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RESUMO

A asma bronquica é uma desordem inflamatéria cronica,
complexa, na qual estao envolvidos fatores genéticos e ambientais. A
inflamagao das vias aéreas na asma é regulada, predominantemente, por
células do sistema imunolégico e por uma vasta rede de citocinas que
interagem mutuamente e com as vias aéreas. O exato desempenho
funcional de cada citocina na fisiopatologia da asma ainda necessita ser
completamente estabelecido. A presente investigagdao teve como objetivo
comparar a distribuicao dos alelos S e Z do gene da A1TAT e do
polimorfismo do gene do TNF-a (-308 G/A) em uma populagdo de 110
asmaticos, divididos em dois niveis de severidade da asma (com 54
pacientes no nivel da doenga moderada persistente e 56 pacientes no nivel
da doencga severa persistente). Os genétipos da A1AT e do TNF-a (-308 G/A)
foram determinados pela técnica de digestao enzimatica (polimorfismo no
comprimento dos fragmentos de restricao). O polimorfismo no promotor do
gene do fator de necrose tumoral TNF-a (-308G/A), citocina pro-inflamatéria
que participa da reacao inflamatéria em pacientes com asma, contribuindo
para a hiperreatividade bronquica, nao foi na presente investigagao,
associado com a doenga ou com o aumento da hiperreatividade brénquica,

nos niveis de severidade sintomatica mais graves da doenga.
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ABSTRACT

Asthma is a complex chronic inflammatory disorder in which
genetic and environmental factors are involved with the remodeling
extracelullar matrix. The present study had aim to describe, through genetic
methods, the prevalence of both S and Z alpha 1-antitrypsin alleles and the
TNF-a (-308) genetic polymorphism, associated with the spectrum of
asthma severity levels. A total of 110 asthmatics recruited random sample
fora physical examination, determination of cutaneous sensibility with prick
test, determination of respiratory parameters (forced expiratory volume in
the first second and vital capacity) and DNA analysis by polymerase chain
reaction and RFLP, completed this study. The patients was divided in two
groups, 54 with moderated asthma and 56 with severe asthma. The
genotype distribution of the deleterious variants of alpha 1 - antitrypsin
may contribute to the severe persistent level of asthma. The TNF-a (-308

G/A) heterozygotes is not significantly associated with asthma.



1. INTRODUGAO

A deficiéncia de alfa-1-antitripsina (DAAT) é uma desordem
hereditaria, autossdbmica recessiva, causada por mutagdes no gene da Alfa-1-
antitripsina (A1AT), um gene de 12.2 kb, localizado no segmento distal do brago
longo do cromossomo 14 (14932.1) ( Crystal et al., 1996).

A DAAT severa é caracterizada pela redugéo do nivel sérico de A1AT,
0 que determina um risco crescente de desenvolvimento precoce de enfisema
pulmonar e/ou de acumulacao de polimeros de A1AT nos hepatdcitos, o que pode
promover hepatopatia grave na crianga e no adulto (Perlmutter et al., 2000).

A primeira observagcdo sobre a DAAT, foi feita casualmente em
doentes pulmonares crénicos internados que apresentavam um decréscimo da
alfa-1-globulina sérica (Laurell, 1963; Eriksson, 1964; Eriksson, 1965). Naquele
periodo, era conhecido que 90% da banda eletroforética da alfa-1-globulina era
constituida por uma s6 proteina capaz de inibir a tripsina, e foi entdo decidido usar
a designacado de Deficiéncia de alfa-1-antitripsina para definir o quadro clinico
apresentado (Jakobsson, 1955; Schultz, 1962).

Foi, entretanto, apds a observacdo de muitos casos e os trabalhos
experimentais de Gross et al. (1965) e Janoff et al. (1979) que a funcdo da A1AT
tornou-se bem esclarecida.

No final da década de 60, Janoff et al. (1968) descobriram que o mais
importante e natural alvo da A1AT, a elastase, a quem € imputada a destruicao
pulmonar, era transportada e liberada pelos neutréfilos. A enzima passou a ser
denominada ELASTASE NEUTROFILICA ou ELASTASE 2.

A base genética da DAAT grave s6 foi claramente definida, apos a
clonagem e sequenciamento do gene da A1AT por Long et al. (1981) e a
clonagem e sequenciamento da variante Z por Nukiwa et al. (1986).

A patogenia do enfisema associado a DAAT foi definitivamente
esclarecida por Gadeck et al., (1981), que demonstraram que os niveis de A1AT
eram baixos nos fluidos pulmonares de enfisematosos, tanto quanto era reduzida
a capacidade desses fluidos de inibir a elastase.

Gadek et al. (1981) e Wewers et al. (1987) mostraram que a

administragcao em circulagcdo de A1AT purificada aumentava os niveis da A1AT
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nos pulmdes. Como resultado desses estudos tornou-se possivel o uso de
preparado purificado de A1AT, no caso de risco potencial de enfisema pulmonar
da DAAT.

A Alfa-1-antitripsina (A1AT) € um dos mais importantes inibidores
plasmaticos de proteases. E o inibidor mais abundante em circulagdo e pode ser
inativado por mutacbes, o que favorece a sua transicdo para uma forma
polimérica patogénica (Long et al.,1984; Crystal et al., 1989).

A A1AT é um inibidor de protease pertencente a superfamilia das
serpinas, cujo substrato fisiolégico mais importante € a elastase dos neutrdfilos
(Cox et al., 1990). A A1AT, produzida e secretada, basicamente, pelo figado, é
uma glicoproteina com peso molecular de 52 kD. A fungdo da A1AT é inibir a
potente acdo de degradacéo da elastase sobre a elastina e outras proteinas da
matriz celular (Underhill & Hammond, 1989).

A A1AT é uma antienzima da familia das serpinas (inibidoras de
proteases) que inclui,ainda:Alfa-1-antiquimiotripsina (A1AQT), Alfa-1-antiplasmina,
Inibidores 1 e 2 da ativagdo do plasminogénio, Antitrombina Ill, Cofator Il da
heparina, Inibidor ativo da proteina C, Inibidor de C1, Globulina de ligagédo da
tiroxina, Globulina de ligacdo do cortisol, Angiotensina, Protease nexina-1,
Calistatina e Inibidores de leucécitos (Crystal et al., 1989).

O gene da A1AT tem uma grande variabilidade genética e até
recentemente ja foram caracterizadas, pelo padrao de migracao eletroforética,
cerca de 100 variantes (De Serres, 2002; Eden et al., 2003).

1.1. SINTESE E SECRECAO DA A1AT

A secregao diaria de A1AT no soro € de, aproximadamente, 34 mg/kg
de peso. As moléculas glicosiladas tem no soro uma vida média de 4 a 5 dias
(Jones et al, 1978, Jeppsson et al., 1978).

A molécula da A1AT é globular com um sitio inibitorio ativo localizado
em uma protrusado de sua superficie (Loebermann et al., 1984).
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A A1AT é sintetizada no figado, nos mondécitos do sangue e nos
macrofagos alveolares (Laurell et al, 1975). Outros locais mostram um baixo grau
de expressado de A1AT: rins, pulmdes e intestino delgado, locais onde a A1AT é
requerida (Perlmutter et al., 1989).

Os neutrdfilos sintetizam e secretam 40 a 80 vezes menos A1AT do
que 0s monacitos, mas sdo capazes de armazenar e liberar em minutos a A1AT
depois do estimulo na membrana (Perliner et al., 1990).

Os mondcitos sintetizam a A1AT como polipeptideos precursores
glicosilados de 48 a 52 kDa e os converte em polipeptideo funcionalmente ativo
de 53 kDa, pronto para a secrecdo num tempo médio de 40 a 50 minutos
(Perlmutter et al., 1985).

A A1AT é produzida também no epitélio gastrointestinal, e nas células
dos ductos pancreaticos e das parotidas (Carlsson et al., 1988). Nos neutrdfilos,
onde a elastase e a A1AT estdo empacotadas no mesmo granulo primario, ocorre
a interagdo enzima-inibidor dentro dos fagolisossomos, para evitar o dano celular

interno.

1.2. AS FUNCOES DA ALFA 1 - ANTITRIPSINA

A A1AT é uma proteina predominantemente sérica, que entra no
pulmdo por difusdo passiva. O endotélio pulmonar é, relativamente permeavel,
permitindo concentracgdes intersticiais de até 80% da concentragdo encontrada no
plasma, enquanto que o epitélio apresenta-se mais impermeavel, permitindo
concentragdes aproximadas de até 1/10 da concentragdo no plasma (Stockley et
al., 1999). A integridade do tecido pulmonar tende a ser mantida em fung&o do
balanco entre a concentracdo e funcionalidade do inibidor (A1AT) e a
concentracao da elastase neutrofilica, eventualmente liberada na forma ativa .

A destruicdo do pulmao tem sido em geral creditada, a agdo da elastase
no espaco intersticial. O dano proteolitico deve se circunscrever a uma area perto
do granulo liberado.

A elastase dos neutrofilos € estocada nos granulos azurofilos dos

neutréfilos polimorfonucleares maduros, e sao exocitados durante a ativagdo da
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célula, liberando, entdo, na forma ativa, o seu conteudo enzimatico que se difunde
exponencialmente para longe do granulo.

A concentracao de elastase desses granulos é aproximadamente 5mM,
portanto, duas ordens de magnitude maior que a concentragdo de A1AT no
plasma (30 uM) ou da concentragao no intersticio (24 uM).

Esta diferenca de concentracdo mostra porque os neutréfilos séo
capazes de digerir o tecido conectivo, mesmo em concentragbes normais de
A1AT. Liou et al. (1995) descreveram este processo, quantificando a protedlise e
desenvolveram um modelo matematico para determinar a concentragdo de
elastase e a sua difusdo a partir do granulo azurdfilo. Estes autores concluiram
que a enzima mantém a sua capacidade proteolitica, mesmo se a sua
concentragdo cair para valor aproximadamente igual ao da antiprotease. A
consequéncia mais importante dessa observagcdo € que a concentragdo de
elastase (cerca de 10 uM) retida numa grande area, decresce até valores iguais
ao da A1AT somente nos individuos normais e nos deficientes heterozigotos e, o
unico fendtipo com concentragdo sérica inferior a 10 uM é o ZZ, cuja
concentragdo média no plasma é de 5 uM e no intersticio , 4 uM.

A susceptibilidade individual dos deficientes de A1AT, acrescido do
fendbmeno de recrutamento de neutrdfilos através do intersticio, que ocorre em
circunstancias patolégicas, como nas infecgdes (agudas ou crdnicas, nos
deficientes de A1AT com colonizagdo bacteriana brdénquica crénica), explicam
como estes individuos experimentam desenvolvimento rapido e extenso de
destruigdo pulmonar (Hill et al., 2000).

Para produzir um fenétipo anormal, as duas mutagbes mais comuns sao
as denominadas Z e S. O alelo Z contém uma mutacdo G/A no éxon V, que
resulta na troca do acido glutdmico na posicéo 342, pela lisina. A consequiéncia
desta mutacao é o rompimento de ponte sulfidrilica dentro da molécula, levando-a
a uma conformacdo anormal e a acumulacgao no reticulo endoplasmatico (Brantly
et al., 1988).
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A Figura 1 mostra esquematicamente o mecanismo patogénico do

desgaste pulmonar.
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Figura 1— Mecanismo patogénico sugerido para a destruigdo pulmonar na
deficiéncia de A1AT. A ativagcdo dos neutréfilos das vias aéreas, seguida da
degranulagcao dos mesmos, liberando a elastase que se torna ativa. A elastase
estimula os macréfagos a liberar LTB4 (leucotrieno B4), quimiotatico que recruta
mais neutrofilos. O recrutamento através do intersticio causa destruicao do tecido
conectivo (particularmente da elastina), e a area de destruicdo é entdo aumentada
por consequéncia direta da deficiéncia de A1AT. O resultado é uma perpetuagao

do ciclo de eventos e destruicdo do tecido pulmonar (Stockley, 2000).

1.3. ESPECIFICIDADE DA EXPRESSAO

A sintese de proteinas da fase aguda do processo inflamatério, ocorre
predominantemente no figado. Os hepatodcitos contém duzentas vezes mais
MmRNA da A1AT do que qualquer outra célula. O restante € sintetizado e
secretado pelos enterdcitos, fagocitos mononucleares e neutrofilos (Carlson et al.,
1988; Koopman et al., 1989; Molmenti et al., 1993). O éxon Ic & o sitio de
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iniciacdo da transcricao especifica nos hepatdcitos, enquanto que o éxon la, tem

a mesma fungdo nas outras células.

