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RESUMO

Introducao: A deficiéncia de alfa-1 antitripsina é uma doencga genética rara causada por mutacgdes
no gene SERPINA1, que codifica o inibidor da protease alfa-1 antitripsina. A deficiéncia de alfa-
1 antitripsina grave predispde os individuos a doen¢a pulmonar obstrutiva cronica e a doenga
hepatica. Supde-se que mais de 85% dos casos ndo sao diagnosticados. A prevaléncia da afeccao
nao é conhecida no Brasil. O teste para deficiéncia de alfa-1 antitripsina é recomendado em
pacientes com doenc¢a pulmonar obstrutiva cronica, de acordo com a Organizacao Mundial da
Saude e o Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease. O diagnostico de deficiéncia de
alfa-1 antitripsina é baseado em resultados de exames laboratoriais. A abordagem diagndstica
padrdo envolve a avaliacdo dos niveis séricos de alfa-1 antitripsina, seguida de teste genético,
para detectar a mutagdo especifica. Um desses testes disponiveis no Brasil é o A1AT Genotyping
Test, que analisa as 14 mutag¢des mais prevalentes na deficiéncia de alfa-1 antitripsina, utilizando
DNA extraido de um swab bucal ou de uma gota de sangue em papel-filtro. Objetivo: Identificar
a prevaléncia de pacientes com mutacdes do gene SERPINA1 atendidos nos ambulatérios de
Doencga Pulmonar Obstrutiva Cronica do Servigo de Pneumologia do Hospital do Servidor Publico
Estadual “Francisco Morato de Oliveira” em Sdo Paulo, com énfase especial nos casos heterozigotos.
Métodos: Estudo observacional, transversal, retrospectivo e descritivo realizado entre maio
e agosto de 2022. A coleta de dados foi realizada de forma aleatoéria, com Kkits fornecidos pelo
laboratério Grifols. Foram avaliados os prontuarios dos pacientes com genétipo heterozigoto
e coletadas informacdes referentes as avaliagdes clinica, funcional e radiolégica. Resultados:
Foram avaliados 80 pacientes, sendo que destes, 66 apresentavam fenétipo PiMM (Normal) e 14
alelos heterozigotos. Em relacdo aos alelos apresentados, observou-se o fendtipo Pi*MS em 12
pacientes, um paciente com Pi*MZ e um paciente com Pi*IM. No subgrupo de pacientes com alelos
heterozigotos, a média de idade foi de 68 anos (* 8,66), com predominio do sexo masculino (8
pacientes/57%). A espirometria de todos os pacientes mostrou disturbio ventilatério obstrutivo,
sendo 7 leves, 3 moderados e 4 graves. O diagnostico de doenga pulmonar obstrutiva cronica foi
feito de acordo com os critérios descritos no Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease,
com excecdo de um paciente. Em relagdo as exposi¢des, apenas um paciente estava exposto ao
fogdo alenha, enquanto os demais estavam expostos ao fumo, sendo 10 ex-fumantes. A tomografia
computadorizada de todos os casos mostrou a presenca de enfisema pulmonar. A localizagao
do enfisema foi predominantemente na parte superior. Conclusao: A identificacdo precoce de
mutagdes genéticas associadas a deficiéncia de alfa-1 antitripsina é muito importante e agora
mais acessivel com métodos de identificacdo, como o swab oral simples e pratico, que permite
detectar mutagdes. Este estudo ressalta a importancia da identificagdo de mutacdes para o gene
SERPINA1, uma vez que permite o aconselhamento genético, que é essencial para pacientes e
portadores de mutagdes mais associadas a niveis séricos reduzidos de alfa-1 antitripsina.

