiores e superiores ao

normal (83- 199 mg/dl)

Gendtipo Valores normais | Valores inferiores | Valores superiores ao
ao normal normal
*S 22 0 0
*7, 02 0 0
SZ 0 02 0
Normal 85 0 08

Teste exato de Fisher p = 0,014
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3) ASSOCIACAO DO QUADRO CLINICO-RADIOLOGICO COM AS

RESPECTIVAS MUTACOES

Para melhor compreensdo do presente item, € importante esclarecer certos termos
utilizados no estudo. Foi definido como fumante (tabela 14), aquele individuo que fumou 20
ou mais magos de cigarro ao longo de sua vida ou, aquele que fumou no minimo 1 cigarro por
dia por pelo menos 1 ano em sua vida (SCSES, 1969). O habito de fumar foi classificado em
trés diferentes niveis de intensidade (tabla 15) de acordo com a média de cigarros fumados (X)
ao longo da vida de cada paciente. Desse modo, a intensidade foi considerada como leve
quando 16.430 < X < 200.000; moderada quando 200.000 < X < 500.000 e grave quando
500.000 < X < 880.000. O diagnoéstico de doenga bronquica (DB) incluiu DPOC,
bronquectasia e asma. O diagnostico de doenga parenquimatosa (DP) envolvia enfisema,
fibrose pulmonar, silicose. O diagnostico de outras doengas (OUTRAS) incluiu todas as outras

doengas exceto as ja citadas (tabelas 26, 27, 28, 29).

Do grupo de vinte e trés pacientes com o alelo S, doze apresentavam diagndstico de
bronquectasia (Tabela 21) , dos quais, 7 eram n3o fumantes (1,5.8,13,22.23.25) e 5 pacientes,
fumantes (tabela 14) ou ex-fumantes (10,11,17.20,21). Neste grupo de doze pacientes com
bronquectasia, dois deles apresentaram teste de suor alterado (8. 11) e dois apresentavam
também enfisema (Tabela 22). Um deles (17), além de enfisema apresentava sinais de
bronquite cronica, hemoptise e necessitava de oxigenioterapia. O outro paciente com

bronquectasias e enfisema (20) apresentava também hemoptise.
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Além dos 12 pacientes citados acima havia no grupo de 23 com o alelo S (*S), dois

outros pacientes fumantes que também apresentavam sinais de enfisema, porém, sem

bronquectasias (2, 18). Um deles (18), além de enfisema, tinha diagnostico de fibrose cistica

(18) e o outro (2) apresentava sinais de bronquite cronica. Dos nove pacientes restantes desse

grupo de vinte e trés com o alelo S (*S), cinco fumantes apresentavam sinais de bronquite

cronica (7.9, 12, 19. 24); um paciente ndo fumante faleceu aos 38 anos vitimado por silicose

(3); outro fumante, com radiograma de torax normal e diagnostico de hiperreatividade

brénquica (10); e os dois ultimos apresentavam sinais de bronquiolite na tomografia de torax

(4.15). Um era fumante (15) e o outro (4), ndo fumante.

Além disso, nesse grupo de vinte e trés pacientes com apenas o alelo S (*S), treze deles

apresentavam historia de infecgdes broncopulmonares (Tabela 20) de repetigdo (1. 3, 4. 5, 8.

"»d

bLo12, 13, 19,20, 22, 23, 295).

Tabela 11- Distribuicio dos pacientes quanto ao sexo

Grupo Mutante Néo Mutante Total
Masculino 13 58 71
Feminino IS 35 50

Total 28 93 121

)= 2,25, 0,10<p<0,20 (a = 0,05)
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Tabela 12- Distribuicio dos pacientes segundo a ra¢a

Grupo Caucaséide Negroide Total
Mutante 21 07 28
Niao Mutante 74 19 93
Total 95 26 121

X2(1) = 0,266, 0,50<p<0,70 (a=0,05)

Tabela 13- Distribuicio dos pacientes segundo a média de idade

Grupo Mutante

Grupo ndo Mutante

Média de Idade

4932

53,30

Teste T de “Student” p=0,16

Dos dois pacientes heterozigotos compostos encontrados, ambos tabagistas, um (14)

apresentava doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC, causada por bronquite cronica)

inclusive em oxigenioterapia €, o segundo (0), apresentava bronquectasia em bases pulmonares

e historia de pneumonias de repeti¢do.
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Figura 14- Distribuicdo dos pacientes quanto a0 sexo
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Figura 16- Distribuicio dos pacientes sem as mutacdes investigadas segundo a faixa

etaria

Distribuicdo dos pacientes sem as mutagoes investigadas
segundo a faixa etaria
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Figura 17- Distribuicio dos pacientes com as mutacdes investigadas segundo a faixa

etaria

Distribuicdo dos pacientes com as mutagdes investigadas
segundo a faixa etaria

Faixa etaria

mo-20
m21-30
m 31-40
m41-50
[ 51-60
m61-70
@m71-80

60



Dos dois outros pacientes heterozigotos Z sem o alelo S (*Z), ambos tinham historia
de infec¢bes boncopulmonares de repetigdo, chiado no peito (Tabela 18) e dispnéia (Tabela
19). Um deles (27) de 31 anos, era ndo fumante, tinha niveis de sodio e cloro no suor normais
e ao radiograma e tomografia de torax apresentava bronquectasia no lobo superior direito e
nos lobos inferiores, bem como sinais de bronquiolite. O outro (28), era tabagista, apresentava
aos 71 anos alteragdes radiologicas de hiperinsuflagdo pulmonar e na espirometria era

observado defeito ventilatorio misto grave.

Um unico individuo homozigoto SS (20) nesse grupo de vinte e oito pacientes com mutagdes
faleceu aos 58 anos de idade, era grande fumante e parou de fumar 25 anos antes de sua morte.
Esse mesmo paciente apresentava frequentes episodios de chiado no peito, hiperinsuflagio ao
radiograma de torax e bronquectasias na base do pulmdo esquerdo. Tinha diagnostico de
DPOC e de hiperreatividade bronquica e havia sido submetido a cirurgia para correcdo de

sinusite polipoide.

Tabela 14- Distribuicio dos pacientes quanto ao habito de fumar

Grupo Fumante | Nio fumante Total
Mutante 18 10 28
Nao Mutante 54 39 93
Total 72 49 121

x> (1y= 0,34; 0,25<p<0,50 (o= 0,05)
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Tabela 15- Distribuicio dos pacientes segundo a intensidade do habito de fumar

Intensidade | Grupo Mutante | Grupo nio Mutante | Total
Leve 10 19 29
Moderado 06 28 34
Grave 02 06 08
Total 18 53 71

Teste exato de Fisher p=0,335

Em resumo, no grupo de vinte e oito pacientes portadores de pelo menos um tipo de
muta¢do (S e/ou Z) observamos os seguintes achados: quinze pacientes apresentavam
bronquectasias (1. 5, 6, 8, 10, 11, 13, 17, 20, 21, 22, 23, 25, 26, 27); quatro casos
apresentavam enfisema associada ou ndo a bronquectasia e todos eles traziam somente o alelo
S (2, 17, 18, 20); nove apresentavam bronquite cronica com ou sem bronquectasia (7, 9, 12.
14,17, 19, 24, 26, 28); um faleceu por silicose (3); trés apresentavam sinais de bronquiolite na
tomografia de torax (4. 15, 27) e o ultimo, com radiograma de torax normal e diagndstico de
hiperreatividade brénquica (16).

No grupo dos pacientes sem as mutagdes S e/ou Z foram observados 26 casos de
bronquectasias (31, 33, 36, 37, 39. 42, 50. 54, 56, 57, 59, 60, 65, 69, 76, 77. 80. 95. 96, 103.
105, 110, 112, 116, 118, 121). Nesse grupo de 26 pacientes, 9 eram fumantes (37, 30, 57, 59,
09, 77.80, 116, 121) Desses 26 casos com bronquectasias, 6 apresentavam também enfisema

(36, 37. 42, 57, 80, 90). Outros 10 pacientes apresentavam enfisema porém, sem
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bronquectasia ( 78, 83, 85, 89, 90, 102, 108, 114, 119, 120). Nesse grupo de 10 pacientes,
somente 2 ndo eram tabagista (78, 90). Em resumo, foram observados nesse grupo de
pacientes nio mutantes 26 casos de bronquectasia com ou sem enfisema e 16 casos de

enfisema com ou sem bronquectasia.

