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'PREFACIO

Este trabalho teve como objetivo principal apresentar

- uma visao geral do sistema da a]fa—l-antitripsina,quanto'aos
seus aspectos fisiologicos, bioquimicos e geneticos, com a fi-
nalidade de contribuir com um material de referéncia, visando
a fornecer uma informagao mais compacta, que possa ser'eﬁpre-
gada no desenvolvimento de pesquisas nessa area. No Brasil,
BEIGUELMAN (1979) foi um dos pioneiros em abordar o problema
da deficiencia da alfa-1-antitripsina, que apenas tem recebido,
em nosso meio, breves citacoes em alguns manuais de pediatria.
Esperamos que essa monografia possa contribuir nesse sentido,
uma vez que o estudo desse sistema € de grande importancia,
tanto do ponto'de vista de genetica medica, como no'que se re-
fere a aspectos de genetica de populagoes.
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I - INTRODUGAO

LAURELL & ERIKSSON (1963) foram os primeiros a observar
diferengas quantitativas na alfa-l-antitripsina (A-1-AT) do so-
ro. Esses autores descreveram 5 pacientes que apresentavam,
aproximadamente, 10% da concentragao normal de A-1-AT. Logo a
seguir, ERIKSSON (1964) e KUEPPERS e cols. (1964) demonstraram
que a deficiéncia,de A-1-AT seguia um padrao de heranca mende-
liana simples. 0s achados de FAGERHOL & BRAEND (1965) permiti-
ram concluir que se tratavam de 3 alelos com re]agEo de codo-
minancia. Os estudos realizados, ate o presente, indicam que o
sistema da alfa-l-antitripsina possui cerca de 20 alelos codo-
minantes, pertencentes a um loco localizado em cromossomo au-
tossomico (COOK, 1975).

FAGERHOL & BRAEND (1965) foram os primeiros a descrever
variantes geneticos dessa proteina, usando eletroforese em gel
de amido, e introduziram 0 uso de lefras para simbolizar os
glelos desse sistema. A princhio, o sistema foi chamado de
Pr (pre-albuminico). No sentido de indicar os alelos, as letras
foram escolhidas de maneira que a sua posicao no alfabeto in-
dicasse a mobilidade relativa do produto. 0 alelo mais comum

foi denominado de M, sendo que aqueles determinantes de pro-



teTnas com maior mobilidade seriam referidos por letras ante-
riores a esta e os responsaveis por produtos mais lentos, por
letras subseqiientes. Algumas letras nao foram usadas, ficando
reservadas para o caso da descoberta de novos alelos, determi-
nantes de proteinas com mobilidades intermediarias. FAGERHOL &
LAURELL (1967), trabalhando com eletroforese em gel de amido
acido, seguida de eletroforese cruzada antigeno-anticorpo, ve-
rificaram que as proteinas do sistema Pr correspoﬁdiam a A-1-AT.
Em vista disso, propuseram que o simbolo Pr fosse substituido
pelo sTmbolo Pi (inibidor de proteases), uma vez que essa pro-
teTna & o maior inibidor de proteases do soro humano. A tripsi-
na, na realidade, e apenas uma das proteases que podem ser ini-
bidas pela A-1-AT. De acordo com o "Sistema Internacional de
Nomenclatura dos éenes.Humanos", apresentado na 59?Conferéncia
de Mapeamento do Genoma Humano (HGM5) por SHOWS e cols. (1979),
esse sistema passou a ser denominado de PI. Para indicar os
alelos, o sfﬁbo]o PI € seguido de um asterisco e do simbolo do
alelo. Por exemplo, PI*M, PI*S, PI*Z. Uma alternativa, & refe-
rir apenas *M, *S, *Z, quando a palavra alelo nao esta implici-
ta no texto. Alelos silenciosos sao referidos por Q0 (quantida-
de nao detectada).

FAGERHOL & LAURELL (1970) mostraram que PI*M, assim como
uma série de outros alelos, produzem 8 bandas, guando o soro &
examinado em eletroforese. A designagao das baﬁdas e feita com
a letra que indica o alelo, seguida de numerag3o indicativa da
posi¢cao de migragao, a partir do dnodo. Assim, por exemplo, te-

mos com relagao a proteina M, as bandas M1, M2 ate MS.



Na Fig. 1, temos uma representagao dos fenotipos obser-
vados apos eletroforese em gel de amido acido, onde alguns va-
riantes s3o encontrados em combinagdo com o alelo mais freqﬁen-
te (ﬂ).'Para gfmplificagéo, somente as principais bandas (3,

4 e 6) de cada proteina, sao apresentadas.

A mdioria dos alelos do sistema PI produz quantidades
normais de A-1-AT. No entanto, alguns variantes 550 responsa-
veis por baixas concentragdes dessa proteina. Segundo COOK
(1974), o alelo Z condiciona uma proteina com cerca de 10% da
concentragao norma]. 0s alelos S, W e P produzem A-1-AT com
cerca de 60% da concentrag3ao normal, sendo que o alelo Q0, em
homozigose, € responsavel pela auséncia completa dessa protei-
na. De acordo com CHAPUIS-CELLIER & ARNAUD (1979), o alelo I
e responsavel pe16 decréstimo de cerca de 20% da cdncentragio
da -A-1-AT.

