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Associacao entre deficiéncia de alfa-1-antitripsina
e a gravidade da fibrose cistica

Association between alpha 1 antitrypsin deficiency and cystic fibrosis severity

Elisangela Jacinto de Farial, Isabel Cristina Jacinto de Farial, Alfonso Eduardo Alvarez?2,
José Dirceu Ribeiro3, Antonio Fernando Ribeiro4, Carmen Silvia Bertuzzo5>

Resumo

Objetivo: Verificar a distribuicdo dos gendtipos da alfa-1-antitrip-
sina e correlacionar com a gravidade da doenga pulmonar em pacientes
fibrocisticos.

Método: Estudo clinico-laboratorial de corte transversal, com 70
pacientes fibrocisticos do Hospital Universitario da UNICAMP. Os fibro-
cisticos tiveram diagndstico confirmado clinica e laboratorialmente. A
gravidade da fibrose cistica foi avaliada pelo escore de Shwachman.
Todos os pacientes foram analisados para os alelos S e Z de alfa-1-
antitripsina usando a reagdo em cadeia da polimerase.

Resultados: Nove pacientes (12,8%) foram heterozigotos para os
alelos S ou Z ou heterozigoto composto (SZ). Nenhuma diferenga
significativa foi encontrada na gravidade clinica da fibrose cistica entre
os gendtipos da alfa-1-antitripsina. Nenhuma diferenca com significan-
cia estatistica foi encontrada quando os pacientes foram separados pela
presenca ou auséncia da mutacdo AF508.

Conclusdo: Neste estudo, o primeiro realizado no Brasil sobre a
associagdo entre deficiéncia de alfa-1-antitripsina e fibrose cistica, ndo
encontramos uma associagdo entre essa deficiéncia e a gravidade da
fibrose cistica.

J Pediatr (Rio J). 2005;81(6):485-90: Fibrose cistica, alfa-1-
antitripsina.

Introducao

A fibrose cistica (FC) é a mais comum e letal das doencgas
genéticas autossémicas recessivas e afeta 1 em cada 2.500
caucasianos. O risco para o heterozigoto na populagdo geral
é de 1 para 25. Mais de 1.000 mutagdes tém sido identifi-
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Abstract

Objective: To ascertain the distribution of alpha 1 antitrypsin
genotypes and correlate it with the severity of pulmonary disease in
patients with cystic fibrosis.

Method: A clinical and laboratory cross sectional study of 70
patients at the Universidade Estadual de Campinas teaching hospital.
Cystic fibrosis diagnoses was confirmed by both clinical and laboratory
methods. The severity of cystic fibrosis was evaluated by Shwachman
score. All the patients were tested for the presence of S and Z alleles
for alpha 1 antitrypsin deficiency using polymerase chain reaction.

Results: Nine (12.8%) patients were heterozygous for S or Z
alleles or the heterozygote compound (SZ). No significant differences
were found in clinical severity of Cystic fibrosis between genotypes of
alpha 1 antitrypsin. No significant differences were found when the
patients were divided according to the presence or absence of the
AF508 mutation.

Conclusion: In this study, the first undertaken in Brazil into the
association of alpha 1 antitrypsin deficiency and cystic fibrosis, we did
not find an association between the deficiency and cystic fibrosis
severity.

J Pediatr (Rio J). 2005;81(6):485-90: Cystic fibrosis, alpha 1
antitrypsin.

cadas no gene CFTR!, o qual codifica para uma proteina
contendo 1.489 aminoacidos. A FC é caracterizada pelo
fluxo anormal de cloro na membrana apical das células
epiteliais, causando diversas manifestagGes clinicas, que
incluem insuficiéncia pancreatica, doenca pulmonar, ileo
meconial, niveis aumentados de cloro no suor e obstrugdo
dos vasos deferentes.

A expressdo fenotipica extremamente diversa da FC
provavelmente é influenciada por outros tratos genéticos
separados do lécus CFTR. Muitos dos genes estudados
atualmente como modificadores da FC, particularmente
aqueles que influenciam na gravidade da doenga pulmonar,
sao envolvidos no controle da infecgdo, imunidade e infla-
macdo. Alguns desses incluem os antigenos HLA de classe
11, mannose-binding lectin e alfa-1-antitripsina (A1AT)Z2.