De experiéncias in vitro concluiu-se que € um promotor localizado
entre -137 pb a -2 pb do iniciador de transcricdo que determina a especificidade
da transcricdo no figado. Para a transcricdo é também importante um elemento
A (-119 a-104), um elemento B (-77 a 64) e um TATA box (TAAAT). Mutagdes no
TATA box inibem completamente a transcrigdo (Monaci et al., 1988).

1.4. MODULACAO DA EXPRESSAO

Como a A1AT é uma proteina de fase aguda das inflamagdes,
sintetizada predominantemente no figado, cujo nivel sérico aumenta cerca de
quatro vezes em resposta a danos diversos (Dickson & Alper, 1974), esta
demonstrado que a expressao do gene da A1AT é regulado nos hepatdcitos pela
interleucina 6, mediador predominante da resposta de fase aguda. A IL-6 induz
um aumento dos niveis de mMRNA de A1AT e da sintese de proteinas nas células
hepaticas. Outras citocinas, incluindo IL-1 e TNF, que também participam da
resposta de fase aguda, ndo tem qualquer efeito sobre a transcricdo de A1AT.

Em culturas de mondcitos de sangue periférico, a IL-6 induz a transcrigao
de A1AT e a sintese de proteinas. Nos hepatocitos, em condi¢gdes basais, a
transcricéo € iniciada no exon Ic, apds a indugéo da transcrigdo com IL-6, e o sitio
inicial da transcricdo pode ser também detectada no éxon la. Nos fagdcitos
mononucleares a transcricdo € iniciada quase sempre no éxon la (Perimutter &
Punsal, 1988).

O gene da A1AT pode também ser regulado pela elastase neutrofilica e
por lipopolissacarideos. A elastase, em nivel transcricional e a LPS, aumentando
a transcrigado do gene, sem modificagées no nivel de mRNA (Perimutter & Punsal,
1988).



1.5. BASES MOLECULARES DA DAAT

O gene da A1AT é um segmento de 12.2 kb, localizado no brago longo
do cromossomo 14, na regido q32.1 (Figura 2). Ele € composto de sete éxons
(designados IA, IB, IC, II, Ill, IV e V) e seis introns (Long et al.,1984; Crystal et
al., 1989). Os éxons nao-codificadores da proteina (IA, IB e IC), sdo assim
designados por nao serem transcritos nos hepatdcitos, mas somente nos
macrofagos e monacitos .

A regido codificadora propriamente dita,da proteina A1AT, esta contida
nos éxons I, Ill, IV e V (Long et al., 1984; Perlino et al., 1987).

LOCALIZAGAO, CROMOSSOMICA

TELOMERO

CENTROMERO

Figura 2 — Esquema representativo da localizagéo do gene da A1AT

no cromossomo 14 .

Véarios genes das serpinas formam um grupo de 270 kb no

cromossomo 14 (14932.1), incluindo o da globulina de ligagcdo dos
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corticosterdides, o pseudogene semelhante ao da A1AT, o gene da A1AT, o do
inibidor da proteina C e o da A1AQT — ordenados do centrdbmero para o telébmero
(Byth et al., 1994). Estes genes, nesse locus tém organizag&o e sequéncia similar,
sugerindo evolugéo a partir de um ancestral comum.

Os genes da A1AT, A1QT e da globulina de ligacdo dos
corticosterdides, tem 56% de homologia de sequéncia (Chandra et al., 1953), e
compartilham um ou dois sitios de restricdo, que originam fragmentos de restrigcdo
de tamanhos quase idénticos e que hibridizam cruzadamente com as mesmas
sondas (Billingsley et al., 1993). O gene da globulina de Iligagdo dos
corticosterdides, tem 56% de homologia com o gene dos inibidores de proteases
(cuja fungao € muito diferente) (Underhill & Hammond, 1989).

A homologia elevada sugere a evolugao desta regido, a partir de um

gene ancestral comum, provavelmente, por duplicagéo.
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1.6. ESTRUTURA DO GENE DA A1AT

O gene da A1AT codifica uma proteina de 418 aminoacidos (Figura 3 e 4).
A regido codificadora da A1AT esta entre os éxons Il e V (Long et al, 1984). No
éxon V esta a codificagdo da Met**®, sitio ativo inibitério da protease (Loebermann

etal., 1984). Os éxons IA, IB e IC codificam elementos de transcrigéo.

INiCIO DA TRANSCRICAO
[ MACROFAGOS ]
INiCIO DA TRANSCRICAO

[ HEPATOCITOS ]
—’

CODON INICIADOR [ ATG ]

N45-CHO g
N83 - CHO

N247 - CHO

SiTIO ATIVO[M358]

C. FINALIZADOR [ TAA] >
SINAL DE POLIADENILACAO [ATTAA] —

Figura 3 - Esquema representativo da estrutura do gene da A1AT
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- -20 -10 14 @ 10
MG €06 TCT TCT 6TC TC6 TEG GGC ATC C7C €76 CT¢ GCA GGC CT6 TCC T6C OT6 GTC CCT GTC TCC CT6 GOT CAG GAT CCC CAG GGA GAT GCT GCC CAG AAG ACA GAT
et Pro Ser Ser Val Ser Trp Gly Ile Leu Leu Lev Ala Gly lLeu Cys Cys Leu Val Pro Val Ser Ley Ala Gly Asp Pro Gln Gly Asp Ala Ala Gln Lys Thr Asp

| |

20 10 . Vo Y

ACA TCC CAC CAT GAT CAG GAT CAC CCA ACC TTC AAC AAG ATC ACC CCC AAC OTG GOT GAG T7C GOC MC AGC CTA TAC CGC CAG CTG GCA CAC CAG TCC RAC AGC ACC
Thr Ser His Bis Asp Cla Asp Eis Pro Thr Phe Asn Lye Tle Thr Pro hsn Leu Ala Glu Phe Ala Phe Ser Leu Tyr Arg Gln Leu Ala His Gin Ser Asn Ser Thr

.
O B B 60 LA ) 80

ANT AIC TTC TIC TCC CCA GTG AGC ATC GCT ACA GCC ™PT GCA ATG CTC TCC CT6 GGG ACC AMG GCT GAC ACT CAC GAT GAR ATC CTG GAG GGC CTG AT TTC MAC CT¢
Asn Ile Phe Phe Ser Pro Yal Ser Ile Ala Thr Ala Phe Ala Wet Leu Ser Leu Gly Thr Lya Ala Asp Thr Efs Asp Glu Ile Leu Glu Gly Leu Asn Phe Ag Leu

¢y u 100 @ 11 120
ACC GAG ATT CCG GAG GCT CAG ATC CAT GAR GGC TTC CAG GAA CIC CTC CGT ACC CTC AAC CAG CCA GAC AGC CAG CTC CAG CTG ACC ACC GGC MAT GGC CTG TTC CTC
Thr Glu Tle Pro Glu Ala Gln Ile Bls Glu Gly Phe Gln Glu Lev Leu Arg Thr Leu Asn Gln Pro Asp Ser Glu Leu Gln Lev Thr Thr Gly Asn Gly Leu Phe Leu

130 9 o 150 ¢

AGC GAG GGC CTG AAG CTA GTG GAT AAG TTT TIG GAG CAT CTT AMA AAG TTG TAC CAC TCA GAA GCC TTC ACT GIC AAC TTC GGG GAC ACC GAA GAG GCC AAG AMA CAG

Ser Glu Gly Leu Lys Leu Val hsp Lys Phe Leu Glu Asp Val Lys Lys Leu Tyr His Ser Glu Ala Phe Thr Val Aen Phe Gly Asp Thr Glu Glu Ala Lys Lya Gln
|

fren Lt |[m 1

168 170 180 190
MC AAC AT TAC GIG GAG AAG OGT ACT CAX GGG AMA ATT GTG GAT MG GTC AAG GAG CTT GAC AGA GAC ACK GTT TTT GCT CTG GTG AAT TAC ATC TTC TTT AM GGC
Ile Asn Asp TyT Val Glu Lys Gly Thr Gln Gly Lys Ile Val Asp Leu Val Lys Glu Leu Asp Arg Asp Thr Val Phe Ala Leu Val Asn Tyr Ile Phe Phe lys Gry

" 200 o 210 . . w e
AL GG GAG ACA CCC TIT GAA GTC AAG GAC ACC GAG GAA GAG GAC MC CAC GTG GAC CAG GTG ACC ACC TG AAG GTG CCT ATG ATG MAG CGT TTA GGC ATG TTT AAC
Lys Trp Glu Arg Pro Phe Glu Val Lys Asp Thr Glu Glu Glu Asp Phe Kis Val Asp Gln Val Thr Thr Val Lys Val Pro Met Met lys Arg Leu Gly et Phe Asn

230 240 . 250 L | 260 ]
ATC CAG CAC TGT MG AAG CTG TCC AGC TGG 616 CT6 CT6 M‘GMATACCTGGGCMTGCCACCGCCA’NTTCTTCCTGCCTG)«TGAGGGGMACTACAGCACCI‘GGAA
Ile Cln Rls Cys Lys Lys Leu Ser Ser Trp Val Leu Leu Met Lys Tyr Leu Gly Ast Ala Thr Ala Ile Phe Phe leu Pro Asp Glu Gly Lys Leu Gln Hls Leu Gl

Tion 111 | Dyxeny 1V

270 280 290 300

AT GAA CTC ACC CAC GAT ATC ATC ACC AAG TIC TG GAM AAT GAA GAC AGA AGG TCT 6CC AGC TTA CAT TTA CCC AMA CTG TCC ATT ACT GGA ACC TAT GAT CTG MAG

Asn Glu Leu Thr His Asp Ile Ile Thr Lys Phe Leu Glu Asn Glu Asp Arg Arg Ser Ala Ser Leu Ris Leu Pro Lys Ley Ser Ile Thr Gly Thr Tyr Asp Leu Llys
Lean :vlluon v

[ |
30 . Lol 10 v
AGC GTC C1C £GT CAA CTG CGC MC ACT AAG GTC MIC AGC MAT GGG GCT GAC CTC TCC GG6 GTC ACA GAG GAG GCA CCC CTG MG CTC TCC MG GCC GTG CAT MG GCT
Ser Val Leu Gly Gln Leu Gly Ile Thr Lys Val Phe Ser Asn Gly Ala Asp Leu Ser Gly Val Thr Glu Glu Ala Pro Leu Lys leu Ser Lys Ala Val Hia Lys Ala
| ]

T 30 . fow ¢ @ Yo
rw wiw A aie one GAG ARA GGG ACT GAA GCT 6CT GGG GCC ATG TTT TTA GAG GCC ATA CCC|ATG|TCT ATC CCC CCC GAG GTC ARG TTC AAC AMA CCC TTT GTT TTC
Val Leu Thr Ile Asp Clu Lys Gly Thr Glu Als Ala Cly Ala Met Phe Leu Glu Ala Ile ProjNet|Ser Ile Pro Pro Glu Val Lys Phe Asn Lys Pro Phe Val Phe

. 190 390 I

TTA ATC ATT GAA CAA AT ACC ARG TCT CC¢ CTC 'MIC ATG GGA AAL GTG GTG AAT CCC ACC CAA) AAA [TAA CTGCOTCTCOCTCCTCAACCOLTCCCCTCCATCCCTGRCCCCCTOCCTGRATS
Leu ¥et Tle Clu Gln Asn Thr Lys Ser Pro Leu Phe Met Gly Lys Val Val Asn Pro Thr Glo| Lys [t**

Figura 4 — Locais de mutagédo no gene da A1AT

® = | ocal de mutacdo p/ variante normal .
B = |ocalde mutacao p/ variante nula .
v = Local de mutagao p/ variante deficiente.

D = Sitio ativo (Met 358) .
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A transcrigdo do gene da A1AT resulta em trés tipos de mRNA: 1,6 kb
(exclusivo dos hepatdécitos e enterocitos) codificado a partir do éxon IC; e os de
1,8 e 2,0 kb (exclusivos dos fagocitos mononucleares) codificados a partir dos
éxons IA e IB, respectivamente.

O pseudogene da A1AT, caracterizado pela presenga de uma mutagéo
critica no codon iniciador (ATG™> ATA ) (Hofker et al., 1988), tem grande
similaridade com o gene da A1AT, havendo cerca de 70% de homologia, incluindo
éxons e introns. Este pseudogene esta situado a 12 kb do gene auténtico (Hofker
et al., 1988; Bao et al., 1988).