Segundo GEDDE-DAHL e cols. (1972, 1975), os locos dos
sistemas PI e'gﬂ estao ligados. Com relagao a atribuigao cro-
mossomica desses locos, os trabalhos tem mostrado resultados
discordantes, nao se conhecendo, ate a Ultima conferencia de

mapeamento (HGM5, 1979), o cromossomo de localizagao desses

genes.
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Figura 1. Diagrama dos principais padroes observados apos ele-
| troforese em gel de amido acido. Apenas as tres prin-
cipais. bandas, ;ondicionadas pelos alelos individuais,
foram consideradas, visando a simplificagao (extraido

de COOK, 1975).



I1 - CARACTERTSTICAS FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS DA
ALFA-1-ANTITRIPSINA

Em 1897, CAMUS & GLEY observaram, pela primeira vez, que
0 soro humano inibia a tripsina e, em 1903, ASCOLI & BEZZOLA,
seguidos por BRIEGER & TREBING, em 1908, foram os primeiros a
relatar um aumento nesta capacidade de inibigao, em algumas
doengas (segundo BUNDY & MEHL, 1958). Desde entao, a inibigao
da tripsina, pelo soro e plasma de individuos normais e doentes,

tem sido objeto de vErias pesquisas.

1. Distribuicao no organismo

JACOBSSON (1955) demonstrou que a substancia responsavel
por cerca de 90% da capacidade do soro humano em inibir a trip-
sina, estava localizada na fragEo de a]-globulina. SCHULTZE e
cols.(1962) identificaram, como o principal inibidor da tripsi-
na, a a]-3,5 S-g]icoprote?na, que foi por eles denominada de
alfa-1-antitripsina.

A distribuigcao da A-1-AT, no organismo humano, e bastan-
te ampla. Sabe-se que o inibidor da tripsina se encontra pre-
sente em varios humores do corpo: saliva, soro, lagrima, secre-
¢do traqueobronquica, 17quido amniotico, 17quido cefalorraqui-

diano. Alem disso, estudos bioquimicos, que utilizaram a pro-



priedade dos fluidos biologicos em inibir a hidrolise de subs-
tratos de esteres sinteéticos pela tripsina, ﬁostraram que a
A-1-AT estava presente na urina (FAARVANG & LAURITSEN, 1963a),
no colostro e no leite materno (HYANEK e cols. 1965). Com es-
tudos imunoeletroforeticos, SCHUMACHER e cols. (1965; segundo
SCHUMACHER & ZANEVELD, 1974) detectaram a presenga da A-1-AT
no muco cervical, e, finalmente, FEINSTEIN e cols. (1974), com

a utilizacao de metodos eletroforeticos e imunologicos, eviden?

ciaram a presenga da A-1-AT no 1iquido sinovial.

2. Fisiologia

Embora a real fungao da alfa-l-antitripsina nao esfeja
ainda bem conhecida, sabe-se que e a maior inibidora da tripsi-
na no soro humano, respondendo por 90% da inibicao dessa enzi-
ma. Os outros inibidores presentes no soro e responsaveis pe-
los 10% restantes da inibigcao da tripsina sao: a alfa-2-macro-
globulina, a alfa-l1-antiquimotripsina e o inibidor da inter-
-alfa-tripsina. Alem de inibir a tripsina, a A-1-AT inibe tam-
bem a quimotribsina e a elastase (HEIMBURGER & HAUPT; 1966 ;
segundo KUEPPERS, 1971). Desempenha fungao na coagulagao san-
gliinea, inibindo a plasmina e a trombina (RIMON e cols.,1966),

age sobre algumas proteinases dos granulocitos (KUEPPERS &

BEARN, 1966a) e sobre uma protease de Aspergillus oryzae
(LINDVALL e cols., 1969).
Essa ampla especificidade sugere um desempenho fisiolo-

gico multiplo. Um ponto ainda n3o bem compreendido € o seu pa-



pel na regulagao homeostatica das proteinases, cuja atividade,
.quando nao controlada, pode provocar maleficios a saude. Sobre
esse aspecto, ERIKSSON (1964) foi o prime¥fo a verificar asso-
ciagao entre deficiencia hereditaria de A-1-AT e desenvolvimen-
to de enfisema pulmonar. Nessa linha de pesquisa, foram reali-
zados varios trabalhos com a finalidade de demonstrar que o ex-
cesso de proteases no fluido extracelular do pulmao, devido a
deficiencia de inibidor, leva a destruigao de tecido, nos sitios
inflamatorios. Numa dessas pesquisas, foram provocadas lesoes
enfisematosas nos pulmoes de hamsters, atraves da administragao
intratraqueal de aerosol de papaina (GOLDRING e cols., 1968). Em
caes, provocou-se o mesmo resultado, administrando-se elastase
leucocitaria canina (MARCO e cols., 1971). Com esses trabalhos
moétrou-se'que a deficiéncia de inibidores de proteases e o
conseqliente excesso de proteases pode 1e§ar a destruigao de te-
cido pulmonar.
A A-1-AT tambem parece desempenhar fungao no processo

de fertilizagao. SCHUMACHER & PEARL (1968) relataram mudangas
acentuadas no nivel de A-1-AT no muco cervical, durante o ci-
clo ovulatorio. Esses autores observaram que o nivel da A-1-AT
e extremamente baixo na ovulagcao, quando as secregoes cervicais
sao favoraveis a penetracdao do esperma. Valores de concentragao,
significativamehte mais altos, sao encontrados durante os pe-
‘riodos inférteis do ciclo. Observacdes em mulheres, que tomam
anticoncepcionais com hormonios sequenciais, demonstraram que o
nivel da A-1-AT diminui com a administragao de estrogenio e au-