A A1AT é uma glicoproteina altamente polimérfica,
sintetizada pelos hepatdcitos e macréfagos alveolares. E
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um membro da familia de inibidores de proteases de serina
e protege os tecidos do ataque proteolitico pelas proteases
leucocitarias, tal como a elastase, catepsina e tripsina,
durante as reagdes inflamatérias3. Essa proteina é codifica-
da por um Unico gene (Pi: inibidor de proteases) no
cromossomo 14q31-32.24. Cerca de 90 alelos tém sido
identificados®, embora somente alguns estejam associados
com um nivel sérico de A1AT baixo ou indetectavel. A
variante normal é PiM. Atualmente, os alelos deficientes
mais comuns sdo PiZ (Z) e PiS (S). O alelo Z resulta de uma
Unica mutacdo de ponto, que troca uma guanina por uma
adenina no éxon 5 do gene e resulta na substituicdo do acido
glutéamico pela lisina na A1AT.

Homozigotos para o Z tém 15% dos niveis normais de
A1AT, e os riscos sdo aumentados para desenvolverem
enfisema pulmonar® e, menos freqiientemente, doencas no
figado em recém-nascidos. O alelo S é mais freqliente que
o alelo Z e resulta de uma Unica mutacdo de ponto, na qual
ha troca de adenina por timina no éxon 3 e resulta na
substituicdo de acido glutamico por valina. Os niveis de
A1AT estdo diminuidos nos homozigotos SS (60% do nor-
mal). Nos individuos SZ, a quantidade de A1AT (37% do
normal) € baixa o suficiente para colocar o individuo afetado
em risco para doenga pulmonar crénica®.

Com relagdo a evolugdo do quadro pulmonar da FC, é
conhecido um notavel desequilibrio de proteinases-anti-
proteinases a favor de elastase de neutrofilos dentro dos
pulmdes. Essas proteinases tém efeitos deletérios, des-
truindo a elastina no pulmao, estimulando a producgdo de
muco, clivando imunoglobulinas e fibronectina’. Nos pa-
cientes com FC e deficiéncia de alfa-1-antitripsina (DA1AT),
esse desequilibrio estaria exacerbado e o dano pulmonar
seria ainda maior.

Os estudos sobre a associagdo de DA1AT e FC sdo raros
e apresentam resultados controversos.

Ao contrario do que se poderia esperar, um estudo
com pacientes fibrocisticos mostrou que a associagao
com a DA1AT mostrou maiores valores de fungdo pulmo-
nar quando comparados com individuos FC sem DA1AT
(VEF1 62,55% do previsto e VEF 51,15% do previsto,
respectivamente)8:9. Outro estudo, com casuistica signi-
ficativa, ndo evidenciou associagcdo entre a gravidade da
FC e a presenca de DA1AT!0, Tendo-se em vista a
quantidade aumentada de elastase proveniente dos neu-
tréfilos mortos e presentes nas secregbes das vias aéreas
dos fibrocisticos, é de se esperar que a associagdo entre
a DA1AT e FC confira um fendtipo mais grave ao paciente
fibrocistico. Nosso estudo teve o objetivo de verificar se
a presenca de alelos S e Z da A1AT estava relacionada
com a gravidade da doenga pulmonar em um centro de
referéncia para tratamento de FC no Brasil.

Casuistica e métodos

Realizou-se um estudo clinico-laboratorial, de corte
transversal, com os pacientes do ambulatério de fibrose
cistica do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), no periodo de margo de 2000 a
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agosto de 2002. Foram incluidos no estudo todos os pacien-
tes que estavam em seguimento nesse periodo e que
tinham o diagnostico de FC confirmado por histdria clinica
compativel e pelo menos dois testes do suor com valores de
cloro igual ou maior que 60 mEq/l, realizados através do
estimulo do suor pela iontoforese com pilocarpina, segundo
o método de Gibson & Cookell,

Os responsaveis pelos pacientes assinaram o termo de
consentimento esclarecido antes do inicio do estudo.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Médicas/UNICAMP.