Tabela 16- Presenca de tosse nas duas populag¢des estudadas

Tosse | Grupo Mutante | Grupo nido Mutante Total
Sim 26 90 116
Nao 02 03 05

Total 28 93 121

Teste exato de Fisher p=0,310

Tabela 17- Presenca de catarro nas duas populagdes estudadas

Catarro | Grupo Mutante | Grupo nio Mutante | Total

Sim 24 75 99
Nio 04 18 22
Total 28 93 121

Teste exato de Fisher  p=1,00
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Tabela 18- Presenca de chiade nas duas popula¢des estudadas

Total : ’g o 03 e o1

x1) = 5,26; 0,02<p<0,05 (o = 0,05)

Tabela 19- Presenca de dispnéia nas duas populacdes estudadas

Sim | 25 83 108
N | s | w0 |

Total | 28 B 121

Teste exato de Fisher p=1,00



Tabela 20- Presenca de Infeccdes respiratorias de repeticio nas duas populacdes

Sim 16 57 73

X’y = 0,15; 0,50<p<0,70  (o=0,05)

Tabela 21- Presenca de bronquectasia nas duas populacdes estudadas

Sim 15 26 B 41

x> ()= 6,30; 0,01<p < 0,02 (o= 0,05)



Tabela 22- Presenca de enfisema nas duas popula¢des estudadas

Sim 4 16 20

Teste exato de Fisher p=1,00

Tabela 23- Presenca de restricio (CVF< 80) nas duas populac¢ées

Total |19 leo  les

Teste exato de Fisher p=10,54
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Tabela 24- Presenca de obstrucio (VEF,; < 50) nas duas populacdes

Sim (<50) 12 N 37 49

Nao(250) | 7

x> 1y= 0,549; p=0,459 (o=0,05)

Tabela 25- Relagio entre CVF/VEF; < 80 ou > 80 nas duas populacdes

>80 | 02 | 07 4 09

Total o | 66 1 s

Teste exato de Fisher p=1,00



Tabela 26- Diagnostico de doenca bronquica (DB) nas duas populac¢oes

‘“Toté/lylk“‘ 2 o3 i e

x* (1) =0,17, 0,50<p<0,70 (o0 = 0,05)

Tabela 27- Diagnéstico de doenca parenquimatosa (DP) nas duas popula¢des

Total 2 93 121

Teste exato de Fisher p=0,65



Tabela 28- Diagnostico de doenca parenquimatosa e bronquica (DP/DB) nas duas

populagdes

Sim 03 11 14
ot | || o

Teste exato de Fisher p = 0,58

Tabela 29- Diagndstico de outras doencas (Outras) nas duas populacées estudadas

Sim 0 02 02
~Ndo T I ) S L
Total 28 9 121

Teste exato de Fisher p = 0,58
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Tabela 30- Valores de PO, nas populacdes estudadas

PO, (média)

Total de pacientes |

Teste T de “Student” p=0,35

Tabela 31- Valores de PCO; nas populac¢des estudadas

PCO, (média)

Teste T de “Student” p=0,34
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Figura 18- Distribuiciio dos pacientes segundo o habito de fumar
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Figura 21- Presenca de catarro nas duas populacdes estudadas
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Figura 22- Presenca de chiado nas duas populacdes estudadas
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Figura 23- Presenca de dispnéia nas duas popula¢des estudadas
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Figura 24- Presenca de infec¢des broncopulmonares nas duas populacdes estudadas

Infecgbes broncopulmonares de repetigdao

mutante nao mutante

Figura 25- Presenca de bronquectasia nas duas populacdes estudadas
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Figura 26- Presenca de bronquectasia e enfisema nas duas populacoes estudadas

mutante
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V- DISCUSSAQO

Ap6s Laurell e Eriksson terem demonstrado em 1963 a ocorréncia da deficiéncia
hereditaria de A1AT e sua associagdo com o enfisema, varios pesquisadores se dedicaram a
estudar com maior interesse outras possiveis associagdes com o estado deficiente (Eriksson,
1965; Kueppers, 1974; Fagerhol e col., 1981; Crystal,1991). Ao longo de todos estes anos de
investigagdes, 0 que se observa € que embora tenham sido descritas associagdes entre a
deficiéncia de A1AT e varias outras doengas tais como a artrite reumatoide, glomerulonefrite e
alteragOes vasculares, as principais manifestagdes clinicas da deficiéncia grave (niveis inferiores
a 11 pM) de A1AT envolvem o pulmdo e o figado (Stoller, 1997). A doenga hepatica esta
relacionada principalmente com a hepatite neonatal e seu eventual desenvolvimento para
cirrose hepatica, anteriomente ja comentados. Quanto ao comprometimento pulmonar, embora
o enfisema seja considerado sua principal alteragdo, o grau de manifesta¢des clinicas entre os
deficientes é muito variavel e este € um dado reconhecido ha muito tempo (Eriksson, 1965;
Tobin, 1985). Na literatura mundial sdo observados relatos de pessoas homozigotas ZZ que
desenvolveram enfisema por volta dos 35 anos, algumas delas sem nunca terem fumado. Ja
outras, com o mesmo fenétipo ZZ, ndo apresentaram qualquer alteragdo pulmonar, mesmo em
idade avangada (Stoller,1997). Em relagdo a esse fato, atualmente, com a existéncia de uma
variedade de técnicas de deteccio de estados deficientes, é crescente a opinido de que o
numero de individuos deficientes assintomaticos é maior do que o de sintomaticos. Isto €, cada
vez mais sdo encontradas pessoas com fenotipo ZZ e livres de sintomas (Larsson e col., 1978,
Silverman e col., 1989; Eriksson, 1996). Mesmo entre os pacientes com comprometimento

pulmonar estabelecido, o quadro clinico também € variavel. Entretanto, observa-se uma
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consisténcia na apresentagdo da alteragdo como um distirbio ventilatorio obstrutivo e, ao
radiograma de torax, a presenca de enfisema principalmente em regides basais (Gishen e col.,

1982).

Infelizmente, grande parte dos trabalhos publicados na literatura internacional tratam
unicamente de individuos com fenétipo ZZ. E certo que varios outros fenotipos também
envolvem alteragGes clinicas, muitas vezes despercebidas, principalmente devido as diferentes
metodologias empregadas para a triagem dos participantes das pesquisas. Assim € que, quando
individuos PI MZ foram triados da popula¢do geral, nio foi possivel estabelecer uma
associag@o entre esse fenotipo e a doenga pulmonar (Bruce, 1984). Contudo, quando se partiu
de um grupo de individuos portadores de DPOC, foi observado um aumento na prevaléncia do
fenétipo MZ entre eles (Liebermann e col, 1986). Tobin e col. (1983) ao avaliarem a
gravidade dos sinais clinicos em pacientes portadores de DPOC observaram que aqueles com
fenotipo ZZ, MZ e SZ apresentavam maior comprometimento pulmonar do que os pacientes
com fenotipo MM. Além disso, esses autores ndo puderam descartar uma possivel influéncia
exercida pelo fenétipo MS para o desenvolvimento das alteragdes pulmonares. Para
Silvermann (1989) ¢ provavel que individuos PI MZ n3o fumantes apresentem altera¢Ges de
elasticidade pulmonar, mas, geralmente ndo desenvolvam comprometimento suficiente a ponto
de serem reconhecidos como portadores de doenga clinica. Ou, talvez, dentro do grupo de
pessoas com fenotipo MZ, exista um subgrupo de individuos mais propensos ao

desenvolvimento de alteragdes pulmonares por conta de fatores familiais ainda desconhecidos.

Outro ponto importante a ser enfatizado € que embora os trabalhos realizados para a

detecgdo de alteragGes pulmonares relacionadas com a deficiéncia de A1AT tenham se voltado
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basicamente para o desenvolvimento de enfisema, cerca de 50% dos individuos deficientes
apresentam sintomas de vias aéreas, principalmente a produgdo cronica de catarro (Tobin,
1983; Snider, 1989). Num estudo prospectivo realizado por Larsson (1978) ao longo de 14
anos, acompanhando 246 individuos PI ZZ, foi observado que 75% deles apresentavam
DPOC, determinado em 59% dos casos por enfisema e, em 38% dos casos por bronquite
cronica. Em 1983, Tobin e col., através da observagdo de 166 pacientes Pl ZZ, encontraram
que a maioria tinha enfisema, 29% apresentavam bronquite cronica sem serem fumantes e
11%, asma. Além desses trabalhos acima relatados, outros também apresentaram taxas
elevadas de bronquite cronica e de asma entre os individuos P1 ZZ (Tobin, 1983; Guest, 1992).
Mesmo no trabalho de Eriksson (1965), mais da metade dos pacientes com deficiéncia de

A1AT tinha bronquite cronica ou asma bronquica (Stoller, 1997).