menta . com a de progesterona. 0 fato da baixa concentragao da



‘A-1-AT coincidir com a boa penetrabilidade do muco cervical e
o fato do nivel da A-1-AT estar elevado duraﬁte o periodo in-
fertil do ciclo, quando o muco cervical forma uma barreira im-
penetravel ao espermatozoide, reforgcam a hipotese de MOGHISSI
e cols. (1964). Esses autores sugerem que as proteinases semi-
nais participem do processo de penetragao do esperma. ZANEVELD
e cols. (1971; segundo SCHUMACHER & ZANEVELD, 1974) constara-
ram, em coelho, a existencia de uma proteinase acrosomal, a
acrosina, que tem papel na penetracao do espermatozoide atraves
do muco cervicd]. A conclus3ao a que se chega @ que as enzimas
proteoliticas n3o seriam inibidas durante o perTodo fértil do
ciclo, uma vez que a concentracao da A-1-AT e muito baixa.
Estimativas da concentragao de A-1-AT no soro normal
foram relatadas pér diversos autores que utilizaram o metodo
de difusao radial (MANCINI e cols., 1965). De acordo com
AUGENER (1965; segundo KUEPPERS, 1967), a concentragao da
A-1-AT & de cerca de 235 mg/100ml1. SCHWICK e cols. (1966) en-
contraram uma média de 287 mg/100m1 e KUEPPERS (1967) observou
uma conéentragﬁo media de 212 mg/100ml. Mais recentemente,
HEIMBURGER (1974) considerou a variagEo normal da concentragﬁo
da A-1-AT como sendo de 200 a 400 mg por 100 ml de soro.
VErios fatores sdao citados como relevantes na a]teragio
da-concentragao nqrmal da A-1-AT. Observou-se que o nivel da
A-1-AT aumenta com infecgoes, inflamagoes, desgaste p6$-opera-
torio, corticosteroides e anticoncepciénais (LAURELL e cols.,
1968). Alem disso, detecta-se nivel mais elevado apos a admi-

nistragao de vacina contra a febre tifoide (KUEPPERS, 1968) e



durante a gravidez (FAARVANG & LAURITSEN, 1963b; GANROT & BJER-
RE, 1967). Imediatamente apos transplantes renais, na especie
humana, existe um aumento da concentragﬁb da A-1-AT, provavel-
mente devido ao esgotamento pos-operatorio. Uma aguda diminui-
¢ao nesta concentragao e notada em alguns pacientes, um ou dois
dias antes do aparecimento de oliguria, acompanhada de rejeigao

do transplante (TYLER, 1964).

3. Caracteristicas bioquimicas

Em 1959, BUNDY & MEHL, usando u]tracentrifugagﬁo, esti-
maram o peso molecular dessa proteina como da ordem de 45.000.
Diversos autores, utilizando a mesma téecnica, encontraram os
seguintes valores: 55.000 (SHAMASH & RIMON, 1966), 47.000 (RI-
MON e cols., 1966), 49.500 (CRAWFORD, 1973), 58.000 (TRAVIS e
cols., 1974), 59.900 (KRESS & LASKOWSKI, 1974), 49.500 (MUSIA-
NI & TOMASI,1976). Assim, podemos observar que as estimativas
do peso molecular da alfa-l1-antitripsina apresentam uma varia-
¢ao entre 45.000 e 59.900.

A proborgéo de carboidratos da A-1-AT parece variar en-
tre 12% (FAGERHOL, 1976) e 15,9% (TRAVIS e cols., 1974). Uma
estimativa intermediéria dessa proporgio (13,4%) foi encontra-
da por MUSIANI & TOMASI (1976).

Na Tabela 1, apresentamos estimativas da composigao de
aminoacidos, obtidas por diferentes autores. Observamos que a
estimativa do total de residuos detectados varia de 360 (JEPS-

SON & LAURELL, 1974) a 413,2 (KRESS & LASKOWSKI, 1974). 0Os ami-



Tabela 1. Estimativas da composigao da A-1-AT, em numero de res7duos de aminoacidos.

Referéncias

_ CRAWFORD KRESS & LASKOWSKI TRAVIS e cols. JEPSSON & LAURELL MUSIANI & TOMASI
Aminoacidos (1973) (1974) (1974) (1974) (1976)
Lisina 32,0 - 35,6 41,0 31,0 32,0
Histidina 13,0 11,9 13,0 12,0 13,0
Arginina - 7,0 7,8 7,0 6,0 6,0
Ac. Aspartico 44,0 43,9 _ 47,0 38,0 42,0
Treonina 31,0 27,8 26,0 28,0 26,0
Serina 22,0 20,6 13,0 20,0 18,0
Ac. Glutamico 50,0 52,1 : 55,0 43,0 51,0
Prolina 16,0 18,8 23,0 18,0 ‘ 16,0
Glicina 22,0 23,1 23,0 20,0 24,0
Alanina 24,0 24,1 25,0 22,0 23,0
1/2 Cistina* 1,0 ’ 1,9 2,0 2,0 1,0
Valina : - 23,0 26,8 : 25,0 21,0 ' 24,0
Metionina 8,0 7,9 6,0 8,0 10,0
Isoleucina 18,0 20,8 20,0 16,0 17,0
Leucina _ 45,0 50,8 48,0 41,0 46,0
Tirosina 7,0 7,0 6,0 6,0 _ 5,0
Fenilalanina 29,0 : 29,1 27,0 26,0 26,0
Triptofano 2,0 3,2 1,0 2,0 2,0
Total 394,0 413,2 408,0 360,0 382,0

* Forma oxidada da cisteina.

oL
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noacidos mais freqiientes sao: acido glutamico, leucina e acido
aspartico.

