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Neste artigo se revisam as bases moleculares da Deficiéncia de Alfa;-Antitripsina e se amostra que se deve a
acumulagdo da proteina mutada como polimeros ordenados no reticulo endopldsmico dos hepatdcitos. Os
objetivos actuais sdo determinar a resposta celular & alfa-antitripsina polimérica e desenvolver estratégias
terapéuticas para bloquear a polimerizagdo in vivo.

A deficiéncia de alfa;-antitripsina (AAT) se reportou numa menina oriunda de Alaska que faleceu ha 800 anos' ¢ também
pode haver dado conta da morte prematura de Federico Chopin em 1849> . Foi descrita por primeira vez como uma
entidade clinica em 1963 por Laurell e Ericksson, quem notaram a auséncia da banda o, (alfa;) na electroforese de
proteinas séricas’. A principal fungiio da AAT ¢ de proteger aos tecidos da elastase, enzima produzida pelos neutrofilos™ ©.
O seu rol de proteger os pulmdes contra um ataque proteolitico esta garantizado pela associagdo do déficit plasmatico e a
aparigio precoce de enfiséma panacinar’. Esta descoberta, junto com a observagio que a instilagdo intrapulmonar de
enzimas elastoliticas também se deriva em enfiséma®'!, chegou a formular a hipotese de protease-antiprotease para a
doenga pulmonar. Normalmente ha um balance entre as proteases e antiproteases, mas quando ha um excesso de proteases
produz-se a destrucdo do tecido. Esta hipdtese desenvolveu-se ha mais de 35 anos e segue sendo central para a nossa
compreensdo da patogénese da doenca pulmonar. Neste artigo fazemos uma revisdo dos mecanismos moleculares que
estdo detrds da deficiéncia de AAT e amostramos como a compreensdo deste mecanismo nos permitiu explicar a
deficiéncia doutros membros da superfamilia dos inibidores das serin proteases ou serpinas (por suas siglas em inglés,
serine protease inhibitors). Estes incluem a deficiéncia de antitrombina, inibidor C1, alfa;-antiquimotripsina e neuroserpina
associada com trombose, angioedema, obstrucgdo do fluxo aéreo e deméncia respectivamente. Agrupamos estas condigdes
com o nome de “serinopatias™*'*. A sua fisiopatologia em comum prové uma plantaforma para o desenvolvimento de
estratégias para tratar os sindromes clinicos associados.

ESTRUCTURA E FUNGAO DA ALFA;-ANTITRIPSINA (AAT)

A AAT ¢ una glicoproteina de fase aguda, de 52 kDa e 394 aminoacidos que esta codificada no cromossoma
14931-32.1'". £ sintetizada pelos hepatocitos'®"? e ¢ secretada ao plasma a uma concentragio de 1.9-3.5 mg/ml.
Também a sintetizam e secretan macrofagos”™, células intestinais* e células epiteliais bronquiais™. Inicialmente se
denominou assim pela sua habilidade de inibir 4 tripsina pancreatica®. Posteriormente encontrou-se que era um efectivo
inibidor de uma variedade de outras proteases incluindo a elastase dos neutrofilos®, catepsina G e protease 32*. O amplo
espectro de inibigdo de proteases deu pé ao seu nome alternativo de inibidor da protease alfa,*, apesar que ¢ muito pouco
exacto ja que ha outras proteinas na banda o, do soro que sdo também inibidores de protease (como a
alfa;-antiquimotripsina).

Estudos cristalograficos amostraram que a AAT esta composta por trés laminas B (A-C) e um lago reactivo exposto movil
(Fig. 1) que tem uma sequéncia peptidica que serve como pseudo substrato para a protease’®’. Os aminoécidos criticos
dentro deste lago sdo os residuos P1-P1° metionina serina, ja que actuam como “anzol” da elastase dos neutrofilos®'. Uma
vez que a enzima é presa, rompe a unido peptidica P1-P1> da AAT*? e a protease se inactiva por uma acgio de tipo
ratoeira (Fig.1), que a faz girar desde o polo superior ao inferior da proteina em associagdo com a inser¢do do lago
reactivo como una linha extra na lamina p A**?’. Esta conformagéo alterada da AAT unida ao seu substrato enzimatico é
logo reconhecida por receptores hepéticos e eliminada da circulagio®®.