Para a comparacdo de varidveis categoricas, foi utilizado
o teste de qui-quadrado. O teste exato de Fisher foi aplicado
nos casos em que uma das células 2 X 2 era menor ou igual
a 5. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

Os critérios clinicos analisados incluiam as manifesta-
¢oes pulmonares, manifestacSes digestivas e escore de
Shwachman!2. A avaliagdo laboratorial incluiu testes de
funcdo pulmonar, dosagem de sdédio e cloro no suor,
radiografia de térax e tomografia computadorizada de
térax. O escore de Shwachman avalia a atividade fisica, o
exame fisico, a nutricdo e o quadro radioldgico. Para cada
item, a pontuagdo maxima € de 25 pontos; quanto menor o
valor do escore, pior o quadro clinico do paciente. O escore
é graduado em excelente (86-100), bom (71-85), médio
(56-70), moderado (41-55) e grave (40 ou menos), confor-
me o numero total de pontos. O escore de Shwachman
encontra-se na Tabela 1.

Todos os pacientes foram previamente genotipados
guanto ao gene CFTR pela equipe do Laboratério de Gené-
tica Molecular da UNICAMP. O DNA desses pacientes foi
extraido e, através da técnica de reagdo em cadeia da
polimerase (PCR), regiGes especificas foram amplificadas
para que pudessem ser analisadas para as cinco mutagdes
em questdo: AF508, G542X, N1303K, G551D e R553X.

Todos os pacientes foram analisados para os alelos S e
Z da deficiéncia da A1AT usando a PCR, que cria sitios
reconhecidos pelas enzimas de restricdo XmnI (alelo S) e
Taql (alelo Z2)13. As duas amplificages foram otimizadas
para que fossem realizadas no mesmo programa de PCR. A
reagao foi realizada em volume de 100 pl, com a seguinte
concentragao de reagentes: 100 mM de cada desoxirribonu-
cleotideo trifosfato (dATP, dTTP, dGTP, dCTP); 40 pmoles de
cada iniciador; 2,5 unidades de Taqg DNA polimerase (Cen-
tbio-UFRGS); 1,5 uM de MgCl, presentes no tampao espe-
cifico da enzima e; 1 ug de DNA gendmico.

A reagdo de amplificagdo foi realizada em aparelho
ciclador de temperatura e consistiu de uma desnaturagdo
inicial de 94 °C por 7 minutos, seguida de um ciclo de 95 °C
por 5 minutos; 50 °C por 1 minuto (anelamento) e 74 °C por
2 minutos (extensdo). Seguem-se 34 ciclos de 95 °C por 1
minuto; 50 °C por 1 minuto e 74 °C por 2 minutos e, por fim,
um ciclo de 74 °C por 9 minutos (terminalizagdo).

A amostra de 15 pl do amplificado para a mutagdo S foi
digerida durante 12 horas a 37 °C em um volume total de
50 pl contendo 2 pl da enzima de restrigao (XmnlI), 5 ul do
tampao recomendado pelo fornecedor e o volume final
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Tabela 1 - Escore de Shwachman!?
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Pontuagdo Atividade geral Exame fisico

25 Atividade plena; tolerancia ao exercicio normal; S/ tosse; FC e FR normais; s/ evidéncias
boa disposigao; desenvolvimento motor normal; de enfisema; pulmdes limpos a ausculta;
freqtiéncia escolar normal. boa postura; s/ baqueteamento.

20 Leve limitagdo a atividade intensa, cansa ao final do dia Tosse seca ocasional; FC e FR normais no repouso;
ou ap0s exercicio prolongado; menos energético; limite enfisema leve; MV rude, roncos e TE prolongado
inferior do desenvolvimento motor normal; ocasionais; boa postura; baqueteamento leve.
ocasionalmente irritado ou apatico;
boa freqliéncia escolar.

15 Descansa voluntariamente; cansa apds exercicio; Tosse leve e crénica matinal apos exercicio/choro
moderadamente inativo; leve retardo motor; falta e ocasionalmente durante o dia; s/ tosse noturna;
espontaneidade; passivo ou irritavel; FC e FR levemente T; T didmetro AP e diafragma
freqliéncia escolar regular. rebaixado; MV rude, creptantes, roncos/sibilos;

baqueteamento '-.