Além disso, nos ultimos anos tém surgido trabalhos que sugerem a associa¢do entre a
deficiéncia de A1AT e bronquectasia (Guest e col., 1992; Shin e col., 1993; Rodrigues e col.,
1995; King e col., 1996). Entretanto, a determinag¢do da prevaléncia de bronquectasia na
deficiéncia de A1AT ¢é dificil de ser realizada devido a deficiéncia ser relativamente pouco
frequente, o diagnostico de bronquectasia muitas vezes passar despercebido por falta de
técnicas diagnodsticas mais eficientes tais como a tomografia computadorizada (CT) como
também devido ao fato de muitos trabalhos publicados terem sido apenas relatos de casos
(Scott e col., 1977, Longstreth e col., 1975; Casterline e col., 1978; Jones e col., 1985).
Segundo Stoller (1997), as estimativas de prevaléncia de bronquectasia entre individuos P ZZ
variam de 2 a 43% e a associagdo entre as duas altera¢gdes ndo demonstra tanta consisténcia

como a observada entre o estado deficiente e o enfisema.
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Em nosso trabalho foi realizada a avaliagdo da prevaléncia das mutagdes S e Z do gene
da A1AT em uma amostra de 121 pacientes portadores de sintomas respiratorios importantes
(cronicos) atendidos nos ambulatorios da Disciplina de Pneumologia do FCM-Unicamp. Entre
eles foram identificados 28 individuos portadores de, pelo menos, uma dessas mutagdes. Foi
constatado nesse grupo de pacientes um aumento significativo da prevaléncia do grupo
mutante (p = 0,017). Quando se realizou uma segunda andlise (separando-se 0s grupos
mutantes em grupo S e grupo Z) foi observado uma diferen¢a ainda mais significativa em
relagdo aos valores esperados dos dois grupos mutantes. Conforme podemos conferir na tabela

7, isso ocorreu principalmente devido o alelo S ter sido observado em nosso grupo de

>
pacientes em um namero superior ao dobro do valor esperado (p < 0,001). Um unico paciente
apresentou o genétipo SS. Para nossa surpresa, o alelo Z foi somente encontrado em quatro
casos, sendo que em dois deles estava associado com o alelo S (SZ) e nos outros dois casos

restantes o alelo Z estava associado com outra variante que ndo a S (*Z). Nenhum homozigoto

Z (ZZ) foi detectado nesse grupo de pacientes.

Esta prevaléncia inusitada dos alelos mutantes nos pacientes avaliados nos levou a
comparagdo das caracteristicas de dois grupos de individuos, chamados a partir de agora de

“mutantes” e “ndo mutantes”.

Analisamos varias caracteristicas clinicas, laboratoriais e de diagnéstico por imagem, ja
especificadas em materiais € métodos, e pudemos observar alguns aspectos interessantes que

serdo discutidos a seguir.

Conforme podemos observar nas tabelas 11 a 31, as duas popula¢des foram muito

semelhantes no que diz respeito a sexo, ra¢a, média de idade, sinais e sintomas (com exce¢ao
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de chiado) mais frequentes, antecedentes e intensidade de tabagismo, valores de espirometria e

gasometria arterial (anexo I, partes 1, 2 e 3).

As duas populag¢Ges mostraram diferenga significativa em relagdo aos niveis séricos de
A1AT obtidos nesse trabalho pelo método de nefelometria. Entretanto, os resultados
confirmam os relatos encontrados na literatura internacional (Cox, 1976). Como ndo foram
encontrados individuos com genotipo ZZ, os niveis séricos inferiores ao normal somente foram
constatados naqueles com o genétipo SZ. Por outro lado, em oito casos de pacientes sem
qualquer uma das duas mutagdes foram observados niveis séricos superiores ao normal, sendo
que em trés desses casos foram detectados sinais radiologicos de bronquectasia (56,59.110) e
nos demais casos havia historia de infecgbes broncopulmonares de repetigdo
(81.88,106,107,109). Nesse casos, os niveis elevados da proteina no soro podem ser
justificados pelo fato de a A1AT ser uma proteina de fase aguda e, devido a isso, se elevar em

situagdes de infeccdo tais como as observadas nesses oito pacientes (Kassimi e col., 1994).

Ao se analisar os resultados obtidos na dosagem enzimatica, € possivel se concluir que
a concentragdo obtida pode, em certos casos, ndo refletir a concentragio propria do gendtipo
que lhe é devido por conta de processos inflamatérios/infecciosos como também no curso de
terapia com corticoides ou estrogenos e, com isso, confundir a analise dos resultados. Sendo
assim, a concentragdo de A1AT deve ser utilizada como um adjuvante na analise clinica e
nunca com um método definitivo de diagnéstico. Além disso, niveis séricos normaid de A1AT

n3o necessariamente significam uma atividade normal na inibigao de elastase neutrofilica.

Estabelecendo-se quatro categorias de doenca pulmonar (doenga bronquica, doenga
parenquimatosa, doenga bronquica e parenquimatosa e outras, determinadas no anexo I, parte

3) nota-se que os dois subgrupos sdo também semelhantes com relacdo a estas variaveis,
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observando-se uma prevaléncia marcante de doenga bronquica em ambos os grupos. Apenas
quatro dos vinte e oito pacientes com mutagdo apresentaram imagens radiologicas (RX
ou Tomo) sugestivas de enfisema ( pacientes 2, 17, 18, 20) e todos eles traziam o alelo S
sem o alelo Z. Desse grupo de quatro pacientes com enfisema, dois (17. 20), apresentavam
também bronquectasia com sintomas bronquicos importantes, um deles inclusive necessitando
de oxigenioterapia (20). Dos outros dois pacientes restantes nesse grupo de quatro com
enfisema, um apresentava sinais de bronquite crénica (2) e o outro (18), além do alelo S da

A1AT, tinha também fibrose cistica.

No grupo de 93 pacientes sem as mutagdes investigadas, o enfisema foi observado em
16 casos (36, 37, 4257, 78, 80, 83, 85, 89, 90, 96, 102, 108, 114, 119, 120). Somente trés
deste pacientes eram ndo tabagistas (36. 42, 96). Em seis desses pacientes o enfisema estava
associado com bronquectasia (36. 37, 42, 57, 80, 96). Dos demais pacientes com enfisema
pertencentes ao grupo ndo mutante, 8 deles eram fumantes (83, 85, 89, 102, 108, 114, 119,

120) e 2 eram ndo fumantes (78, 90).

A comparagdo dos dois subgrupos de pacientes (mutantes € nio mutantes) revelou
duas diferengas de significancia estatistica que foi o achado de chiado e bronquectasias

(tabelas 18 e 21), mais fregiientes nos mutantes do que nos ndo mutantes.

Dos quinze pacientes mutantes com bronquectasia, apenas quatro (5. 6. 22, 23) ndo
puderam ser diagnosticados apenas por radiograma de torax. Nao foi possivel realizar exame
de tomografia de térax em cinco dos pacientes mutantes (9, 12. 16, 19, 24). Quanto a esse
fato, ndo podemos negar também a possibilidade de que o grupo de 26 pacientes ndo mutantes
e portadores de bronquectasias pudesse ser acrescido de mais outros casos que eventualmente

tenham passado despercebidos devido a falta da realizagdo de um exame diagnostico de maior
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precisdo como € o caso da tomografia de torax. Infelizmente, por motivos da nossa realidade,

ndo foi possivel realizar esse exame em todos os pacientes investigados nesse trabalho.

E importante ressaltar que dos quinze pacientes portadores de bronquectasias no
grupo mutante apenas dois apresentavam teste de suor alterado (8, 11) e dos outros 13
pacientes pertencentes a este grupo com bronquectasia nenhum deles tinha historia de
tuberculose, aspergilose ou outra alteracdo classicamente associada com o desenvolvimento de
dilatagdes bronquicas. Dos 26 pacientes pertencentes ao grupo ndo mutante e que
apresentavam bronquectasias, 3 pacientes tinham historia de tuberculose (39. 50, 54); 1,
diagnostico de discinesia ciliar (57), quatro apresentavam teste de suor alterado (60, 76, 80,

1106); e o Gltimo (96) apresentava seqiiela de pneumonia estafilococica.

Pelo que nos consta, todos os casos de bronquectasia associados com a deficiéncia de
A1AT e relatados na literatura internacional foram de pacientes portadores de deficiéncia
grave de A1AT (Guest e col., 1992; Shin e col., 1993; King e col., 1996). Em nosso trabalho a
bronquectasia foi observada em 12 pacientes portadores somente do alelo S (*S), em um
paciente portador de um alelo Z sem o alelo S, (*Z), em um paciente heterozigoto duplo (SZ)
e finalmente, em um paciente homozigoto S (SS). Com excegdo do heterozigoto composto
(SZ) e do ultimo paciente que ndo teve sua dosagem realizada, todos apresentavam niveis
séricos de A1AT normais. Além disso, nos quatro casos em que foi observado enfisema, todos
possuiam um alelo S sem o alelo Z (*S) e, em dois destes quatro pacientes havia a associa¢io
com bronquectasia. A bronquectasia em pacientes enfisematosos deficientes de A1AT foi
descrita por alguns pesquisadores da area (Longstreth, 1975; Guest e col., 1992; Shin e col,
1993; King e col., 1996). Geralmente este enfisema era difuso porém, mais prevalente nos

lobos inferiores. Em dois de nossos pacientes mutantes e portadores de bronquectasia e
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enfisema as bolhas enfisematosas se encontravam principalmente nas bases em um caso (20) e,
no outro (17) eram difusas. Porém, nos dois casos restantes, onde so se observava enfisema, as

bolhas enfisematosas existiam principalmente nos apices pulmonares (2,18).