Esta assombrosa ac¢ao de ratoeira da AAT ¢ central para o seu rol de inibidor efectivo de serin proteases. Paradojica-
mente, ¢ também o seu calcanhar de Aquiles ja que mutagdes pontuais nesses dominios méveis fazem a molécula vulne-
ravel a transi¢des conformacionais aberrantes como a que subjaze na deficiéncia de AAT.

DEFICIENCIA DE ALFA-ANTITRIPSINA (AAT)

A deficiéncia de AAT ¢é a anormalidade mais amplamente identificada dum inibidor de protease que causa doenga
pulmonar. Descreveram-se mais de 70 variantes que ocorren naturalmente ¢ foram caracterizadas pela sua migragdo em
geles de isoeletroenfoque--o sistema de inibidor de protease ou sistema Pi*. As variantes deficientes mais comuns, S e Z
s30 o resultado de mutagdes pontuais no gene AAT***? ¢ sdo chamadas assim porque generam uma proteina que migra
mais lentamente que a proteina AAT normal M. As mutagdes que generam proteinas AAT que migram mais rapidamente
se designam de A a L.
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Figura 1: A alfa;-antitripsina pode considerar-se que
actlia como uma ratoeira para ratos® " **. Logo
apo6s prender (esquerda) a elastase dos neutrofilos
(cinzenta) se inactiva por um movimento desde o
polo superior ao inferior da proteina (direita). Isto vai
associado com a insercdo do lago reactivo
(vermelho) como uma linha extra na lamina B A
(verde). Reproduzido por autorizacdo de Lomas e
Carrell™.

Uma recente revisdo de 70 pesquisas de opinides proveio uma estimagéo da frequéncia e distribuigdo dos alelos S e Z da
AAT em toda Europa®. A maior frequéncia do alelo S ocorre na peninsula Ibérica e gradualmente se vai reduzindo em
direcgdo de sul a norte e de oeste a este. A AAT S (4cido glutdmico®® —valina) encontra-se até em 28% dos europeus do
sul e, embora resulta em valores plasmaticos que sdo o 60% do alelo M, ndo esta associada a sequelas pulmonares. Por
outra parte, o alelo Z ¢ mais comum no noroeste de Europa, com frequéncias que diminuem de oeste a este e de norte a
sul. A variante Z (icido glutimico®** —lisina) da como resultado uma deficiéncia mais severa que se caracteriza, no
homozigoto, em valores plasmaticos de AAT que sdo o 10% do alelo normal M e 60% no heterozigota MZ (50% pelo
alelo M e 10% pelo alelo Z). A mutagdo Z resulta na acumulagdo de AAT como inclusdes no reticulo endopldsmico
enrugado do figado*. Estas inclusdes predispdem ao homozigoto a hepatite juvenil, cirrose®*® e carcinoma

hepatocelular*’. Ademais, a falta de proteina circulante predispde 4 aparigio precoce de enfiséma panlobular” *%4,