Descritores: Alfa 1-Antitripsina; Doengas Raras; Alelos; Técnicas de Genotipagem.
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ABSTRACT

Introduction: Alpha-1 antitrypsin deficiency is a rare genetic disorder caused by mutations in
the SERPINA1 gene, which encodes the protease inhibitor alpha-1 antitrypsin. Severe alpha-1
antitrypsin deficiency predisposes individuals to chronic obstructive pulmonary disease and
liver disease. It’s assumed that more than 85% of cases go undiagnosed. The prevalence of the
condition is not known in Brazil. Testing for alpha-1 antitrypsin deficiency is recommended in
patients with chronic obstructive pulmonary disease, according to the World Health Organization
and Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease. The diagnosis of alpha-1 antitrypsin
deficiency is based on laboratory test results. The standard diagnostic approach involves the
assessment of serum alpha-1 antitrypsin levels, followed by genetic test, to detect the specific
mutation. One such test available in Brazil is the A1AT Genotyping Test, which analyzes the 14
most prevalent alpha-1 antitrypsin deficiency mutations, using DNA extracted from a buccal
swab or dried blood spot. Objective: Identify the prevalence of patients with mutations of the
SERPINA1 gene treated at the Chronic Obstructive Pulmonary Disease outpatient clinics of the
Pulmonology of the Hospital do Servidor Publico Estadual “Francisco Morato de Oliveira” in Sdo
Paulo, with special emphasis on heterozygous cases. Methods: Observational, cross-sectional,
retrospective, and descriptive study held between May and August 2022. Data collection was
carried out randomly, with Kkits provided by the Grifols laboratory. The medical records of
patients with heterozygous genotype were evaluated, and information regarding clinical,
functional and radiological evaluations was collected. Results: 80 patients were evaluated, and
among these, 66 had a PiMM phenotype (Normal) and 14 heterozygous alleles. Regarding the
alleles presented, we observed the Pi*MS phenotype in 12 patients, one patient with the Pi*MZ
and one patient with the Pi*MI. In the subgroup of patients with heterozygous alleles, the mean
age was 68 years (* 8.66), with a predominance of male patients (8 patients / 57%).Spirometry
tests of all patients showed obstructive lung disease, of which 7 were mild, 3 as moderate, and
4 as severe. The diagnosis of chronic obstructive pulmonary disease was made according to
the criteria described in the Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease, with the
exception of one patient. Regarding exposures, only one patient was exposed to wood stoves,
while the others were exposed to smoking, 10 of whom were former smokers. The computed
tomography scan of all cases showed the presence of pulmonary emphysema. The location of
emphysema was predominantly in the upper lobes or diffuse. Conclusion: Early identification
of genetic mutations associated with Alpha-1 antitrypsin deficiency is very important and now
more accessible with identification methods, such as the simple and practical oral swab, that
allows to detect mutations. This study highlights the importance of identifying mutations for the
SERPINA1 gene, since it allows genetic counseling, which is essential for patients and carriers of
mutations most associated with reduced serum alpha-1 antitrypsin levels.

Keywords: Alpha 1-Antitrypsin; Rare Diseases; Alleles; Genotyping Techniques.
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INTRODUCAO

A alfa-1-antitripsina (AAT) ¢é

glicoproteina codificada pelo gene SERPINA1,

uma
da superfamilia de inibidores de serina
protease, cuja principal funcdo consiste na
inibicdo de um grupo de enzimas, entre elas a
tripsina, a elastase neutrofilica e a protease-3'2.

Sua deficiéncia, causada por mutagdes
genéticas, pode levar a doengas hepaticas,
cutaneas e pulmonares, entre elas o enfisema
pulmonar e a doenga pulmonar obstrutiva
cronica. A deficiéncia de alfal antitripsina
¢ considerada uma doenga genética
(autossémica recessiva), rara (1-5/10.000),
subdiagnosticada, sem prevaléncia definida

no Brasil 2.

No inicio da década de 60 foram
descritos os primeiros casos de deficiéncia de
alfa-1 antitripsina (DAAT). Laurell identificou
inicialmente em 1962 a auséncia da banda alfa-
1 na eletroforese de proteinas ao examinar
individuos com enfisema. Em sua tese de 1963,
Erickson fez a descricdo da sindrome clinica
associada a DAAT 3.

A doenca hepatica tem como principal
mecanismo a formacao de polimeros de AAT
mutantes, devido as alteragdes de sua confor-
macdo estrutural, que acabam por se agregar
no reticulo endoplasmatico dos hepatocitos,
levando progressivamente a cirrose »*.

No pulmdo, o desbalanco entre a
relacdo de atividade protease-antiprotease,
ocasionado pela disfuncdo da AAT, acaba
gerando o enfisema pulmonar predominante
em lobos inferiores. A doenga tem um inicio
precoce quando comparada com a doencga
pulmonar associada ao tabagismo e os
sintomas principais sdo dispneia, sibilancia,
expectoragdo e tosse *.