Embora a maioria dos pesquisadores da area déem maior evidéncia a associa¢do entre a
deficiéncia de A1AT e o enfisema, os resultados obtidos em nosso estudo nos levam a
acreditar na possivel associagdo entre essa deficiéncia e as alteragdes das vias acreas. As
frequéncias de chiado e de bronquectasia significativamente superiores entre o grupo de
mutantes quando comparado com o de ndo mutantes nos leva a pensar em um maior
comprometimento inflamatorio das vias aéreas nos pacientes portadores das mutagdes
investigadas ando énfase a bronquectasia. Nesses casos ¢ provavel que a reagdo inflamatoria se
inicie na mucosa, em seguida, alcance a submucosa e, finalmente, o tecido de sustenta¢do dos
brénquios. A bronquectasia € uma alteragdo inflamatéria com diferentes etiologias e que se
caracteriza clinicamente pelo aumento na produgdo de catarro e por episodios freqiientes de
agudizagio infecciosa (Campbell, 1987). Sabe-se também, que as reagoes inflamatorias que
acontecem no pulmio envolvem a liberagdo de proteases de serina, principalmente a elastase e
a catepsina G. Varios trabalhos publicados na literatura internacional tém demonstrado a
possibilidade da atuagdo da elastase no desenvolvimento das alteragdes da vias aéreas. Assim €
que a elastase neutrofilica na sua forma ativa e seu inibidor (A1AT) inativado foram
observados no lavado brénquico de pacientes com bronquectasias (Sepper e col., 1995).
Também, foi observado que a elastase € capaz de induzir, em animais de laboratorio, alteragdes
semelhantes as encontradas em doencas inflamatorias das vias aéreas de humanos. Nesses
animais foi observada a presenga de hipersecre¢do mucosa caracterizada histologicamente pela

metaplasia de células secretoras dos bronquios (Christensen e col., 1996). Além de determinar
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o aumento da secrecio das vias aéreas, a elastase pode também alterar a composigdo do muco

e reduzir a freqiiéncia de batimentos dos cilios do epitélio respiratorio (Amatini e col., 1991).

Em conjunto, todos esses fatores irdo prejudicar o clearance mucociliar e resultar na
coloniza¢do das pequenas vias aéreas por microorganismos, na inflamagéo destas vias aéreas e
na limitagdo do fluxo aéreo (Tetley, 1993). Desse modo, a inflamagdo causa a liberagdo da
elastase, que em excesso dentro das vias aéreas podera levar a lesdo epitelial e esta, por sua
vez, leva a hipersecre¢iio mucosa (metaplasia das células secretoras). A alteragdo do transporte
ciliar mais o aumento da secrecdo levara ao acimulo de secre¢do que favorecera a colonizagdo
de bactérias e a manutencdo de inflamagdo. Esse circulo vicioso sugerido por Peter Cole
(1993) é observado em pacientes com bronquectasias e podera ter a participacdo da acdo
multipla da elastase quando se encontra livre para agir quer por deficiéncia de seu iibidor
natural, quer por excesso de sua liberagio pelos neutrofilos como ocorre em situagdes tais
como as inflamatorias. Assim sendo, é provavel que, do mesmo modo que as fibras de elastina
das paredes alveolares estdio comprometidas no desenvolvimento do enfisema, esse mesmo
componente das paredes dos bronquios e bronquiolos esteja também alterado seja pela
deficiéncia do inibidor de elastase (A1AT) ou pelo aumento da quantidade de elastase ativa no
local da inflamag¢do (Henson, 1987). Isso pode ser confirmado pelo trabalho realizado por
Glasgow e colaboradores (1973) que apresentaram um paciente deficiente de A1AT cujo
radiograma de torax trazia dilatagdes bronquiais e bronquiolares. Esse mesmo achado foi
confirmado na autépsia que demonstrou a lamina elastica das paredes bronquicas deficiente e
freqilentemente ausente. Além do trabalho citado acima, outros pesquisadores da area

apresentaram achados semelhantes (Guest e col.,1992; Shin e col., 1993; King € col., 1996).
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Entretanto, em nosso trabalho a bronquectasia foi observada em pacientes que, embora
fossem portadores de mutagdo apresentavam niveis séricos dentro do limite da normalidade e,
portanto, teoricamente localizados fora do grupo de risco para desenvolver alteragdes
pulmonares. Desse modo, podemos nos perguntar sobre as possiveis causas de tdo inusitado

achado.

E provavel que além dos papéis desempenhados pelo nivel sérico da A1AT, pela
presenga da inflamagdo como fonte de elastase e de inativagdo da A1AT, bem como pela
eventual participagio de outras proteases presentes no pulmio, outros fatores (familiais e/ ou
ambientais) realmente influenciem no surgimento da doenga. Alguns destes fatores podem estar
diretamente relacionados com a segrega¢do do alelo S na populagao brasileira. Além disso, ndo
podemos nos esquecer que ndo s6 o nivel de A1AT presente no pulmdo € importante na
manutenc¢io do equilibrio entre o inibidor/elastase; também esse equilibrio é dependente da
atividade do inibidor (A1AT). Quanto a esse aspecto, foi demonstrado por Ogushi e col,
(1988) que embora os homozigotos SS apresentem niveis séricos dentro do limite da
normalidade, a proteina S apresenta no soro e no pulmio (ELF) atividade antielastase e taxa de
associacdo com a elastase neutrofilica (Ka) inferiores a proteina M e superiores a proteina Z.
No pulmio, a proteina S leva um periodo de tempo cinco vezes superior ao da proteina M para
inibir igual quantidade de elastase neutrofilica. Talvez, esse grau de inabilidade que tem a
proteina S para inativar a elastase no plasma ou no pulmio, repercuta de alguma forma e

favoreca o surgimento de alteragdes como as encontradas em nosso grupo de pacientes.

Outro ponto importante a ser ressaltado € que ha indicios de que o gene da elastase
neutrofilica se expresse diferentemente entre as pessoas. O conteudo de elastase por neutrofilo

(1pg) varia de pessoa para pessoa em cerca de 2,5 vezes (Galdston e col., 1973). Nesse caso,
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individuos que apresentam acentuagdo da expressdo do gene da elastase neutrofilica terdo
maior chance de desenvolver alteragdes pulmonares, muito embora apresentem niveis normais

de antiproteases nesse local.

Finalmente, nio podemos esquecer também as diferencas étnicas existentes entre a
nossa populagio e as populacdes freqiientemente referidas na literatura internacional cuja
contribui¢io possa, talvez, favorecer o desenvolvimento da doen¢a pulmonar em nossos

pacientes.
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VI- CONCLUSOES

la) Num grupo de 121 pacientes portadores de doen¢a pulmonar crénica procedentes da
cidade de Campinas e regido foi observado um aumento significativo da prevaléncia dos
genotipos que tinham pelo menos uma das duas mutagdes investigadas (S e/ou Z). Esse
aumento foi causado principalmente pelos grupos cujo genotipo apresentava o alelo S sem

o alelo Z.(SS e *S) (p <0,001).

1b) Embora o alelo mutante Z esteja comprovadamente implicado no desenvolvimento de
alteragdes pulmonares nas popula¢des da Europa e Estados Unidos, em nossa populagio
de pacientes com doenga pulmonar cronica esse alelo somente demonstrou contribui¢do

acima do valor esperado quando acompanhado do alelo S (SZ).

2) Em nossa populagdo de pacientes com doeng¢a pulmonar cronica o desenvolvimento das
altera¢des pulmonares nio demonstrou estar diretamente ralacionado com os niveis séricos
de A1AT visto que, dos 121 pacientes investigados, somente dois deles apresentavam niveis
séricos inferiores ao normal. Por outro lado, niveis séricos superiores ao normal foram
observados em 8 pacientes ndo portadores das mutagdes investigadas, fato este justificado

por se encontrarem em situagdes favoraveis a infecgdes.

3a) Com excegdo de chiado, ndo ha diferenca significativa de sinais e sintomas entre os
pacientes com doenga pulmonar cronica pertencentes ao grupo com as mutagdes investigadas

(S e/ouZ) e aqueles pertencentes ao grupo sem estas mutagoes.
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3b) Embora o fumo e sua intensidade desempenhem papel importante no surgimento da
doenga pulmonar, ndo foi observada diferenga significativa entre os dois grupos de

pacientes (mutantes e ndo mutantes) a respeito dessa variavel.