0s resultados dos estudos fisico-quimicos, realizados
por CRAWFORD (1973), foram consistentes com a hipotese da
A-1-AT ser formada por uma simples cadeia de glicoproteina. Es-
se autor considera surpreendente o fato dessa proteina dar ori-
gem a uma série de bandas, quando submetida a eletroforese, uma
vez que & um monomero. Ele considera esse resultado devido a
diferenga no numero de residuos de acido sialico, por molecula.
Sabe-se que uma pequena diferenca de carga, em moleculas desse
tamanho, se torna aparente em eletroforese, em gel de acfi]ami-‘
da com pH 9. Considere-se que microheterbgeneidade similar foi
encontrada na alfa-l1-glicoproteina acida(SCHMID, 1968; segundo
CRAWFORD, 1973), é atribuida a uma isomerizagao poéicional,
uma vez que o acido sialico pode se ligar ao C-3, C-4 ou C-6
do residuo da galactose adjacente. E interessante salientar
que CRAWFORD (1973) conseguiu alterar a posigao do padrao de
A-1-AT, na isoeletrofocalizagao, para cerca de 0,5 unidades a
mais de pH, apos tratamento do soro com neuraminidase. Esse re-
sultado esta de acordo com a sugestao de que ocorra modificacao
pos traducional nas cadeias laterais de aminoacidos, originando
a microheterogeneidade.

A origem da variacao bioquimica dos principais variantes
(S e Z) ainda ndo esta bem estabelecida. §egundo KUEPPERS &
BLACK (1974) e razoavel fazer uma analogia com os variantes de
outras proteinas e sugerir‘que mutagoes de ponto sejam respon-

saveis por esses e por outros variantes da A-1-AT.
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Alem disso, as diferengcas entre os variantes tambem po-
dem ser acentuadas pela diferente quantidade de carboidratos,
que provoca alteragoes na carga das molécu]as. Nesse sentido,
COX (1973b) encontrou indicagBes de que o variante Z possui
menos acido sialico do que a proteina M. Essa autora incubou
soro de individuos de fenotipos M, S e Z, com neuraminidase.

As amostras foram examinadas em varios intervalos de tempo,
atraves de eletroforese em gel de amido acido,seguida de ele-
troforese cruzada antigeno-anticorpo. COX observou que cada um
dos dois maiores picos da proteina M passa por seis mudangas
distintas de mobilidade. Em vista disso, sugeriu que cada pico,
a partir do anodo, representa a remocao de um residuo de acido
sialico, evidenciando assim a existencia de provavelmente seis
residuos de acido sialico nessa molecula de A-1-AT. Dessa for-
ma, o pico mais catodal, correspondente a banda mais lenta, te-
ria seis residuos de acido sialico a menos que a banda mais
rapida. Por outro lado, os maiores picos do variante Z passam
por quatro mudancas na mobilidade. Por isto, sugere-se que pos-
sua dois res7duos de acido sialico a menos que a proteina M.

A falta de acido sialico pode explicar um fenomeno que
ocorre com a proteina Z. Esse fenomeno se refere a ocorrencia
de inclusoes citoplasmaticas, PAS poéitivas, no figado de indi-
viduos que apresentam o alelo Z (AAGENAES e cols., 1972; GORDON
.e cols., 1972). Nota-se que a proporgao de células que apresen-
tam inclusoes difere de pessoa para pessoa e parece aumentar
com a idade. Alem disso, individuos homozigotos apresentam mais

celulas com inclusoes do que os heterozigotos para Z. Nessa 1li-
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nha de estudo, SHARP & FREIER (1972; segundo KUEPPERS & BLACK,
1974), atraves de microscopia eletronica, encontraram esses

granulos no reticulo endoplasmatico, e sugeriram que sua pre-
senca era devida ao bloqueio de excrecao da proteina Z da celu-
la. Essa situagao pode ser explicada por uma deficiencia rela-
tiva de acido sialico, pois sabe-se da sua importancia no trans-
porte de glicoproteinas da celula (BELL & CARREL, 1973). Em re-
forco a essa sugestdo, esta a demonstracao de PRICER & ASHWELL
(1971) de qué glicoproteinas, livres de acido sialico, se ligam
preferencialmente as membranas das celulas do figado. Assim,
tanto a acumulagdo da A-1-AT do tipo Z nos hepatocitos, bem co-
mo a sua baixa concentragao fora do figado, e explicada pela
falta de acido sialico.

| 0 modelo géra] que explica a interacgao entre proteina-
ses e seus inibidores, proposto por LASKOWSKI e cols. (1971,
segundo FRETZ & GAN, 1978a) se baseou, inicialmente, na ativi-
dade do inibidor da tripsina da soja, e mais tarde, demonstrou
ser aplicavel a outros inibidores da tripsina (LASKOWSKI &
SEALOCK, 1971; segundo FRETZ & GAN, 1978a). Esse modelo se ba-
seia na presenca de uma simples ligagao Arginina-X ou Lisina-X
dentro do inibidor, a qual sofre hidrolise na presenca da trip-
sina e e necessaria para a atividade inibidora. Atraves de mo-
dificagoes quimicas seletivas, das cadeias laterais arginil ou
1isil do inibidor, e subseqiliente analise da atividade inibidora
da molecula, pode-se classificar o inibidor como pertencendo ao
tipo arginil ou 1isil (HAYNES e cols., 1967; LIU e cols.,
1968). BUSBY & GAN (1976) mostraram, atraves de tecnicas de
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modificacbes quimicas, a importancia e necessidade dos res-
~duos 1isil para a capacidade inibidora triptica e quimotripti-
ca da alfa-l1-antitripsina. FRETZ & GAN (39783) demonstraram o
mesmo com relagao a inibicao da elastase pela alfa-l-antitrip-
sina. Dessa forma, a A-1-AT e considerada um inibidor do tipo
1isil. Se provocarmos alteragdao nessa ligacdao, a Proteina per-

de sua capacidade inibidora.