Além de tratamento com uso de bronco

dilatadores, corticoides inalatorios, reabilitacdo
pulmonar e orientagdes quanto a cessacao de
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tabagismo, existe a possibilidade de reposicao
intravenosa de concentrados purificados da
proteina para alguns casos selecionados *.

Entre os principais alelos identificados
pelos testes genéticos, seja por amostras de
swab oral ou por amostras de sangue, tem-
se como mais frequentes: alelo M (variante
normal), alelo S e o alelo Z (mais associado a
patologias). Existe uma correlacdo entre os alelos
e a dosagem sérica de alfa 1 antitripsina 2*.

Sua nomenclatura convencionada para
descrever as mutacdes consiste no prefixo Pi
(do inglés protease inhibitor) seguido da letra
que corresponde ao alelo presente.

A pesquisa da deficiéncia de alfa-1 an-
titripsina (DAAT) é recomendada na triagem
de pacientes com doenca pulmonar obstrutiva
cronica (DPOC) ao menos uma vez na vida de
acordo com a organizacdo mundial da satude
e 0 Global Initiative for Chronic Obstructive
Lung Disease (GOLD), bem como na investiga-
cdo de pacientes com bronquiectasias, asma
de dificil controle, familiares de individuos
com DAAT, individuos com familiares com
doenga respiratéria cronicas em diagndstico
definido, doenca hepatica, paniculite ou vas-
culite de causa desconhecida ou com auséncia
de pico de alfa-1 glicoproteina na eletroforese
de proteinas *°.

OBJETIVOS

1. Identificar a prevaléncia de pacientes com
mutacdes do gene SERPINA 1 atendidos
nos ambulatérios de Doen¢a Pulmonar
Obstrutiva Cronica (DPOC) do Servico
de Pneumologia do Hospital do Servidor
Publico Estadual “Francisco Morato de
Oliveira” (HSPE-FMO) de Sao Paulo, com
énfase especial aos casos heterozigoticos.

2. Caracterizar o perfil clinico dos pacientes

heterozigotos.
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METODOS

Trata-se de um estudo observacional,
transversal, retrospectivo e descritivo, no qual
foram avaliados os resultados do estudo gené-
tico de material proveniente da coleta de swab
oral nos ambulatérios de DPOC do Servigo de
Doencas do Aparelho Respiratoério (DAR) entre
maio e agosto de 2022. A coleta foi realizada
de maneira aleatoria, com Kits fornecidos pelo
laboratério Grifols com sede na Espanha. Os
pacientes que compodem a amostra assinaram
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

A amostra coletada pelo swab oral foi
submetida de maneira andnima, com cada kit
contendoumnimerodesérie,semidentificacdo
do paciente e enviado para a sede da Progenika
BiopharmaS.A.em Vizcaya, Espanha. O nimero
do kit foi anotado no prontuario médico sendo
a correlacao entre o nimero de kit e identidade
do paciente conhecida apenas pelo Servico
DAR. O resultado foi obtido ap6s pesquisa do
numero de série do paciente na plataforma
online da Progenika (https://grifolsalphaltest.
com). Foram avaliados os prontuarios dos
pacientes com genotipo heterozigoto e
coletadas informacdes referentes a clinica,

avaliagOes funcionais e radioldgicas.
Analise estatistica

Os dados dos pacientes foram inseridos
em uma planilha do Microsoft Excel 2021. Foi
feita uma andlise descritiva das variaveis com
calculo de percentagem para variaveis ndo
numéricas, utilizando média e desvio padrao,
variaveis quantitativas. Devido a reducdo do
numero da amostra, ndo foi possivel analisar
as variaveis entre os subgrupos e por isso nao
calculado o p.

Etica
Os prontudrios foram avaliados de
acordo com as normas de pesquisas envolvendo

seres humanos do conselho nacional de satde
(resolugao 466/2012).
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Critérios de inclusio e nao inclusiao

Foram incluidos no estudo os pacientes
atendidos nos ambulatérios de DPOC do
HSPE com mais de 18 anos, ambos os sexos,
que concordaram em se submeter a coleta
para estudo genético de deficiéncia de alfa
1 antitripsina. Os critérios de ndo inclusao,
foram pacientes com menos de 18 anos ou
provenientes de outros ambulatérios ou cujos
prontuarios ndo continham as informacdes
necessarias para o estudo.