3¢) Ao contrario do que se esperava, foi a bronquectasia e ndo o enfisema a principal alteragio
observada no grupo de pacientes com mutagdes. A bronquectasia estava presente em

53,57% desses pacientes e o enfisema, em apenas 14,28%.

3d) Mesmo nos casos em que comprovadamente havia comprometimento do parénquima
pulmonar (enfisema), observou-se também o envolvimento das vias a€reas, visto que dos
quatro pacientes que apresentavam enfisema, em trés deles havia sinais de bronquite, um

deles inclusive em oxigenioterapia.

3e) Comparando-se os dois grupos de pacientes (mutantes e ndo mutantes) quanto a presenga
de bronquectasia, foi observada uma diferenga estatisticamente significativa
(0,01<p<0,02). A bronquectasia era mais frequente entre o grupo de mutantes do que

entre os ndo mutantes.

3f) Embora discreta, € provavel que a inabilidade da proteina S em inativar a elastase
neutrofilica associada a sobrecarga de elastase oriunda do processo inflamatério bem

como a fatores étnicos e/ou ambientais ainda ndo identificados permitam o
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desenvolvimento de alteragdes pulmonares ndo necessariamente relacionados aos niveis

séricos alcangados.

3g) E provavel que a elastase neutrofilica, livre da agdo de seu inibidor, possa agir ndo apenas
sobre os elementos da matriz extracelular no parénquima pulmonar e determinar o
enfisema, como também atuar do mesmo modo sobre as paredes dos bronquiolos e

bronquios levando ao desenvolvimento de bronquiolite e bronquectasias.
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VIII- ABSTRACT

Alpha-1-antitrypsin is a glycoprotein synthesized mainly in hepatocytes and consists of
a folded polypeptide chain of 394 aminoacids with a 3 cabohydrate side chains. Its major
physiologic role is to protect elastin fibers in the lung from attack by neutrophil elastase, a
powerful serine protease. A1AT gene is pleomorphic, with 12,2 kb, 7 exons and 6 introns,
located on chromosome 14 at q31-31.2 and codominantly expressed.

Most of the alleles are associated with normal serum levels (20-53 uM) and functional
protein. Among the deficience alleles there are the S and Z alleles that reach polimorphic
frequencies in many populations. Severe A1AT deficiency in serum (< 11 uM) results in a
diminished elastase/antielastase balance in lower respiratory tract and can result in emphysema
due to elastin fibers degradation. In addition to this, some forms of A1AT deficiency can also
result in the development of liver disease.

The aim of our study was to evaluate the prevalence of S and Z mutant alleles, the
serum levels, as well as the clinical aspects associated with each mutation in a group of 121
brazilian patients with chronic pulmonary symptoms

One hundred and twenty one patients with chronic pulmonary symptoms attending the
ambulatory of pulmonary diseases at the hospital of the State University of Campinas
(Unicamp) were studied. Most of them had a history of smoking. The population included 71
men and 50 women with an average age of 53 years (range, 16-79 years). The evaluation
included clinical symptoms, chest films, CT scans of lungs, spirometry and arterial blood gases
at rest. All of them were investigated for S and Z AI1AT gene mutation using a
polymerase chain reaction mediated mutagenesis that created restriction enzymes sites
recognized by Xmnl (S mutation) and Taql (Z mutation) enzymes. The resulting product from
the amplication of a exon III region ( S allele) had 149 base pairs and the other one from the
exon V region (Z allele) had 97 base pairs. After the PCR product digestion the samples were
tested in polyacrilamide gel electrophoresis (16%) at 120 volts. Following this, the gel was
stained with ethidium bromide in order to visualize a mutant Z allele when the fragment had 86
base pairs and the normal one, 64bp. For the S allele investigation, the normal allele had 111
base pairs and the mutant one, 133. The evaluation of serum A1AT levels were measured by
nephelometry.

Among a group of 121 patients, 28 were found to have at least one of the two A1AT
mutations (S and/or Z). In this group, twenty three patients had one S allele, the other one
being any other allele different from the Z allele(*S).Of the 23 patients with a S allele, 12 had
bronchiectasis (7 non smokers, 5 smokers or ex-emokers), two of them with altered sweat
chloride levels. Among the 12 patients with bronchiectasis two heavy smokers patients also
had emphysema, one of them on long term oxygen therapy. Besides the 12 patients with
bronchiectasis we also could find in the group of 23 with a S allele: two patients with CT
findings of bronchiolite; two with emphysema and important symptoms and signs of airways
disease like haemoptysis or severe COPD; 5 patients had signs of chronic bronchitis; one
patient died of silicosis at the age of 38; one patient had bronchial hiperreactivity and a normal
X Ray.

Of the last five patients in the group of 28 with S and/or Z allele we found two
compound heterozygote (SZ). Both were heavy smokers, one of them had chronic bronchitis

and was on long term oxigen therapy. The other one had a history of chronic pulmonary
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infection and bronchiectasis. Another two patients had a Z allele but no S allele. One of them
with widespread bronchiectasis and the other one, COPD. The only patient in this group of 28
who had two S alleles was a 58 years old white male, who had smoked for 30 years and
stopped smoking 25 years ago. He had frequent episodes of wheezing, hiperinflation on X-ray,
and bronchiectasis in the left lung. Besides that, he required sinus surgery as a treatment for
chronic polypoid sinusitis.

Regarding alpha-1-antitrypsin serum levels, only the compound heterozygote patients
(SZ) had serum levels under the normal limit. Serum levels above the upper limit of normality
were found in eight patients without mutations, all of them with history of bronchiectasis
and/or bronchopulmonary infections.

Except for the symptom of wheezing, mutants and non-mutants were found to be very
similar regarding aspects such as: age, gender, race, presence of cough, phlegm production,
dispnoea, smoking history, repeated episodes of bronchopulmonary infections, spirometry.
However, one striking finding was the significantly increased bronchiectasis prevalence in the
group of patients with mutations (p< 0,01).

In non mutant group, signs of bronchiectasis occurred in 26 patients (26,88%), three
with a history of tuberculosis, one with primary ciliary diskinesia, four with altered sweat
chloride tests and the last one with lesions due to stafilococus pulmonary infections. Of the 15
patients (53,57%) carrying A1AT gene mutation, only two had altered sweat chloride test.

Besides that, the two populations were different regarding A1AT serum levels mostly
due to the eight patients without mutations and high serum levels. This finding is explained by
the fact that A1AT is a acute phase protein and its serum level rises in case of inflamation or
infection.

The mutant group showed a significative increase of the prevalence among our group
of 121 patients mostly due to the S allele (p< 0,001).

With the results of our study we could suggest that bronchiectasis may be a component
of the alterations related to A1AT deficiency. Besides that, it is possible that uninhibited
neutrophil elastase as well as familial/enviroment and ethinic factors do have a important
contribution to the development of pulmonary alterations found in this population of patients
with chronic pulmonary symptoms.
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ANEXO - 1 (PARTE 1)
ACHADOS CLIiNICOS, RADIOLOGICOS E LABORATORIAIS DE CADA PACIENTE

N° |HC IDADE |SEXO RAGCA TOSSE |CATARRO|CHIADO [FUMO INTENSID
1]282165-2 71|feminino  |caucaso |sim sim sim nao o
2/245409-5 52 femininc caucaso |sim sim/esb sim 1/2m/d/30a |leve
3/473343-3 38 masculino |caucaso |sim sim nao nao
4/215009-7 37|feminino negroid |ndo nao sim nao
5/426644-2 54 |feminino caucaso |sim sim/amr  |sim nao
6,465242-9 60 {feminino caucaso [sim sim/amr |sim 1/2m/d/36a leve
71465266-5 48 masculino ;caucaso |sim sim/amr  |sim 30c¢/d/40a moderado
8401056-2 56 feminino caucaso [sim sim/esb nao nao
9.311166-2 60 feminino  [caucaso (sim nao sim 2m/d/37a grave

10/476798-3 52imasculino |caucaso |sim sim/sg sim 1m/d/28a moderado
11,522028-7 33|feminino negroid {sim sim/amr  |nao 1m/d/20a leve
12/424068-2 masculino |caucaso |sim sim/esb sim 25¢/d/30a moderado
13/451580-3 23|/masculino [caucaso [sim sim/sg sim nao

14:460842-0 63 /masculino negroid |sim nao nao 20c¢/d/20a leve
15/079685-5 46 |feminino negroid |sim sim/amr  |sim 3m/d/25a grave
16/378649-1 63!masculino |caucaso [sim sim/aci sim 1eplh/d/10 leve
17,229272-2 71 masculino |caucaso |sim sim/amr  |sim 20c¢/d/50a moderado
18/411432-8 33|masculino |negroid |sim sim/esb nao 1m/d/14a leve