O centro do sitio ativo da molécula de A1AT é a Met®® (

Loebermann et
al., 1984). Quando este é transformado em sulfoxido de metionina ou em sulfona,
a constante de associacdo é fortemente reduzida (Hubbard et al, 1987). A
importancia biolégica desse fenbmeno € muito grande, porque os neutréfilos e
macrofagos alveolares do trato respiratorio baixo podem liberar oxidantes e o
pulm&o esta sempre exposto a oxidantes inalaveis (Gadek et al., 1978).

A proteina anormal resultante tem susceptibilidade a degradagéao

intracelular (Curiel et al., 1989).
1.7.  EVOLUCAO DO GENE DA A1AT

As semelhangas e diferengas dos genes da A1AT entre diferentes
espécies de mamiferos ja foram parcialmente estabelecidas. Hd uma grande
quantidade de informacgdes e estudos evolucionarios, quanto as variagdes dentro
da superfamilia das serpinas, especialmente com relagcédo a A1AT. Semelhangas
entre a estrutura éxon-intron da A1AT e A1QT e, o fato de estarem proximas no
cromossomo 14931, sdo indicativas de que ocorreu uma divergéncia muito
recente desses genes (100 a 250 milhdes de anos).

Exons codificadores (Il a V) de chimpanzés e gorilas, foram
recentemente sequenciados. A diferenca de apenas um aminoacido foi

demonstrada entre a A1AT humana M1 (Ala®"?)

e a A1AT do chimpanzé (Bao et
al.,1987). A clonagem de variantes de A1AT normal e deficiente revelou a

existéncia de trés substituicbes de aminoacidos (Arg'®'/His, Ala®"*/Val e
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Glu376/Asp). Utilizando essas combinacdes haplotipicas, foi possivel construir a

relagbes de ancestralidade mostradas na Figura 5 (Crystal et al., 1989).

clo]{| .Y
CHIPANZE
VARIANTE ANCESTRAL

...Arg 101...Ala 213...Glu 376

M1 [Ala 213]

...Arg 101...Ala 213...Glu 376 | |...Arg 101...Ala 213...Lis 342...Glu 376

Mi[Val213] — S

...Arg 101...Val 213...Glu 376 | |...Arg 101...Val 213...Val 264...Glu 376

M malton
...His 101...Val 213...Asp 376/ —»...[del Fen 52]...His 101...Val 213...Asp 376

Figura 5 — Esquema da evolugédo do gene da A1AT segundo Crystal et al., (1989).
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1.8. GENOTIPOS E FENOTIPOS DE A1AT

Laurell e Erickson, em 1963, descobriram que o enfisema e a auséncia
de alfa-1-globulina, eram caracteristicas que poderiam ser transmitidas atraves
das geracgoes.

Axelsson e Laurell (1965), demonstraram evidéncias que os levaram a
supor que se tratava de um sistema tri-alélico codominante.

Fagerhol e Braend (1965), utilizando uma nova técnica de eletroforese,
a isoeletrofocalizagéo, determinaram que as variagdées na regido da pré-albumina
resultavam das variantes eletroforéticas da A1AT. Juntas, essas variantes formam
o sistema alélico que passou a ser denominado Sistema Pi (ou inibidor de
proteases). Como extensdo, o termo Pi* passou a designar o locus da A1AT.

No sistema Pi as variantes foram, inicialmente, denominadas segundo
a velocidade de migracao eletroforética e, assim, divididas em quatro grupos:
média (M), rapida (F), lenta (S) e muito lenta (2).

Muitas outras variantes Pi foram, posteriormente, identificadas por
diferengas presumiveis, na substituicdo de aminoacidos. Na década de 80, o
conhecimento das bases moleculares da variacdo da A1AT, avancgou
substancialmente com a clonagem, o sequenciamento de segmentos de DNA e a
reacao em cadeia da polimerase.

Atualmente, as variantes tem denominagdes de acordo com a migragéo
caracteristica em gel de isoeletrofocalizagdo em pH 4-5. As mais anddicas
ganham letras iniciais do alfabeto e, as mais catédicas, letras do final.

A isoeletrofocalizagdo (IEF) demonstrou pleomorfismo entre as
variantes e, heterogeneidade em uma mesma variante. Os sub-indices numeéricos
correspondem aos padroes de bandeamento na imunoeletroforese cruzada, e
algumas bandas vistas por esta técnica, nao sdo observadas na IEF. As bandas
nao vistas na IEF sdo as 1, 3 e a 5. As maiores bandas sdo a 4 e a 6 e, as
menoresa 2,a 7eas.

As bandas 2, 4 e a 6, migram diferentemente por causa de diferentes

graus das cadeias laterais de carbohidratos. As bandas 7e8 sdo semelhantes na
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composicdo de carbohidratos, mas diferem no padrdo da migragdo porque 5
aminoacidos foram clivados do N-terminal de ambas (Jeppsson et al, 1995).

O alelo Z da DAAT tem um unico haplétipo que inclui a globulina de
ligacdo do cortisol, o pseudogene da A1AT, e o gene da A1AT, em loci de 60 kb.
Isso sugere que o alelo Z ocorre como evento isolado e que essa relagdo com o
gene da globulina de ligagdo do cortisol (ou outros genes) deve explicar algumas
das associagdes da DAAT com outras doencas, tais como a Artrite reumatoide,
Paniculite ulcerativa, Asma bronquica, doengas de complexos imunes e certas
formas de céancer.

Ha muitos alelos normais e pelo menos quatro, migram entre as
variantes médias (M1, M2, M3 e M4).

Por convencao, decidiu-se designar as novas variantes mais raras com
a combinacdo da letra da variante mais proxima e a cidade do portador mais
antigo da variante (Cox et al., 1990).

As variantes que nao tem A1AT detectavel no soro sdao chamadas
nulas e, designadas QO (Tabela 3).

Sob critérios clinicos as variantes da A1AT s&o divididas em 3
categorias:

1) Normais — com nivel sérico normal e ndo-associadas a risco de
pneumopatia e hepatopatia;

2) Deficientes — associadas com niveis séricos reduzidos, mas
detectaveis e com risco de pneumopatia e/ou hepatopatia;

3) Disfuncionais — associadas com funcdo alterada (em geral A1AT
Pittsburgh e as variantes nulas) sem contribuicdo na concentragdo sérica da
A1AT e associadas ao risco de pneumopatia.

Deficiéncia de A1AT é um termo relativo ao nivel sérico igual ou abaixo
do limite de 11uM, que € o limite maximo para a categoria de deficiente, baseado
na concentracao sérica do fendtipo PiSZ (Wewers et al., 1987).

As Tabelas 1,2 e 3 mostram os alelos da A1AT.
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Tabela 1 — Alelos Normais da A1AT segundo Crystal et al., 1989.

_ ALELO  ALELOBASE  _EXON

M1 [Ala 213]
M1 [Val 213]
M3

M2

M2 obernburg
M4

M5 karlsruhe
M5 berlin

M6

L frankfurt

L offenbach
\

V donauworth
P st. Albans
X

X Christchurch
V munich

B alhambra

P st. Louis

M1 [Ala 213]
M1 [Val 213]
M3

M1 [Ala 213]
M1 [Val 213]
M1 [Val 213]
M1 [Val 213]
M1 [Val 213]
M2

M1 [Val 213]
M1 [Val 213]
M1 [Val 213]
M1 [Val 213]
M1 [Val 213]
Desconhecido
M1 [Val 213]
Desconhecido
M2

[l
Vv
Il
Il
Il
Il
Il
Il
I, 1
\Y%
Il
\%
", v
[l
Desconhecido
Il
Desconhecido
[l

Tabela 2 — Alelos Deficientes e Disfuncionais da A1AT segundo Crystal et al.,

1989.
ALELO ALELO BASE EXON

F M1 [Val 213] 1]
V4 M1 [Ala 213] Vv
T M2 1]
S M1 [Val 213] 1]
M malton M2 Il
M mineral springs M1 [Ala 213] Il
M procida M1 [Val 213] [l
W bethesda M1 [Ala 213] Vv
I M1 [Val 213] Il
M palermo M1 [Val 213] Il
M nichinan M1 [Val 213] [l
P lowel M1 [Val 213] 1]
P duarte M4 I
S siiyama M1 [Val 213] Il
Z ausburg M2 \%
P pittsburgh Desconhecido
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Tabela 3 — Alelos Nulos da A1AT segundo Crystal et al., 1989.

ALELO ALELO BASE EXON
QO granite falls M1 [Ala 213] |
QO bellinham M1 [Val 213] 1]
QO mattawa M1 [Val 213] Vv
QO bolton M1 [Val 213] Vv
QO hong kong M2 v
QO ludwigshafen M2 I
QO isola di procida Desconhecido -V
QO clayton M1 [Val 213]] Vv
QO bonny blue M1 [Val 213] [INTRON]
QO new hope M1 [Ala 213] v,V
QO trastevere M1 [Val 213] 1]
QO kowloon M1 [Val 213] Il
QO saarbruecken M1 [Ala 213] Vv
QO lisbon M1 [Val 213] Il
QO reidenburg Desconhecido -V
QO west M1 [Val 213] [INTRON]

Na Tabela 4 esta relacionada a distribuicdo dos fendtipos da A1AT

em algumas populagdes de origem européia.

Em todas as populagcbes

investigadas, o alelo Pi M1 é o mais frequente, enquanto que o segundo mais

prevalente, na maioria das populagdes, € o PI M2 .
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Tabela 4 - Distribuicdo Fenotipica de A1AT em diversas populacdes

de origem européia.

POPULACOES
GENOTIPOS 1 2 3 4 5 6 7 8
M1MA1 93 225 78 63 150 319 48 148
M2M2 6 18 6 2 2 3 3 11
M3M3 2 8 1 2 1 11 0 10
M1M2 42 125 33 37 60 40 19 64
M1M3 36 81 17 25 33 111 11 84
M2M3 8 17 3 4 6 19 5 12
SS 1 0 0 0 0 2 5 1
2z 0 0 0 0 0 0 0 0
SZ 0 0 0 0 0 0 0 0
M1S 10 21 5 7 10 14 1 20
M1Z 4 7 3 4 0 1 0 1
M2S 0 4 2 0 1 4 0 1
M2Z 0 3 1 0 1 2 0 0
M3S 0 4 1 1 0 2 1 1
M3z 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 202 513 150 146 264 538 103 348
ITALIA (NORTE) 6- ALEMANHA ( SUL )
ITALIA (ROMA) 7-ESPANHA (CENTRO )
ITALIA (SUL) 8- RIO GRANDE DO SUL

ALEMANHA (MARBURG)
ALEMANHA (MUNICH)

OB WN =
[ T R
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1.9. DEFICIENCIA DE A1AT (DAAT): PATOGENIA

Ha& pelo menos 20 alelos conhecidos associados a DAAT e varios
diferentes mecanismos pelos quais esses alelos mutantes podem causar o estado
de deficiéncia .

A maioria dessas mutagbes produzem alguma proteina, mas ha
mutantes para os quais a A1AT nao pode ser detectada. Os niveis normais de
A1AT no soro estéo entre 20 a 53 uM.

As variantes normais do gene da A1AT estdo todas associadas a niveis
séricos normais, e esses genes sao referidos como variantes M, por causa da
posicdo média de migracao eletroforética.

A variante mais comum, a causar a DAAT é a Z que difere da normal

M1 (Val?'®) por uma simples substituicio de base (Glu®*

— Lis). Essa mutagéo Z é
responsavel por mais de 95% de todos os casos da DAAT (Brantly et al, 1990).

Os homozigotos Z tem os niveis séricos entre 2 a 10 uM (Bethesda,
MD, 1994). A A1AT produzida por Z é funcionante, com baixa constante de
associacdo com a elastase, mas os baixos niveis séricos deixa o pulmao muito
vulneravel a protedlise.

A conformacgao polimérica da A1AT, que origina polimeros aberrantes
patogénicos, acumula-se no reticulo endoplasmatico dos hepatdcitos para formar
inclusbes associadas a hepatite juvenil, cirrose e carcinoma hepatocelular
(Lomas, 2000).

A patogenia da doenga hepatica na DAAT nao é bem entendida, como o
€ a da doenca pulmonar. A doenca hepatica ocorre somente em uma pequena
fracdo dos deficientes e, raramente as duas formas coexistem no mesmo
individuo (Crystal, 1990; Brantly et al., 1988). Enquanto que o enfisema pode
ocorrer em qualquer individuo com DAAT, a doenca hepatica ocorre, somente em
associagao com alelo Z e outros poucos alelos raros, como o M malton (Crystal,
1989; Crystal, 1990).