15

ITT - METODOS QUALITATIVOS E QUANTITATIVOS DE DETERMINACAOQ DA

ALFA-1-ANTITRIPSINA

Com a finalidade de conhecer melhor os diferentes vari-
an;es da alfa-l-antitripsina, bem como o seu comportamento, fo-
ram desenvolvidos varios metodos que permitiram estuda-los tan-
to qualitativa como quantitativamente. Os metodos qualitativos
demonstraram ser mais precisos na identificagao dos variantes,
porem os quantitativos se apresentaram como mais rapidos e sim-
ples,sendo, portanto, uteis para grandes rastreamentos popula-
cionais.

A segquir, apresentaremos alguns dos principais metodos
utilizados para a determinagao da A-1-AT, e o tipo de resulta-

dos por eles obtidos.

1. Eletroforese

1.1. Eletroforese em gel de amido acido

Esse metodo, primeiramente utilizado por FAGERHOL &
BRAEND (1965) e por FAGERHOL & LAURELL (1967), foi, posterior-
mente, aperfeigoado por FAGERHOL (1968).
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Através da eletroforese em gel de amido acido (pH 4,9 -
4,95), num sistema descontinuo de tampdes, os variantes genée-
ticos de A-1-AT aparecem na regiao denominada como pre-albumi-
nica (FAGERHOL & BRAEND, 1965). Essa proteina, portanto, migra
em diregdao ao anodo.

FAGERHOL (1969), utilizando amido negro como corante,
descreveu o aparecimento de um padrao de tres bandas, claramen-
te separadas, e de cfncb outras bandas mais fracas, que so podem
ser distinghidas com uma otima separacao eletroforetica. Cada
uma dessas bandas e referida por um algarismo, de 1 a 8, a par-
tir da banda com a maior taxa de migracao. Logo, a mais lenta
e referida pelo algarismo 8 e as bandas intermediarias, pelos
algarismos de 2 a‘6; Na Fig. 1, temos a representagao esquema-
tica dos principais fenotipos observados apos eletroforese em
gel de amido acido.

LIEBERMAN e cols. (1972a) descreveram um padrao similar
ao relatado por FAGERHOL (1969), em que todos os fenotipos ho-
mozigotos, exceto o Z, apresentavam tres bandas maiores, facil-
mente visTveis no gel de amido, e mais algumas bandas menores,
de dificil visualizagao. As tres bandas maiores apresentavam
distribuigao espacial e concentragao similar em diferentes ho-
mozigotos, sendo que estes diferiam entre si pela taxa de mi-
gracao de suas bandas. Os padroes proteicos aprésentados pelos
heterozigotos mostravam sobreposigao de algumas bandas protei-
cas condfcionadas pelos dois alelos de A-1-AT. Os variantes,

S, Fs I ou P, quando presentés em heterozigotos, junto com o

alelo normal M, sio detectados, usualmente, pelas bandas extras
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especificas que identificam estes variantes, isto & aquelas

que nao se sobrepoem. As bandas que nao se sobrepoem, em cada
heterozigoto, apresentam, aproximadamenfe, a metade da concen-
tragdao observada no homozigoto. As bandas que se sobrepoem
apresentam uma concentragao relativamente maior, por serem com-
postas por proteinas condicionadas pelos dois alelos. 0 varian-
te Z apresenta um padrao de bandas comparavel ao dos outros va-
riantes. Suas bandas, entretanto, apresentam uma concentragao
tao baixa que n3ao sao normalmente visiveis no gel de amido, co-
rado com amido negro. Geralmente, esse variante, em heterozigo-
se, nao & reconhecido no gel de amido. Nesse caso, sua presenca
e sugerida pela baixa concentragao de A-1-AT nas maiores bandas.

Como ja foi referido no capitulo II, a A-1-AT & um mono-

mefo e 0 excesso de bandas, verificado na eletroforese, pode
ser devido a diferenca no numero de residuos de acido sialico

(CRAWFORD, 1973).

1.2. Eletroforese cruzada antigeno-anticorpo

LAURELL (1965) desenvolveu a tecnica de eletroforese
cruzada antigeno-anticorpo. KUEPPERS & BEARN (1966b) introduzi-
ram uma modificagao, substituindo o gel de agarose, usado na
primeira etapa da tecnica, por gel de amido acido. Apos a se-
.paragao das proteinas, elas correm em ge} de agarose, que con-
tem um anti-soro especifico contra a A-1-AT. 0 precipitado, de-
corrente da rea¢dao imunologica entre as fragoes de A-1-AT e o

soro, forma curvas, com alturas correspondentes a quantidade
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relativa de proteina de cada fragﬁo.

FAGERHOL & LAURELL (1967), com o uso dessa tecnica,
evidenciaram, nos homozigotos M, um padrao composto de 6 picos.
E interessante salientar que esses autores utilizaram, na pri-
meira etapa, eletroforese em gel de amido acido, utilizando
nas cubas, fampEo com pH 9,0, o que nao permitiu uma perfeita

separagao em oito bandas.