10 Atividade fisica e tolerancia ao exercicio limitadas; Tosse cronica, freqlente, repetitiva, produtiva,
dispnéico apds exercicios; retardo motor moderado; raramente paroxistica; FC e FR T moderado; enfisema
agitado ou irritado; preguicoso ou abatido; freqiiéncia moderado a grave, freqiientemente ¢/ deformidade
escolar baixa; pode requerer professor particular ao RX; creptantes, roncos e sibilos usualmente

presentese disseminados, baqueteamento 2/3.

5 Limitagdo grave da atividade; dispnéia e ortopnéia; Tosse severa paroxistica, frequente, produtiva,
inativo ou confinado a cama/cadeira; marcado retardo freqiientemente ¢/ vomitos e hemoptise; tosse
motor; apatico ou irritado; ndo pode assistir as aulas. noturna; taquipnéia e taquicardia; enfisema grave;

creptantes, roncos e sibilos generalizados; expiragao
audivel; ma postura; 3/4 baqueteamento;
cianose freqlente.

Pontuagdo Nutrigdo Achados radiolégicos

25 Peso e altura acima do %25 ou compativel ¢/ padrdo familiar; S/ evidéncias de enfisema; s/ aumento na trama
tdnus e massa muscular normais; gordura subcutanea normal; broncovascular; s/ infiltragdes ou atelectasias.
maturagao sexual normal; fezes quase normais; bom apetite.

20 Peso e altura acima do %10 ou levemente abaixo do padrdo Evidéncias minima de enfisema;
familiar; ténus e massa muscular bons; tecido subcutaneo leve aumento da trama broncovascular;
levemente diminuido; maturagdo sexual levemente retardada; s/ infiltrados ou atelectasias.
apetite normal e fezes + freqlientemente e leve alteracdo.

15 Peso e altura acima do %3 ou moderadamente abaixo do Enfisema moderado; diametro AP aumentado;
padrédo familiar; peso usualmente deficiente para altura; ténus campos pulmonares mais radiolucentes,

e massa muscular regulares; gordura subcutanea deficiente, diafragma moderadamente rebaixado;
abdome levemente distendido; maturacdo sexual retardada; trama broncovascular aumentada;
apetite regular; fezes volumosas, mau cheiro, atelectasias localizadas ou irregulares;
flutuantes formadas. infiltrado ocasional transitério.

10 Peso e altura acima do %3 e deficiente para altura; Enfisema marcado; aumento do didmetro AP marcado;
ténus e massa muscular pobres; deficiéncia marcada de marcado rebaixamento do diafragma; silhueta cardiaca
gordura subcuténea; distensdo abdominal moderada; estreita; areas de atelectasias disseminadas;
maturagdo sexual insuficiente, sem estirdo; mau apetite; atelectasias segmentares ou lobares ocasionais;
fezes pouco formadas, volumosas, mau cheiro, gordurosas. focos persistentes de infiltragdes; cistos localizados;

aumento marcado da trama.

5 Mal-nutrido e baixo; musculos fracos, flacidos e pequenos; Alteragdes extensivas; hiperinsuflagdo grave;

s/ gordura subcutdnea; perda de peso freqlente;
fezes freqlientes, volumosas, mau cheiro e gordurosas;
prolapso retal frequente.

infiltrado e atelectasias disseminadas; formagao
disseminada de cistos; formagdo de bronquiectasias
e abscessos; atelectasias lobares persistentes.

FC = freqliéncia cardiaca; FR = freqliéncia respiratéria; MV = murmurio vesicular; TE = tempo expiratério; AP = antero-posterior.
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completado com 30 i de dgua. Apos a digestdo, a amostra
é submetida em eletroforese em gel de poliacrilamida 14%
(3,75 ml de TBE 10X; 14,75 ml de H,0; 12,5 ml de Bis
acrilamida; 200 pl de persulfato de amoénio 10% e 40 ml de
Temed). Em seguida, o gel foi corado em brometo de etidio,
para que as bandas pudessem ser visualizadas.

A amostra de 15 pl do DNA amplificado para a mutacao
Z foi digerida durante 12 horas a 65 °C em um volume total
de 50 pl contendo 1 pl da enzima de restrigdo (Taql), 5 pl
do tampao recomendado pelo fornecedor e o volume final
completado com 29 pl de H,0.