A DAAT (hepatopatia) € considerada um modelo de doenga que ocorre
por mecanismo de conformagdo aberrante da proteina e de agregagao

intermolecular com acumulagéo (Carrell & Lomas, 2002).
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A DAAT é um prototipo para doengas com anormalidades em varias
serpinas (inibidores de proteases): antitrombina Ill, Alfa-1-antiquimiotripsina e
inibidor de C1. Essas doencas sao conhecidas coletivamente como serpinopatias.
As assim chamadas serpinopatias, incluem a Encefalopatia com corpo de
inclusdo de neuroserpina, a Sindrome de Alzheimer (variante Lewy) com depdsito
de alfa-sinucleina, a Doenga de Pick com os corpos de Pick da deméncia fronto-
temporal e as doengas causadas por prions.

Nos individuos ZZ somente 15% da proteina A1AT é secretada para o
plasma. O restante, ndo secretado, acumula-se no reticulo endoplasmatico dos
hepatdcitos, local onde é degradado até uma forma insoluvel de inclusao
intracitoplasmatica (Lomas et al, 1992).

Como a A1AT, sobretudo nas doencgas infecciosas, € uma proteina de
fase aguda, cuja polimerizagdo e consequente acumulagdo é dependente de
concentragdo e temperatura, € importante nos individuos ZZ, controlar a
inflamacao e a febre.

O dano hepatico nos individuos ZZ provavelmente resulta de efeitos
toxicos da proteina anormal acumulada, mas somente 12% a 15% dos individuos
deste gendtipo desenvolvem doenga hepatica.

Wu et al (1994) sugerem que outros fatores genéticos determinem a
susceptibilidade individual ou familiar para hepatopatias na DAAT.

A relagdo entre doenga hepatica e DAAT € muito mais complexa do
que a simples deficiéncia de uma antiprotease e suas consequéncias. Essa
relacdo deve envolver, segundo trabalhos mais recentes, fatores imunolégicos e
genéticos, ja que a taxa de deficientes de A1AT que desenvolvem hepatopatias é
3 vezes maior em individuos HLA DR3 positivos (Doherty et al., 1990; Nemeth et
al., 1987). Demonstrou-se também que a relagcdo DAAT-hepatopatia-HLA Dr3
esta associada de forma significativa aos subtipos Dw24 e Dw25 que sédo de 2 a
4 vezes mais frequentes na DAAT-hepatopatia do que no grupo controle (Reid et
al., 1987).
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1.10. BIOQUIMICA DA INIBICAO DE PROTEASES

O produto do gene da A1AT é um inibidor de protease, de uma familia
de serpinas inibidoras de proteases, que tem o0 aminoacido serina no seu sitio
ativo (Bieth, 1984). As moléculas de serpinas tém uma sequéncia de 15 residuos
de aminoacidos reativos que interagem com o sitio ativo da serina alvo na
proteinase (Ogushi et al., 1987).

E grande a atracdo das moléculas de A1AT e da elastase, seu principal
alvo inibitério, em conseqiiéncia de uma constante de associacéo de 10” M sec™
(Smith & Johnson, 1985).

Logo que a interagédo ocorre, a inibicdo € irreversivel — a A1AT e a
elastase complexadas, ndao podem mais exercer suas funcgdes: a A1AT, inibir
outras moléculas e a elastase, proteolizar (Beatty et al., 1980; Johnson & Travis,
1976; Ogushi et al., 1987). Formam, assim, um complexo estavel, que mais tarde
€ metabolizado.

A cinética da inibicdo da acdo degradante das proteases tem como
modelo tedrico a inibicdo in vivo da elastase neutrofilica, que é irreversivel, e

pode ser, esquematicamente, assim representada:

Kass
E+l > El

Se a concentragao in vivo do inibidor [l,] for dez vezes maior do que a

concentracao de proteinase [E,] a inibicdo devera ser a primeira etapa da reacéo,

Kass [lo]

v

E

com uma vida média de:

El

t112= 0;693/Kass [Io]

apo6s sete vidas-média, ou seja depois de d(t), tempo requerido para a quase a

completa inibicdo de uma proteinase in vivo, a associagao sera de 99,2%. Entéo:
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d(t) = 5/Kass [lo]

e quanto maior d(t) mais eficiente sera a inibigdo in vivo. Um inibidor pouco
eficiente (baixa kass) deve ter uma boa poténcia in vivo se a sua concentragéo for
muito alta e vice-versa.

Se a proteinase (E) € liberada in vivo, ela se encontrara com o inibidor
(I) e com o substrato (S). como s&o ambos proteinas, € mais provavel que a
inibicdo ocorra por competicdo, isto €, E liga-se a S ou I, como mostrado no

esquema a seguir :

E+S # ES » E+P
+
|
kass
El

Este esquema mostra ser inevitavel ocorrer alguma perda do substrato.
A concentracao do produto da reacao [P] sobe exponencialmente até um ponto de
equilibrio, uma vez que a maior parte de E ja tenha se transformado em EI.

A inibicdo da protedlise ndo depende somente do tempo, mas também
da eficiéncia da interagao entre a proteinase e o substrato. Como esta referida
eficiéncia é dificil de ser medida, é importante saber que o d(t) compativel com
uma prevencgao significativa da protedlise é 1 segundo se [Eo] € a razédo Kcat/Km €
desconhecida.

Concluindo que se d(t) € menor ou igual a 1 segundo, o inibidor exerce

uma eficiente funcéo de prevencao da protedlise (Stokley, 2000).
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1.11.  TRATAMENTO DE REPOSICAO

Prolastin e Respitin sdo dois produtos ainda nao disponiveis
comercialmente, compostos de A1AT administrada sob a forma de aerosol ou por
via endovenosa. Eles elevam a concentragdo sérica e alveolar a um nivel
adequadamente protetor (Hill et al., 2000). A eficacia dessa terapia continua sob

julgamento e a espera de ensaios clinicos mais esclarecedores.

1.12. EPIDEMIOLOGIA E PREVALENCIA

O interesse cientifico pelos aspectos epidemiologicos da DAAT
aumentou consideravelmente nos ultimos anos em todo o mundo, especialmente
na Europa e nas Américas.

A recomendacdo da Organizagdo Mundial da Saude (1996) € de que
todos os asmaticos adultos devem ser testados para a deficiéncia de A1AT,
fumantes ou ndo-fumantes, expostos ou néo a poluentes (Stockley, 2000).

A desordem clinica mais prevalente na DAAT €& a doenga pulmonar
obstrutiva crénica (DPOC), sob a forma de enfisema pan-acinar, especialmente
nos fumantes. O inicio e a severidade da DPOC-DAAT sdo muito variaveis. A
mortalidade, varia consideravelmente, entre fumantes e ndo-fumantes. Em uma
populacéo sueca, 98% de mulheres deficientes ndo fumantes e 65% dos homens
deficientes nao-fumantes mantiveram-se vivos até os 55 anos. Entre os
deficientes fumantes, somente 30% das mulheres e 18% dos homens,
alcancaram tal idade.

A poluicdo aérea urbana, os riscos de exposicdo ocupacional aos
poluentes aéreos e, sobretudo, as infec¢des repetidas do trato respiratério inferior
(especialmente nas criangas), sao fatores de risco importantes para o surgimento
precoce do enfisema.



23

1.13. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnéstico laboratorial da DAAT inclui varios exames. As
dosagens de concentragdo podem ser feitas por: imunodifusdo radial,
nefelometria, imunoeletroforese e capacidade de inibicdo da elastase.

A determinacdo do gendtipo €& feita pela técnica de
Isoeletrofocalizagao ou por RFLP (Polimorfismos do Comprimento de Fragmentos
de Restrigc&o).

A histopatologia € util nos pacientes com hepatopatia decorrente da
DAAT que podem desenvolver cirrose macronodular (Figura 10). Os pacientes
ZZ, com ou sem doenga hepatica, acumulam globulos de A1AT, com defeito
estrutural, nos hepatodcitos. A proteina defeituosa ndo pode se ligar ao acido
sialico, interagdo que facilita a excrecdo de A1AT normal. Os glébulos séo
arredondados (Fig 7 e 8), eosinofilicos, com 1 a 20 nm de largura, que se
acumulam no citoplasma dos hepatdcitos, primariamente, nas areas periportais.

Eles coram-se pelo PAS apds digestao da diastase para remover o glicogénio.

ﬂ.':‘.
e 4 R

Figura 6 — Cirrose macronodular em um deficiente de A1AT homozigdtico ZZ.

Fonte: Anatomia Patolégica do H. da Lagoa - PUCRJ
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Figura 7 — Polimerizagao A1AT no hepatdécito em um paciente com
genotipo ZZ.
Fonte: Anatomia Patoldgica do H. da Lagoa - PUCRJ

Figura 8 — Polimeros da A1AT nos hepatdécitos . Coloragao pelo PAS.

Paciente com gendtipo ZZ.

Fonte: Anatomia Patolégica do H. da Lagoa - PUCRJ
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1.14. ASMA, HIPERREATIVIDADE BRONQUICA E A1AT

Inicialmente acreditava-se que a DAAT causava injuria apenas no
parénquima, sem envolver as vias aéreas, exceto por se tornarem tortuosas e
estreitadas devido a destruicdo dos alvéolos.

Mais recentemente, descobriu-se que a tosse e as sibilancias, sugerem
hiperreatividade brénquica, que de fato esta presente numa grande proporg¢ao de
pacientes com DAAT severa. O presumido é que a elastase afeta as vias aéreas
tanto quanto o intersticio, provocando inflamacao e estreitamento, em adigéo ao
efeito indireto resultante da perda de rebote elastico pulmonar.

Atualmente, é aceito que alguns pacientes com DAAT, s&o inicialmente
diagnosticado como asmaticos, o que torna a DAAT, doenga sub-diagnosticada.
Em muitos estudos, a prevaléncia de histéria clinica ou diagndstico prévio de
asma variam de 4% a 45% (Silverman et al., 1989; Brantley et al., 1988; Tobin et
al., 1983; Makino et al., 1970; Larsson, 1978). Em um grupo de 164 deficientes, a
média de VEF 1 foi de 42% do predito com melhora para 45% apds aerosol
broncodilatador. A capacidade vital forgcada (CVF) de 75% do predito melhorou a
85% do predito apds aerosol broncodilatador (Sandford et al., 1999;Townley et al.,
2000.

A hiperreatividade brénquica nos heterozigotos ja esta demonstrada
pelas conclusbes de varios estudos (Sandford et al.,, 1999; von Ehrenstein et
al.,2004). O teste de broncoprovocagdo com a metacolina encontrou 35% de 65
individuos (34 Pi MZ e 31 Pi MM) com hiperreatividade (declinio de >15% do VEF
1).

Do estudo de Townley et al (2000), 34 individuos MS mostraram ter
hiperreatividade maior que os 419 MM e os 34 MZ. Este estudo foi realizado com
dados do teste de provocagao bronquial com metacolina (dose-resposta).

No mais recente estudo ( von Ehrensteisn et al., 2004), com 5629
asmaticos, os autores concluiram que os asmaticos com baixos niveis de A1AT,

sao tendentes a desenvolver hiperreatividade bronquica.
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1.15. PATOGENIA DA ASMA

Dois mecanismos sao consensualmente aceitos para explicar a
patogenia da asma: o mecanismo sequencial ou tradicional € 0 mecanismo
alternativo. Ambos os mecanismos podem incluir a participacdo das variantes
alélicas da A1AT na predisposicado a hiperreatividade a ao remodelamento

brénquicos (Figura 9).

SEQUENCIAL
PARADIGMA TRADICIONAL
Genes\4 Mastdcitos — Broncoconstricdo
Células Th2 IgE Mediadores HRB
Ambiente Eosindfilos Ly Remodelamento
A1 A?
PARALELA
PARADIGMA ALTERNATIVO g
Células Th2 Mastocitos
Genes Desregulagao /' IgE Mediadores
Epitelial-Mesenquimal Eosindfilos
Ambiente \ —
Remodelamento
4 ~ HRB

A1AT — > Broncoconstriccao

Figura 9 — Mecanismos Patogénicos da asma brénquica.
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Os acaros sao os aeroalérgenos mais importantes na sensibilizagcdo da
mucosa respiratéria. No Brasil os mais estudados sao os da familia Acaridae,
Glicyphagidae e Pyroglyphidae. Dentre todos estes, o mais sensibilizador no

Brasil, € o Dermatophagoides pteronyssinus (Figura 10).