FAGERHOL (1969), aprimorando essa tecnica, com a utili-
zagao de gel de amido acido e de tampoes descontinuos, obser-
vou as duas outras zonas (correspondentes as 3 e 5). As zonas,
anteriormente detectadas, correspondiam as referidas pelos al-
garismos 1, 2, 4, 6, 7 e 8. Essas novas zonas apareceram bem
proximas e a frente das duas maiores zonas 4 e 6, nos fenotipos
MeS. Estes picoé extras ndo eram visiveis nos fenotipos F e
Z, cujos picos 4 e 6 apresentaram uma leve assimetria em dire-
¢3o ao anodo. Nos heterozigotos o produto de um alelo se sobre-
poe ao do outro. Assim, duas ou mais zonas podem se sobrepor
enquanto outraé permanecem como picos distintos. Conseqiiente-
mente, numeros variaveis de picos de precipitaciao sao obtidos
quando os fenotipos de diferentes heterozigotos sao submetidos
a eletroforese cruzada antigeno-anticorpo. Dessa forma, quando
os fenotipos FM, FS, FZ, IM, MS, MV, MWK e SZ sao examinados,
obtem-se padroes que variam de 7 a 11 picos.

Se realizarmos uma eletroforese cruzada antigeno-anti-
corpo com uma mistura de soros de individuos MM e SS, o padrio
resultante sera 1ndistingthe1 daquele de um heterozigoto MS
.(KUEPPERS, 1972). Isto deve-se ao fato da A-l?AT«ser um monomero

e nao poder formar bandas hibridas nos heterozigotos reais.
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1.3. Isoeletrofocalizagdo

ALLEN e cols. (1974) desenvolveram um metodo de deter-
minagdo dos fenotipos de A-1-AT, atraves da focalizagao pelo
ponto isoeletrico, utilizando gel de poliacrilamida.

As proteinas da A-1-AT possuem pontos isoelétricos de
pH entre 4,2 a 4,65. Utilizando Ampholines com pH entre 3,5 a
5,0 ou 3,0 a 6,0, os.fenatipos do loco PI, determinados pelos
alelos mais comuns (M, Z, S e F), sao facilmente identificados
~ e podem ser estudados tanto qualitativa como quantitativamente
(ALLEN e cols., 1974). 0s padroes obtidos pela isoeletrofocali-
zagao sao semelhantes aos encontrados com eletroforese em-gel
de amido acido. Entretanto, devido a alta resolugao da isoele-
trofocalizagao, uma melhor distingao entre os varios alelos po-
de ser feita. Alem disSo,lesse método permitiu a detecgao de
seis subtipos de M, nao visualizados anteriormente com outras
tecnicas. Esses subtipos correspondem aos fenotipos M1, M2, M3,

MIM2, MIM3, M2M3.

1.4, Eletroforese com imunofixagao

Esse metodo, anteriormente usado na determinagﬁo de ou-
tras proteinas, foi desenvolvido para o exame da A-1-AT por
JOHNSON & ALPER (1970). Essa tecnica difere da eletroforese
cruzada antigeno-anticorpo, por nao necessitar de duas corridas
eletroforeticas. Nesse caso, as proteinas sao separadas em gel
de agarose e, em seguida, cobertas por anti-soro especifico pa-

ra a A-1-AT. Essa tecnica, entretanto, tem a desvantagem de re-
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querer uma maior quantidade de antiesoro do que a eletroforese
~ cruzada antigeno-anticorpo.

As mobilidades relativas dos variantes anodais (C, D,
E e F), em relagao ao M, quando examinadas apos eletroforese
com imunofixacao (pH 8,6), diferem das obtidas apos eletrofo-
rese em gel de amido acido. Essa distingao vem auxiliar na de-
vida caracterizagao desses variantes. Ja as posigoes dos vari-
antes com menor mobilidade (S, V, X e Y) s3ao similares as ob-
servadas na eletrcforese em gel de amido acido.

Entretanto, muitos variantes nao podem ser diferencia-
dos apos eletroforese com imunofixag¢ao alcalina. Podemos reunir
em 4 grupos os que apresentam mobilidade semelhante. No grupo

1, encontramos os variantes B, E, I, MLAM, MBAL; no grupo 2,

temos os variantes G, L e M; no terceiro grupo, encontramos os
variantes N, P e S; e finalmente, no grupo 4, encontramos V,Z
e a banda menor de M. Os variantes do 39 grupo, segundo JOHN-
SON (1976), sao distinguiveis pela diferenca significativa em
concentracao (N>S>>P),

A vantagem dessa técnica e que ela possibilita visuali-
zar apenas as bandas de A-1-AT, uma vez que as outras protei-

nas, nao fixadas, sao lavadas do gel antes da coloragao.

1.5. Eletroforese em gel de agarose e poliacrilamida

LAURELL & PERSSON (1973) desenvolveram um metodo eletro-
foretico em gel de agarose e poliacrilamida, com tampao aceta-

to, em pH 5,15, Nesse sistema, a a]fa-]-antitripsina e separa-
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da em cinco bandas maiores, permitindo que se estime a sua mo-
"~ bilidade relativa, bem como a concentragao de suas diferentes
fragoes.

Embora a eletroforese em gel de agarose seja mais sim-
ples do que a eletroforese em gel de amido acido, esta forne-
ce um padrao mais distinto. Segundo KLASEN e cols. (1977), a
grande vantagem na utilizagao dessa tecnica & que ela permite
a detec¢dao do fenotipo MZ, sem a necessidade de se realizar

uma eletroforese cruzada antigeno-anticorpo.