19 388527-5 27 feminino negroid |sim sim/esv sim 1m/d/10a leve
20/366052-0 58 masculino |caucaso |[sim sim/sg sim 5c/d/18a leve
21/455393-6 71 |feminino caucaso [sim sim sim 6c/d/18a leve
22/490216-9 32|feminino caucaso |sim sim/ros sim nao

23/480724-8 34 feminino caucaso (sim sim sim nao

24/331888-8 56 masculino |negroid |ndo nao nao 1m/d/42a moderado
25/388507-5 32|feminino caucaso [sim sim/amr  |nao nao

26|155720-1 58 masculino |caucaso |sim sim/amr  |sim cpaih/30a leve
27.444761-2 31 |feminino caucaso |sim sim sim nao N
28455554-2 71 masculino |caucaso |sim sim/esb sim 10¢/d/60a moderado
29/444695-7 61/feminino  |negroid |nao nao sim nao

30/456474-3 22/feminino negroid |sim sim/amr  |nao nao

31,456526-2 19 |feminino caucaso (sim sim nag nao

32/389285-6 42 masculino |caucaso |sim sim ~nao 1/2m/d/10a  leve
33/523832-4 25 masculino |caucaso |sim sim nao nao

34/431065-7 64 masculino |caucaso (sim sim/esb nao 1m/d/50a moderado
35/401701-9 58|masculino caucaso |sim sim/hmp |sim 2m/d/48a grave
36,383034-3 60 feminino caucaso |sim sim/amr  nao nao

37302703-0 68 masculino |caucaso |sim sim sim 1m/d/60a moderado
38/433184-3 67 masculino |caucaso |sim nao sim 1m/d/50a moderado
39/422868-6 20/ masculino |caucaso |sim sim/esv sim nao

40|457537-8 39 /masculino negroid |sim nao sim 1m/d/7a leve
41/072986-8 16 |feminino caucaso |sim sim nao nao

42/247683-7 32 feminino caucaso [sim sim/amr  |sim nao

431022434-5 30 masculino |caucaso |sim sim/amr__ |sim nao

44 /465211-0 28 feminino caucaso |sim sim nao nao

45/347829-2 43|feminino caucaso |sim sim/esb sim 5¢/d/20a leve

46 433107-9 75 feminino caucaso |sim sim/esb nao nao

471320079-4 68 masculino |caucaso |sim sim/esb nao 1 1/2m/d/4 |moderado
481463148-3 33imasculino [caucaso |sim sim/amr  nao 12c/d/12a leve
49:466083-8 30!feminino negroid _|sim sim/cla sim nao




ANEXO - 1 (PARTE 1)
ACHADOS CLINICOS, RADIOLOGICOS E LABORATORIAIS DE CADA PACIENTE

N° |HC IDADE |SEXO RACA TOSSE [{CATARRO|CHIADO (FUMO INTENSID
50/448162-8 63 |masculino |caucaso |sim sim/amr  |sim 3cplh/d/3a leve
5114323161 48|masculino |caucaso |sim nao sim nao
52/467215-8 46 feminino  negroid |sim nao sim nao ]
531349787-2 48 masculino |negroid |sim nao nao 20c/d/32a moderado
54/384064-5 40 feminino negroid |sim sim/esb nao nao
551454879-3 71 /masculino |caucaso [sim sim/esb sim 1m/d/20a leve
56 101052-9 76 feminino  |caucaso |sim sim/esb  |sim nao
571681154 47 masculino caucaso |sim sim/esv nao 6c/d/10a leve
58293115-0 61 feminino caucaso (sim sim/esb nao 2m/d/42a grave
59.402225-4 54masculino |caucaso |sim sim nao 1/2m/d/40a (leve

| 60/346064-7 66 masculino |negroid |sim sim/amr |nao nao
61,004223-2 73 masculino  |caucaso |sim sim sim 1m/d/50a moderado |
62399881-4 64 |feminino caucaso |sim sim sim nao

| 63/108572-8 19 masculino |negroid sim sim nao nao

| 64/468452-7 62 masculino |caucaso |sim sim nao nao
65(378963-5 23/masculino |caucaso |sim sim nao nao
66/415828-9 28 /masculino |caucaso |nao nao nao nao
67/233184-5 54|masculino |caucaso |sim sim sim 15c/d/20a leve
68/328192-8 69 feminino caucaso |sim sim/esv sim nao
69/478540-8 65 feminino caucaso [sim sim/amr  |nao 20c¢/d/33a moderado
70/4461824 62 /masculino [caucaso |sim sim/esb  |sim 2m/d/50a grave
71,468375-3 41 masculino |caucaso |sim sim/amr  |nao nao
72/078190-3 54 \masculino |negroid |sim sim/amr  |nao 18c¢/d/33a moderado
7314857211 36 feminino caucaso |[sim nao sim 15¢/d/22a leve
74/485710-2 28 /masculino |caucaso |[sim sim/amr |nao 6c/d/8a leve
75/236436-7 57 /masculino |caucaso |sim sim/esb sim 2m/d/30a moderado
76|486745-4 33|/masculino |negroid sim sim/amr |nao nao

| 77/137112-1 53 feminino caucaso |sim sim sim 2m/d/24a moderado
781237028-3 43/feminino  negroid |sim sim nao nao |
79.398896-2 74 masculino |caucaso |sim sim/esb sim 1m/d/50a moderado
80420717-7 45!masculino  caucaso |sim sim/amr  [nao 1m/d/23a leve
81/483610-2 60 /masculino |caucaso |sim sim/amr  |sim 1m/d/40a moderado |
82/461630-8 66 masculino |caucaso |sim nao sim nao
83 /364262-3 65 |feminino caucaso |nao nao sim 1m/d/30a moderado
844642531 52 /feminino  negroid |sim sim sim nao B
85/490189-0 62 /masculino |negroid |sim sim/esb  |sim 3m/d/30a grave
86/328323-9 54 masculino |caucaso |sim sim nao 1m/d/40a moderado
871025766-7 49 feminino negroid |sim sim/amr  |sim 1m/d/30a moderado
881340571-8 70 masculino [caucaso |sim sim nao 1m/d/35a moderado
89/527256-1 67 /masculino |caucaso |[sim nao sim 12c/d/40a leve
90,525083-8 38 feminino caucaso |sim sim/esb sim nao
91/535182-8 63 /masculino |caucaso [sim sim nao 1m/d/50a  |moderado
92,465967-5 79 masculino |caucaso |sim sim nao nao
931497509-3 59 masculino [caucaso |sim nac nao 1m/d/35a moderado
94.160066-1 68 feminino caucaso [sim sim nao 1/2m/d/35a |leve
95/444369-0 37 feminino caucaso |sim sim/esb nao nao
96/251961-3 25/masculino  |caucaso [sim sim/amr  |sim nao
97 459600-5 63 /masculino |caucaso |sim sim nao 8c/d/40a leve
98/296611-7 59 masculino |caucaso |sim sim nao 20c/d/50a moderado




ANEXO - 1 (PARTE 1)
ACHADOS CLINICOS, RADIOLOGICOS E LABORATORIAIS DE CADA PACIENTE

N° HC IDADE |SEXO RAGCA TOSSE {CATARRO|CHIADO {FUMO INTENSID
99/320732-8 73 masculino |caucaso |sim sim/esb sim 1cplh/d/60a (leve

100,305433-3 59ifeminino caucaso |sim nao sim nao
101(432596-3 68 feminino caucaso |sim sim/esb sim nao
102/496448-6 73 masculino |caucaso |sim sim nao 1m/d/60a moderado
103/490153-1 47 feminino caucaso |sim sim/esb sim nao
104/453523-9 60|masculino |caucaso |sim nao sim 2m/d/30a moderado
105/497101-7 36/feminino caucaso |sim sim/amr  |sim nao
106|498915-7 69imasculino |caucaso |sim nao nao 5cpih/d/S0a |moderado
107,531079-7 62 masculino |negroid |sim sim sim 20c/d/45a moderado
108|360993-6 55 feminino caucaso |sim sim nao 3m/d/A0a grave
109(094096-9 74 masculino |caucaso |sim sim sim 1m/d/56a moderado
110/396289-9 52 feminino caucaso |sim sim sim nao
111487438-0 67 \masculino |negroid |sim sim nao 20a
112 4967782-( 60 /masculino [caucaso |sim sim sim nao
113/500872-6 52|masculino |caucaso |sim nao sim 1m/d/40a moderado
114/512293-6 67 masculino |caucaso |sim sim/esb nao 12c¢c/d/40a leve
115/524513-6 74 feminino caucaso [sim sim nao 1m/d/40a moderado
116,394947-9 46 masculino [caucaso |sim sim/amr |nao 2m/d/10a leve
117 462806-0 71!masculino |caucaso |sim sim nao 1m/d/50a moderado
118\477727-1 71|feminino caucaso sim sim sim nao
119/536615-2 76 masculino |caucaso |sim sim nao 30c¢/d/50a grave
120/531425-0 65 |feminino negroid |sim sim/aci nao 4cpih/d/20a  |moderado
121/519355-9 41 masculino |negroid |sim sim/amr  |nao 5c/d/24a leve