PATOLOGIA MOLECULAR DA DOENGA HEPATICA ASSOCIADA A Pl Z AAT

Ha actualmente uma abrumadora evidéncia de que a doenca hepdtica associada com a variante Z da AAT se deve &
acumulag@o da proteina agregada mais que a una deficiéncia plasmatica. Um forte apoio a isto o porve o facto que os
alelos nulos (null), que ndo produzem AAT, nio estio associados com cirrose®”. Mais ainda, a sobre-expressdo de AAT
Z em modelos animais resulta em dano hepético™” >'. Nossa compreensio das bases moleculares da deficiéncia de AAT
produziu-se a partir do reconhecimento de que a proteina normal activa atravessa uma profunda transi¢do conformacional
ao inibir 4 elastase neutrofilica (ver Fig.1). A mutacdo Z da AAT esta no residuo P17 (17 residuos proximais ao centro
activo) na parte principal da linha 5 da lamina 3 A e a base do lago reactivo movil (Fig. 2). A mutac@o abre a lamina B A,
favorecendo desta maneira a insercio do lago reactivo duma segunda molécula de AAT para formar um dimero®® >4,
Isto se pode extender para logo formar polimeros que ficam atrapados no reticulo endoplasmatico do hepatocito e formam
os corpos de inclusdo (Fig. 3). Isto esta baseado na demonstragdo que a proteina AAT Z purificada do plasma forma
correntes de polimeros quando se la incuba em condigdes fisiologicas®. A velocidade de formagio do polimero se
acelerava ao aumentar a temperatura a 41°C e se conseguiu bloquear com péptidos que competiam por unirem-se 4 lamina
B A%, O rol da polimerizagio in vivo foi confirmado pelo achado de polimeros de AAT em corpos de inclusio do
figado de homozigotos Z AAT com cirrose™ >® ¢ em linhas celulares hepaticas que expressam a variante Z >. Mais ainda,
utilizando um sistema de expressdo de ovocito de Xenopus se observou que mutagdes pontuais que bloqueiam a
polimerizag@o aumentaram a secre¢do da AAT mutante®®.

A via de polimerizacdo da AAT foi determinada por analise bioquimico, biofisico e cristalografico como se amostra na
Figura 2> *°. O passo 1 representa a mudanga conformacional de AAT para una forma monomérica polimerogénica
(M*), o passo 2 representa a formacdo de polimeros (P) e o passo 3 representa uma via lateral que leva & formagao duma
conformagio latente monomérica estavel (L). A mutagio Z causa que a maior parte da proteina instavel forme polimeros.
A presenga do intermedidrio instdvel polimerizante M* foi predita a partir da analise biofisico de formacdo de
polimeros™, a demonstragdo dum intermedirio desdobrado®®* e resolvendo a estructura cristalina duma mutante da
alfa,-antiquimotripsina®. Nossos datos mais recentes sugerem que a mutagdo Z forca 4 AAT a uma conformagio que se
aproxima & M* instavel, favorecendo a formacdo de polimeros 8,



Lomas, Parfrey

Figura 2: A estructura da AAT centra-se numa lamina g A (verde) e o lago centro activo moévil (vermelho). A formacéo do polimero se produz
a partir da variante Z da AAT (Glu342Lis em P17-flecha) ou as mutagdes no dominio “shutter” (circo azul) Siiyama, Mmalton, S ou | que
abrem a lamina B A e favorecem la insergao parcial do lago (passo 1) e a formagdo dum intermediario instavel M***®®, Essa estructura pode
depois aceitar o lago doutra molécula (passo 2) para formar um dimero D que logo extende-se para formar um polimero P %% %% ou bem
aceita 0 seu propio laco (paso 3) para formar uma conformago latente L** *°. As moléculas individuais de AAT dentro do polimero estéo
coloridas de vermelho, amarelo e azul. Reproduzido com autorizag&o de Gooptu e col®.

Actualmente estdo sendo clarificados os mecanismos de controle de qualidade para manejar os polimeros dentro do hepa-
tocito® . Em elegantes estudos se demonstrou que sio os residuos de asparagina unida a oligossacéridos os que dirigem
a rota efectiva de eliminag@o no-protedmica dos polimeros AAT Z dentro do hepatdcito. Entretanto, o proteossoma tem
muita importincia no metabolismo da AAT Z de algumas linhas celulares hepaticas®’ e ndo hepaticas®™®. Mais ainda, ha
uma crescente evidéncia de que a AAT Z retida estimula uma resposta autofagica dentro do hepatocito™®”'. Apesar da
nossa maior compreensdo sobre a rota de eliminagdo, ainda permanece pouco claro como a acumulagdo de AAT Z causa
morte celular e cirrose hepatica.