RESULTADOS

Foram incluidos na amostra 80

pacientes avaliados para deteccdo das
alteracdes genéticas de alfa-1 antitripsina,
sendo que 66 deles apresentavam fendtipo
PiMM (Normal) e 14 apresentaram alelos

heterozigotos.

No subgrupo de pacientes com alelos
heterozigoticos observou-se média de idade de
68 anos (* 8,66), com predominio de pacientes
do sexo masculino (8 pacientes / 57%).

Em relacdo aos alelos apresentados
observamos em 12 pacientes o fenétipo Pi*MS,
um paciente com fenétipo Pi*MZ e um paciente
fenotipo Pi*MI.

Nas espirometrias de todos os
pacientes foi observado disturbio ventilatdrio
obstrutivo (relagio VEF1/CVF abaixo do
limite inferior da normalidade), dos quais
7 classificados como disturbio ventilatorio
obstrutivo leve, 3 como moderado e 4

pacientes como acentuado.

O diagnéstico de DPOC foi feito segundo
os critérios descritos no GOLD (quadro clinico,
exposicdes e espirometria), com excecdo
de um paciente, cuja tomografia de toérax
evidenciava hérnia diafragmatica volumosa,
sem presenca de enfisema, com alguns cistos
de paredes finas até 2 cm de didametro.
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Tabelal - Pacientes com genétipo heterozigoto para alfa-1-antitripsina.

Idade Mutagao

80

83

78

72

78

74

73

64

54

75

88

71

65

67

Mi

MS

MS

MS

MS

MS

MS

MS

MZ

MS

MS

MS

MS

MS

VEF1?
(%)

1,79 (58)

1,60 (73)

0,87 (32)

0,74 (26)

1,06 (42)

1,68 (73)

1,37 (65)

0,86 (36)

1,34 (64)

0,60 (28)

2,59
(110)

2,67 (82)

1,82 (60)

1,11(52)

CVF (%)

2,93 (70)

2,39 (84)

2,70 (73)

2,11 (57)

2,93 (88)

3,60
(121)

2,08 (78)

2,40 (80)

2,38 (75)

1,29 (48)

3,81
(121)

3,88 (90)

1,97 (52)

2,05 (76)

Terapia

Dupla

Dupla

Tripla +
ODP

Tripla

Dupla

Budesonida
+

Formoterol

Budesonida
+

Formoterol

Tripla

Tripla

Tripla +
ODP

Formoterol

Dupla

Formoterol

Tripla

CAT

1

20

26

11

24

15

17

16

15

21

16

GOLD

2B

2B

3E

4B

3E

2B

2E

3E

2B

4B

1A

1B

4B

4B

Enfisema

Enfisema difuso

Ausente

Enfisema
predominando nos
lobos superiores

Enfisema difuso

Enfisema difuso

Enfisema difuso

Enfisema
predominando nos
lobos superiores

Enfisema difuso

Enfisema
predominando nos
lobos superiores

Enfisema
superior/
atenuagao em
mosaico

Enfisema
predominando nos
lobos superiores

Enfisema
predominando nos
lobos superiores

Enfisema
predominando nos
lobos superiores

Enfisema
discreto em lobos
superiores

Tabagismo

Ex tabagista

Ex tabagista

Ex tabagista

Ex tabagista

Ex tabagista

Ativo

Ex tabagista

Ativo

Ativo

Fogéo lenha/
passivo

Ex tabagista

Ex tabagista

Ex tabagista

Ex tabagista

38

Carga
Tabagica

(macgos/
ano)

60

100

50

68

58

44

37

30

45

30

60

ODP: oxigenoterapia domiciliar prolongada. VEF1: volume expiratério forcado no primeiro segundo. CVF:
capacidade vital funcional. CAT: COPD assessment test; GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung
Disease 2VEF1 e CVF expressos em volume absoluto em litros com percentual do predito em parénteses
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Quanto as exposi¢cdes, apenas um
paciente apresentou exposicdo a fogdo a
lenha, enquanto os demais tinham exposicao
ao tabagismo, sendo 10 pacientes ex-
tabagistas. A carga tabagica média dos
pacientes tabagistas foi de 48,3 magos/ano.
A tomografia de todos os casos evidenciava a
presenca de enfisema pulmonar, excetuando-
se o caso descrito acima. A localizacdo do
enfisema era predominantemente em lobos

superiores ou difuso.