Apos a digestdo, a amostra foi submetida a eletroforese
em gel de poliacrilamida 14%.

Resultados

Foram analisados 70 pacientes fibrocisticos, constitui-
dos por 36 homens (51%) e 34 mulheres (49%), com média
deidade de 10,2 e desvio padrao de 9,44 anos. Com relagdo
ao grupo étnico, 97% dos pacientes eram caucasdides e 3%
negroides. Nove pacientes com FC (12,8%) foram hete-
rozigotos para o alelo S ou Z ou heterozigoto composto (SZ).
Nenhum homozigoto para os alelos S ou Z foram detecta-
dos. No Brasil, a freqliéncia normal para os heterozigotos S
é de 9,2%, e 5,5% para os heterozigotos Z!4. Nenhuma
diferenca com significancia estatistica foi encontrada na
gravidade clinica entre os gendtipos da A1AT (MS
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X2(1) = 0,0487- 0,80 < p < 0,90; MZ x?(;, = 2,1228- 0,10
<p<0,20;SZ X2(1) =2,9719, 0,05 < p < 0,10) (Tabela 2).
Nenhuma diferenca com significancia estatistica foi encon-
trada quando os pacientes foram separados de acordo com
a presencga ou auséncia da mutagcdo AF508 (Tabela 3). As
faixas etdrias dos pacientes e a gravidade do quadro
pulmonar encontram-se na Tabela 4.

Discussao

Neste estudo, avaliaram-se criangas e adultos portado-
res de FC. Verificou-se haver uma grande maioria de
caucasoides, o que era esperado, apesar do indice elevado
de miscigenacao racial no Brasil.

Para avaliar a gravidade do quadro pulmonar, utilizou-
se como parametro o escore de Shwachman!2. Em estu-
dos anteriormente realizados na Unicamp, verificou-se
que o escore apresentava correlagdo estatisticamente
significativa com a colonizagdo por Pseudomonas aerugi-
nosa, colonizagdo por Pseudomonas aeruginosa mucosa,
capacidade vital forgcada, volume expiratério forcado no
primeiro segundo, saturagdo transcutanea da hemoglobi-
na pelo oxigénio, numero de exacerbagdes infecciosas no
Gltimo ano de acompanhamento, indicacdo de utilizacdo
de dornase alfa, indicacdo de programa regular de fisio-
terapia respiratoria e indicagdo de oxigenioterapia domi-
ciliar!516, Com isso, o escore de Shwachman seria um
bom método de avaliagdo geral de gravidade.

Tabela 2 - Distribuigdo dos alelos da alfa-1-antitripsina e a gravidade da doenga pulmonar

(todos os pacientes)

Doenga pulmonar Genétipos MS/Mz/Sz MM Total
Leve 5 35 40
Moderado 2 19 21
Severo 2 7 9
Total 9 61 70

X?(3) = 0,92, p = 0,82. %2 = qui-quadrado.

MS = heterozigoto S; MZ = heterozigoto Z; SZ = heterozigoto composto SZ; MM = sem a presenca dos dois

alelos.

Tabela 3 - Distribuigdo dos alelos da alfa-1-antitripsina e a gravidade da doenga pulmonar
(pacientes separados pela presenca ou auséncia da mutacdo AF508)

Nidmero de Doenga MS/MZ/Sz MM Total Teste
alelos AF508 pulmonar de Fisher
2 Leve 01 09 10 p=1,0
2 Moderado/Severo 01 06 07
1 Leve 03 11 14 p=1,0
1 Moderado/Severo 02 10 12
0 Leve 01 15 16 p=1,0
0 Moderado/Severo 01 10 11

Total 9 61 70
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Tabela 4 - Faixas etarias dos pacientes fibrocisticos e gravidade
do quadro pulmonar

Faixa etaria/gravidade Leve Moderada Grave Total

Lactentes < 2 anos 4 1 5
Pré-escolares 2-7 anos 22 10 3 35
Escolares > 7 e < 10 anos 7 3 15
Adolescentes > 10 anos 7 2 15
Total 40 21 9 70

Proteinases teriam efeitos potencialmente deletérios,
como a destruicdo da elastina no pulmao, estimulagdao na
producdo de muco, clivagem de imunoglobulinas e fibronec-
tina’/17,

Nos casos em que ha colonizacdo bacteriana, o efeito
deletério desse desequilibrio € bem estudado. Assim, no
processo infeccioso, com a lise dos neutrofilos, a elastase
seria liberada no meio extracelular. Essa quantidade eleva-
da de protease liberada poderia atacar a elastina e causar
o dano pulmonar. Nos casos de pacientes que teriam,
simultaneamente, a FC e a DAI1AT, esse desequilibrio
estaria exacerbado e o dano pulmonar poderia ser maior.
Com base nesses dados, estudos clinicos do uso de inibido-
res de elastase neutrofilica, como o uso do aerossol de A1AT
no tratamento da FC, tém sido realizados e alcangado algum
sucessol8.

No entanto, estudos na literatura mostraram que os
gendtipos MS, SS, MZ da deficiéncia da A1AT, os quais
resultam em deficiéncia leve a moderada da proteina, ndo
estavam associados com o agravamento da doenga pulmo-
nar em pacientes fibrocisticos19:19:20, Ao contrario, postu-
laram que a associacdo dessas duas alteracdes poderiam
apresentar uma melhora significativa da fungdo pulmo-
nar89, porque a elastase de neutréfilos é uma poderosa
enzima proteolitica, capaz de lisar bactérias, como a Pseu-
domonas aeruginosa’:29:21, Sugerem que a elastase de
neutroéfilos e outras proteinases ndo sao somente destruti-
vas, mas podem também apresentar efeitos benéficos, e
que eles sdo importantes para lisar bactérias e podem
baixar a regulagdo na inflamagao, pela inibicao na ativagdo
de neutrofilos, pela clivagem de imunoglobulinas, recepto-
res de neutréfilos e complemento e pela indugdo de apop-
tosel9:22, Contudo, parece que o resultado final da agdo da
elastase no epitélio pulmonar depende do balango dos
efeitos positivos e negativos da elastase. Além disso, no
caso dos deficientes de A1AT, esse efeito iria depender da
variagdo da atividade enzimatica.

Cabe lembrar, ainda, que a gravidade do quadro pulmo-
nar teria outras variaveis, como os fatores ambientais:
idade, estado pancreatico, estado nutricional?3:24 e fatores
genéticos: variacoes de DNA em introns, genes ndo identi-
ficados fora do lécus da FC, uma segunda mutagdo no
mesmo alelo que atenua o efeito da mutacdo principal25-28,
Vé-se, portanto, que a manifestacdao pulmonar teria carac-
teristicas multifatoriais.
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Neste estudo, o primeiro realizado no Brasil sobre a
associacdo entre a DA1AT e FC, ndo se encontrou diferenga
significativa quanto a gravidade do quadro pulmonar da FC
e a distribuigdo de alelos deficientes da A1AT. Quando os
pacientes foram separados pela presenca de dois alelos, um
alelo e nenhum alelo da mutagdo AF508 e comparou-se com
o quadro pulmonar, ndo se encontrou diferenca estatistica,
0 que comprova ndo haver uma relagdo entre a presenca da
mutacdo AF508, a DA1AT e o quadro pulmonar.

E importante salientar que se detectou apenas um
paciente com o genoétipo SZ, no qual haveria uma deficiéncia
enzimatica moderada; os demais foram todos heterozigotos
para o alelo S ou para o alelo Z. Portanto, como a freqiéncia
dos homozigotos mutantes S e Z e do heterozigoto compos-
to SZ foi baixa na populagdo de portadores da FC, concluiu-
se que a DA1AT nao desempenhou, nos pacientes estuda-
dos, um papel importante na manifestagdo pulmonar da FC
nesta casuistica, por se tratar de uma amostra pequena.

Vale ressaltar que nada se pode afirmar com relagdao aos
genotipos SS, ZZ ou SZ, uma vez que esses nao foram
encontrados no grupo estudado. Portanto, a amostra deve-
ra ser ampliada para maior analise, através de estudos
multicéntricos.
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