~ORDEM:=:
ASTIGMATAS

—FAMILEIAS
PYROGLYPHIDAE-

—DURACAO—DO
CICLO OVO

ADULTO=-31 DIAS.

—VIDA-MEDIA=
70-DIAS.

—EM-_—UM-_MIES
PRODUZ 200-VEZES
O-PROPRIO

PESO-EM-FEZES-

Figura 10 - D. pteronyssinus, acaro de maior interesse na Alergologia clinica,

por sensibilizar as vias aéreas, induzindo a formacgao de anticorpo especifico da
classe IgE.

Fonte: Dep Microscopia Eletronica da UFRJ.
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1.16. UNIDADE TROFICA, A1AT E ASMA

O epitélio brédnquico € uma estrutura com arquitetura e funcionamento
préprio para proteger o delicado tecido pulmonar de uma grande variedade de
agressores, que incluem agentes infecciosos, poluentes e alérgenos. Nos
asmaticos ha evidéncias de que essa estrutura fisica e bioquimica, ndo atua
eficientemente (Holgate, 2002).

Nesses pacientes, com perfil inflamatério Th-2, o epitélio exibe uma
fragilidade aumentada. O aumento da expressdo de CD44, o receptor para o
Fator de Crescimento Epitelial (EGFR), acompanhada da producgéo epitelial de
muitos mediadores, citocinas (IL-4, IL-5 e IL-10) e fatores fibrogénicos (TGF-B1,
TGF-B2 e Endotelina-1), favorecem o desenvolvimento da asma (Carrell &
Lomas, 2002).

O aumento de colagenos de reparo Tipo |, lll, V e VI, e do numero de
miofibroblastos subepiteliais em todos os tipos de Asma, tornam evidente que ha
uma persistente ativagdo da Unidade Trdéfica Epitélio-Mesenquimal nos
asmaticos, além do que é a sua atividade normal, a morfogénese no feto. A
existéncia de colageno subepitelial em criangas, quatro anos antes da Asma se
manifestar clinicamente, sugere que a secrecao desses fatores de crescimento e
das metaloproteases, pela unidade trofica, deve ser fundamental no
desenvolvimento da asma. (Sandford et al, 1999).

O epitélio injuriado é estimulado a secretar fatores de crescimento pro-
fibrogénicos, alguns dos quais causam proliferacdo (IGF-1, PDGF-1) e outros
fatores que induzem a secregao de colageno e a transformagao de fibroblastos
em miofibroblastos (TGF-B2), como mostrado nas figuras 11,12 e 13.

Essas evidéncias consideradas em conjunto, indicam que para a asma
se desenvolver cronicamente, pelo menos duas anormalidades sdo requeridas:
uma continua ativagdo da Unidade Troéfica Epitélio-mesenquimal que produzira
um remodelamento brénquico via miofibroblastos e, como segunda anormalidade,
a polarizagao da resposta dos linfocitos T de mucosa, para o fenétipo Th-2 (CD4+
secretores de IL-4 e IL-5) (Eden et al., 2003).
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ASMA COMO INFLAMACAO E REMODELAMENTO

Figura 11 - Asma como inflamagao e remodelamento.
GENES M AMBIENTE

Figura 12 - Fibrose no remodelamento brénquico de um asmatico.

Fonte: Anatomia Patolégica do H. da Lagoa - PUCRJ
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DANO EPITELIAL ‘)
! !

| TGFR,/,. CTD
PDGF, aFGF

N ' ) PROLIFERACAO ANGIOGENESE
PROLIFERACAO SINTESE DA MATRIZ MUSCULAR LISA
DE FIBRAS PROLIFERACAO DE
NERVOSAS FIBROBLASTO E

MIOFIBROBLASTO

REMODELAMENTO

Figura 13 - Unidade Trdéfica Epitélio-Mesenquimal no processo de

remodelamento brénquico.

1.17. POLIMORFISMOS GENETICOS ASSOCIADOS A ASMA BRONQUICA

A asma é decorrente de uma desordem genética complexa com
fendtipo heterogéneo, atribuido a interacdo entre muitos genes e, entre esses
genes e 0 meio ambiente. Um grande numero de /oci e genes candidatos, foram
relacionados com os fenétipos da asma, de alelos marcadores de microsatélites a
polimorfismos de nucleotideos simples (Hakonarson & Hapali, 2002).

Em estudo recente do genoma de familias americanas (EUA) de trés
grupos raciais, foi encontrada associagdo com os cromossomos 2q, 5q, 6p, 12q,
13q, 14q, 199 e 21q (Sandford et al.,1999).

Em familias aleméaes foi identificada a relagdo com a Asma nos

cromossomos 24q, 6p, 99 e 12q, sugerindo que estas regides devem conter genes
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que contribuem para o desenvolvimento da asma. Entretanto, apesar de muitos
esforcos e do progresso significativo na ultima década, ainda permanecem
indeterminadas as implicagbes clinicas dos genes e variagdes genéticas dentro
de numerosos genes, que foram relacionados em associagdo com a expressao
dos fendtipos da asma.

Na Tabela 5 estao relacionados os polimorfirmos associados a asma

brénquica.

TABELA 5 - Polimorfismos genéticos associados a asma brénquica.

GENE MUTAGAO AUTOR POPULACAO
IL-4 alpha .. .
(Receptor) Ser761pro Mojica-Lopez, 2002 | México
RANTES (Regulador Hizawa, 2002 Jap&o
de citocina)

CA-Repeticao

IFNy ’ (1221) Nagarkatti, 2002 India
NOS 3 (Oxido nitrico | ) 59846p Holla, 2002 Rep. Tcheca
sintase)
PAI 1 (Inibidor de
ativador de 4G/5G Buckova, 2002 Rep. Tcheca
plaminogenio)
-592 A/IC .

IL-10 819 C/T Zhang, 2002 China

IL-4 Del 70 pb- intron2| Noguchi, 2001 Japao

IL-13 -1512 Heinzmann, 2000 | Alemanha

TNF - 308 A/G Somma, 2003 Africa
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Tabela 6 — Graus de severidade da asma

SINTOMAS . -
FORMA SINTOMAS NOTURNOS FUNGAO RESPIRATORIA
(o)
Severa Continuos. VEF 1<60%
Persistente Atividade I|[n|tada. .. Frequentes.
Exacerbacgoes frequentes.
Moderada Diarios >1X 60% <VEF 1<80%

Persistente  (uso diario de B2-agonista) semana
Exacerbacgodes > 2 x
semana

Ainda que a DAAT e a asma brdnquica representem patologias
distintas, a predisposicdo dos deficientes de alfa 1-antitripsina desenvolverem
asma é desconhecida (Wilson et al.,2000 ). Por outro lado, asmaticos com asma
severa persistente, podem também desenvolver um componente de obstrugéo
aérea fixa, tornando dificil a separacdo consistente de asma e enfisema. E
esperado que alelos deficientes da A1AT, contribuam para essa citada
complicagdo por meio do remodelamento brénquico, ou conjugado a outros
fatores. E possivel, portanto, que gendtipos deficientes da alfa 1-antitripsina
influenciem nas caracteristicas clinicas da asma brénquica, especialmente no

grau de severidade da asma do adulto.
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1.18. TNF-o. E ASMA BRONQUICA

O TNF-a, recentemente denominado de TNFSF2 (segundo membro da
superfamilia de TNF), é um importante mediador do processo inflamatério
dependente da agéo de citocinas. O TNF-a é liberado na resposta alérgica IgE-
dependente que envolve mastocitos e macrofagos. Niveis elevados de TNF ja
foram demonstrados em lavado broncoalveolar de asmaticos.

O TNF-a inalado aumenta, consideravelmente, em asmaticos e nao-
asmaticos, a hiperreatividade brénquica nos testes de provocagcdao com a
metacolina. Nestes testes, percebe-se também, neutrofilia no lavado (Thomas et
al., 2000).

O TNF-a aumenta a produgéo de adesinas, facilita a migragdo de células
inflamatorias para a arvore aérea e ativa mecanismos pro-fibroticos no
subepitélio. Estes dados sugerem que o TNF participa como componente
importante da inflamagao das vias aéreas e na geragdo de hiperreatividade
brénquica. Em adicdo a todas essas evidencias de participagdo no processo
inflamatdrio, ha ainda, os polimorfismos no gene do TNF-qa, particularmente o
TNFSF2 (-308 G/A) ja descrito como associado a asma brbénquica, em varias
populagdes (Thomas, PS, 2001).

O gene do TNF-a (TNFS 2) esta localizado no brago curto do cromossomo
6 na regido 21.3, dentro do complexo maior de histocompatibilidade (MHC), entre
a regido que codifica componentes do sistema do complemento e o gene do

HLA-B. O esquema representativo do gene do TNF-a esta mostrado na Figura 14.
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« TATA 590...595

« TRANSCRITO PRIMARIO 615...3381

EXON | 615...981
+ INTRON | 982...1588
EXON 1589...1634

* INTRON 1635...1821
* EXON 3 1822...1869

« INTRON 3 1870...2170
EXON 4 2171...3381

- SINAL POLI A 3368...3373
- SITIO POLI A 3381

UTR

Figura 14 — Esquema representativo do gene do TNF-a. .

Desde a descricdo de polimorfismos bialélicos nos genes do TNF-a
(-308 G/A) e TNF-B (intron 1), a influéncia desses polimorfismos na predisposi¢cao
genética para a produgdo de TNF-a tem sido intensamente estudada (Keane et
al., 2001). A contribuigdo do polimorfismo na regido promotora do TNF-a (-308
G/A) para a severidade da asma brénquica mediada por IgE, ja foi confirmada por
varios autores (Roach et al., Keane et al., 2001), mas ndo confirmada por outros.
O TNF-a € um dos elementos importantes da denominada forma rapida de defesa
do hospedeiro contra uma grande variedade de patégenos e, como cada um
envolve um padrao diferente de risco, € esperado que este fato favoreca a
diversidade dos mecanismos genéticos de controle da produgédo de TNF-a (Keane
et al., 2001).
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Alguns investigadores observaram que o TNF-a é essencial para a
formagdo e manutengdo de granulomas e na resisténcia na tuberculose.
Camundongos com baixa producédo de TNF-a apresentam-se com baixa resposta
imunoldgica do tipo celular. Esses autores concluiram que o TNF é necessario
para uma resposta eficiente na indugdo de produgdo de quimiocinas e no
recrutamento de células formadoras do gramuloma protetor ( Keane et al., 2001).

A producao de quimiocinas independente da acdo do TNF-a parece tratar-
se de uma resposta inflamatéria desregulada, sem eficiéncia na defesa do
hospedeiro com tuberculose, o que sugere um mecanismo para a reativagao da
mesma (Keane et al., 2001).

As citocinas podem ser agrupadas em familias com base em similaridades
funcionais, de sequéncias e de estrutura (Keane et al., 2001 ). O fator de necrose
tumoral (cachectina) é uma citocina sintetizada, principalmente, nos monécitos, é
responsavel pela regressdo de certos tipos de células tumorais. O TNF esta
também implicado na produg¢do do choque séptico e caquexia.

A proteina é sintetizada como um pro-hormonio, que € uma longa e
atipica sequéncia sinalizadora, ausente na citocina secretada. Um pequeno
numero de aminoacidos serve para ancorar o pro-hormonio entre as duas
camadas lipidicas. A proteina ativa e o horménio parcialmente processado séo
secretados apods clivagem do polipeptideo.

Ha diferentes familias de TNF, mas todas essas citocinas parecem formar
complexos homotriméricos (ou heterotrimérico, no caso da LT-alfa e beta) que
sao reconhecidos por seus receptores especificos. A estrutura do TNF humano é
homotrimérica e as subunidades s&do antiparalelas. As subunidades formam a
estrutura trimérica pela interagao de sitios receptores em cada uma delas, o que

permite a transmissao de sinais entre elas (Keane et al., 2001).

1.19. TNF-a E O PROCESSO DO BRONCOESPASMO

O TNF-a é liberado nas reagbes alérgicas IgE-dependentes, dos
mastocitos e macrofagos. Niveis elevados de TNF foram demonstrados no lavado
bronco-alveolar de asmaticos durante as crises ou apds estimulacdo com

antigenos (Thomas et al., 2001).
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O TNF-a inalado aumenta a reatividade brénquica a metacolina em
asmaticos e em pessoas normais; facilita a migracado de células inflamatérias na
arvore respiratéria e ativa mecanismos profibréticos no sub-epitélio respiratério.
Essas agdes reunidas sugerem que o TNF tem um importante papel na iniciagdo
da inflamacao alérgica respiratéria do asmatico, na cronificacdo da inflamacgéao e
na geracdo e evolugdo da hiperreatividade bronquica do asmatico, talvez
participando na modulagdo do nivel de severidade da doenga. Ha evidéncias de
que polimorfismos genéticos na regido nao-codificadora (5’) do gene do TNF-q,
estdo associados com a asma, particularmente o polimorfismo —-308 G/A
(Thomas et al., 2001). As acgdes do TNF-a (TNFS 2) estdo esquematicamente
mostradas na figura 15.

TNFSF 2 “NA INFLAMACAQ "DAS ‘VIAS "AEREAS

+ ADESAO DOS EOSINOFILOS
AO EPITELIO .
HIPERRREATIVIDADE .

TNFSF 2 + INFLUXO NEUTROFILICO .

- AUMENTA A PRODUCAO
DE ADESINAS .

CITOCINA Th1 : « RECRUTA CELULAS Th2.
PRO-INFLAMATORIA

MAIOR RISCO INFLAMAGAO CRONICA
DE INFECGOES

REMODELAMENTO

Figura 15 — Agdes do TNFS2 na inflamacao das vias aéreas.
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1.20. OBJETIVOS

1.20.1. Objetivo Geral.

Investigar a frequéncia das formas variantes S e Z do gene da A1AT e do
polimorfismo (- 308 G/A) da regiao reguladora do gene do Fator de Necrose
Tumoral (TNF-a) em uma populagao de pacientes asmaticos de Belém do Para.
Testando a hipétese de que individuos portadores de tais formas variantes tém
maior ou menor probabilidade de desenvolver a doenga em niveis mais graves de

severidade sintomatica.

1.20.2. Objetivos Especificos

Investigar a associacdo da asma brénquica moderada persistente
com as variantes S e Z da A1AT.

Investigar a associagdo da asma broénquica severa persistente com as
formas variantes da A1AT.

Investigar a associagado do polimorfismo genético TNF-a. (-308 G/A)

com a asma brénquica e com os niveis de severidade da mesma.



38

2. MATERIAL E METODOS

2.1. POPULAGCAO INVESTIGADA

A analise das mutag¢des no gene da A1AT foi realizada em um grupo
de 110 pacientes, enquanto que o polimorfismo TNF-a (-308 G/A), foi investigado
em 100 pacientes, todos portadores de asma brénquica, nos niveis da doenca
moderada persistente e severa persistente, segundo critérios clinicos, de
sensibilidade alérgica, medida por testes de sensibilidade (Testes Cutaneos de
Leitura Imediata), além de parametros espirométricos (CVF e VEF1), levando-se

em consideracao os critérios de inclusdo e de exclusao.

2.2. CARACTERIZAGAO DAS AMOSTRAS

As amostras estudadas foram constituidas por aliquotas de sangue,
obtidos por puncdo venosa de pacientes portadores de asma brénquica
extrinseca, dos niveis de severidade moderado e severo persistentes, e

selecionados de acordo com os critérios de inclusdo e de exclusao.

2.3. CRITERIOS DE INCLUSAO UTILIZADOS NA INVESTIGAGCAO

1) Histdria clinica e quadro sintomatico consistentes com o diagndstico
de asma brénquica alérgica.

2) Parametros funcionais respiratérios consistentes com o diagnostico
de asma.

3) RX do térax normal ou com sinais radiologicos sugestivos de asma
brénquica.

4) Testes alérgicos indicativos de sensibilidade alérgica aos alérgenos
inalaveis utilizados.

5) Histdria familiar de asma brénquica.
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2.4. CRITERIOS DE EXCLUSAO UTILIZADOS NA INVESTIGACAO
1) Pacientes com menos de 10 anos ou mais de 60 anos.
2) Pacientes com tuberculose pulmonar.
3) Pacientes com cardiopatia.
4) Pacientes HIV positivos.
5)Pacientes com fibrose cistica, tumores pleurais, pulmonares e/ou do
mediastino, ou outra patologia acompanhada de dispnéia e alteragbes
espirométricas.
6)Pacientes impossibilitados de se submeterem a prova funcional
respiratoria e/ou testes alérgicos.
7) Gravidas ou usuarias de medicagao com estrogénios.
8) Pacientes corticoide-dependentes.
9) Pacientes imunodeficientes.
10) Fumantes e ex-fumantes.

2.5. PROCEDENCIA DAS AMOSTRAS

Pacientes asmaticos procedentes do servico meédico-ambulatorial de
Alergologia e de Pneumologia do Sistema Unico de Saude e de clinica privada, na
cidade de Belém, estado do Para, dos quais foram obtidas aliquotas de sangue
por pungao venosa, apos explicagdo da investigacdo e assinatura de termo de

consentimento livre e esclarecido.
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2.6. ANALISE MOLECULAR DAS AMOSTRAS

2.6.1. EXTRACAO DE DNA

Lise das Hemacias

1. Em tubo de 2 mL adicionar 300 uL de sangue e 1200 uL de solugéo
de lise de heméacias.

2. Agitar por 30 minutos, centrifugar (12.000 rpm por 1 minuto) e

descartar o sobrenadante.

Lise dos Leucdcitos
1. Acrescentar ao precipitado 400 uL de tampéao de lise de leucdcitos e
misturar no vortex até a dissolugao do precipitado.

2. Colocar em banho-maria (55 °C) por 30 minutos.

Precipitacdo das Proteinas

1. Acrescentar a mistura, 200 puL de solugdo de precipitagdo de
proteinas.

2. Agitar brevemente em vortex e colocar em banho-maria (55 °C) por
30 minutos.

3. Centrifugar (1200 rpm) por 4 minutos e transferir o sobrenadante
para tubo eppendorf (2 mL).

4. Acrescentar 1200 uL de isopropanol e agitar manualmente até
aparecer o precipitado de DNA.

5. Centrifugar (1200 rpm) por 10 minutos.

6. Desprezar o sobrenadante e lavar o precipitado de DNA com 500 uL
de etanol 70%.

7. Centrifugar (1200 rpm) por 12 minutos, desprezar o sobrenadante e
deixar secar.

8. Hidratar com 300 puL de H,O.
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2.6.2. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE
A amplificacdo foi executada com as sequéncias e concentragdes dos

iniciadores, mostradas na Tabela 6.

O programa para a amplificagdo, do segmento do DNA em todos os
polimorfismos investigados foi 0 mesmo e utilizou as seguintes condi¢des:

Desnaturacao inicial: 94 °C — 5 minutos.

94 °C — 1 minuto ( desnaturagao).
30 ciclos 60 °C — 1 minuto (pareamento dos iniciadores)

72 °C — 1 minuto (extensao).

Extensao final: 72 °C — 4 minutos.

Tabela 6 — Concentragdo e Sequéncias dos Iniciadores

Iniciadores Concentragéo Seqiiéncia

PiSF 0,25 pM 5-TGAGGGGAAACTACAGCACCTCG-3’
PiSR 0,25 pM 5-AGGTGTGGGCAGCTTCTTGGTCA-3’
PiZF 0,25 pM 5-ATAAGGCTGTGCTGACCATCGTC-3’
Pi 7 R 0,25 pM 5-TTGGGTGGGATTCACCACTTTTC-3
TNF -F 0,25 pM 5- AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3"

TNF -R 0,25 pM 5- TCCTCCCTGCTCCGATTCCG-3’
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2.6.3. POLIMORFISMOS DE RESTRICAO

Na investigagcdo dos dois sitios de restricdo da deficiéncia de alfa 1-
antitripsina, foi utilizada uma unica enzima (Taq |). A investigagcdo do polimorfismo
(-308 G/A) do gene do TNF-a utilizou a enzima de restricdo Nco I.

A amplificagdo multiplex possibilitou a analise em conjunto dos dois
alelos (alelos S e Z). Individuos normais possuem ambos os sitios de restrigc&o,
nos quais a endonuclease reconhece e cliva, enquanto que individuos deficientes
apresentam mutagbées em um ou ambos os sitios de restricdo, os quais a
endonuclease nao reconhece e por sua vez nédo o(s) cliva (Figura 16). Na
investigacao do polimorfismo (-308) do gene do TNF-a, foi empregado um par de
iniciadores que amplifica um segmento de 118 pares de nucleotideos e cria um
sitio de restricdo nos individuos portadores do alelo mais comum ((alelo TNF-a —
308 G). Nos individuos portadores da mutagao, este segmento n&o é clivado pela
enzima e, permanece com 118 pb (Fig. 17). Na Tabela 7 estdo as condi¢des para

analise de RFLP para o gene da A1AT.

Tabela 7-Condigbes para analise de digestdo enzimatica dos produtos da PCR

Segmentos | Agua | Tampao Enzima Produto Temp. Tempo
DuplexSeZ |7,25uL| 2,5uL 0,2 uL 10 uL 65°C 12 h
TNF-a 725uL| 2,5uL 0,2 uL 10 uL 37°C 12 h

2.6.4. ELETROFORESE E VISUALIZACAO DOS FRAGMENTOS DE
RESTRICAO

Apo6s a amplificacdo e digestdo, as amostras foram submetidas a
eletroforese vertical em suporte de poliacrilamida 7% (4 mL de TEB 10x — Tris
108g/L; EDTA dissdédico 9,3 g/L; e acido bérico 55 g/L; 7 mL de acrilamida a 40%
- 38 g de acrilamida, 2 g de bis-acrilamida e 100 mL de agua deionizada; 200 uL
de persulfato de amonia; 29 mL de agua deionizada; e 50 uL de TEMED.
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ApoOs a separacgdo eletroforética, o gel permaneceu 20 minutos em
solugéo de fixacdo (100 mL de etanol, 5 mL de acido acético e 895 mL de agua
deionizada). Decorrido o tempo indicado, o fixador foi retirado para a adi¢gao do
nitrato de prata (0,17 g para 100 mL de agua deionizada) durante 25 minutos.
Retirada a solugédo de nitrato, colocou-se a solugao de revelagéo (4,5 de NaOH,
200 pL de formaldeido e, 150 mL de agua deionizada). Esta solugao foi, entéo,
imediatamente retirada com o aparecimento das primeiras bandas, colocando-se
a seguir a solugao de fixagdo que interrompeu a revelagdo. Foi entdo realizada a

leitura, analise e discussao dos resultados.

Figura 16 — Esquema do perfil eletroforético da A1AT.

Ncol criva
OS FRAGMENTOS
AMPLIFICADOS

CONTENDO

G NA POSICAO

- 308

Figura 17 — Perfil eletroforético esquematico (TNF-a. -308 G/A).
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2.6.5. TESTES ALERGICOS

A afericdo do grau de sensibilidade alérgica aos alergénios
inalaveis, foi feita através de testes de punctura, executado na face anterior do
antebrago com punctor descartavel, utilizando-se extratos alergénicos
padronizados de D. pteronissinus, D. farinae e B. tropicalis. A leitura, apos 20
minutos, foi feita pela medi¢cado da papula de reacdo. A leitura e interpretacao dos
testes foram feitas pela medicdo do didmetro das papulas de reagdo e em
seguida foram comparadas com o didmetro daquelas obtidas com os controles
positivos (histamina) e negativos (diluente) e os resultados expressos com os
seguintes graus:
Negativo ( - ) — reacdo igual a do controle negativo (papula ausente ou inferior a 3
mm).
Positivo ( 1+ ) - papula menor que a do controle positivo.
Positivo ( 2+ ) - papula igual a do controle positivo.
Positivo ( 3+ ) - papula maior que a do controle positivo sem pseudépodo(s).

Positivo ( 4+ ) - papula com presencga de pseuddpodos.

2.6.6. PROVA FUNCIONAL RESPIRATORIA

Para aceitacdo do exame final, foram aplicados os critérios de
reprodutibilidade estabelecidos pelo Consenso Brasileiro de Espirometria: os 2
maiores valores de VEF 1 e CVF devem diferir menos de 0,2 L , apds a obtencéo
de manobras aceitaveis. Foram levadas em consideragéo, as orientagdes gerais,

a segquir:

® ESPIROMETRO COM SENSOR DE FLUXO COM MICROPROCESSADOR.

® INFORMAGOES AO PACIENTE SOBRE A EXECUGAO DAS MANOBRAS.

® DILATADORES DE AGAO CURTA SUSPENSOS 4h ANTES.

® DILATADORES DE AGAO PROLONGADA SUSPENSOS 6h ANTES

® CIGARROS PROIBIDOS 2h ANTES.

® CAFE E CHA SUSPENSOS 6h ANTES.

® EXPECTORAGAO PROFUSA ADIA O TESTE.

® FLUXOS EXPIRATORIOS MENORES AO ACORDAR E MAXIMOS AO MEIO-DIA E AO FINAL DA TARDE .

® PROCURAR DISTURBIO VENTILATORIO OBSTRUTIVO : RESPOSTA AO BRONCODILATADOR
VEF1
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2.6.7. ANALISE ESTATISTICA

Os calculos estatisticos foram executados, com o programa
Bioestat 3 (Ayres et al, 2003) e o programa CLUMP( Sham et al., 1998),
empregando-se o teste do Qui-Quadrado, o teste binomial (duas proporg¢des) e a
regressao logistica simples, para detectar diferengas estatisticas entre os niveis
de severidade dos pacientes asmaticos. O nivel de significancia considerado foi

de 95% (p< 0,05). Os célculos estatisticos estdo apresentados no Anexo1.
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3. RESULTADOS

3.1. PACIENTES ASMATICOS TESTADOS PARA OS ALELOS S E Z DA A1AT

Para os alelos S e Z da A1AT foram testadas 110 amostras de DNA de
pacientes com asma brénquica e as respectivas informacgdes adicionais foram
fornecidas pela anamnese alergologica. Dentre as amostras testadas, 57,2%
(63/110) foram provenientes de pacientes do sexo masculino, com idade média
de 26 anos, sendo que 48% (30/63) destes tinham idade acima de 20 anos. Os
pacientes do sexo feminino representaram 43% (47/110) da amostra,
apresentando idade média de 27 anos, sendo que 52% (24/47) destes, tinham

idade acima de 22 anos (Figuras 18 e 19). Todos os pacientes sdo residentes na

cidade de Belém, no Estado do Para.

RESULTADOS

) i
ASMA 5110 AR
DISTRIBUIGAO
POR

SEX0

Figura 18 - Distribuicdo de pacientes asmaticos de acordo com o sexo.

Todos os asmaticos relataram historia familiar de asma brénquica.
Nenhum paciente declarou fazer uso de cigarros no presente ou em sua vida

pregressa. Apenas dois pacientes do sexo feminino, declararam estar usando
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corticoide sistémico, incluido no seu programa de tratamento para agudizagao da

asma.

RESULTADOS

ASMA

DISTRIBUICAO
POR
IDADE

10=15 16 =20 21-25  26-30 31-35 36-40 41-45 46-50- 51-55

Figura 19 - Distribuicdo de asmaticos de acordo com a idade.

Dos 110 individuos da populacdo de asmaticos, todos residentes em
Belém, Estado do Para, 84,5% (93/110) tinha entre 10 e 40 anos de idade.

Com relacdo aos niveis de severidade da doenca, os asmaticos
selecionados para a investigacdo, foram categorizados nos niveis da doencga
moderada persistente 49% (54 /110) e severa persistente 51% (56/110) (Figura
20).



RESULTADOS
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PERSISTENTE

Figura 20 - A1AT: Distribuicdo da amostra de pacientes asmaticos segundo o

nivel de severidade.
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Figura 21 — A1AT: Distribuicdo genotipica por nivel de severidade.
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Com relagdo a A1AT, das 110 amostras de DNA submetidas a
genotipagem, obtivemos os seguintes resultados: 81% dos individuos com o
genotipo MM (89/110); 12,7% com o gendtipo MS (14/110); 2,7% dos individuos
com os gendtipos MZ e SS (ambos com 3/110) e 0,9% com o gendtipo composto
SZ (1/110). Nenhum individuo analisado na amostra de asmaticos apresentou o
gendtipo ZZ (Tabela 9).

Quando foram considerados somente os individuos no nivel da asma
moderada persistente, os seguintes resultados foram observados: 91% dos
individuos tem o gendtipo MM (49/54); 5,4% dos individuos sao heterozigotos
para os alelos M e S (3/54) e 1,8% da amostra é composta por um individuo
homozigoto SS (1/54); a mesma proporcéo (1,8%) foi encontrada para os
individuos heterozigotos MZ. Nenhum individuo no nivel da asma moderada
apresenta os gendtipos SZ ou ZZ.

Quando se considerou somente os asmaticos do nivel de doenga
severa persistente, foram observados os seguintes resultados: 71,4% da amostra
tem o gendtipo MM (40/56); 19,6% (11/56) dos individuos da amostra tem o
genodtipo MS. 3,6% dos individuos da amostra (2/56) tem o gendtipo MZ; a mesma
proporgao de individuos (3,6%) tem o gendtipo SS. O unico individuo heterozigoto
composto (SZ) da amostra apresenta o nivel de doenga severa persistente.

De um modo geral, observa-se que os 54 asmaticos no nivel de
doenga moderada persistente, 9,3% (5/54) apresentaram pelo menos um alelo
mutante S ou Z, sendo 4 heterozigotos e 1 homozigoto. Entre os 56 asmaticos no
nivel de doenca severa persistente, 28,6% (16/56) apresentaram pelo menos um
alelo mutante (S ou Z) no estado heterozigoto (14) ou homozigoto (2).

Os resultados dos testes alérgicos de punctura estdo apresentados na
Figura 22, de forma que podem ser observados resultados sobrepostos positivos
a mais de 1 alérgeno sensibilizador. Nao ocorreu nenhum caso de teste negativo
aos 3 alérgenos, considerados simultaneamente. Dos 110 testes cuténeos
executados, 33% (36/110) foram positivos para D. pteronyssinus; 26,3% (29/110)
positivos para D. farinae e, 53,6% (59/110) positivos para B. tropicalis (Figura 22).
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RESULTADOS

ASMA S ea%  saew

TESTES
CUTANEOS

Dermatophagoides Dermatophagoides Blomia
pteronyssinus farinae tropicalis

Figura 22 - Distribuicdo dos resultados dos testes cutaneos em 110 asmaticos.

Os valores médios, obtidos dos resultados numéricos das provas
funcionais respiratérias, no nivel da asma moderada persistente atestam,
predominantemente, um disturbio ventilatério obstrutivo leve, com resposta
broncodilatadora positiva (25%). No caso da doenga de nivel severa persistente,
observou-se, pelos valores médios, um disturbio obstrutivo, sendo que 4
pacientes apresentaram componente restritivo, com auséncia de resposta

broncodilatadora e dispnéia incapacitante (Figura 23).
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Figura 23 - Distribuicdo dos valores médios dos parametros funcionais

respiratorios segundo os niveis de severidade.

3.2. PACIENTES ASMATICOS TESTADOS PARA O TNF-a (-308 G/A).

A distribuicdo genotipica do TNF- a (-308 G/A) entre os asmaticos
(n=100), mostrou que 86% (86/100) apresentou gendtipo GG, 14% (14/100)
apresentou gendtipo GA e nenhum paciente apresentou o gendétipo AA (Figura
24).

A distribuicdo genotipica do TNF-a (-308 G/A), segundo o nivel de
severidade da doenca, mostrou que na amostra de pacientes com asma
moderada persistente, 83,3% (40/48) apresentaram o gendtipo GG e 16,7% (8/48)

apresenta-se no estado heterozigoto para o alelo mutante (GA) (Figura 25).
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Na amostra de pacientes com asma severa persistente a distribuicido &
semelhante, com 88,4% (46/52) da amostra apresentando o gendétipo GG e 11,5%

(6/52) da amostra apresentando o gendtipo heterozigoto GA (Figura 25 e Tabela
10).

RESULTADOS

86/100
86%

TNF-ALFA
(-308)

DISTRIBUICAO
GENOTIPICA

Figura 24 - TNF- a:Distribuicdo genotipica na amostra de 100 asmaticos.
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X

L

SEVERIDADE

E I= MODERADA = SEVERA

Figura 25- TNF-a (-308 G/A): Distribuicdo segundo os niveis de severidade.
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Tabela 9 — A1AT:Distribuicdo genotipica e freqiéncias alélicas.

DISTRIBUICAO GENOTIPICA FREQUENCIA ALELICA
MM MS MZ SS SZ 77 M S Z

ASMA 89 14 03 03 01 0 0,887 0,095 0,018
(n=110) (809%) (12,7%) (2,7%) (2,7%) ( 09%)
MODERADA
PERSISTENTE 49 03 01 01 0 0 0,945 0,046 0,009
(n=54) (90,7%) (55%) (1,85%) (1,85%)
SEVERA
PERSISTENTE 40 11 02 02 01 0 0,830 0,143 0,027
(n=56) (T,4%) (196%) (3.57%) (357%) (1,78%)

A distribuicdo genotipica entre portadores de asma severa e asma
moderada, quando se considerou todos os gendtipos, ndo apresentou diferengas
estatisticamente significativas (2 = 7.11 e p=0,096). Quando todos os individuos
portadores de alelos deficientes foram agrupados, observou-se que os portadores
de asma severa tém uma propor¢cao estatisticamente superior de alelos
deficientes, em relagcdo aos portadores de asma moderada. As diferencas
estatisticamente significativas podem ser observadas, tanto no teste do Qui-
quadrado (¢? = 6,63; p=0,017), como no teste binomial (p bilateral= 0,0116).

Quanto a comparacgao da distribuicdo do gendtipo GA do TNF-a (-308
G/A), obteve-se os seguintes resultados: comparadas asma moderada com asma
severa, no teste binomial (p = 0,0745) e no teste do Qui-Quadrado (y? = 0,267;
Correcdo de Yates p=0,8101), né&o foram encontradas diferencgas
estatisticamente significativas. As Tabelas 11 e 12 (ANEXO 1) mostram os

resultados dos testes estatisticos aplicados.
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Tabela 10 — TNF-a (-308 G/A) -Distribuicdo genotipica e frequéncia alélica

na amostra de asmaticos da populagao de Belém.

DISTRIBUICAO GENOTIPICA FREQUENCIA ALELICA
GG GA AA G A

ASMA 86 14 0 0,930 0,070
(n=100) (86%) (127%)
MODERADA
PERSISTENTE 40 08 0 0,916 0, 083
(n=48) (83%) (166%)
SEVERA
PERSISTENTE 46 06 0 0,942 0,005
(n=52) (884%) (115%)
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4. DISCUSSAO

A asma é decorrente de uma desordem genética complexa, com
fendtipo heterogéneo, atribuido a interagdo entre muitos genes e, entre esses
genes e o meio ambiente. E uma doenga crénica, incuravel, de baixa mortalidade,
se comparada a mortalidade de algumas doengas infecciosas e as enfermidades
cardiovasculares, mas com prevaléncia ascendente em todo o mundo, impondo
grave sofrimento as criancas e adultos. E grande o impacto dessa doenga, em
qualquer nivel de severidade, na saude geral e na for¢ga de trabalho, porque os
sintomas incapacitantes, revelam em todo o mundo um crescente numero de
hospitalizagdes e faltas ao trabalho, com repercussdes econdmicas e sociais
previsiveis.

Muitos estudos e investigagcbes tém associado a asma brénquica a
mutagdes génicas (Carrell & Lomas, 2002; Sandford et al, 1999).

A presente investigagao distribui originalmente os gendtipos da A1AT e do
TNF-a (-308 G/A), de acordo com o nivel de severidade da asma em uma
populagao de asmaticos procedente de Belém, Estado do Para.

Os testes alérgicos, a prova de fungéo respiratoria, tanto quanto os critérios
de inclusdo e de exclusao, foram aqui utilizados para se compor uma populagao
exclusiva de asmaticos, nos dois niveis mais graves de severidade sintomatica,
objeto da presente investigagcdo. Sem a interferéncia de doengas anergizantes
e/ou medicamentos inibidores das reacbes do teste cutaneo; excluidas as
naturais dificuldades dos pacientes menores de 10 anos, em atender as
recomendagdes técnicas solicitadas antes e durante as provas espirométricas e,
executando com rigor, o exame fisico dos pacientes, a aplicagdo da anamnese
alergologica, a analise de exames complementares, como o0s exames
radiograficos, obteve-se, antes da execugao dos testes genéticos, uma populagao
de asmaticos, exclusivamente nos dois niveis de severidade desejados. Foram
considerados niveis de severidade da doenca e nao propriamente fendtipos
clinicos, pois estes ainda ndo tem uma definicdo precisa, especialmente na asma
do adulto.

Nesta investigacdo foi possivel verificar que os testes cutaneos de

leitura imediata empregados, mostraram-se adequados pela praticidade,
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sensibilidade e especificidade. Pelo uso de critérios de exclusdo, na composi¢ao
da populagdo que foi investigada, n&do houve evidéncias de reagdes "falsas",
decorrentes de testes inibidos pelo uso de medicamentos ou coexisténcia de
patologia anergizante. Predominaram os testes positivos para B. tropicalis 53,6%
(59 /110), seguidos de 33% (36/110) para o D. pterinyssinus e de 26,3% (29/110)
para o D. farinae. Entretanto, ndo ha estudos demonstrando, predominancia entre
os alérgenos da fauna acarina na regidao de Belém. Sabe-se, entretanto, que em
todo o mundo, é na fauna acarina, com algumas poucas variagdes, que se
encontram os aeroalérgenos mais frequentes entre os sensibilizadores do sistema
imune, com repercussdes sintomaticas respiratérias, tal como acontece na asma
brénquica.

Para serem qualificados como aceitaveis, comparados aos valores
tedricos, segundo critérios do consenso brasileiro de espirometria, todos os
resultados e curvas, obtidos pela medi¢cdo e plotagem dos valores respiratorios,
foram criteriosamente revistos e, quando necessario, refeitos. Os dados das
provas funcionais respiratérias permitiram observar que a prova broncodilatadora
foi positiva em todos os pacientes, atestando a existéncia de espasmo brénquico
reversivel, ou parcialmente reversivel, em 100% (110/110) da populagdo
investigada. A variacdo das médias observadas de broncodilatagdo, resultante da
aerosolizacdo de 400 mcg de salbutamol, entre os niveis de doenga moderada
persistente e severa persistente, foi de 15% do VEF1, resultado consistente com
a diferenca de severidade do broncoespasmo, entre esses dois niveis.

Dos 56 pacientes com asma severa persistente, 30,3% (17/56),
apresentaram resultados espirométricos compativeis com o diagnéstico de
disturbio ventilatério obstrutivo, caracteristico da asma, somado a disturbio
ventilatorio com componente fixo, restritivo, em graduagdes variadas, com
percentual médio de VEF1/CVF de 40%+5%, VEF1 de 0,9%15 L e resposta a
broncodilatagdo de 8% do VEF1 preé-dilatagéo.

Esses pacientes manifestaram dispnéia incapacitante e, em média, fraca
resposta a prova de broncodilatagdo (12%%5%), quando comparada a resposta

média dos portadores de asma moderada (25%+5%).
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O valor médio do volume expiratério maximo no primeiro segundo (VEF1),
da asma moderada, foi de 78%+5% antes da broncodilatagdo, mas com
acréscimo de 25%+5%, apdés a prova de broncodilatacdo, o que significa
broncoconstriccdo reversivel. Nos pacientes com doenca severa persistente, o
VEF1 médio foi de 0,945 L, significando constriccdo mais acentuada e com fraca
resposta a prova de dilatagdo, com valor médio de 12%+5%.

Os valores espirométricos dos asmaticos moderados persistentes(54/110),
de qualquer um dos genotipos da A1AT, nesse nivel de doenga, MM(49/110),
MS(3/110), MZ (1/110) e SS (1/110), ndo puderam ser associados a variagdes
clinicas atribuiveis a qualquer um deles, até o momento dessa investigagdo. O
paciente heterozigoto MZ, contando no presente momento com 22 anos de idade,
sera acompanhado clinicamente e submetido as provas funcionais respiratorias
subsequentes, para demonstragdo da evolugdo percentual do seu declinio
ventilatorio (previsto por ser portador do alelo Z), o que representa procedimento
nao aplicavel a esta investigacao transversal.

Quando considerados conjuntamente, os gendtipos deletérios da A1AT
devem contribuir para o agravamento da asma, ou a sua severidade, pois foi
observada diferenga estatistica significativa, entre os dois niveis de severidade
investigados (y? = 6,63; p=0,017 - no programa CLUMP). Com a aplicacdo do
teste de regressdo logistica simples foi possivel observar que os asmaticos
portadores de genotipos deletérios tem, aproximadamente, 4 vezes mais chances
de se situarem no nivel da asma severa persistente (OR=3,9200; p=0,0138).

Essa observacado sugere, uma crescente hiperresponsividade bronquica
nos portadores de alelos deficientes da A1AT, por provavel agravamento da
inflamacédo e do remodelamento brdnquicos, tal como ja havia sido antes
concluido (Colp, C., 1990), entretanto, sem ter este autor feito vinculagdes formais

aos niveis de severidade da doenca.

A associagao sugerida por outra investigagao recente, envolvendo 5629
criangas, entre 9 e 11 anos, concluiu que, embora os portadores de genotipos MS
ou MZ néao tenham risco aumentado de desenvolver asma, os asmaticos com
baixos niveis de A1AT sao tendentes ao desenvolvimento de hiperreatividade

brénquica e a reducao de suas fungdes respiratorias (von Ehrenstein, 2004).



58

E possivel, que esses dados confirmem a hipétese de que os asmaticos
com alelos deficientes experimentem no decurso da sua doenga, um agravamento
crescente e global dos sintomas, com declinio de seus parametros ventilatérios, e
consequente migracao de um nivel de severidade menor para outro nivel de
maior gravidade sintomatica. Os alelos deletérios da A1AT, devem ser para os
asmaticos, fatores complicadores da doenca, o que sustenta a recomendacéo da
OMS de que todo asmatico, fumante ou ndo, em qualquer nivel da doenga, deve
submeter-se aos testes de A1AT.

Embora a comprovagdo do papel exercido pelas mutagcbes aqui
investigadas dependa de outros trabalhos, serdo necessarios os estudos
prospectivos de coorte, envolvendo uma amostra maior de asmaticos com
grandes periodos de tempo de acompanhamento dos enfermos, para responder a
indagacao principal que ensejou essa investigacdo. Ressaltem-se os estudos
epidemiologicos da asma, que tenham presentes entre os seus meétodos, a
genotipagem para A1AT. As observagdes feitas em investigagdo recente, com
cerca de 5 mil criangas asmaticas, indicam que os asmaticos com baixos niveis
de A1AT séo particularmente tendentes a desenvolver hiperreatividade brénquica
e terem sua capacidade ventilatoria reduzida progressivamente (von Ehrenstein,
2004).

Quando distribuidos nos niveis da doenga moderada e severa, o
gendtipo GA do TNF-a (-308 G/A) nado apresentou diferenga estatisticamente
significativa entre os niveis, tanto no teste binomial ( p bilateral=0,0745), quanto
no teste do Qui-quadrado (y* = 0,267; p=0,8101). Observa-se, por estes
resultados, que o TNF-a (-308 G/A), ndo foi pela presente investigagao,
considerado fator genético contributivo para o agravamento da asma brénquica

alérgica.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho descreveu a ocorréncia dos alelos S e Z da alfa-1
antitripsina (A1AT) e do polimorfismo genético do TNF-a (-308 G/A), em pacientes
portadores de asma brénquica, com diferentes niveis de severidade da doenga.

Da presente investigagao foi possivel concluir que:

» ainvestigacado de gendtipos da A1AT poderao auxiliar na determinagao dos
fendtipos clinicos da asma, especialmente a asma do adulto, ja que a
classificagdo de pacientes asmaticos em niveis de severidade da doencga,
obedece a critérios meramente clinicos, especialmente a persisténcia da

dispnéia.

» os testes alérgicos cutédneos de leitura imediata, por punctura, mostraram-
se adequados como auxiliares no alergodiagnostico etiolégico da doencga,
com relagdo a fauna acarina, utilizada nessa investigagdo, tdo somente

para compor a coorte investigada, exclusivamente por asmaticos alérgicos.

» foi observado que o maior numero de testes alérgicos positivos, 53,6%
(59/110), ocorreu com os alérgenos da espécie Blomia tropicalis.

» foi observada uma crescente hiperreatividade brénquica nos portadores de
alelos deficientes da A1AT.

» foi observada diferenga estatistica significativa entre os niveis de doencga
moderada persistente e severa persistente, quando se considerou apenas
os portadores dos gendtipos deletérios da A1AT: teste binomial: p
bilateral= 0,0116; teste do Qui-quadrado: x* = 5,271 e p =0,0387 com
corregao de Yates (Bioestat 3) e ¥?=6,63; p =0,017 (CLUMP).
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» foi observado pela aplicagdo do teste de regresséo logistica simples, que
os asmaticos portadores de gendtipos deletérios tem, aproximadamente 4
vezes mais chances de apresentar asma no nivel de doenga severa
persistente (OR=3,92; p=0,0138).

» as observagoes feitas nessa investigagdo indicam que asmaticos com
baixos niveis de A1AT sdo particularmente tendentes a desenvolver
hiperreatividade bronquica e terem sua capacidade ventilatéria reduzida

progressivamente.

» nao foi observada associagdo estatisticamente significativa entre os
portadores do gendtipo GA do TNF-a (-308 G/A) e os niveis de severidade
investigados da asma, tanto no teste do Qui-quadrado (y* = 0,267; p =

0,8101), como no teste binomial (p bilateral =0,0745).
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ANEXO 1

“VERIFICACAO DA ASSOCIAQAO DA VARIABILIDADE GENETICA DA ALFA-1-
ANTITRIPSINA E DO TNFSF 2 (-308 G/A) COM A ASMA BRONQUICA”
Elias Dahan

ORIENTADOR: PROF DR. SIDNEY EMANUEL BATISTA DOS SANTOS

TRATAMENTO ESTATISTICO

Delineamento basico da investigacao:

Trata-se de um estudo transversal, de Bioestatistica inferencial, envolvendo variaveis

nominais, numéricas e binarias, de populagéo fechada de 2 conjuntos de amostras.

= Estudo Transversal (“levantamento”) o desfecho e o fator em estudo foram
avaliados simultaneamente, em um momento especifico de tempo.

» Estudo Inferencial porque incluiu técnicas (testes de significancia) por meio
das quais foram tiradas conclusdes sobre populagdes estatisticas, baseadas
em dados obtidos de amostras.

TESTES APLICADOS

» Teste binomial (duas proporcdes): teste estatistico baseado na distribuicao
binomial ou na aproximagdo a curva normal, onde se comparam as
proporcdes de duas amostras. Destinado a testar a diferenga entre duas
proporcdes amostrais independentes, procurando-se determinar se a diferenca
(p1-p2) € de tal grandeza que permita rejeitar a hipotese de nulidade.

» Teste do qui-quadrado (amostras independentes): teste estatistico para n
amostras independentes, cujas proporgdes observadas nas diversas
modalidades estdo dispostas em tabelas de contingéncia | x ¢, sendo os
valores esperados deduzidos matematicamente, e onde se procura determinar
se as proporgdes observadas nas diferentes categorias séo independentes ou
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estdo associadas. O qui-quadrado apresenta uma familia de distribuicdo de
variaveis com (I — 1) x (c — 1) graus de liberdade.

A ESCOLHA DOS TESTES ESTATISTICOS EXECUTADOS

Teste binomial

As amostras atendem as exigéncias para a aplicagao do Teste binomial, ou
seja, amostras de tamanhos suficientes para a devida distribuicdo binomial a
curva normal :

Moderada: Severa:
n1pigl1 > 5 e n2p2g2 > 5
No caso da A1AT : Moderada: 110 x 0,05 x 0,95 = 5,2
Severa: 110 x 0,16 x 0,84 = 14,7
No caso do TNF : Moderada: 100 x 0,08 x 0,92 = 7,36
Severa 100 x 0,06 x 0,94 = 5,64

Qui-Quadrado

Teste ndo-paramétrico para comprovar que as duas amostras independentes
provieram da mesma populagéo.

e Amostras apresentam duas categorias (Moderada e Severa) em tabelas
de contingéncia 2x2, por esta razdo sofreu a correcao de continuidade
(Yates).

e valor de n (soma de todas as modalidades) é maior que 20.

Regressao logistica simples

Determinar a dependéncia dos niveis de severidade em relagado aos genotipos
deletérios da A1AT .

Variavel dependente deve ser binaria.
Variavel independente pode ser binaria ou continua.

Valores binarios assumidos: 1 (sucessos).
0 (insucessos).
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As Tabelas 11 e 12 sumarizam os valores estatisticos encontrados.

Tabela 11 - Resultados dos testes estatisticos.

TESTE BINOMIAL QUI-QUADRADO
(P)
- TODO OS GENOTIPOS
Moderada x Severa 0,0798 X2= 7,11  P=0,096
+ GENOTIPOS DELETERIOS :
Moderada x Severa 0,0116 x2= 6,63 P=0,017

Tabela 12 - A1AT: Regresséo logistica simples .

Tabela 12 - RGRESSAO LOGISTICA SIMPLES.

Y = severa x 1= Gendtipos deletérios

Variaveis  p-valor odds
x1 0,0138 3,920