“ i A

Figura 3: A alfa;-antitripsina Z (AAT) é retida dentro dos hepatécitos como inclus@es intracelulares. (A) Essas inclusdes sdo PAS positivas e
resistentes a diastase (flecha) e estdo associadas & hepatite neonatal e & carcinoma hepatocelular. (B) Microfotografia electronica dum
hepatdcito do figado dum paciente com deficiéncia de AAT Z aonde se amostra a acumulagdo de AAT Z no reticulo endoplasmico enrugado.
Estas inclusdes estdo compostas por correntes de polimeros de AAT neste caso do plasma dum homocigoto AAT Siiyama (C) e do figado de
un homocigoto AAT Z (F). Mutagdes similares na AAT e na neuroserpina resultam em inclus@es intracelulares similares de AAT e
neuroserpina como se amostra em (A) hepatdcitos e (D) neuronas com coloragdo de PAS e como agregados endoplasmicos das proteinas
anormais por microscopia electronica (B e E respectivamente). A microscopia electrénica confirma que a neuroserpina anormal forma
polimeros com forma de contas ou abalorios e agregados poliméricos enredados, idénticos aos amostrados aqui com a AAT Z (C e F
respectivamente). Magnificagdo de esquerda a direita: x200; x20.000; x220.000. Reproduzido com autorizagéo de Carrell e Lomas™.
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A dependéncia da polimerizagio da temperatura e concentragio’>>>, assim como de factores genéticos’>"°, podem dar

conta da heterogeneidade da doenga hepatica entre individuos que sdo homozigotos para a mutagdo Z. A sintese de AAT
aumenta durante episodios de inflamagdo como parte da resposta de fase aguda. Neste periodo é possivel que a formagdo
de polimeros supere a via degradativa, exacerbando, desta maneira, a formagdo de inclusdes hepaticas ¢ o dano
hepatocelular associado. Esta hipotese foi posta em duvida por estudos celulares que ndo amostram um incremento de
AAT Z em resposta a um aumento de temperaturas’*. No entanto, nossos datos recentes num modelo de déficit de AAT
em Drosophila amostram claramente que a polimerizagio depende da temperatura in vivo”". H4 também uma evidéncia
clinica aneddtica que apoia o rol da temperatura em exacerbar a doenga hepatica associada & AAT Z no estudo prospectivo
sueco de Sveger e col.**. Eles estudaram 200.000 recém nascidos e identificaram 120 homozigotos ZZ a quem seguiram
até a4 adolescéncia tardia. Dois desses pacientes desenvolveram ictericia progressiva durante o estudo; num caso se
desenvolveu uma apendicite aguda e no outro uma pneumonia severa. Outras criangas assintomaticas desenvolveram
marcados desarranjos nas analises de fun¢do hepatica em associagdo com rinite aguda e eczema. Se requerem mais
estudos prospectivos para evaluar se os episodios febris ocorren mais frequentemente e aumentam o risco de polimeros
intra hepaticos nos homozigotos AAT Z que desenvolvem doenga hepatica comparados com aqueles individuos que
permanecem assintomaticos.

Apesar que se descreveram muitas variantes da deficiéncia de AAT, s6 duas (além do alelo Z) foram associadas em forma
similar com a deficiéncia plasmatica e as inclusdes hepaticas: a AAT Siiyama (serina>—>fenilalanina), que ¢é a deficiéncia
de AAT mais frequente no Japio’®”” e a Mmalton (também conhecida como Mnichinan” e Mcagliari”, dele¢io da
fenilalanina na posi¢do 52) que é a causa mais comum de deficiéncia de AAT em Cerdenha. Estas duas mutantes
desestabilizam e abrem a lamina B A (Fig.2) para permitir a formagdo de intermediarios dobrados®" ®* e polimeros lago-
lamina (loop-sheet) in vivo®"®. A polimerizagio também ¢é a base da deficiéncia plasmatica moderada das variantes AAT
S (Glu264Val) e T (Arg39Cys) 3 ¥, As mutagdes pontuais responsaveis destas variantes causam menos desarranjos na
lamina B A que a variante Z. Assim, a velocidade de formagdo do polimero ¢ mais baixa que na AAT Z> e isso resulta
numa menor retengdo de proteina dentro do hepatocito, uma deficiéncia plasmatica mais leve e a auséncia de fenotipo
clinico. No entanto, se se herda uma variante com velocidade de formagéo de polimero lenta como S ou I junto com uma
variante Z, de alta formagdo de polimero, ambas podem interactuar para formar heteropolimeros dentro do hepatdcito
levando a inclusdes e finalmente cirrose™*°.