2. Inibicao da tripsina

Esse métodp se baseia na capacidade do soro em inibir a
acao da tripsina sobre uma variedade de substratos artificiais,
permitindo a avaliagao da atividade funcional da A-1-AT.

ERIKSSON (1965) desenvolveu um metodo de determinacao
da capacidade inibidora da A-1-AT, utilizando p-nitroanilide
de benzoil arginina, como substrato da tripsina. A agao inibi-
dora do éoro e expressa em miligramas de tripsina inibida por
mililitro de soro. Outro substrato que pode ser utilizado e o
ester etilico de benzoil arginina (LIEBERMAN, 1969).

ERIKSSON (1965), trabalhando com o soro de 100 indivi-
duos normais, encontrou um valor medio de inibigao igual a
‘1,0710,12 mg de tripsina, por ml de soro. Ao estudar indivi-
duos homozigotos deficientes, encontrou um valor medio de ini-

bigcao igual a 0,24 mg de tripsina/ml de soro. Nos heterozigo-
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tos, esse autor definiu, como variacao da capacidade de inibi-
cao da A-1-AT, uma faixa de 0,40 a 0,80 mg de tripsina/ml de
soro. LIEBERMAN e cols. (1969) descreveram valores normais de
inibig¢ao numa faixa de 0,85 a 1,60 mg para os'homozigotos nor-
mais. Os heterozigotos se encontraram numa faixa de 0,40 a
0,85 mg e os homozigotos deficientes apresentaram capacidade
inibidora de menos de 0,35mg. WELCH e cols. (1969), atraves de
estudos familiares, definiram cemo nivel intermediario de
A-1-AT um valor medio de 0,52+0,12 mg/ml, sendo que para os_ho-
mozigotos normais o valor medio encontrado foi de 1,08:0,17
mg/ml.

Assim, podemos observar que o valor de inibigao interme-
diario, corresponde a, ﬁajs ou menos, 50% do encontrado nos in-
dividuos normais e que os homozigotos deficientes apresentam
uma‘capacidade inibidbra de cerca de 25% da normal. Note-se
que, com a]ta-probabi]idade, os grupos de deficientes sao pos-
sivelmente heterogeneos, uma vez que os alelos mais freqiientes
desse grupo sao o S eo Z. Em vista disso, esses autores podem
ter considerado um heferozigoto SZ, como homozigoto deficiente,
com conseqiiente aumento na capacidade de inibigao, uma vez que
os homozigotos ZZ apresentam apenas cerca de 10% da concentra-
cao de A-1-AT (COOK, 1974).

JAMES e cols. (1966) adaptaram,vpara o exame da A-1-AT,
o teste de gelatina ja utilizad6 na determinagao da atividade
da tripsina, em fibrose pancreatica (SCHWACHMAN, 1949). A édap-

tagao visou a criagao de um metodo, nao dispendioso e simples,
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que permitisse ser aplicado em rastreamentos populacionais de
deficientes (heterozigbtos e homozigotos). Esse metodo se ba-
seia na capacidade da tripsina em digerir a gelatina encontra-
da na superficie do filme de raios-X, exposto e revelado. Se a
tripsina e inativada pela A?1-AT, o filme nao e digerido.
JAMES e cols. (1966), visando a determinagdo dos niveis
normais da A-1-AT, empregaram sete solugoes padroes de tripsi-.
na que continham de 1 a 2,5 mg/ml, com 0,25 mg de diferenga
entre cada solucao. Duas gotas de cada solugao sao incubadas
com duas gotas de soro, durante 10 minutos, e, em seguida, uma
gota de cada mistura e colocada sobre o filme. Apos incubacgao
durante duas horas, 3 temperatura ambiente, o filme & lavado
em agua corrente. Quando ndao se da inibigdo suficiente, da-se

a corrosao, e o resultado € considerado como positivo.

A estimativa da capacidade inibidora do soro (mg de
tripsina por m1) foi considerada como o valor intermediario en-
tre o Ultimo resultado negativo e o primeiro positivo. A anali-
se do soro de 69 individuos normais indicou uma media da capa-
cidade inibidofa de 1,69+0,30 mg de tripsina/ml de soro. Em se-
guida, esses autores prepararam solugoes padroes que continham
10% (0,17 mg), 50% (0,85 mg) e 100% (1,7 mg) da concentraggo de
.tripsina inibjda pelo soro normal, com a finalidade de separar
os fenotipos. Esses autores esperavam que 0 soro normal inibisse
todas as tres concentracoes de tripsina, que os heterozigotos
nao conseguissem inibir a solugao mais concentrada é que o0s
homozigotos deficientes inibissem apenas a menos concentradé,

Esse metodo, entretanto, pode levar a erros de diagnﬁs--w
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ticos. Algumas vezes, individuos heterozigotos podem apresen-
tar um resultado falso normal.

No Brasil, estao sendo realizados dois trabalhos com
essa tecnica, FIGUEIREDO & CHAUTARD-FREIRE-MAIA (1980), visando
padronizar a técnica de JAMES e cols. (1966),.utilizaram con-

centragoes de tripsina de 1 mg/ml ate 3,75 mg/ml, com interva-

los de 0,25 mg/ml. Essas autoras, testando amostras de soros

de 78 individuos, encontraram um valor de 2,76 mg/h1 de tripsi-
na (DP=0,35), para a capacidade inibidora média. Com a retirada
de dois individuos, classificados como tendo cerca de 50% da
capacidade inibidora media, ou seja heterozigotos, a media dos
normais foi de 2,79 mg/ml de tripsina (DP=0,27), sendo esse va-l
Tor significativamente maior que o relatado por JAMES e cols.
(1966). Ainda no Brasi], SILVA (1980, comunicagao pessoal),
trabalhando com a técnica de JAMES e cols. (1966), com ligeiras
modificagoes, encontrou uma capacidade inibidora media de 1,12
mg de tripsiﬁaﬂpor ml de soro, numa amostra de caucasoides,
sendo esse valor tambem diferente do encontrado por JAMES e
cols. (1966). Nesse caso, entretanto, a media encontrada foi
inferior a da populacgao americana. SILVA ( 1980) observa ainda
a necessidade de se padronizar os valores normais de inibigao
para cada tipo ou lote de tripsina que se pretende utilizar nas

dosagens.