ANEXO - 1 (PARTE 2)
ACHADOS CLiNICOS, RADIOLOGICOS E LABORATORIAIS DE CADA PACIENTE

N° [CVF|VEF1 [VEF1/CVF |RX TOMO SINUSIIRESP |DISP|AUSC PO2
1] 59 49 62|ophtg/bcts  |bets/i/im nao sim sim |esc/bas 68
2 75 41 46 (hiperinsufl |enf bitap |nao nao |sim ymvdba/sib| 70
3 ophtgdireit |[silicose nao |sim sim |mv+/abhte| 63

4] 94 91 77|nl brqlite nao isim |sim  mv+/sib

| 5 38] 38 75 op/lm botsimfli [nao [sim  |sim |mvdglb 54
6 act/trambqc |bcts/li nao sim sim [mv+sim
7 nod/htd nod/htd nao nao nao |mvdglb
8 73 59 66 |bcts/lin/im  |bcts/im nao sim sim |nl 93
9 88 63 53 hiperinsufl nao nao sim |mvd/sib 77

10 bets/ling nao nao nao |esc/hte
11, 42 39 83 |bcts/lie bcts/lie nao sim sim | mvdglb
12, 92 71 58 hiperinsufl nao |sim sim |mvdgib
13| 47 43 78 fav/lie/bcts | bets/lie nao sim sim |mvdglb
14 hiperinsufl |hiperinsufl |nao nao sim |mvdgib 77
15 hemia hiat |brqlite nao nao sim |mvdbas
16 ni nao nao sim {mvdbas
17| 44 28 44 bcts/bd/enf nao nao sim |mvdglb 72
18| 91 56 51 bolhas/ap |enf/ls nao nao sim {mv+/ro
19, 64 71 89 op/bd/cm nao sim sim |mvdbd
200 39 35 66 bih enf/bcts nao |sim sim |mvdglb 62

21 bets/lin/li nao nao sim |mv/dim/ba| 65
22 38 18 43im cist li bets/li nao sim sim |mv+/sib 36
23; 53 36 60(nl bcts/Im sim sim sim |mvd/ec/be| 64
24; 50 18 29 hiperinsufl nao nao sim |mvdglb 54
25/ 45 35 62 |bcts/lie bcts/lie sim sim nao mv+/sib 77
26, 97 70 57 |bcts/be sim nao sim |sibdif 78
27| 35 24 55|bcts cist bcts/ls nao sim sim | sibdif 55
28| 43 24 44 |ophtg/isd hiperinsuft nao sim sim mvabl/hte 67
29| 61 45 55 [hiperinsufl nao nao [sim |mv+/si/ba 63
30 nl sim sim nao |nl
31, 39 28 hiperinsufl |bcts mista |nao sim sim |mv+/ro 52
32, 48 54 86 inft gm fibrose nao sim sim |esc/ro/dif 66
33, 76 78 87 hiperinsufl bcts/lie nao sim nao |mvd/ba 67
34, 72 51 50 (hiperinsufl nao nao sim |mvdb/si/dif
35, 67 59 67 /nodulo/lie  {nodulo nao nao sim |mvdgib 71
36, 98 88 68 enf/li bcts/lifim nao nao nao nl
37, 68 60 61| bcts/li/fenf nao sim sim |esc/ba

- 38 74 56 53 hiperinsufl nao |nao |sim mvd/hte/si
39, 78 63 inft/lie bcts/be sim sim sim |esc/ba
40 cong.bgc/bd sim nao sim inl
41 nl nl sim sim nao |nl
42| 49 29 88 |bets/li bcts/enf nao sim sim jec/ba 69
43 ophtag/li nao sim sim |mvdbe/sib | 79
44 nl sim sim nao |mv+/sib/dif
45, 75 63 66 nl nao |sim sim mvdglb 64
46, 68 51 56 linft nod dif |fibrose pulmipao  |sim sim |esc/dif 49
47/ 52 46 64 acent trama nao [nao |ndo |esc/dif 39
48 hiperinsufl nao nao nao |nl
49 nl nao sim sim |mvd/esc/ba




ANEXO - 1 (PARTE 2)
ACHADOS CLINICOS, RADIOLOGICOS E LABORATORIAIS DE CADA PACIENTE

N° |CVF |VEF1 VEF1/CVF RX TOMO SINUSIIRESP |DISP|AUSC PO2
50 ophtg/lie bets/lie nao |sim sim mvd/be
51, 76 67 68 nl nao nao sim |ro/sib/ba
52/ 104, 100 hiperinsufl nao nao |sim |nl
53 hiperinsufl nao sim sim (mvdglb
54, 29 36 92 ophtg/isd bcts/isd nao sim sim |mvd/ap
55 esp perib nao nao sim |mvdglb 89
56, 44 35 64 bcts bil bets cist nao sim sim |esc/dif 65
57, 67 47 55 enf/bd/bcts  [bets sim sim sim mvd/htd
58 45 35 62| op ret dif nao nac |sim mvdglb
59, 69 34 41 (hiperinsufl |bcts/lie nao |sim sim |mv+/si/dif 77
60| 62 69 78 hiperinsufl |bcts/Im nao isim ndo |nl
61 71 32 36 | hiperinsufl nao |nao [sim |mvdglb 72
62, 78 57 51 | hiperinsufl nao nao sim |{mvdgib 69
63 hiperinsufl |hiperinsufl |nao sim sim mvd/hte
64, 59 34 47| ophtg/ret nao |sim sim mvd/ba 65
65 62 36 48 bcts cist bcts cist nao |sim sim |mv+/si/dif
66| 73 84 98 'hiperinsufl |normal nao sim sim |nl
67| 73 53 54 hiperinsufl naoc |nao |sim |mvd/si/esp
63, 69 68 73 ophtg/Im nl nao sim sim |mvdglib
69 fav/be bcts/lie nao sim sim |mv+/ec/ba
70 hiperinsufl nao |nao |sim |mvdglb
71 hiperinsufl |hiperinsufl |nao |sim nao |mv+/sim
72 velam bd nao nao |sim |nl
73, 81 76 74 nl nao {sim sim mvdglb/si
74 hiperinsufl sim sim sim |esc/bd 62
| 75| 50/ 31 50/ hiperinsufl nao |nao |sim |mvdglb
76, 87 88 85|bcts/bd bcts/bd nao sim sim mvd/ec/be
77| 56 35 53| bcts/lid bcts mista |[nao  |sim sim |mvdsim/si | 50
78| 47 29 51 hiperinsufl |enfisema nao nao sim |mvdsim 69
79, 57 36 45 hiperinsufl nao sim sim |mvdgib 66
80| 78 73 72 hiperinsufl |enf/ls/bcts |nao sim sim mv+/ro
81| 100 58 47 hiperinsufl nao |sim sim mvd/ba 79|
82, 78 81 75(nl nao nao sim normal
83 84 83 73 hiperinsufi |enfisema [nao nao sim mvdsim
84 hiperinsufl nao |[nao |sim |nl
85 101 67 53 hiperinsuf | bolhas nao sim sim | mvdglb
86, 38 30 59 ni nao |sim sim |mvd/escba, 59
87| 28 20 54 hiperinsufl nao |sim  [sim mvd dif |
88 inf htg ba nao |sim sim |mvd dif 53
89 86 76 71 hiperinsufl enfisema |nao  |nao  sim mvdgib 51|
90, 66 41 53 |enf/im enfcentrl |nao nao sim |mvd/si/dif
91 hiperinsufl nao nao |sim mvdglb 47
92 hiperinsufi nao sim sim |nl 61
93, 59 18 25 hiperinsufl sim nao sim |mvdglb 45
94 hiperinsufl nac |nao |sim |mv+/ro/dif| 66
95 80 65 71|bcts cist nao nao |sim |mvd/bd
96, 33 31 78bcts enf bih/bd |nao sim sim jmvd/ba/si 71
97, 72 43 44 hiperinsufl nao sim sim |mvd/ap 55
98| 41 36 63 | hiperinsufl nao |sim sim |ron/si/dif 53