PATOLOGIA MOLECULAR DA DOENGCA PULMONAR ASSOCIADA A Pl Z AAT

0 factor mais importante para o desenvolvimento de enfiséma em pacientes com deficiéncia de AAT ¢ o fumar®™ >, A

combinagdo de deficiéncia de antiprotease e o fumo do cigarro pode ter um efeito devastador sobre a fungéo pulmonar,*®
87 provavelmente por permitir a acgiio sem oposi¢do de enzimas proteoliticas. Os niveis de AAT estdo muito diminuidos
nos pulmdes de individuos com deficiéncia de AAT®®. Mais ainda, a AAT que esta disponivel para proteger os pulmdes é
aproximadamente 5 vezes menos efectiva em inibir a elastase dos neutréfilos que a AAT normal M> %' A acciio
inibitoria da AAT Z pode ver-se reduzida ainda mais ja que a AAT ¢ susceptivel de inactiva¢do por oxidagdo do residuo
metionina por radicais libres dos leucécitos ou por oxidagdo directa pelo fumo do cigarro™®*°*?*. Finalmente, a mutagdo
Z favorece a formagio espontinea de polimeros lago-lamina (loop-sheet) de AAT nos pulmdes’™. Esta transigio
conformacional inactiva & AAT como inibidor de protease, reduzindo, ainda mais por este motivo, os niveis que ja de por
si sdo baixos de AAT disponiveis para proteger os alvéolos (Fig.4). Os mecanismos que conduzem & formagdo de
polimeros AAT Z no pulmio sdo desconhecidos. E possivel que a polimerizagdo possa acelarar-se pelo ambiente
inflamatério que existe no pulmio dos individuos com deficiéncia de AAT Z. Ademais, o fumo de cigarro ¢
moderadamente 4cido e estudos prévios demonstraram que a polimerizagio de AAT se acelera a pH baixo®. Assim, o
fumo do cigarro pode actuar de varias maneiras para promover a inactivagdo da AAT Z in vivo.

Os pacientes com deficiéncia de AAT Z tém um niimero excessivo de neutréfilos no fluido de lavado broncoalveolar® e
em secgdes de tecido do parénquima pulmonar'® comparado com contréis. Isto pode reflexar um excesso de agentes
quimioatractantes como o leucotrieno B4 (LTB4) e a interleukina (IL)-8°*". No entanto, estudos recentes amostraram
que os polimeros sdo, por si mesmos, quimiotacticos para neutrofilos humanos in vitro’®. A magnitude deste efeito foi
similar a0 do quimioatractante C5a e se apresentou no rango de concentra¢des fisiologicas (ECsy 4,5 (2) pg/ml). Os
polimeros também induziram uma mudanga na forma dos neutréfilos, estimularam a liberagdo de mieloperoxidase ¢ a
aderéncia dos neutrofilos™. E possivel que os polimeros de AAT Z se formem in vivo e actuem logo como
quimioatractantes crénicos causando um influxo de células inflamatorias'®. Eles poderiam evadir os sistemas defensivos
do pulmao aderindo-se ao intersticio. Qualquer efeito proinflamatério dos polimeros provavelmente esteja exacerbado por
citoquinas inflamatorias, AAT partida ou complexada”, produtos de degradagdo da elastina'® e fumo de cigarro quem,
por si mesmos, provocam o recrutamento de neutrofilos. Nossa compreenséo das propiedades biologicas da AAT prevé
assim novas rotas para a patogénese da enfiséma em individuos que sdo homozigotos para a mutagdo Z (Fig. 4).
Certamente, a presenca de polimeros pode explicar a progressdo da doenga pulmonar em individuos homozigotos Z logo
que deixaram de fumar e apesar duma adequada terapia de reposicdo intravenosa com AAT plasmatica. A relagdo entre
polimeros intrapulmonares de AAT Z e o fumar, as infecgdes, a producdo de citoquinas e a propor¢do de declinagao da
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funcdo pulmonar requerem a evaluagdo tanto em modelos animais e celulares da doenga assim como de estudos
prospectivos em individuos homozigotos Z.

Antitripsina Z

Agéo Polimerizagao Fig_u[a 4: Modelo_ proposto para ‘a_Apa_togénese do
enfiséma em pacientes com deficiéncia de alfa;-

Deficiéncia Actividad antitripsina (AAT) Z. A deficiéncia plasmatica e a
Plasméatica Inibitoria actividade inibitoria reduzida da AAT Z podem exacerbar-
Reduzida se pela polimerizagdo da AAT Z dentro dos pulmdes.

Estes processos inactivam ao inibidor, reduzindo, por

Inactivacdo  Pro-inflamac&o estg razdo, ainda mais a tela Qe antiprotease. Os
polimeros de AAT podem também actuar como um
estimulo pro-inflamatério para atrair e activar neutrofilos,
aumentando, em consequéncia, o dano tisular.

Enfiséma Reproduzido com autorizagéo de Lomas e Mahadeva®.

PATOLOGIA MOLECULAR DOUTRAS CONDICOESASSOCIADASCOM Pl Z AAT

A deficiéncia de Pi Z AAT foi descrita junto com paniculite que se caracteriza por uma infiltragdo inflamatéria aguda da
pele e necrose gordurosa'® '%2, Também hd uma associagio entre o alelo Z de AAT e a asma'™ '™ vasculite'® ',
bronquiectasias'’, pancreatite '® ¢ aneurismas vasculares'® ''"°, embora a associagio com bronquicctasias e doengas
vasculares tenha sido disputada por outros estudos'® "', A caracteristica comum que vincula muitas destas condigdes ¢é a
inflamacdo mediada por neutrofilos, e ¢ possivel que os polimeros de AAT sejam um dos factores que impulsem esta

inflamagio e a progressdo da doenga’®.

DOENGAS CAUSADASPELA POLIMERIZAGCAO DE OUTRAS SERPINAS

A AAT ¢é o membro arquetipico da superfamilia das serpinas ou o inibidor da serin protease. Esta familia inclui membros
como a alfa;-antiquimotripsina, o inibidor C1, a antitrombina e o activador inibidor-1 do plasminogénio, que tém um
importante rol no control das proteases involucradas nas cachoeiras inflamatoérias, do complemento, da coagulagdo e
fibrinolitica, respectivamente® ''2. A familia se caracteriza por ter um 30% de homologia de sequéncia com respeito &
AAT e conservagio da estructura terciaria'® ''*. Consequentemente, os processos fisiologicos e patologicos que afectam a
um membro podem ser extrapolaveis a outro. O fendmeno de polimerizagio lagco-lamina (loop-sheet) ndo esta restringido
4 AAT e foi recentemente reportado em mutantes doutros membros da superfamilia das serpinas causando doengas: as
serpinopatias. Mutantes do inibidor C1, a antitrombina e a alfa;-antiquimotripsina também podem desestabilizar a sua
arquitectura proteica formando polimeros inactivos que estdo associados com deficiéncia plasmatica e angioedema,
trombose ¢ doenga pulmonar obstructiva cronica respectivamente®® 1%,

O processo manifesta-se em forma sorpreendente pelos corpos de inclusdo em deméncia, a encefalopatia familiar com
corpos de inclusdo com neuroserpinas (FENIB, por suas siglas em inglés) '2'. Nos demonstramos que esta deméncia estd
causada por mutacdes nas neuroserpinas que sdo homologas a aquelas que causam cirrose hepatica na deficiéncia de
AAT"™'. Além disso, ambas, a cirrose hepatica ¢ a doenga neurodegenerativa tém um padrio idéntico de polimerizago
intracelular e formacéo de corpos de inclusdo (Fig. 3). Foram descritas mais familias de muta¢des em neuroserpinas
polimero genéticas e se esta evidenciando que hd uma relagdo directa entre a magnitude da acumulagdo intracelular de
neuroserpina ¢ a severidade do sindrome clinico'?®. Mais ainda, um recente trabalho nosso demonstrou que uma das
mutantes de neuroserpina que causa FENIB (Ser49Pro) polimeriza a uma velocidade até 13 vezes maior que a proteina
selvagem'?® (normal, ndo mutada). Isto prové um grande apoio ao rol da polimerizagdo de neuroserpinas aberrantes na
patogénese de FENIB.

PREVENCAO DA FORMACAOQO DE POLIMEROS

Actualmente ha evidéncia substancial que os polimeros de AAT e de todas as outras serpinas, formam-se por uma unido
aberrante entre o lago do centro reactivo duma molécula ¢ a ldmina p A da outra®® *> ** 27 [sto permitiu o
desenvolvimento de novas estratégias para atenuar a polimerizagdo e para tratar a doenca associada. Amostramos
préviamente que ¢ possivel bloquear a polimerizagdo de AAT Z por meio da unido de péptidos do lago reactivo a lamina 3
A% 128 Esses péptidos tinham uma extensdo de 11-13 residuos e se podiam unir a outros membros da superfamilia de
serpinas'®® 1% Isto foi claramente demonstrado pela descoberta de que o péptido do lago reactivo da antitrombina se
introduzia facilmente na lamina p A da AAT Z vice-versa'’. Estes péptidos, apesar de serem uteis para establecer o
mecanismo de polimerizaggo, sdo muito grandes para serem aptos para um desenho racional de drogas. Mais recentemente
desenhamos um péptido 6-mer que se une especificamente com a AAT Z somente ¢ bloqueia a polimerizagio®.
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Actualmente se desenvolveram péptidos trimeros que podem unir-se com a lamina B A da antitrombina in vitro'*'. Agora
a nossa aspiracdo ¢, de convertir esses péptidos em drogas que possam ser usadas in vivo.

Uma segunda estratégia provem da identificagdo dum bolso hidrofobico na AAT que estd definido pela linha 2A e as
hélices D e E *'*2. A cavidade ¢ aparente na proteina nativa mas enche-se quando a lamina A aceita un lago reactivo
peptidico exdgeno durante a polimerizagao »_ Demonstramos que introduzindo mutagdes nesse bolso se atraza a
polimerizagio de AAT M e aumenta a secre¢io de AAT Z num sistema de expressdo de ovocitos de Xenopus'®®. Esta
cavidade ¢ entdo um objetivo ideal para o desenvolvimento de drogas que estabilizem a lamina § A e portanto reduza a
formagao de polimeros.

Uma estratégia alternativa ¢ utilizar chaperones quimicos para estabilizar os intermediarios na rota de ceder. Osmolitos
como a betaina, o 6xido de trimetilamina e a sarcosine estabilizam 4 AAT contra a formagdo de polimeros'**. O chaperon
6xido de trimetilamina ndo teve efeito na secre¢do de AAT Z ao meio de cultivo™ ja que favoreceu a conversdo de AAT
Z desdobrada a polimeros'®®. Pelo contrario, o glicerol aumentou a secre¢io de AAT Z em linhas celulares ™
provavelmente porque se une e estabiliza 4 lamina B A'*'. O 4-fenil butirato (4-PBA) também aumentou a secregio de
AAT Z em linhas celulares e ratos transgenéticos’*. Este agente foi utilizado durante muitos anos para tratar criangas com
transtonos no ciclo da uréia e, mais recentemente o 4-PBA demonstrou incrementar a expressao duma proteina mutante
(AF508) de transmembrana reguladora em fibrose quistica, tanto in vitro'*® como in vivo'*’. Estes alentadores
descobrimentos levaram-nos & realizagdo dum estudo piloto que actualmente estd em curso para evaluar o potencial do
4-PBA para promover a secre¢do de AAT em pacientes com deficiéncia de AAT.

CONCLUSAO

Se delucidaram as bases moleculares da deficiéncia de AAT Z, mediante estudos bioquimicos, celulares e estructurais. Os
objetivos actuais sdo determinar a respuesta celular & polimerizagdo de AAT e desenvolver estratégias terapéuticas para
bloquear a polimerizagéo in vivo.
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