3. ImunodifusEo radial -

0 méetodo de imunodifusdo radial foi introduzido por
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MANCINI e cols. (1965), sendo utilizado especificamente para a
A-1-AT por AUGENER (1965; segundo KUEPPERS, 1967) e KUEPPERS
(1967). Esse metodo permite avaliar a concentragio da A-1-AT,
atraves do exame do precipitado originado da reag3o antigeno-
-anticorpo. Os valores de concentragao encontrados por diver-
sos autores, ja foram citados no capitulo II.

Com modificagoes na tecnica de imunodifusio radial, LIE-
BERMAN e cols. (1972b) desenvolveram um teste que permite sepa-
rar homozigotos normais de heterozigotos e deficientes SS e ZZ.
0 soro normal (fenotipo M) produz apenas um anel de precipita-
¢ao, enquanto os heterozigotos e homozigotos deficientes apre-
sentam um anel duplo. Esses autores encontraram testes positi-
vos, sem falsos negativos, em 50 MZ, 35 MS, 3 FM e 17 SS. Nos
homozigotos ZZ, a baixa concentragdo & mais um fator a se le-
var .em conta no diagnostico. LIEBERMAN e cols. (1972b) postula-
ram que o anel mais 1nterno € composto por dimeros, anormalmen-
te formados péTas moleculas variantes de A-1-AT. Esses dimeros
nao seriam estaveis, e sua reversao a forma normal de monOmeros
seria responsavel pela formagao do anel externo, no caso dos
homozigotos deficientes. Alem disso, homozigotos normais (MM),
cujo soro tenha sido estocado por 1 ano, podem formar o anel

duplo, em cerca de 10% dos casos, Seria o mesmo caso de forma-

¢ao de dimeros instaveis.
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IV - FATORES QUE ALTERAM 0S RESULTADOS DA TIPAGEM DA ALFA-1-

-ANTITRIPSINA

Uma serie de fatores pode provocar alteracoes nas amos-
tras a serem examinadas quanto a tipagem da A-1-AT, levando,
em certas circunstancias, a obtencao de falsos resultados. A
seguir, abordaremos os principais fatores, que podem ocasionar

essas alteragoes.

1. Envelhecimento das amostras

A exposigao de soros a temperatura ambiente, por 2 ou
mais dias, leva a proteina M a apresentar, em eletroforese em
gel de amido acido, um falso padrao FM ou EM.

COOK (1975) chama atencao para o fato de que os padroes
FM falsos surgem, principalmente, se as amostras, deixadas a
temperatura ambiente, est3ao em contato com eritrocitos. 0s so-
ros com falsos padroes FM podem reverter ao padrao original,
‘desde que se incubem 4 gotas de soro com 1 gota de solugao de

mercaptoetanol a 5%, em temperatura ambiente, por 20 minutos.
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2. Excesso de heparina

Quando um pequeno volume de sangue @ misturado com uma
dose excessiva de heparina, as diferentes bandas da A-1-AT nao
podem ser detectadas apos eletroforese em gel. de amido acido.
Apenas uma banda proteica, intensamente corada, aparece a fren-
te da a]bumfna. Segundo COOK (1975), efeito semelhante pode ser
produzido pela adigdao de tripsina a amostra (1 mg de tripsina/

ml de soro).

3. Contaminacao das amostras

COOK (1975) encontrou tres amostras que, aparentemente,
representavam variantes homozigotos lentos, porem provinham de
criancas cujos pais eram de fenotipo M. Um exame mais minucio-
so demonstrou que as amostras estavam contaminadas. Com amos-
tras novas, de dois desses individuos, ficou demonstrado que
eram do tipo M, Provavelmente, algum organismo contaminador
produziu um efeito semelhante ao da neuraminidase, que ao re-
mover acido sialico, ocasiona uma reducao na mobilidade eletro-
foretica das bandas, como foi demonstrado por COX (1973b,

1975).

4, Gravidez

Segundo FAARVANG & LAURITSEN (1963b), a concentragao da
~ A-1-AT aumenta durante a gravidez, principalmente no 20 e 30
trimestres. Durante o 390 trimestre, as bandas M7 e M8 tornam-

-se bastante evidentes (COOK, 1975).



28

5. InfeccOes, inflamacoes e lesdOes tissulares

Durante o aparecimento de inflamagoes, infecgoes e le-
soes tissulares, ocorre um aumento significativo na concentra-
cao da A-1-AT (FAGERHOL, 1971). Nesse caso, tambem se verifica

uma maior evidenciacao das bandas M7 e M8 (COOK, 1975).

6. Periodo fetal

Amostras de sangue de cordao umbilical contem A-1-AT
fetal e nao materna (COOK, 1975). Na proteina fetal, a banda
M6 e muito mais intensa que a M4, chegando a produzir uma: assi-
metria tdao obvia em feto de 14 semanas, que torna facil a de-

teccao do fenotipo MS.
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