Quase metade dos pacientes (seis)

estavam em uso de terapia inalatdria
tripla, sendo 2 pacientes dependentes de
domiciliar

oxigenoterapia prolongada.

Trés pacientes faziam uso, a época, da
combinacdo formoterol budesonida, o que
pode ser justificado pela alteracdao do PCDT
para DPOC, com a incorporacao de terapia

broncodilatadora dupla.

Com relagcdao ao perfil clinico, apenas
trés pacientes apresentaram bom controle sin-
tomatico na dltima consulta caracterizado por
CAT<10 (COPD Assessment Test). Quatro paci-
entes tinham um perfil clinico exacerbador
caracterizado pela classificagao do GOLD.

DISCUSSAO

A deficiéncia de AAT é uma condicdo
genética rara, porém uma das mais comuns
entre as raras, com prevaléncia semelhante
a fibrose cistica. A principal manifestacdo
clinica é a presenca de enfisema pulmonar
24 Atualmente ja sdo conhecidas mais de 500
mutac¢des, sendo 14 delas mais frequentes e
entre elas as mutacdes S e Z, as principais °.

Contudo, seu diagndstico na maior
parte das vezes ndo é realizado ou é tardio.
Isso impacta na evolugao clinica dos pacientes
com DAAT, visto a possibilidade em alguns
casos de terapia de reposicdo enzimatica e

aconselhamento de habitos de vida >%7.

39

O diagnostico da doenga é realizado
pela identificacdo de niveis séricos reduzidos
de AAT (menores que 116 mg/dL ou abaixo
dos niveis normais conforme o laboratoério)
identificados por nefelometria associado a
mutacdo genética com presenca de um alelo
mutante do gene SERPINA1. Os individuos com
maior risco de acometimento pulmonar sao
aqueles com niveis muito reduzidos de AAT
(menores que 50 mg/dL), sendo na maior parte
homozigotos Pi*ZZ ou com alelos raros ou
nulos (auséncia de producio total da enzima) *.

No Brasil temos dados resultantes
de trés grandes estudos que mostram a
prevaléncia dos diferentes alelos entre nos.
Russo et al.® avaliaram 926 pacientes com
diagnostico de DPOC em cinco estados e
encontraram a prevaléncia de DAAT (2,8%),
do alelo Z (0,8%) e alelos heterozigoticos
17 casos (1,8%) 8. Todos os pacientes com
alelo MZ apresentavam niveis séricos de AAT
diminuidos discretamente. Felisbino avaliou
531 pacientes com diagnostico de DPOC em um
unico centro, encontrou 11 casos com alelo ZZ
(2,0%) e 5 (0,9%) com alelo MZ °. Na avaliacdo
realizada por Costa, et al, em 591 pacientes
com DPOC provenientes de um unico centro
foram encontrados 11 pacientes com alelo ZZ
(1,8%) €11 com alelo MZ (1,8%) *°.

Anteriormente foram avaliados entre
agosto de 2019 e marcgo de 2020, 61 pacientes
no HSPE, e foram encontrados 2 pacientes com
genotipo ZZ (3,2%) e 4 pacientes MZ (6,5%).
Nesse estudo, ao contrario do relatado aqui,
foram incluidos pacientes com diagnédstico de
DPOC e familiares de casos indice .

Um estudorealizado a partirdo banco de
dados da plataforma digital da Progenika por
Campos et al. a partir de amostras coletadas
entre 12 de margo de 2018 até janeiro de 2020,
em seis paises entre eles o Brasil, identificaram
prevaléncia de 12,7% do genétipo MS; 7,4%
MZ; 3 % ZZ; 1,6% SZ e 0,8% SS " *2.
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Neste estudo, o alelo mutante
prevalente foi o Pi*S, sendo 12/80 - 15%dos
pacientes heterozigotos MS, semelhante ao
encontrado no banco de dados da Progenika,
seguido dos alelos heterozigotos Pi*Z e Pi*l,
ambos com 1/80 - 1,25% do total.

A maior parte dos pacientes do estudo
apresentou disturbio obstrutivo leve, eram
usuarios de terapia inalatdria tripla e com
sintomas nao controlados. A maioria deles,

sugerem que esses individuos tém um risco
elevado de desenvolver enfisema pulmonar,
principalmente em individuos expostos ao
tabagismo, com dados cumulativos sugerindo
perda de fun¢ao pulmonar mais rdpida que
a populacdo MM quando expostos a fatores
ambientais. Também foi observado que os
pacientes MZ apresentam concentragoes
IL-8, bem
avaliacdo da tomografia computadorizada

mais elevadas de como ha

de torax observou-se menor densitometria

do parénquima pulmonar.

eram  ex-tabagistas, com
uma carga tabagica de
aproximadamente 48

macos/ano e idosos, com
uma média de idade de 68
anos, diferentemente do
que é esperado na DAAT,
cuja faixa etaria é mais
da 42

jovem, ao redor

A maior parte dos pacientes
do estudo apresentou
disturbio obstrutivo leve,
eram usuarios de terapia
inalatéria tripla e com
sintomas nao controlados.

Contudo, niao ha evidéncia
atualmente que apoie
a terapia de reposigao
enzimatica nesses individuos.
Nesta

ressaltar o tabagismo ativo

amostra, pode-se

do paciente com fenétipo MZ,
sendo também o paciente com

década de vida.* O enfisema
pulmonar foi a alteragdo
predominantemente
detectada pela tomografia,
porém em nenhum caso
havia predominio em lobos
inferiores, caracteristica que
seria mais compativel com
enfisema secundario a DAAT.

A maioria dos pacientes
eram ex-tabagistas, com
uma carga tabagica de
aproximadamente 48
macos/ano e idosos, com
uma média de idade de 68
anos, diferentemente do que
é esperado na DAAT, cuja
faixa etaria é mais jovem, ao
redor da 42 década de vida.*

menor idade e carga tabagica
inferior a média encontrada
nesta amostra ™.

O alelo PI*I, presente
em um paciente do estudo,
foi identificado pela primeira
vez em 1967, associado a
deficiéncia de AAT moderada,
similar ao alelo PI*S. Quando

O alelo Pi*S causauma

em homozigose, os niveis de

reducdo nos niveis de AAT,
porém ndo tao importantes
quanto o alelo Pi*Z. Dessa maneira o fen6tipo
MS geralmente ndo é considerado como fator
de risco para desenvolvimento de DPOC. Em
uma metandlise de Dahl et al.,, o gen6tipo MS
nao foi associado a risco aumentado para
DPOC quando corrigidos por tabagismo, assim
como nao houve diferenca no VEF1 quando
comparado com pacientes MM 13,

Sabe-se, pela literatura, que os

pacientes com gendétipo MZ possuem
deficiéncia enzimatica leve, com niveis de

AAT cerca de 60% dos valores normais. Dados

AAT sao geralmente em torno

de 50 mg/dL. A frequéncia do
gendtipo MI identificado por Lopez-Campos
et al.® numa andlise secundaria do estudo da
base de dados da Progenika foi de 0,4%. O alelo
mutante foi prevalente entre os raros.®

Na amostra deste trabalho, ndo foram

encontrados pacientes homozigotos para
pesquisa da deficiéncia de alfa-1 antitripsina,
ao contrario do observado no estudo de Lopes

e Fonseca.

Este estudo ressalta a importancia

da identificacdo das mutagdes para o
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gene SERPINA1, uma vez que permite o
aconselhamento genético, que é fundamental
para os pacientes e portadores de mutacdes
mais associadas com niveis séricos reduzidos
de alfa-1-antitripsina. Também é indicado para
esses pacientes orientacdes sobre habitos
de vida saudavel, cessacdo de tabagismo
e controle de

exposicdo a poluentes

atmosféricos.

As limitagdes do estudo foram: estudo
unicéntrico, amostra reduzida, auséncia de
comparacao das caracteristicas clinicas da
DPOC dos pacientes heterozigotos com pacientes
portadores de alelos normais, auséncia de
dosagem de alfa-1-antitripsina sérica.
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