ANEXO - 1 (PARTE 2)
ACHADOS CLINICOS, RADIOLOGICOS E LABORATORIAIS DE CADA PACIENTE

N° CVF |VEF1 |VEF1/CVF |RX TOMO SINUSIIRESP DISP|AUSC PO2
99 73 48 47 |hiperinsufl nac  nao |sim |mvd/ap 54
100 op interst nao sim sim |mvdglb 54
101 hiperinsufl nao nao sim |nl 93
102, 74 35 38 hiperins/enf | nao |nao sim mvdgib
103, 86 53 53 bcts/isd bcts cist nao sim sim {mvdemd 71
104, 47 17 29 hiperinsufl nao |nao |sim |esc/be 50
105 55 36 57 |ophtg/tm/li | bcts/im nao sim sim |esc/ba
106) 90 67 59 hiperinsufl nao sim |sim mvdglb | 67
107, 65 34 43 consd lie nao sim sim |mvd/ba 36
108, 42 17 34 hiperinsufl |enfcentrl |nao sim sim |mvd/dif 48
109, 57 46 55 hiperinsufl nao |sim nao |mvdgib 90
110 49 32 55 bcts li/im | bets/ling nao |sim |sim esc/dif
111) 66 25 31 hiperinsufi i nao nao sim |mvdgib 58
112 75 60 60 bcts/Im bets/ls/lm  nao sim sim |esc/ba
113 107 58 44 hiperinsufl nao nao sim |mvd/be/si 59
114, 55 28 41 ophtg/ap/bih nao sim sim |mvd/base 82
115 43 22 40 hiperinsufi | hiperinsufl |nao nao sim |mvdgib 57
116 115 119 83 bcts/Im carnf/im nao |sim sim |nl
117| 62 37 46 hiperinsufl nodulo nao sim sim |mvd/be 47
118, 93 71 62 bcts/base  |bcts/Im nao sim sim |esc/dif 86
119, 51 22 33 | hiperinsufl nao sim sim |mvdglb 57
120 inf ret dif bih/li/ls nao nao sim |ec/lm/ba 69
121, 90 57 52|bcts  |bcts/ling nao |sim sim mvdgib




ANEXO - 1 (PARTE 3)
ACHADOS CLINICOS, RADIOLOGICOS E LABORATORIAIS DE CADA

PACIENTE
PCO2 {DIAGNOST DIAGDOEN |DIAGRAD |[CONCENTMUTS MUTZ
1 38 |bets/hiprbgce DB bcts 1318
2 43 enfisema DP enf 1378
3 35 silicose DP S
4 asma bqc DB 1568
5 30|bcts/pnmrep |DB bets 135S
6 dpoc/pnmrep DB bcts 67/S Y4
7 bqgt cr DB 1158
8 37 |betsi/fc DB bcts 179|S
9 33|dpoc/hiprbqc  |DB 105/S
10 bcts DB bcts 147\S
11 bcts/brqt/fc DB bects 149'S
12 bgt//hiprbqc DB 171|S
13 bets DB bcts 144|S
14 50|dpoc/oxigen |DB 64|S Y4
15 bgtcrtbg DB 143/S
16 hiprbgc DB 152:S
17 39|dpoc grave DB/DP bets/enf 177|S
18 dpoc/fc DB/DP enf 135/8
19 bqt/hiprbqc DB 181S
20 43 enf/bcts DB/DP bcts/enf 121|S
21 36 |bcts DB bcts 117|S
22 brgl oblt DB bcts 130:S
23 31 bcts/hiprbgc DB bcts 118|S
24 51|dpoc/corp DB 135/S
25 37 |bets DB bcts 118|S
26 31 |dpoc/hiprbgc  |DB bets S8
27 42[bcts DB bcts ' 97 z
28 37|dpoc/hiprbqc  |DB 97 y4
29 40 hiprbqc DB I 103
30 hiprbgc DB 143
31 47 bcts/hiprbqc (DB bcts 166
32 36 (fibrose pul DP 168
33 31|bcts/def ig DB bcts 137
34 dpoc/bgttbg DB 128
35 38/dpoc DB 189
36 bets/enf ~ |DB/DP bcts/enf 161
37 bets/enf DB/DP bcts/enf 146
38 seqtbc OUTROS 173
39 bcts DB bcts 152
40 hiprbqc DB 156
41 sinusobqt DB 148
42 42 bets/enf DB/DP bets/enf 167
43 28 asma bqc DB 147
44 sinusite OUTROS 125
45 38|dpoc/bqt DB 127
46 38|fibrose pul DP 145
47 35/dpoc DB - 180
48 bqt DB 145
49 asma bqc DB 144




ACHADOS CLINICOS, RADIOLOGICOS E LABORATORIAIS DE CADA

ANEXO - 1 (PARTE 3)

PACIENTE
N°® |PCO2 DIAGNOST DIAGDOEN DIAGRAD |[CONCENT MUTS MUTZ
50 dpoc/bcts DB bcts 129
51 asma bqc DB 127
52 asma atop DB 135
53 dpoc DB 112
54 bcts DB bcts 141
55 33|bqt tbg DB 124
56 36|bcts DB bcts 229
57 bcts/discn/enf |DB/DP bcts/enf 135
58 dpoc/bgt DB 181
59 56 dpoc/bcts DB bcts 230
60 bets/fc DB bcts 197
61 44 dpoc DB 149
62 37/dpoc DB 174
63 pnmrep/Sdown DB 158
64 39 bat cr DB 136
65 bcts/brat DB bcts 113
66 pnm rep DB 131
67 bgte cr DB 166
68 pnm rep DB 135
69 bcts DB bcts 131
70 dpoc DB 150
71 def im humo |DB 114
72 bqgt cr DB 168
73 dpoc DB 150
74 43 pnmpat cr DB 127
75 bgt cr DB 171
76 bcts DB bcts 134 ]
77 37|bcts/dpoc DB bcts 153
78 40 dpoc/enf DB/DP enf 163
79 29|dpoc grave DB 151
80 enf/bcts/fc DB/DP enf 189
81 33|dpoc/hprbgc DB 229
82 dpoc/hprbgc DB 173
83 dpoc/enf DB/DP enf 145
84 asma bqc DB 102 s
85 dpoc/enf DB/DP enf 143
86 67 |dpoc DB 122
87,  |dpoc/asmbqc DB 181
88 36 dpoc DB 270
89 37|dpoc/enf DB/DP enf 187
90 enf/doeng/intrs DP enf 185
91 39/dpoc DB 158
92 46 dpoc/corp DB 155
93 53 |dpoc/corp DB 135
94 34 dpoc/bqttbg DB 133
95 bqlite/bcts DB bets 199
96 39|bctsfenf ~ |DB/DP enf 199
97 24|dpoc DB 185
98 43licclll/dpoc DB 144




ANEXO - 1 (PARTE 3)
ACHADOS CLINICOS, RADIOLOGICOS E LABORATORIAIS DE CADA

PACIENTE
N° |PCO2 DIAGNOST | DIAGDOEN DIAGRAD |[CONCENT MUTS MUTZ
99  44idpoc/bgitbg DB 148
100 43 hprbgc DB 181 ]
101]  44[dpoc/hprbgc  |DB 183 ]
102 enf/corpul DP enf 190
103 39 bcts DB bcts 171 |
104 40 dpoc DB 158 |
105 bcts/bglite DB bets | 181
106 41 dpoc DB 205
| 107 68|dpoc’hprbgc DB 202 |
108 43 enf DP enf 190
109 52 dpoc DB 211
110 bcts DB bets 200
111 53 |dpoc/corpul DB 199
112 bcts DB ~ |bcts 118
113 32idpocthprbgc DB 158
114 34 dpoc/enf DB/DP 141
115 31!dpoc DB 193
116 bcts/fc DB bcts 183
117 51 !dpoc/corpul DB 371
118 46 bcts/hiprbgc DB bcts 230
119 29 enf DP enf ) 169 B
120 55 fibrose pul DP enf 186
121 bcts DB bcts 114




ANEXO-2 - PROTOCOLO DE PESQUISA

1. IDENTIFICACAO

nome:
numero de registro:
S€X0:
raca:

data de nascimento:

2. DADOS DE ANAMNESE
queixa principal:

histona familial:

heredograma

Tosse?

Catarro?



Chiado?

Dispnéia?

Antecedentes de tabagismo e intensidade:
Infec¢des broncopulmonares de repeticao:
Sinusite:

Tuberculose:

3. DADOS DE EXAME FiSICO, RADIOLOGICO, ESPIROMETRIA E
GASOMETRIA

Ausculta:

RX (laudo do radiologista):
Tomo (laudo do radiologista):
CVF:

VEF1:

Relacgao:

PO:;.

PCOy.

Na e Cl no suor:

4. DIAGNOSTICO FORNECIDO PELO AMBULATORIO DE
PNEUMOLOGIA DO HC:



