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RESUMO

O défice de alfa-1 antitripsina € uma doenca hereditaria, causada por uma
alteracdo genética localizada no braco longo do cromossoma 14. Ainda que pouco
diagnosticada, trata-se de um disturbio relativamente comum, existindo uma
multiplicidade de alelos e um espectro alargado de doenca em termos de manifestacdes
clinicas. Pode existir essencialmente atingimento pulmonar, hepéatico ou cutaneo. O
desenvolvimento de patologia pulmonar estd relacionado com niveis de AAT
insuficientes no sangue, que conduzem ao desenvolvimento de enfisema pulmonar em
idades precoces (32 e 42 décadas de vida). O diagnostico € geralmente tardio, em relagdo
a ocorréncia de sintomas. O diagnostico deve ser evocado na presencga de enfisema em
idades jovens. Além da correccdo de factores modificaveis (comportamentos e estilos de
vida), da imunizacdo adequada, do tratamento precoce das infecgdes pulmonares e da
terapéutica de alivio sintomatico, existe actualmente a terapéutica substitutiva e, em
casos seleccionados, técnicas cirurgicas (redugdo de volume e transplante). O estudo
familiar permite o diagnostico precoce, aumenta a esperanca e a qualidade de vida, ja
que permite actuar, modificando o mais precocemente possivel, factores micro
ambientais potencialmente agravantes.

No presente trabalho procede-se inicialmente a revisdo da literatura, sobre a
deficiéncia de alfa-1 antitripsina e seguidamente a apresentacdo de um caso clinico de
um homem de 46 anos com défice severo de alfa-1 antitripsina, com fenotipo Pi ZZ
com atingimento pulmonar e hepético. Efectuou-se estudo familiar, sendo submetido a
varias modalidades terapéuticas, com progressdao da doenca, vindo a falecer apo6s
transplante pulmonar. Efectua-se a discussdo da forma de apresentacdo da doenca,
diagnostico, modalidades terapéuticas, e estudo familiar, do caso clinico com base na

literatura, concluindo-se que apesar do esfor¢o efectuado no sentido de se melhorar o
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progndstico a curto prazo, estamos ainda longe de conseguir alterar o curso natural da

doenca a longo prazo.

Palavras-chave: defice de alfa-1 antitripsina, enfisema, fenotipo PiZZ, terapéutica de

substituicdo, transplante pulmonar
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CAPITULO I. INTRODUCAO

1.1.Introducéo

A deficiéncia de alfa-1 antitripsina (AAT) foi descrita numa rapariga do Alasca
que faleceu ha cerca de 800 anos (Kiernan, 1995) e, parece ter contribuido para a morte
prematura de Frederic Chopin em 1849 (Kuzemko, 1994). E uma doencga hereditaria,
responsavel por patologia respiratoria e hepatica, tendo sido descrita como entidade
clinica a primeira vez em 1963 por Laurell e Ericksson. Laurell ao analisar amostras de
proteinas séricas, sujeitas a electroforese por migragdo em placas de gel, de diversos
individuos, notou a auséncia da banda correspondente a globulina a; em 5 de 1500
amostras (Laurell, 1963). Durante a investigacao posterior levada a cabo por Eriksson,
este descreveu que trés de cinco pacientes apresentavam enfisema nas idades de 35, 38 e
44 anos e, que um deles tinha historia familiar de enfisema (Laurell & Eriksson, 1963).
Estabeleram assim as caracteristicas clinicas principais da deficiéncia de AAT: auséncia
de uma proteina na regido o, enfisema que aparece em idade jovem e predisposi¢ao
genética (Carrell, 2004).

A partir desta primeira descri¢ao realizada hé pouco mais de 40 anos, tém sido
feitos grandes avangos sobre a deficiéncia de AAT, incluindo: o conhecimento da
estrutura da proteina, o mecanismo de ligagdo ao seu maior substrato — elastase
neutrofilica, o mecanismo responsavel pela sua acumulacdo a nivel hepatico, as
principais manifesta¢des clinicas e a historia natural desta patologia. Contudo, outros
fendmenos continuam ainda por esclarecer, nomeadamente, o mecanismo preciso da
doenca hepatica, a clarificacdo dos determinantes do enfisema, para além do tabagismo
e da exposicdo a factores ocupacionais, assim como, os modificadores genéticos

responsaveis pela expressao da propria doenga.
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O presente trabalho foi dividido essencialmente em duas partes. Na primeira
parte, efectuou-se uma revisdo da literatura sobre varios aspectos do défice de alfa-1
antitripsina (AAT), incidindo sobre a genética, a epidemiologia, a fisiopatologia
molecular, as manifestacdes clinicas e a historia natural e, ainda, as estratégias de
diagnostico, os exames complementares e as modalidades terapéuticas desta importante
patologia. A segunda parte ¢ dedicada a descri¢cdo de um caso clinico de défice de AAT
num doente com 46 anos de idade, analisando a forma de apresentacdo clinica, o

diagnostico, a terapéutica, o estudo familiar e a historia natural da doenca.

1.2. Objectivos
Este trabalho visa contribuir para uma melhor caracterizacdo da deficiéncia de
alfa-1 antitripsina (AAT). Os objectivos do presente trabalho resumem-se nos seguintes

pontos fundamentais:

1) Alertar para o diagnéstico de enfisema por défice de alfa-1 antitripsina como um
diagnostico diferencial em doentes com quadros de doenga pulmonar obstrutiva
crénica (DPOC) em idade jovem;

2) Salientar a importancia do estudo familiar, permitindo um diagnéstico precoce e
aumentando a esperanca e a qualidade de vida dos individuos que padecem deste
disturbio;

3) Discutir se a actuacdo sobre os determinantes ambientais potencialmente
agravantes da doenga, pode alterar o curso natural da doenga, consensualmente
mais eficazes que terapéuticas onerosas e sofisticadas em situa¢des avancadas da
doenga.

4) Avaliar o papel das terapéuticas mais recentes actualmente disponiveis.
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1.3. Metodologia

Para a elaboracdo desta dissertacdo, no que concerne a pesquisa bibliografica
sobre a tematica em questao, foi utilizado como motor de busca o Google ¢ as bases de
dados do MEDLINE (PUBMED), e-Medicine, UpToDate e Cochrane Library, de 1963
a 2008, utilizando como termos para a pesquisa: “alpha-1 antitrypsin deficiency”,
“phenotype PiZZ”, “emphysema”, “augmentation therapy” e “lung transplantation”.
Seleccionaram-se artigos em lingua portuguesa, inglesa e espanhola, escolhendo artigos
com “’abstract’’ e/ou ’fulltext’’.

Foi solicitada, & Administragdo Hospitalar ¢ & Comissdo de Etica do Hospital de
Sousa Martins - Guarda, a autorizacdo da consulta do processo clinico de um doente

sugerido pela minha tutora — Dr.? Filomena Luis (ANEXO).
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CAPITULO I1. JUSTIFICACAO DO TEMA

A World Health Organization (WHO) estima que em 2020 a doenga pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC) represente a 5* causa de mortalidade em todo o Mundo,
constituindo, assim, um importante problema de satde publica.

A actualizacdo de 2007 do Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease
(GOLD), chama a atencdo para a necessidade da pesquisa sistematica do défice de AAT
num subgrupo de pacientes com DPOC em idade jovem (inferior a 45 anos) ou que
apresentem historia familiar relevante da doenga. Este subgrupo de pacientes beneficia
de terapéutica de reposi¢cdo de AAT, além do tratamento convencional da DPOC.

O défice de alfa-1 antitripsina, considerado no passado como uma patologia rara,
¢ hoje, segundo os dados epidemiologicos disponiveis, um dos disturbios genéticos mais
prevalentes, sendo frequentemente subdiagnosticado na pratica clinica.

O diagnostico em fases tardias acompanha-se de um progndstico sombrio, uma
vez, que ocorre declinio acelerado da fun¢do pulmonar e insuficiéncia respiratoria
invalidante com escassa resposta a terapéutica de substituicdo. Por isso, estes doentes
sdo frequentemente candidatos a transplante pulmonar.

O diagnostico precoce ¢ o factor determinante na melhoria do progndstico, uma
vez que a historia natural deste distirbio genético ¢ afectada de forma marcante por
factores ambientais, potencialmente modificaveis. A identificacdo atempada representa
uma excelente oportunidade para exercer com sucesso o aconselhamento preventivo,
nomeadamente, quanto a evic¢do do tabagismo activo, restricdo ao tabagismo passivo e

reducdo da exposi¢do ocupacional ou o aconselhamento genético.
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CAPITULO I1l. CONTEXTUALIZACAO TEORICA DO TEMA

3.1. ASPECTOS GENETICOS

3.1.1. Estrutura do gene e da proteina AAT

A alfa-1 antitripsina (AAT) ¢ uma glicoproteina de cadeia Unica, de baixo peso
molecular (52-kDa) composta por 394 aminoécidos e trés cadeias carbohidratadas
laterais ligadas a residuos de asparagina (Brantly et al., 1988). A figura III-1 mostra a
estrutura da proteina AAT, que se baseia em 3 folhas B e num dominio mdvel reactivo.
O sitio activo (P1) é uma ligagdo péptica simples, metionina-serina (Met*>*-Ser’>"), da

sequéncia da proteina, que permite a ligacdo a protease alvo (Schroeder et al., 1985).

residue
Met 358

i — o Reactive

Site of Z
mutation
o ~)Glu342Lys

B-Sheet A

Figura I11-1. Estrutura terciaria da proteina alfa-1 antitripsina (Retirado de Wood & Stockley, 2007).

O locus do inibidor de proteases (Pi) estd localizado no brago longo do
cromossoma 14q32.1. O gene consiste num par de alelos (um de cada progenitor) com
uma extensao de 12.2 Kb e esta organizado em 6 intrdes, 3 exdes nao codificantes (IA,

IB, IC) na regido 5" e 4 exdes codificantes (II, III, IV e V) (Cox et al., 1982) (figura III-
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2). O gene foi totalmente sequenciado e clonado (Lai et al., 1983), e mostra um padrio
autossomico co-dominante de transmissao genética (Brantly et al., 1988).

O figado ¢ o principal local de producdo de Pi, mas também hé niveis baixos de
producdo de tipos celulares extra-hepaticos, incluindo neutréfilos, mondcitos
sanguineos ¢ macrofagos tecidulares (Permutter et al., 1985; Crystal, 1989; du Bois et
al., 1991). Nos hepatocitos, a transcri¢do inicia-se no exao IC, enquanto os fagocitos
mononucleares utilizam locais de iniciagdo de transcrigdo nos exdes IA e IB, originando
grande variedade de formas alternativas de mRNA. A regido codificadora do sitio activo

¢ 0 exdo V (Brantly et al., 1988).

e —m— o=

Non-coding exons
1A, 1B and IC Coding exons I1=V

Figura I11-2. Representagdo esquematica do gene codificador da proteina alfa-1 antitripsina (Retirado de
Wood & Stockley, 2007).

3.1.2. Gendtipos e fendtipos de Pi

A presenca de mutagdes pontuais pode conduzir a alteragdes conformacionais da
proteina AAT, o que condiciona a existéncia de variantes genéticas, que estdo na base
da gera¢do das formas mais comuns da deficiéncia de AAT. Assim, o locus Pi é
altamente polimorfico com mais de 200 variantes alélicas descritas que podem ser, na
sua maior parte, discriminadas por técnicas de focagem isoeléctrica. Nem todas as
variantes estdo associadas a doenga (Brantly et al.,, 1988). Tradicionalmente, os
diferentes alelos da proteina AAT eram classificados, com base na sua velocidade de

migracao num gel de electroforese, através de um sistema codificador por letras. O alelo
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normal da AAT migra no meio (M) e as variantes sdo designadas de A-L, se migram
mais rapidamente que M e de N-Z se migram mais lentamente. Portanto, o alelo M
resulta numa proteina com taxa média de migragdo; o alelo Z apresenta a mais lenta
taxa de migracao (Fagerhol & Laurell, 1970). Tais diferengas na migracdo dos varios
alelos de AAT decorrem de variagdes na carga proteica por alteragdo da sua composi¢ao
em aminoacidos (Fagerhol & Laurell, 1967). A medida que novas variantes vdo sendo
descobertas, a classificagdo passa a basear-se na determinagao do seu ponto isoeléctrico
(IEF) numa fina camada de gel de policrilamida num gradiente de pH entre 4 (catodo) e
5 (4nodo) (Brantly, 1996). Neste caso, aquelas que migram em direc¢cdo ao anodo sdo
designadas com as letras iniciais do alfabeto, enquanto aquelas que migram em direc¢ao
ao catodo sao denominadas com as ultimas letras do alfabeto. O alelo normal, presente
em 90% dos individuos normais, ¢ denominado de PiM. O gendtipo MM indica
individuos que sao homozigoticos para o alelo normal M e, a forma heterozigotica e
homozigotica para o gene Z ¢, respectivamente, MZ e ZZ (Brantly et al., 1988).

A analise do DNA responsavel pela sintese de Pi permitiu identificar as
diferencas na sequéncia de aminoacidos responsaveis pela variacdo genética observada
nos seus principais produtos génicos. Assim, foi possivel identificar dois subtipos
comuns de M1 (M1Ala213 e M1Val213) — que apenas podem ser distinguidos por
analise de DNA — e demonstrar que os alelos comuns da AAT resultam de variagdes nos

aminoacidos nas posigdes 101, 213, 264, 342 ¢ 376 (tabela I1I-1) (Nukima et al., 1996).

Tabela 111-1. Composigédo de aminoéacidos de cada um dos alelos da alfa-1 antitripsina em cada uma das
posicodes variaveis (Adaptado de Nukima et al., 1996).

Produto Residuo na Residuo na Residuo na Residuo na Residuo na
, . posicao 101 posigio 213 posicio 264 posigio 342 posicdo 376
senico (exiio II) (exdo ITI) (exdo ITI) (exiio V) (exio V)
M1 Ala 213 Arg Ala Glu Glu Glu
M1 Val 213 Arg Val Glu Glu Glu
M2 His Val Glu Glu Asp
M3 Arg Val Glu Glu Asp
S Arg Val Val Glu Glu
Z Arg Ala Glu Lys Glu
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As variantes alélicas podem também ser classificadas em quatro categorias com
base no nivel sérico e fungdo da AAT (American Thoracic Society/European
Respiratory Society Statement- ATS/ERS, 2003):

Normal: alelo M (M1—M4), o mais comum, sendo caracterizado por niveis séricos
normais de AAT (superiores a 20 umol/L); ndo se associa a qualquer risco de doenga
pulmonar ou hepatica,;

Deficiente: tipicamente os alelos deficitarios conduzem a concentragdes séricas de AAT
inferiores a 20 pmol/L e, em alguns casos (ex.: variante Z), a actividade funcional
diminuida da AAT. Esta categoria inclui as variantes deficitarias mais frequentes, S e Z,
e um numero de variantes menos frequentes incluindo, as variantes M-like (Mpaiton,
Mprocida, €tc) (Brantly, 1996).

Nula: sdo variantes raras associadas com AAT circulante ndo detectavel na circulagio,
por erros de transcrigdo que interrompem a sua sintese; associada a risco acrescido de
doencga pulmonar (Stoller & Aboussouan, 2005).

Disfuncional: conduzem a fungdo anormal da proteina AAT, isto é, com reduzida
ligacdo a elastase neutrofilica (como na variante F) ou, como na variante Pittsburg, em
que a anormalidade estrutural causa uma altera¢do na sua fun¢do, actuando ndo como
uma proteina antielastolitica, mas como um inibidor da trombina provocando diatese

hemorragica (Owen et al., 1983).

3.1.2. Origem e evolucéo do gene AAT

O gene de AAT ¢ um gene ancestral com interesse particular do ponto de vista
antropolégico. Os alelos M sdo mais antigos, estimando-se que os alelos M1 (Val*") e
M1 (Ala*"”) sejam os mais ancestrais. O conhecimento da composigdo molecular dos

diferentes alelos permitiu estabelecer uma sequéncia filogenética em que M1Ala213 ¢
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considerado o alelo mais antigo por apresentar maior homologia com as sequéncias

ortdlogas de Primatas ndo humanos (figura III-3) (Brantly et al., 1988; Nukima et al.,

1996).

T I 0 v EXAO
|M-1A|02'3]| MC  TCC  CGT GCG GAA GAG  CODAO

Phcs}' se #31 Arg om .....AICZ'TJ - ....Glu?d.t. ...GIJ'JH? AM I NOACIDO

— 7 Il I Il Il 1l v v
TmC  TCC  CGT GOG  GAA  AAG  GAA
- Phes? - Serst o Arg 10T A B 1Y Gly28E oy 142 Gy

I Il I n Il v v
me TCC CGT GTG GAA GAG  GAA
g SL e Grsd gy |11 G 264 Gy M2 - Gy e

) qu 13)

5 I I I 1l n v v
e TCC CGT GIG GIA GAG  GAA
- PheST oS3 g 19T fla?1F 284 s GlyI42 e Gl 76 o

5 Il ] Il 1l Il W W
Ema e e CGT  GIG GAA GAG GAA
1. ...vnl:ll:l... G|u7“'" GluM:‘. .Glui.-'ﬁ...

M,
I Il I 1] ] v v I I I 1l I v v
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..... Phes? - Serst-——Arg 101Vl 219 — Gly284 - Glut42-A g7 - e Phe S SarSt o Hig O |21 e By 24 ] 5L G| T
I I I Il Il v v
TmC  TCC  CAT  GIG GAA GAG GAC
— Ph33? ....sel,i! S— EI::'.. ..Vul?l'] ....Glu?hd .Gluﬂd?.. ."\‘il_'l.h.b
M Il Il I il Il v v
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Figura I11-3. Filogenia dos alelos da alfa-1 antitripsina (Adaptado de Luisetti & Seersholm, 2004)

Estima-se que o alelo PiZ provavelmente tenha tido origem na Europa do Norte
(mais precisamente na Escandinavia) (Cox et al., 1985). Os dados disponiveis sugerem
que este surgiu ha cerca de 107-135 geracdes atras e pode ter-se propagado durante o
periodo Neolitico. O alelo PiS ¢ mais antigo, tendo ocorrido ha 279-470 geragdes; a
frequéncia elevada observada na Peninsula Ibérica sugere que pode ter tido origem nesta

regido e, mais precisamente na populacdo portuguesa (Seixas et al., 2001).
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3.1.3. Relacgéo entre a concentracdo sérica de AAT e o risco de desenvolvimento de
doenca

As mutagdes que caracterizam os diferentes alelos de Pi podem causar alteragdes
significativas na concentracao sérica da proteina. Os alelos M mais comuns estdo
associados a valores considerados normais. Os produtos génicos S e Z tém niveis
circulantes que correspondem, respectivamente, a 60% e 15% daqueles valores e,
originam constelacdes genotipicas em que se verifica a deficiéncia profunda da proteina,
a que correspondem aumentos do risco de ocorréncia de determinadas condigdes
patologicas (Cox, 1995). A diminui¢do da concentracdo plasmatica esta sobretudo
associada a substituicdes de aminodcidos que alteram a estabilidade conformacional da
proteina e causam a sua reten¢do intra-hepatica, ou o aumento da sua susceptibilidade a
processos de degradagdo intra e extracelulares (Crystal, 1990). No caso da variante Z, o
que se verifica ¢ mais um problema de secre¢dao, ao contrario de um problema de
sintese, como € o caso da variante S. A mutacao, neste caso, resulta da substituicao do
residuo de lisina (Lys) pelo residuo de glutamato (Glu) na posicao 342, localizada na
base do centro activo (Tabela III-1). A subsequente alteracdo conformacional da
molécula, induz a polimerizacdo da proteina e leva a acumulagdo no reticulo
endoplasmatico dos hepatocitos de cerca de 80-90% da proteina produzida, entrando
apenas o restante (10-20%) directamente na circulag@o (Lomas et al., 1992). No caso da
variante S ocorre substituicao do residuo valina (Val) pelo residuo de glutamato (Glu)
na posicdo 264 (tabela III-1). Esta mutacdo também aumenta a instabilidade
conformacional e a susceptibilidade a polimerizagdo. Contudo, a retengdo intracelular
associada é muito mais moderada, ficando retida cerca de 40-50% da molécula formada
e ndo levando a formagdo de granulos visiveis (Elliot et al., 1996; Mahadeva et al.,

1999). O processo de polimerizagdo ¢ igualmente responsavel pelas formas PiMpaion
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(delecgdo “*Fenilalanina) (Matsunaga et al., 1990) e Siiyama (Serina53Fenilalanina) do
défice de AAT (Seyama et al., 1991).
Na tabela III-2 estdo representados alguns dos polimorfismos anteriormente

referidos.

Tabela I11-2. Variantes seleccionadas do locus Pi e respectivas caracteristicas, incluindo tipo de mutagéo,
alteragdo celular e doenga associada. (Adaptado de DeMeo & Silverman, 2004)

Alelo Pi Tipo de mutagdo Alteracgdo celular Doenca associada
Alelos Normais
M (varios subtipos) Substitui¢ao (1bp) Nenhum Normal
X christchurch Substitui¢ao (1bp) Nenhum Normal
Alelos Deficientes
S Substitui¢ao (1bp) Degradagao IC Pulmao
z* Substitui¢do (1bp) Acumulagdo IC Pulmaéo, Figado
M alton Delecg@o (3bp) Acumulagdo IC Pulmaéo, Figado
Siiyama Substitui¢do (1bp) Acumulagdo IC Pulmao
Micerien Substitui¢do (1bp) Degradagédo IC Pulmio
Mrocida Substitui¢do (1bp) Degradagido IC Pulmao
Mnineral springs* Substitui¢do (1bp) Degradagido IC Pulmao
Alelos nulos
QOganite falls Deleccao (1bp) Codao stop; sem ,RNA Pulmao
QO\ydwigshafen Substitui¢ao (1bp) Sem proteina Pulmao, Figado
QOhongkong Delecc¢ao (2bp) Truncada; IC acumulagao Pulmaéo
QOisola di procida Delecgdo (17Kbp) Delecgao de regides Pulméo

codificantes; sem ,RNA
Alelos disfuncionais

Pittsburgh Substituig¢do (1bp) Actividade anti-trombina 3 Diatese hemorragica
Mnineral springs* Substitui¢do (1bp) Inibigdo defeituosa da NE Pulmao
z* Substitui¢do (1bp) Inibicdo defeituosa da NE Pulmio, Figado

bp= par(es) de base(s); IC= intracelular; NE= elastase neutrofilica; ,RNA= RNA mensageiro;

Muitas das variantes alélicas nulas sdo classificadas como QO em vez de Pi. Os
alelos nulos resultam de um conjunto mais variado de mutagdes que incluem a
substitui¢do de aminoacidos, a deleccdo parcial ou total do gene, ou a formacao de
coddes de finalizagdo prematuros, com sintese de proteinas truncadas ou degradacao de
mRNA (Lee & Brantly, 2000). Por exemplo, a delec¢do de uma simples base no coddo
correspondente ao aminodcido triptofano (Trip) resulta na formacdo de um codao stop,

denominando-se o fenodtipo resultante de QOgranite fanis (Nukima et al., 1987). A deleccao
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de 2 pares de bases no exdo IV caracteriza a variante QOhpng kong, que igualmente
apresenta um codao stop prematuramente, resultando numa proteina truncada (Sifers et
al., 1988). Esta molécula fica igualmente retida no reticulo endoplasmatico do
hepatocito, o que conduz a auséncia da proteina a nivel sérico. Foram ainda descritos
mais trés alelos nulos, que simultaneamente resultam na formagao de coddes stop, por
substitui¢do, deleccdo ou adigdo de base(s) nas regides codificantes (Garver et al.,
1986). Uma deleccao significativa, compreendendo 17 pares de bases, incluindo os
exoes II-IV ocorre na variante QOjsola di procida, causando auséncia do ,RNA detectavel
ou producao da proteina AAT (Takahashi & Crystal, 1990).

A combinagdo dos trés principais alelos PiM, PiZ e PiS originam seis classes
genotipicas principais — PIMM, PiMS, PiSS, PiIMZ, PiSZ e PiZZ — que se associam a
diferentes expressoes fenotipicas e, para algumas classes genotipicas, a diferentes
padrdes de doenca (DeMeo & Silverman, 2004).

Os alelos deficitarios mais frequentemente implicados na etiopatogénese da
doenga, sao os PiZ — a variante do défice de AAT classica- e PiS, em particular quando
em homozigotia, mas também em heterozigotia composta com o alelo Z. A
manifestagdo clinica mais frequente ¢ o enfisema pulmonar precoce, resultante da
destruicao das paredes dos alvéolos dos pulmdes causada pela perda de protec¢ao da
elastina face a ac¢do proteolitica da elastase neutrofilica. A homozigotia para o alelo Z
representa cerca de 95% das formas mais graves da deficiéncia de Pi e ¢ o principal
genotipo associado a este tipo de enfisema, conduzindo a um aumento de cerca de 20
vezes o risco de doenga relativamente aos individuos MM. Nos casos em que envolvem
alelos nulos ocorre uma antecipagdo significativa da idade de aparecimento dos
primeiros sintomas de enfisema (Gadek & Crystal, 1983; Cox, 1995; Eriksson, 1986).

Observa-se que individuos com o fendtipo SZ, cujas concentragdes estdo abaixo de
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1 1umol/L, apresentam risco aumentado de enfisema (Turino et al., 1996), Mas aqueles
individuos em que o valor AAT ¢ superior a 11umol/L, ndo parecem estar sob risco de
desenvolvimento de enfisema. Assim, surge o denominado “nivel minimo de
proteccao”. Portanto, um nivel sérico de AAT de 11 uM foi estipulado como o nivel
minimo indispensavel para uma protec¢do pulmonar adequada (ATS/ERS, 2003).
Portanto, todas as outras combinagdes alélicas que conduzam a niveis séricos inferiores
a 11pM (cerca de 30% da concentragdo normal) comprometem a barreira
antiproteolitica e aumentam o risco de patologia pulmonar, independente dos
mecanismos moleculares envolvidos na deficiéncia (Crystal, 1990). Na prética, o risco
de expressao clinica da doenga esta principalmente restrito ao gendtipo PiZZ (96%). Os
restantes 4% de individuos em risco apresentam variantes deficitarias raras (referidas
como M-like ou S-like) ou gendtipos nulos muito raros (PiZ(nulo)) (McElvaney et al.,
1997; ATS/ERS, 2003).

As causas da deficiéncia da proteina AAT nos individuos PiZ estdo ja
esclarecidas. O gene PiZ ¢ normalmente transcrito ¢ 0 mRNA resultante ¢ normalmente
traduzido. Contudo, a mutagao conduz a uma alteracdo conformacional da proteina
recém sintetizada que sofre um atraso no normal pregueamento que ocorre no reticulo
endoplasmatico, permitindo a agregacdo de muitas moléculas e, a sua deposi¢ao
anormal nos hepatocitos (Perlmutter, 2000). E esta acumulagdo andémala, que pode
induzir reac¢des inflamatorias e, que resulta no défice de AAT nos tecidos periféricos.
A variante Z na forma homozigotica esta associada com o nivel plasmatico de 10-20%
do normal (WHO, 1997). A capacidade da proteina AAT Z como inibidor da elastase
encontra-se reduzida a 50-80% (Perlmutter, 2000).

A variante alélica S ¢ clinicamente menos importante. Em individuos

homozigoéticos, a variante S apresenta niveis plasmaticos de cerca de 50-60% do
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normal, ndo estando associada a doenga clinicamente significativa (WHO, 1997). A
variante S inibe normalmente a elastase dos neutrofilos; nao se associa com acumulagao
intracelular da proteina, que seja clinicamente relevante, mas com aumento da
proteodlise intracelular da mesma (Brantly et al., 1998). A sua importancia clinica limita-
se aos casos de heterozigotia com a variante Z ou com uma variante nula, nos quais os
niveis séricos de proteina sao suficientemente baixos para colocar o individuo em risco
de lesdo proteolitica. Além disso, em caso de heterozigotia com a variante Z ha
formacgdo de heteropolimeros que podem induzir doenga hepatica severa. Concluindo,
os genotipos de AAT que conferem um maior risco para o desenvolvimento de enfisema
pulmonar sdo aqueles em que os alelos deficientes ou nulos estdo combinados em
formas homozigoéticas ou heterozigdticas (DeMeo & Silverman, 2004).

A segunda consequéncia clinica mais frequente da deficiéncia de AAT ¢
constituida por formas de doenca hepatica, geralmente associadas ao genotipo PiZZ,
que podem manifestar-se na infancia ou em adultos de idade mais avancada (Crystal,
1990; Cox, 1995; Massi, 1996). A evidéncia disponivel sugere que a patologia hepatica
resulta dos efeitos toxicos da acumulacao de AAT nos hepatocitos, e ndo do défice da
proteina em circulacao (Cox, 1995). As variantes nulas, ndo estdo associadas a doenca
hepatica, uma vez que a proteina AAT ndo ¢ produzida e, consequentemente, ndo se
forma qualquer inclusao hepatica (ATS/ERS, 2003).

A tabela III-3 mostra a relacdo entre as concentragdes de AAT e os gendtipos.
Os valores normais de AAT no sangue rondam 20-53 uM/I.

Como ¢ possivel observar na tabela III-3, genotipos anormais de AAT estdo
associados a concentragdes subnormais de AAT a nivel sérico. As concentragdes de
AAT s3o mais elevadas em individuos com PiMM ou PiMS e, ndo existe qualquer

diferenca entre os niveis de AAT de PIMM, PiMS e PiSS (apenas com risco possivel) e
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aqueles associados a PiSZ e PiZZ. A unica diferenca significativa ¢ entre a concentragao

de AAT e os fenotipos PiSZ e PiZZ (Vidal et al., 2006).

Tabela I11- 3. Caracteristicas dos fendtipos comuns de alfa-1 antitripsina, respectivas concentragdes e
risco de doenga pulmonar e hepatica (Adaptado de Vidal et al., 2006)

Concentragdo sérica de alfa-1 antitripsina

Fendtipos Risco de enfisema Risco de doenga
Valor real (mmol/l) Valor-padrio comercial hepdtica
(ou uM) (md/dl)
MM 20-53 150-350 Sem risco Sem risco
MS 18-52 110-340 Sem risco Sem risco
MZ 17-33 90-210 Risco possivel Risco aumentado
SS 15-33 100-200 Sem risco Sem risco
SZ 8-16 75-120 Risco aumentado (20-50%)  Risco aumentado
zZ 2.5-7 20-45 Alto risco (80-100%) Alto risco
Nulo-nulo 0 0 Alto risco (100%) Sem risco
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3.2. ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Dois aspectos sintetizam as caracteristicas epidemiolodgicas da deficiéncia de
alfa-1 antitripsina (AAT): (1) é um disturbio relativamente comum; e (2) ¢
frequentemente subdiagnosticado na pratica clinica (Stoller & Aboussouan, 2005).

Na Europa e nos Estados Unidos da América (EUA) a deficiéncia de AAT
encontra-se entre uma das doengas fatais hereditarias mais comuns entre os caucasianos.
Dois métodos tém sido usados para estimar a frequéncia da deficiéncia de AAT: estudos
efectuados na populacéo geral e rastreios dirigidos a grupos especificos em que o risco
de défice é superior a média (case finding) (WHO, 1997).

Os rastreios dirigidos a grupos especificos t€ém sido a estratégia geralmente
adoptada em estudos de identificagcdo de casos de deficiéncia que pretendem minorar as
situacdes correntes de subdiagnostico e avaliar o impacto da doengca (WHO, 1997).
Estes estudos envolvem, geralmente, populagdes de individuos adultos com afec¢des
respiratérias como a doenga pulmonar obstrutiva cronica e/ou asma e podem ser
alargados aos seus familiares. Os casos de deficiéncia assim identificados tém
constituido a base de registos de varios paises, com o intuito de caracterizar a historia
natural da doenca e centralizar os cuidados de satide diferenciados a prestar aos doentes.
Assim, a frequéncia da deficiéncia de AAT nos Estados Unidos da América pode ser
acedida directamente na National Health Information Survey, que estimou que cerca de
3.1 milhdes de individuos americanos apresentam enfisema. Lieberman et al., (1986)
avaliaram uma amostra de 965 pacientes com doenga pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC) em que foi feita a pesquisa de défice de AAT; o estudo revelou que 1.9-2.1%
daqueles pacientes apresentavam a doenca devido ao défice severo de AAT. Aplicando
esta prevaléncia estimada ao nimero estimado de americanos com enfisema, prevé-se

que 59.000 individuos apresentem DPOC sintomatica devido a défice severo de AAT.
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DeSerres et al. (2003b), com base em estudos genéticos epidemiologicos, concluiram
que a mutacao que mais frequentemente causa défice severo de AAT origina o alelo Z.
Esse estudo estimou a frequéncia média do alelo Z numa dada populagao; este valor foi
depois extrapolado ao total da populacao em risco. No caso dos EUA, estimou-se que
59.047 individuos apresentem o fendtipo ZZ. Um outro artigo de DeSerres (2002), uma
revisdo de 373 coortes com défice de AAT em 58 paises, estimou que existem 3-4
milhdes de individuos em todo o mundo com os fenotipos ZZ, SZ ou SS.

Os estudos efectuados na populagdo geral permitem estimar a prevaléncia e
distribuicao geografica dos alelos que provocam a deficiéncia e podem ser realizados
em amostras com um numero limitado de individuos, ou envolver programas mais
vastos de rastreio neonatal (WHO, 1997). Nestes programas, o principal objectivo ¢ a
identificacdo precoce de casos de deficiéncia que possam usufruir de estratégias
adequadas de prevencdo, incluindo a evic¢do tabagica e, possam ser seguidos
longitudinalmente com o fim de esclarecer aspectos da histéria natural do défice.
Apesar das suas vantagens, a relacao custo-beneficio dos programas de rastreio neonatal
e as suas implicagdes éticas t€ém vindo a pdr em causa a utilidade e pertinéncia deste
tipo de iniciativas (WHO, 1997). Varios estudos foram levados a cabo (Sveger, 1976;
O’Brien et al., 1978; Silverman et al., 1989); sendo que os dois maiores rastrearam
200.000 recém-nascidos na Suécia (Sveger, 1976) e 107.038 recém-nascidos em Oregon
(EUA) (O’Brien et al., 1978). No estudo sueco, o numero de bebés com a variante Z foi
de 122 ou 1 em 1639. No estudo de Oregon, a frequéncia do fendtipo ZZ foi 3 vezes
mais baixa que aquele valor, cerca de 1 em 5097. Combinando os estudos anteriormente
referidos, Stoller & Aboussouan (2005) encontraram uma frequéncia estimada de 1 em
4455 individuos e, aplicando esta estimativa para a populagdo de 294.716000 (US

Census Bureau 2002) nos EUA, calcularam que o nimero de individuos com o fen6tipo
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77 nos EUA, dos quais se pode esperar o desenvolvimento de enfisema, ¢ de 66.000.
Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (WHO), nos Estados Unidos da América
cerca de 80.000 a 100.000 individuos apresentam o défice de AAT. Isto corresponde a
uma prevaléncia de 1 em cada 3000 individuos (0.03%), tornando o défice de AAT tdo
prevalente quanto a fibrose quistica (Miravitlles, 2000).

A observacao de uma prevaléncia tao elevada coloca de imediato a seguinte
davida: por que razdo tdo poucos individuos sdo identificados com esta entidade
clinica? Um aspecto indicativo deste ndo reconhecimento ¢, que menos de 10.000
individuos nos EUA com défice severo de AAT se encontram a receber tratamento
especifico para a referida doenga (Stoller & Aboussouan, 2005). Parece que o défice ¢
muitas vezes sub-diagnosticado ou ndo ¢ associado com doenga clinica, ja que com base
em estudos realizados em varios paises, persiste uma esmagadoria maioria de
individuos ZZ sem identificagdo (95%) (tabela I11-4). (Stoller et al., 1995; WHO, 1997).
De facto, a British Thoracic Association efectuou uma analise de todas as amostras
sanguineas contendo o alelo Z, em dois laboratorios de Inglaterra, mostrando que
apenas 4.5% dos individuos britanicos com o alelo Z foram detectados até 1980 (Tobin
et al., 1983). Estimativas mais recentes de oito paises a nivel mundial (Canada, Italia,
Alemanha, Nova Zelandia, Australia, Espanha, Suécia ¢ Reino Unido) sugerem que
apenas 0.41% e 0.35% dos individuos, respectivamente, com os fendtipos ZZ e SZ sao
reconhecidos (Luisetti & Seersholm, 2004).

Tendo em conta as estimativas previamente apresentadas, ¢ bem patente que esta
condi¢do ¢ insuficientemente reconhecida. A comunidade cientifica internacional, em
resposta a uma recomendacdo em 1996 da OMS sobre o défice de AAT, estabeleceu um
registo internacional (Alpha-1 Foundation) (AIR) de individuos com a referida

condicdo, que agrega os registos nacionais de diferentes paises (Luisetti, 2000). Apesar
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dos esforcos que tém sido feitos para identificar individuos com défice de AAT, ¢ bem

notério que apenas uma minoria de casos € confirmada (tabela I11-4).

Tabela I11-4. Relagdo entre o niimero de casos esperados e diagnosticados com défice de AAT (PiZZ e
PiSZ). Os casos esperados baseam-se em: Serres et al., 2002 e Martin et al., 1976; os casos
diagnosticados sdo do Registo Internacional Alfa-1 (AIR) (Adaptado de Luisetti & Seersholm, 2004).

, . e Numero de individuos
Numero de individuos

Paises esperados com défice de AAT diagnosticados com défice de

AAT
Canada 42372 144
Italia 46068 100
Alemanha 9790 136
Nova Zelandia/Australia 33707 93
Espanha 86899 90
Suécia 6717 181
Reino Unido 79456 324
Total 305009 1068

Portugal ainda ndo apresenta qualquer registo nacional de pacientes com défice
de AAT. Assim, a persisténcia de uma esmagadora maioria de individuos ZZ por
identificar, implica a ocorréncia de uma situacao epidemioldgica indefinida, em que ¢
dificil saber quais as situagdes em que nao ha qualquer manifestagao clinica e quais as
situagdes que, envolvendo um maior ou menor grau de patologia, continuam por
diagnosticar.

Como resultado do sub-diagnéstico, individuos com o referido défice
experimentam longos periodos de tempo entre o surgimento do primeiro sintoma € o
diagnostico inicial, muitas das vezes com efeitos adversos psicologicos. Por exemplo,
num estudo efectuado com 304 individuos com défice severo de AAT (fendtipo ZZ),
Stoller et al. (1994), encontraram os seguintes achados:

1. intervalo médio de 7.2 anos entre o sintoma inaugural e o diagnoéstico inicial
de défice de AAT.

2. 43% dos pacientes reportaram terem sido vistos por pelo menos trés clinicos

antes do défice ser diagnosticado.
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3. 12% dos pacientes foram avaliados por seis a dez clinicos antes do
diagnostico ser feito.

Um estudo mais recente veio confirmar estes achados, ndo mostrando qualquer
redu¢do no tempo decorrido entre o aparecimento dos primeiros sintomas € o

estabelecimento do diagnéstico (Campos et al., 2005).

3.2.1. Distribuicdo Genética do défice de AAT

Viarios trabalhos relativamente recentes analisaram os dados disponiveis sobre a
distribui¢do geografica do défice de AAT (Hutchison, 1998; deSerres et al., 2002;
deSerres et al., 2003a; Blanco et al., 2006). Dada a ampla aceitagdo de que esta entidade
terd tido origem em populagdes europeias, foi logico para Hutchinson dirigir o seu
trabalho para a distribuicdo do referido transtorno na Europa. No entanto, a luz dos
conhecimentos actuais em termos genéticos, deSerres et al. (2002) ampliou
recentemente a analise prévia a um grande numero de estudos realizados mundialmente,
analisando adicionalmente as diferengas raciais/€tnicas na prevaléncia do défice de
AAT.

Os alelos PiM1, PiM2, PiM3, PiS e PiZ sdao os mais comuns e atingem
frequéncias polimérficas em varias populagdes humanas (Brantly, 1996). As variantes
deficitarias mais comuns sdo a variante Z e a variante S, com uma frequéncia genética
de 0.02-0.03 ¢ de 0.01-0.02, respectivamente (deSerres et al., 2002). A prevaléncia mais
elevada da variante Z foi registada nos paises do norte e oeste europeus, nomeadamente,
a nivel do sul da Escandindvia, Dinamarca, Holanda, Inglaterra e nordeste da Franca
(deSerres et al., 2002). A prevaléncia diminui gradualmente nos paises europeus na

direc¢do norte-sul (Hutchison, 1998). A variante Z é igualmente comum na América do
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Norte, Australia e Nova Zelandia. E extremamente rara nos Asiaticos e na populagio
descendente de individuos de raga negra originarios de Africa.

A prevaléncia mais elevada de PiS verifica-se no sul da Europa (frequéncia
genética média 0.0564) (deSerres et al., 2002), com o valor maximo a nivel da
Peninsula Ibérica (Espanha, Portugal) (Carracedo & Concheiro, 1983; Martin et al.,
1976). A distribuicdo geografica da frequéncia genética de ambas as variantes PiZ e PiS
a nivel da Europa encontra-se esquematizada na figura III-4. A distribuicdo de PiS
difere marcadamente da relativa a PiZ ¢ é mais homogénea (Blanco et al., 2001). Tal
como o observado com o alelo Z, existe um gradiente em termos de prevaléncia,
diminuindo gradualmente na direc¢do sul-norte da Europa. O alelo S ¢ raro ou mesmo

inexistente em Asiaticos e individuos de raga negra.

O =002
B 0.02-D.0D4
L H =002

Figura I11-4. Frequéncias genéticas na Europa das variantes PiS (A) e PiZ (B) (Retirado de Luisetti &
Seersholm, 2004).

No caso particular da Peninsula Ibérica a variante S ¢ a predominante
(Hutchison, 1998). Segundo dados de uma metanalise recente, a frequéncia estimada
dos alelos S e Z em Espanha é de 104 em 1000 individuos para PiS e 17 em 1000
individuos para PiZ. A estimativa da prevaléncia em Espanha de fendtipos
heterozigéticos ¢ de 1 em cada 4.4. individuos (Blanco et al., 2004). A estimativa para a
prevaléncia do gene em Portugal responsavel pelo défice de AAT para as cinco
principais classes fenotipicas de alelos deficientes PiS e PiZ (PiMS, PiMZ, PiSS, PiSZ e

PizZ) é de 1 em 3.8 individuos (deSerres et al., 2003a). DeSerres et al. (2002)
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calcularam que a frequéncia do alelo PiS ¢ de 86/100 e a do alelo PiZ de 12.9/100, o que
se traduz numa prevaléncia estimada de cerca de 2.2 milhdes de individuos com o
fendtipo PiIMS, 232.000 com o fendtipo PiMZ, 167.000 com o fendtipo PiSS, 35.000
com o fen6tipo PiSZ e 1000 com o fendtipo PiZZ numa populagdo de 10 milhdes de
habitantes.

A frequéncia dos alelos nulos ¢ cerca de 1 em 6 000 (0.017%). Ao contrario dos
alelos Z e S, os alelos nulos ocorrem em todos os grupos étnicos (WHO, 1997). Sabe-se
pouco sobre a epidemiologia das variantes deficitarias raras, considerando-se que nao
excedem cerca de 2-4 % de todas as variantes existentes (Zorzetto et al., 2002). No
entanto, a prevaléncia destas variantes pode ser maior do que se cré. De facto, estas
variantes raras podem confundir-se com a variante PiZ e, portanto, serem
diagnosticadas incorrectamente. Os dados preliminares do registo italiano para a
deficiéncia de AAT indicam que as variantes raras podem atingir valores de 22 % do
total das variantes (Luisetti, 2002). A nomenclatura de algumas destas variantes reflecte
a sua provavel origem italiana (Mprocida, Mpalermo, QOisola di procidas QOrastevere) (Brantly,
1996). Olhando com cautela para estes dados € possivel observar que naqueles paises
em que a frequéncia do gene PiZ ¢ mais baixa, aparentemente sao mais frequentes as
variantes raras (Luisetti & Seersholm, 2004). Os dados disponiveis da ilha da Sardenha
parecem apoiar esta hipotese (Sergi et al., 1994). Este facto particular pode ser objecto
de estudo em investigacdes posteriores, de forma a disponibilizar ¢ aumentar o
conhecimento no que se refere aos fenotipos clinicos associados com as variantes raras
do défice de AAT (Luisetti & Seersholm, 2004).

DeSerres et al. (2002) afirmam que pode existir um total populacional de 4.4.
bilides de individuos com défice de AAT nos 58 paises estudados, com pelo menos 16

milhdes de portadores (PIMS e PiMZ) e 3.4 milhdes com combinagdes alélicas
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deficientes (PiSS, PiSZ e PiZZ). Com base nos dados da frequéncia dos alelos
deficitarios e da prevaléncia de PiZ e PiS em todo o mundo, pode-se concluir que a
deficiéncia de AAT nao ¢ uma doenga rara, mas ¢ uma doenga que tem sido raramente

diagnosticada.

3.2.2. Analise da importancia dos dados epidemioldgicos

Analisando os dados epidemiologicos disponiveis relativos a incidéncia mundial
da deficiéncia de AAT, estes sugerem que a deficiéncia de AAT pode ser uma das
doengas hereditdrias mais comuns que aumentam a susceptibilidade de individuos
deficitarios a doenga pulmonar e hepatica. Os estudos epidemiologicos disponiveis
podem fornecer informagdo precisa sobre a magnitude da deficiéncia de AAT numa
determinada aérea; factor critico para o desenvolvimento de programas de rastreio para
a deteccdo, diagnodstico e tratamento daqueles individuos com défice de AAT e/ou
familias em risco. Além disso, mostram que o défice de AAT se encontra em varias
populagdes de raga negra em Africa; arabes e judeus do Médio Oriente, Asiaticos do
Centro e Sul; assim como individuos de raca branca na Europa do Norte e seus
descendentes na América do Norte, Australia e Nova Zelandia (deSerres et al., 2003b).
Adicionalmente, indicam que existem marcadas diferengas raciais e étnicas na
frequéncia genética e prevaléncia dos alelos PiZ e PiS em todo o mundo (deSerres et al,
2002). Isto sugere que o défice de AAT nao ¢ uma doenga da raca branca na Europa,
mas que ultrapassou as barreiras raciais e étnicas, afectando individuos de todos os
grupos raciais distribuidos mundialmente. Isto coloca mais um desafio: a correcta
caracterizagdo dos principais critérios implicados no diagnostico da deficiéncia de AAT
ao nivel dos Cuidados de Saude Primdrios e dos Cuidados Hospitalares (Imuno-

alergologistas, Pneumologistas e Hepatologistas).
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As vantagens potenciais de um diagnostico precoce de défice de AAT incluem:
aconselhamento sobre estilos de vida (especialmente cessacdo tabagica), aplicagdao de
medidas preventivas e institui¢do de terapéutica de substituicao especifica em estadios
iniciais da doenca pulmonar (estudos observacionais sugerem que este tipo de
terapéutica parece aumentar a sobrevivéncia e impedir a progressdo para doenga
pulmonar). A detecgdo precoce de casos nao index (pacientes descobertos no decurso de
estudos familiares ou rastreios na populagdo em geral) pode facilitar o aconselhamento
genético e conduzir a deteccdo de novos casos antes do desenvolvimento da doenga
pulmonar.

Relativamente ao sub-diagnostico desta entidade clinica, existem pelo menos
duas razdes para o seu nao reconhecimento. Em primeiro lugar, os fenotipos clinicos
associados com o défice de AAT (enfisema pulmonar, bronquite cronica,
bronquiectasias, asma e, em menor grau, doenga hepdtica cronica) nao lhe sdo
exclusivos (DeMeo & Silverman, 2004). Mesmo a agregagao familiar do fenoétipo, uma
caracteristica tipica dos distirbios hereditarios, ndo ¢ um sinal 1til, na medida em que a
doenga pulmonar obstrutiva cronica tende a agrupar-se em familias (McCloskey et al.,
2001). Em segundo lugar, o gene PiZ ¢ transmitido por penetrancia incompleta, isto ¢, a
relagdo entre o genotipo e o fendtipo clinico ndo € linear. Na pratica, existe evidéncia de
que muitos individuos com deficiéncia severa de AAT ndo apresentam disfungao

pulmonar clinicamente significativa (Luisetti & Seersholm, 2004).
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3.3. FISIOPATOLOGIA MOLECULAR
3.3.1. Funcéo normal de alfa-1 antitripsina

Muitos processos bioldgicos requerem um equilibrio entre as proteases que
iniciam as vias proteoliticas essenciais a vida e os inibidores que limitam a actividade
proteolitica excessiva. A alfa-1 antitripsina (AAT) ¢ o membro protdtipo duma
superfamilia de proteinas, que sdo designadas pelo acronimo SERPIN (SERine Protease
INhibitors ou formalmente Pi) que regulam uma variedade importante de cascatas
fisiopatologicas como, por exemplo, inflamacdo, coagulacdo, fibrinolise, apoptose e
remodelling da matriz extracelular (Salzet et al., 1999; Irving et al., 2000). Esta famila
inclui proteinas tdo diversas, como: alfa-1 antiquimiotripsina (ou alfa-1 antitripsina),
alfa 2-antiplasmina, activador do plasminogénio I, globulina de liga¢do a tiroxina,
globulina de ligagdo ao cortisol, angiotensinogénio, calistatina e inibidor de leucocitos
(Potempa et al., 1994).

A proteina AAT ¢ sintetizada maioritariamente nos hepatocitos (Brantly et al.,
1988), pelo que ¢ uma proteina de fase aguda. Apesar do nome utilizado para a designar
— resultante dos primeiros estudos sobre a sua capacidade inibidora terem sido
realizados com a tripsina — e apesar de poder inibir um amplo espectro de proteases, a
principal funcdo da AAT ¢ a proteccdo do trato respiratorio inferior da accdo
proteolitica da elastase dos neutréfilos (NE). Esta enzima digere a elastina, a membrana
basal e outros componentes da matriz extracelular (Cox, 1995). A proteina AAT ¢
abundante a nivel sérico, circulando normalmente em concentragdes entre 120 a 220
mg/dl (valor médio de 130 mg/dl) (Cox, 1995). A AAT a nivel sérico corresponde a
apenas 40% do total corporal; os restantes 60% estdo localizados no espago extracelular,
junto aos tecidos (Vidal et al., 2006). Sob condigdes normais, o figado secreta 34 mg/dl

de AAT cada 24 horas, mas a sua produ¢do pode aumentar cerca de 2 a 5 vezes no
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decurso de processos inflamatoérios, tumorais, de gravidez ou terapéutica com
estrogénios. A AAT atinge o tecido pulmonar por simples difusdo da circulagdo ou pela
producdo local das células epiteliais ou macrofagos (Lomas & Mahaveda, 2002;
Stecenko & Brigham, 2003). Adicionalmente, a sua actividade anti-protease, a AAT
apresenta importantes propriedades anti-inflamatorias (Stockley et al., 2002). Estes
efeitos nao se relacionam com a inibigdo de proteases, mas incluem o bloqueio dos
efeitos pro-inflamatorios do peptidio neutrofilico humano e a regulagao da expressao de
citocinas pré-inflamatorias (como, por exemplo, factor de necrose tumoral a (TNF-a),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), proteina 1 quimioctatica de monocitos e
interleucina 1p (IL-1pB)) (Brantly, 2002; Aldonyte et al., 2004). Além disso, regula a
adesdo da elastase neutrofilica ao receptor de membrana neutrofilico fosfatidilserina,
um importante pré-requisito para o processo de apoptose. Desta forma, pode
desempenhar um papel muito importante na resolugdo da inflamagao. Adicionalmente
as propriedades referidas anteriormente, a AAT também apresenta 9 radicais de
metionina, tornando-a um potente anti-oxidante. Todos estes factos sugerem que a
provavel funcdo da AAT ¢ regular as reacgdes inflamatorias que ocorrem
continuamente no corpo humano (Brantly et al., 2002; Blanco et al., 2005).

Todos os membros da superfamilia SERPIN apresentam a mesma estrutura
proteica base, particularmente nas regioes méveis da molécula (Carrell & Lomas, 2002).
As mutagdes que afectam estas regides podem simplesmente resultar em perda de
fun¢do, com consequéncias que se reflectem no papel fisiopatologico de cada inibidor.
A nog¢do do mecanismo preciso de actuacdo permite um conhecimento detalhado de
como, alteragdes na sua estrutura, podem modificar a sua fungdo e originar uma

variedade de apresentagdes clinicas. O processo de inibi¢do ¢ iniciado pela ligagdo da
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protease com a serpina; segue-se uma alteragao conformacional na serpina que resulta
na inibi¢ao irreversivel e posterior destrui¢dao da protease (Carrell & Lomas, 2002).

O modelo de actuagdo das proteinas pertencentes a familia SERPIN, em
particular da AAT, encontra-se representado na figura III-5 (Carrell & Lomas, 2002). A
elastase neutrofilica (NE) (protease) liga-se ao centro activo da AAT, cliva-o e liberta-a
do seu estado de alta energia. Isto transloca a NE do polo superior (figura III-5A) para o
polo inferior da AAT (figura III-5B), inactivando-a e, permitindo a AAT adquirir um
estado conformacional estavel. Este processo ¢ simultaneamente suicida, isto ¢&,
assegura a destrui¢ao das duas moléculas, existindo normalmente um excesso de AAT
no pulmio, o que providencia uma defesa adequada contra a NE (Stoller &

Aboussouan, 2004).

A

Figura I11-5. Representagdo do mecanismo de ligagdo da protease a proteina alfa-1 antitripsin (AAT).
Este processo estd associado com a inser¢do do dominio reactivo (a vermelho) como uma ansa extra na
folha B-A (a verde) (Adaptado de Carrell & Lomas, 2002).

A instabilidade conformacional da folha [ das serpinas aumenta a sua

susceptibilidade as mutagdes e a polimerizagdo (Kopito & Ron, 2000). De facto, no
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caso de deficiéncia de AAT com o fenotipo ZZ, a retencao de agregados polimerizados
de AAT nos hepatocitos (processo denominado polimerizagao) pode conduzir a cirrose.
Da mesma forma, a perda do equilibrio protease-antiprotease predispde a enfisema e,
como sera discutido posteriormente, a perda dos efeitos anti-inflamatérios de AAT
provavelmente tem um papel preponderante na patogénese do enfisema (Stoller &

Aboussouan, 2004).

3.3.2. Processo de polimerizacéo

O conhecimento actual do mecanismo molecular ¢ que a proteina AAT normal
na forma activada sofre uma alteragdo conformacional para inibir a protease-alvo -
elastase neutrofilica (NE) (Stoller & Aboussouan, 2004). A mutagdao Z ocorre no residuo
P17 (17 residuos mais proximos em relagdo ao centro activo P1) (figura III-1). A
mutacdo abre folha B-A, permitindo assim a inser¢do do dominio reactivo de uma
segunda molécula, para formar um dimero. Isto pode estender-se até formar polimeros
que ficam retidos no interior do reticulo endoplasmatico do hepatocito, formando
corpos de inclusdo. Isto ¢ suportado pelo facto de AAT Z plasmatico purificado formar
cadeias de polimeros quando incubado sob condi¢des fisiologicas (Lomas et al., 1992).

A via de polimerizagdo da AAT encontra-se esquematizada na figura III-6
(Gooptu et al., 2000). O passo 1 representa a alteragdo conformacional de AAT para
uma forma monomérica de polimero (M*). O passo 2 representa a formagao de dimeros
(D) e polimeros (P) e o passo 3 representa uma via alternativa que leva a formagdo de
um estado conformacional estdvel monomérico latente (L) (Lomas & Parfrey, 2004). As
moléculas de AAT Z ficam retidas no interior do hepatocito agregadas em polimeros e

sdo normalmente degradadas por proteinas do proteossoma.
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Figura I11-6. Efeito da muta¢do Z na conformagio final da molécula de alfa-1 antitripsina (Retirado de
Gooptu et al., 2000)

O processo de polimerizagdo também estd subjacente ao défice plasmatico
moderado das variantes S (Glu264Val) e I (Arg39Cis) de AAT. As mutagdes pontuais
que sdo responsdveis por estas variantes causam, contudo, menor grau de alteragdo
conformacional da molécula que no caso da variante Z. Assim, a taxa de formacao dos
polimeros ¢ muito mais lenta, resultando num menor grau de retencdo da proteina no
interior dos hepatocitos, défice plasmatico ligeiro e auséncia de fenotipo clinico

(Mahadeva et al., 1999).

3.3.3. Mecanismo molecular da doenc¢a pulmonar

A correlagdo entre a doenga pulmonar e os niveis reduzidos de AAT foi descrita
pela primeira vez em 1960 por dois investigadores suecos (Laurell & Ericksson, 1963;
Ericksson, 1964). Na década de 70 foi demonstrado que a elastase neutrofilica humana
introduzida no trato respiratdrio de modelos animais era capaz de induzir enfisema
pulmonar (Senior et al., 1977). Com base neste facto, a hipotese protease-antiprotease
foi formulada. De acordo com esta hipotese, as anti-proteases (como, por exemplo, a

AAT) actuam normalmente para proteger o parénquima pulmonar contra elastases
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libertadas pelas células pro-inflamatorias (maioritariamente neutrofilos) (Stockley,
1999). O pulmao normal sequestra cerca de 80 milhdes de neutréfilos da circulagao
arterial pulmonar a cada segundo e liberta um niimero similar nas veias pulmonares
(Muir et al.,, 1984). Como resultado desta passagem de neutrofilos pelos tecidos
pulmonares, o parénquima pulmonar fica exposto a uma grande quantidade de enzimas
proteoliticas. A protease mais importante ¢ com relacdo no desenvolvimento de
enfisema pulmonar ¢ a elastase neutrofilica (NE), uma glicoproteina encontrada nos
granulos azuro6filos dos neutréfilos. Outras enzimas elastoliticas provenientes de
neutréfilos e macréfagos também foram implicadas na patogénese do enfisema —
metaloproteinases da matriz 9 e 12 (Mahaveda & Shapiro, 2002; Shapiro, 2002).

Vérios estudos demonstraram que a enzima anti-elastase mais prevalente no
trato respiratorio inferior humano ¢ a AAT e, que pacientes com deficiéncia de AAT
apresentam baixas concentragdes desta proteina nesta regido do pulméao (Gadek et al.,
1981). A concentragdo de AAT no intersticio €, portanto, critica para a proteccdo da
integridade pulmonar, e esta ¢ de um modo geral semelhante a do plasma (Stockley,
2000). Estudos fisiologicos prévios sobre a difusdo da albumina (Gorin & Stewart,
1979) demonstraram que o endotélio ¢ relativamente permeavel a proteina, sendo a
concentragdo no intersticio de aproximadamente 80% da concentracdo plasmatica
(figura II1-7). Em contraste, o epitélio constitui uma barreira relativamente impermeavel
ao movimento da molécula. A concentracdo de elastase dentro dos granulos azurofilos
dos neutréfilos ¢ de aproximadamente S50uM, quantidade muito maior que a
concentragdo de AAT no plasma e no intersticio, que ¢ de 30uM e de 24uM. Os niveis
de AAT a nivel pulmonar sdo extremamente reduzidos em individuos com défice da
proteina AAT Z. No fenétipo PiZZ, a concentracdo plasmatica média de AAT ¢ de

SuM, o que resulta teoricamente numa concentragdo intersticial de 4 uM.
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Consequentemente, a quantidade de elastase libertada nos pulmdes excede a quantidade
de AAT presente, resultando numa actividade persistente da elastase com a consequente

destruicao do parénquima pulmonar (Gorin & Stewart, 1979).
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" . . . .
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Intersticio l I
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Figura Il1-7. Previsdo da concentracdo de alfa-1 antitripsina (AAT) de pacientes com diferentes

fendtipos a nivel do intersticio pulmonar (Adaptado de Gorin & Stewart, 1979).

Logo, perante um desequilibrio entre a ac¢do protectora da AAT e a acgdo
proteolitica da NE, as estruturas alveolares permanecem desprotegidas e ficam sujeitas a
uma lesao irreversivel ao longo do tempo, conduzindo ao desenvolvimento de enfisema.
Isto é, mesmo perante apenas um pequeno aumento na ac¢do elastolitica (que pode
ocorrer com o fumo do tabaco ou na presencga de infeccdo pulmonar) ou uma pequena
reducdo na defesa anti-elastase (que pode ocorrer com défice severo de AAT), pode ser
suficiente para favorecer a aceleracdo da lesdo pulmonar (Stoller & Aboussouan, 2005).

Além disso, a polimerizacdo e a retencdo de polimeros no reticulo
endoplasmatico das células hepaticas provocam uma diminui¢do na quantidade de AAT
plasmatico disponivel para proteger o pulmao contra a lesdo elastolitica (Lomas et al.,
1992). A adicionar a este facto, a variante Z da molécula AAT disponivel a nivel
pulmonar ¢ cerca de cinco vezes menos efectiva na inibi¢do da elastase neutrofilica que
a variante normal (M) da AAT (Ogushi et al., 1987; Lomas et al., 1993). A actividade
inibitéria de AAT Z pode ainda ser mais reduzida, uma vez que a AAT ¢ susceptivel a

inactivagdo, pensa-se que por oxidagdo do residuo P1 metionina, por accdo dos radicais
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livres libertados pelos leucocitos ou por oxidagao directa do fumo do tabaco (Gadek et
al., 1979; Janoff et al., 1979). A combina¢do do défice de AAT e o fumo do tabaco
provoca um efeito devastador na fungao pulmonar, provavelmente pelo facto de nao ser
possivel uma resposta opositora consistente a ac¢ao das enzimas proteoliticas. Além
disso, o fumo do tabaco ¢ moderadamente acido e, estudos prévios demonstram que a
polimerizagdo da AAT ¢ acelerada pelo pH baixo (Dafforn et al., 1999). Assim, o fumo
do tabaco pode actuar sob diversas formas para a promoc¢ao da inactivacao da proteina
AAT Z in vivo. De facto, o factor de risco mais importante no desenvolvimento de
enfisema em pacientes com deficiéncia de AAT ¢ o tabagismo (Piitulainen & Eriksson,

1999).

3.3.3.1. Producéo local de AAT no pulmao

A mutagao Z favorece a formagao espontanea de polimeros a nivel pulmonar
(Elliott et al., 1998). Os mecanismos que conduzem a formagao destes polimeros a nivel
pulmonar sao desconhecidos. A fonte celular potencial de producao de AAT a nivel
pulmonar inclui células epiteliais, macrofagos e, possivelmente, neutréfilos. Estudos in
vitro indicam nao s6 que células epiteliais pulmonares sdo capazes de produzir AAT,
mas também que a sua producdo local aumenta em resposta a mediadores inflamatérios
especificos, nomeadamente oncostatina M, interleucina-1 ¢ dexametasona (Cichy et al.,
1997; Boutten et al., 1998; Kalsheker et al., 2002). E, entdo, possivel que a
polimerizacao seja acelerada pelo estado inflamatorio existente no pulmao de individuos
com défice de AAT Z. Outros estudos analisando células mononucleares do sangue
periférico em voluntarios saudaveis demonstraram um aumento de 2 a 3 vezes da
secrecdo de AAT em resposta ao tratamento com LPS, IL-1f ¢ TNF-a (Knoell et al.,

1998). Estes dados sugerem um papel importante de defesa desempenhado pela
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producdo local de AAT em resposta a inflamagao aguda pulmonar. A falha neste
aumento local de producdo de AAT pode contribuir para a lesdao pulmonar durante os
processos infecciosos num paciente com défice de AAT.

A possibilidade de que a producdo local de AAT na superficie epitelial pulmonar
pudesse ser objecto de amplificagdo conduziu a investigagdo posterior. Estudos in vivo
de pacientes AAT Z que, foram sujeitos previamente a transplante hepatico, confirmam
a presenc¢a de producdo local de AAT (Mulgrey et al., 2004). Contudo, a AAT Z
detectada existe na forma polimerizada, na maioria dos casos, e ¢ ineficaz como anti-

protease.

3.3.3.2. Propriedades anti-inflamatdrias da alfa-1 antitripsina

A lesdo pulmonar e o enfisema resultantes do défice de AAT foram
tradicionalmente atribuidos a actividade anti-protease ineficaz (Gadek & Pacht, 1990).
A elastase neutrofilica livre ndo s6 causa destruicao tecidular directa, como também
induz a expressao de citocinas pro-inflamatorias e quimioatraentes neutrofilicas (Parmar
et al., 2002; Mulgrey et al., 2004). Todavia, a AAT por si s6 tem um papel potencial na
regulacao da inflamagdo pulmonar em pacientes com défice de AAT. Estudos em
pacientes com défice de AAT demonstraram que o niumero de neutrofilos nas vias
aéreas esta marcadamente aumentado (Morrison et al., 1987). As formas poliméricas de
AAT Z atraem neutrofilos por diversos mecanismos. Hubbard et al. (1991)
argumentaram que tal facto se deve a um aumento na concentracao de leucotrieno B4
(LTB4) secretado pelos macrofagos alveolares. Além disso, demonstraram que a
elastase neutrofila pode estimular aquelas células a libertar LTB4. Este estudo sugere,
entdo, que a concentracio reduzida de AAT, no fluido epitelial das vias aéreas, falha em

inibir a elastase libertada pelos neutrofilos, permitindo assim que esta estimule os
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macrofagos a libertar LTB4, recrutando ainda mais neutréfilos. A migracao resultante
destas células através do intersticio parece ser fundamental para a lesdo do tecido

pulmonar, com o consequente desenvolvimento de enfisema (figura III-8).
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Figura I11-8. Processo de quimioatrac¢do neutrofilica em pacientes com a mutagdo Z no défice de alfa-1
antitripsina (Retirado de Mulgrew et al. 2007).

Adicionalmente ao seu efeito directo nos neutrofilos, os polimeros de AAT Z
interagem com o epitélio bronquico para aumentar a activagdo do promotor de IL-8.
Além disso, células de origem epitelial pulmonar, quando infectadas por AAT Z,
produzem de forma significativa mais citocinas pro-inflamatorias (IL-6 e IL-8) do que
aquelas transferidas com vector vazio (Lawless et al., 2004).

Este novo conhecimento providenciou a formulagdo de um novo modelo para a
compreensdo da patogénese do enfisema em individuos homozigoticos para a mutagao
Z (figura III-9). A resposta inflamatéria pulmonar ndo pode, portanto, ser apenas
explicada pela teoria protease-antiprotease. De facto, a presenga de polimeros de AAT
Z, ndo s6 exacerbam o desequilibrio protease-antiprotease existente, como podem
potencialmente induzir a expressdo de IL-8 e atrair neutréfilos como efeito directo da
alteragcdo conformacional da proteina AAT (Mulgrew et al., 2007). Isto pode explicar a

progressdo da doenga pulmonar em homozigéticos para a mutagdo Z no défice de AAT
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apos a cessacao tabagica apesar da terapéutica de substituigdo plasmatica intravenosa de
AAT. A relagdo entre os polimeros intra-pulmonares AAT Z e o tabagismo, a infecgao,
a producao de citocinas e a taxa de declinio da funcdo pulmonar requer estudos
prospectivos para uma melhor compreensdo do modelo fisiopatologico da doenca

(Lomas & Parfrey, 2004).
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Figura I11-9. Modelo proposto para a patogénese do enfisema em pacientes com a variante Z do défice
de AAT (Retirado de Lomas & Mahaveda, 2002).

3.3.4. Mecanismo molecular da doenca hepatica

A patogénese da doenga hepdatica nos pacientes com deficiéncia de AAT ainda
ndo estd completamente esclarecida. Historicamente, duas hipodteses etiopatogénicas,
foram sugeridas. A primeira — hipotese do desequilibrio proteolitico — sugeria que as
alteracdes hepaticas se deviam a um défice de AAT na circulacdo sistémica e portal,
permitindo que proteases, tais como a elastase pancredtica ou neutrofilica, actuassem na
matriz celular hepatica lesando os hepatocitos (Sharp, 1982). A lesdo hepatica frequente
no periodo neonatal relacionar-se-ia, segundo esta teoria, com a maior permeabilidade
do intestino no periodo neonatal, o que permitiria a passagem para a circulacao fetal de
macromoléculas, tais como enzimas proteoliticas, relativamente as quais os hepatocitos
dos individuos deficientes em AAT seriam incapazes de se defender (Sharp, 1982).
Uma segunda hipotese — hipotese imunoldgica — baseou-se na observagdo de que os

linfocitos periféricos de individuos PiZZ sdo citotoxicos para hepatocitos isolados, o
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que deverda provavelmente ser interpretado como um efeito inespecifico da lesao
hepatica, dado que também ¢ evidente em individuos PIMM com hepatite neonatal
(Povey, 1990). A constatagdo de que, individuos homozigoticos para mutagdes nulas,
em que nao existe qualquer producdo de AAT, ndo apresentavam lesao hepatica
explicavel pelas hipoteses anteriores, veio dar suporte a uma terceira hipdtese — hipotese
da acumulagdo. Esta hipotese sugeria que a lesdo hepatocitaria se devia ao efeito toxico
da proteina acumulada intracelularmente (Feldmann et al., 1975). Apesar do mecanismo
preciso ndo ser ainda completamente compreendido, a patogénese da doenca hepatica
no défice de AAT ¢ diferente da subjacente ao aparecimento de enfisema. Assim, a
disfungdo hepatica deve-se a acumulacao no interior dos hepatocitos de AAT mutada
ndo secretada em individuos cujos fenotipos estdo associados com pregueamento
anormal da proteina (i.e. Z, Mmaiton € Mauarie). T0odas as outras variantes alélicas (S, por
exemplo), na generalidade, ndo conduzem a uma polimerizacao das moléculas de AAT
e ndo predispdem para doenga hepatica (Brantly et al., 1988). Os trabalhos
desenvolvidos por Permutter et al. (1991) permitiram um melhor esclarecimento desta
hipétese ao demonstrar que um defeito no transporte intracelular da proteina AAT do
reticulo endoplasmatico (RE) para o complexo de Golgi resulta na sua acumulagdao no
RE, numa forma indevidamente pregueada. E possivel que a alteragdo conformacional
sofrida pela AAT Z resulte na exposicdo de dominios da proteina antes ocultos e que
sdao reconhecidos por factores — proteinas ligadoras de cadeias polipeptidicas, tendo,
como exemplo, a calnexina — que medeiam a sua reten¢ao dentro do RE (Permutter et
al., 1991). Estes factores participam provavelmente no metabolismo da generalidade das
proteinas, permanecendo ligados a estas até que atinjam a sua conformacao definitiva.
No caso dos individuos PiZZ, este estadio nunca ¢ atingido, dado que a mutacdo

envolvida impede a proteina produzida de atingir a conformac¢do normal, ocorrendo
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retengdo da proteina mutada no interior do RE (Permutter el. al., 1991). Nos individuos
com variantes deficitarias, as bidpsias hepaticas revelaram, através de microscopia
electronica, na generalidade, a presenca de inclusdes intra-hepatocitarias que coram
apos aplicacdo de periodic acid Schiff (PAS positivo) e sdo resistentes a digestdo pela
diastase. A analise dessas inclusdes demonstrou que estas efectivamente representam
AAT nao secretada, como resultado do pregueamento proteico anormal produzido por
aqueles alelos (Parfrey et al., 2003).

Os trabalhos de Lomas e dos seus colaboradores contribuiram para o
esclarecimento dos mecanismos de acumulacdo da proteina mutada no hepatocito
(Lomas et. al., 1992). O estudo das implicagdes estruturais da substitui¢ao do residuo de
acido glutamico pelo residuo de lisina na posicao 342 sugeriu que esta, ao alterar a
carga da molécula, previne a inser¢do da ansa que contém o local reactivo da proteina
na sua posicdo usual da estrutura quaternaria da proteina, o que favorece a sua
polimerizagdo (Lomas et al., 1992). Por outro lado, ao contrario da sua variante M, a
AAT Z sofre pregueamento a uma velocidade muito lenta o que leva a acumulagdo de
formas intermediarias com tendéncia acrescida para polimerizagao (Yo et al., 1995).
Esta polimerizagdo, presente mesmo em situacdo basal, ocorrerd de forma
particularmente importante em caso de elevagdo da temperatura, infec¢do sistémica ou
aumento da produgdo da proteina (Yo et al., 1995; Burrows et al., 2000). Nestes
periodos, a formagao de polimeros geralmente ¢ superior a sua degradacdo, favorecendo
a exacerbacao da formagdo de inclusdes hepaticas e a lesdo hepatica associada (Lomas
& Parfrey, 2004). Estudos in vitro sugerem que a taxa de polimerizagao ¢é acelerada pelo
aumento da temperatura até 41°C e pode ser bloqueada por pequenos péptidos que
competem com a ligagdo as folhas B (Carrell & Lomas, 2002). Esta hipotese tem sido

posta em causa, uma vez que, em alguns estudos celulares ndo foi demonstrado um
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aumento intracelular de AAT Z em resposta a temperaturas elevadas (Burrows et al.,
2000). No entanto, outro estudo, conduzido por Green et al. (2003), em que ¢ usada a
mosca Drosophila, o défice de AAT mostra uma dependéncia clara entre a temperatura
e a polimerizagdo in vivo. Estas observagdes levaram a inclusao da deficiéncia de AAT
no grupo das doencas conformacionais — resultantes da acumulagdo intra-celular de
proteinas com defeitos de pregueamento (Carrell & Lomas, 1997; Carrell & Lomas,
2002). Por outro lado, o RE parece dispor de sistemas degradativos responsaveis pela
destruicdo das proteinas retidas, que em alguns casos estdo em articulagdo com
proteossomas, que desempenham fungdes de controlo de qualidade das proteinas
produzidas pelas células (Teckman et al., 1996). De acordo com este modelo
conceptual, a variabilidade do envolvimento hepatico em pacientes PiZZ podera ser
explicada por factores de indole ambiental ou genética, que afectem a taxa de sintese da
proteina, a sua interac¢do com a calnexina ou o sistema degradativo do RE e
proteossoma (Permutter et al., 2002). Assim, por exemplo, a existéncia de altera¢ao nos
sistemas degradativos do RE, clinicamente silenciosa num individuo normal, podera,
num individuo PiZZ, predispor a ocorréncia de lesao hepatica. De facto, parece que a
retencdo de polimeros no reticulo endoplasmatico pode dever-se a uma diminuicdo da
interac¢do entre a proteina AAT Z e a sua molécula-alvo, calnexina (Qu et al., 1996).
Igualmente, outros estudos sobre a deficiéncia de AAT causada pela mutacdo Z
elucidaram outros mecanismos pelos quais as glicoproteinas anormalmente pregueadas
sao degradadas. O conhecimento existente actualmente sugere que o processo de
degradagdo envolve a modificagdo da proteina indevidamente pregueada pela enzima
manosidase I presente no reticulo endoplasmatico, que gera um sinal que incita a

degradagdo da glicoproteina. Os inibidores da manosidase atrasam a degradacdo e
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aumentam a secre¢do da AAT Z (Marcus & Permutter, 2000; Sifers, 2003; Wu et al.,
2003).

Contudo, se estes estudos permitem esclarecer os mecanismos de acumulagao
intracelular de AAT nos individuos PiZZ, em nada elucidam os mecanismos pelos quais
esta acumulagdo induz lesao celular. Parece que a AAT mutada, por si sd, ndo ¢ toxica
para os hepatocitos, pois pode também ser encontrada nos individuos PiZZ sem lesao
hepatica (Eriksson, 1986). A resposta celular a acumulacao de proteina Z mutada tem
sido alvo recente de multiplos estudos. A AAT Z induz uma resposta celular especifica
para a qual contribui de forma importante a autofagia, mecanismo pelo qual os
organelos sdo sequestrados e, posteriormente, degradados pelos lisossomas (Teckmann
et al., 2004). A AAT Z pode ser detectada por mecanismos imunoldgicos no interior de
autofagossomas em hepatocitos de individuos PiZZ e a sua degradagdo encontra-se
diminuida na presenca de inibidores da autofagia, sugerindo que esta contribui para os
mecanismos de degradacdo da AAT acumulada. A resposta autofagica parece acontecer
para proteger os hepatocitos das acgdes deletérias da AAT Z, uma vez, que ndo ocorre
noutras situacdes clinicas que cursam com deposicao intracelular de outras proteinas
mutadas (Teckmann et al., 2004).

Apesar da doenga hepatica e pulmonar poderem coexistir no mesmo individuo
(usualmente PiZZ), isso € relativamente incomum. Apenas duas mutacdes (para além do
alelo Z) foram associadas simultaneamente com défice plasmatico e inclusdes hepaticas:
AAT Siiyama (5 3serina%fenilalanina) que ¢ a maior causa de défice de AAT no Japao
(Lomas et al., 1993) e a Mpaion (deleccdo da fenilalanina na posigdo 52), que é a maior
causa de défice de AAT na Sardenha (Lomas et al., 1995). Ambas as mutagdes ocorrem
num dominio da molécula que controla a conformacdo ¢ o movimento da folha

(Carrell & Lomas, 2002).
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3.4. MANIFESTACOES CLINICAS

A deficiéncia de alfa-1 antitripsina (AAT) pode predispor para doenga pulmonar
(ex: enfisema e bronquiectasias) (Tomashefski et al., 2004), distarbios hepaticos (ex:
hepatite cronica, cirrose e hepatocarcinoma) (Ericksson et al., 1986; Hussain et al.,
1986), patologia cutanea (ex: paniculite) (McBean et al., 2003) e vasculite
(especialmente vasculite com anticorpos anti-citoplasma positivos, como ocorre na
granulomatose de Wegener) (Elzouki et al., 1996; Elzouki et al., 1999). Outras doencas
associadas foram sugeridas, mas sem uma relacdo consistentemente estabelecida como,
por exemplo, glomerulonefrite (Montanelli et al., 2002), doenga celiaca (Pons et al.,
1986), carcinoma pulmonar, do colo-rectal e da bexiga (Sun et al., 2004), aneurismas
intracranianos ¢ intrabdominais (Elzouki et al., 1999), displasia fibromuscular (Bofinger
et al., 2000) e pancreatite (Rabassa et al., 1995).

As manifestagdes clinicas do défice de AAT variam consideravelmente entre os
individuos, desde auséncia de sintomas até doenca pulmonar ou hepdatica fatais
(Hutchison, 1988). Geralmente, os pacientes sdo diagnosticados com défice de AAT,
apos a apresentagdo de sintomas ou através de rastreio familiar de um caso index.
Apenas uma pequena propor¢do de individuos ¢ identificada por exames anormais
radiologicos ou testes sanguineos ou pelo desenvolvimento de doenga hepatica

(Needham & Stockley, 2004)

3.4.1. Doenca pulmonar

O quadro respiratdrio inicialmente ¢ inespecifico, caracterizando-s