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RESUMO

Objetivo: Determinar a prevalencia da deficiencia de alfa 1-antitripsina (AAT), bem como a
frequéncia alélica, em pacientes com DPOC no Brasil. Métodos: Estudo transversal com
926 pacientes com DPOC, com 40 anos ou mais, oriundos de cinco estados brasileiros.
Todos os pacientes foram submetidos a dosagem de AAT em amostras de sangue
seco por meio de nefelometria. Aqueles em que a concentracao de AAT no sangue
seco foi £ 2,64 mg/dl foram submetidos a dosagem sérica de AAT. Aqueles em que a
concentracao sérica de AAT foi < 113 mg/dl foram submetidos a genotipagem. Quando
os resultados foram discrepantes, foi realizado o sequenciamento do gene SERPINAT.
Dos 926 pacientes com DPOC estudados, 85 apresentaram concentracao de AAT em
sangue seco < 2,64 mg/dl, e 24 (2,6% da amostra) apresentaram concentracao sérica de
AAT < 113 mg/dl. A distribuicao genotipica nesse subgrupo de 24 pacientes foi a seguinte:
PI*MS, em 3 (12,5%); PI*MZ, em 13 (54,2%); PI*SZ, em 1 (4,2%); PI*SS, em 1 (4,2%);
e PI*ZZ, em 6 (25,0%). Na amostra estudada, a prevaléncia global da deficiencia de AAT
foi de 2,8% e a prevalencia do genotipo PI*ZZ (deficiencia grave de AAT) foi de 0,8%.
Conclusdes: A prevalencia da deficiencia de AAT em pacientes com DPOC no Brasil &
semelhante aguela encontrada na maioria dos paises e reforca a recomendacao de que se
deve medir a concentracao de AAT em todos pacientes com DPOC.

Descritores: Deficiencia de alfa 1-antitripsina/epidemiologia; Doenga pulmonar obstrutiva
cronica/epidemiologia; Alelos; alfa 1-antitripsina.

INTRODUCAO

A deficiéncia de alfa-1 antitripsina (AAT) é uma doenca autossémica codominante
que afeta principalmente os pulmdes e o figado.(*? A incidéncia da deficiéncia de
AAT é de 1/2.000-5.000 nascidos vivos; a analise de um banco de dados de 4,4
bilhdes de pessoas de 58 paises estimou que 116 milhdes tém o fendtipo MS ou MZ
e que 3,4 milhdes tém o fendtipo SS, SZ ou ZZ.G4

A AAT é uma glicoproteina que consiste em uma cadeia de 394 aminoacidos e trés
cadeias laterais de carboidratos; é considerada o prototipo de uma superfamilia de
proteinas denominadas serpinas (inibidoras de proteases de serina). A AAT, também
conhecida como protease inhibitor (PI), é codificada pelo gene SERPINA1, localizado
no brago longo do cromossomo 14 (14932.1), e inibe a elastase neutrofilica, a
tripsina e a protease-3.G>®

Embora o tabagismo seja uma das principais causas de obstrugdo ao fluxo aéreo,
estima-se que apenas 15-30% dos fumantes apresentem DPOC.*) Apesar da
clara relagdo entre tabagismo e DPOC, os efeitos do tabagismo em cada individuo
variam.(!9 Estudos demonstraram que a deficiéncia de AAT pode aumentar o impacto
do tabagismo nos pulmdes, resultando em aumento da taxa de declinio da fungdo
pulmonar e enfisema precoce em fumantes. Os alelos mutantes S e Z sdo os mais
comumente envolvidos na deficiéncia grave de AAT.(1112)

O fato de que a populagdo brasileira é racialmente diversificada e inclui imigrantes
de paises europeus onde a frequéncia de alelos envolvidos em alteragdes pulmonares
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precoces é elevada sugere que a deficiéncia de AAT
seja subdiagnosticada no pais. Embora no Brasil haja,
segundo se estima, 5-7 milhdes de pacientes com
DPOC,*® tanto a prevaléncia da deficiéncia de AAT
como a frequéncia alélica permanecem desconhecidas
nessa populacdo. Portanto, o objetivo do presente
estudo foi determinar a prevaléncia da deficiéncia de
AAT e a freqliéncia alélica em pacientes com DPOC
oriundos de cinco estados brasileiros.

METODOS

Desenho do estudo

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital Sdo Paulo, Universidade Federal
de S&o Paulo (Protocolo no. 0633/10), na cidade de
S&o Paulo (SP), bem como pelos comités de ética em
pesquisa de todos os centros participantes. Entre julho
de 2011 e agosto de 2012, foram avaliados 1.073
pacientes com DPOC acompanhados em qualquer
um dos seis centros participantes (dois no Nordeste,
dois no Sudeste, um no Sul e um no Centro-Oeste).

Pacientes

Os critérios de inclusdo foram os seguintes: ter 40
anos ou mais; ter recebido diagndstico de DPOC (com
base na histdria clinica e nos resultados da espirometria,
incluindo relagdo VEF /CVF pos-broncodilatador em
porcentagem do previsto — VEF,/CVF% — abaixo
do limite inferior da normalidade) e ter-se mantido
estavel durante pelo menos quatro semanas.** Os
critérios de exclusdo foram os seguintes: ter recebido
diagndstico de qualquer outra doenga pulmonar ou
doenca sistémica capaz de aumentar a concentragdo
sérica de AAT (incluindo infecgGes e processos infla-
matorios); ter recebido diagnodstico de deficiéncia de
AAT anteriormente; ser parente de um caso-indice de
deficiéncia de AAT e ter asma (Figura 1).

O objetivo era incluir 200 pacientes com DPOC de
cada centro participante. No fim do periodo de estudo,

Pacientes avaliados (n = 1,073)

ndo foram incluidos mais pacientes, independentemente
de o nimero desejado de pacientes por centro ter sido
alcancado ou nao.

Espirometria

Os valores de referéncia para calcular a CVF em
porcentagem do previsto, o VEF, em percentagem do
previsto e VEF /CVF% basearam-se nas equagdes do
National Health and Nutrition Examination Survey.>) A
espirometria foi realizada com um espirdmetro portatil
(Easy One®; ndd Medical Technologies, Inc., Andover,
MA, EUA). Em todos os centros participantes, foram
usados os critérios de aceitabilidade e reprodutibilidade
da American Thoracic Society.*®

Dosagem de AAT

0 estudo foi dividido em trés fases. Na primeira fase,
todos os pacientes foram submetidos a dosagem de AAT
em amostras de sangue seco colhidas em papel-filtro,
a fim de identificar aqueles com possivel diagnostico
de deficiéncia de AAT. Na segunda fase, os pacientes
com concentragao de AAT no sangue seco < 2,64 mg/
dl (suspeita de deficiéncia de AAT) foram submetidos
a dosagem sérica de AAT.("”) Finalmente, na terceira
fase, os pacientes com concentracdo sérica de AAT <
113 mg/dl foram submetidos a genotipagem. Quando
houve discrepancia entre os resultados da dosagem
sérica e a genotipagem, foi realizado o sequenciamento
genético (Figura 2). Para determinar a sensibilidade
e a especificidade do método do eluato, Zillmer et
al. usaram o método bootstrap de reamostragem,
comparando os valores de AAT medidos no soro com
os medidos em eluatos de amostras de sangue seco,
a fim de determinar um ponto de corte para AAT em
eluatos; o valor obtido foi de 2,02 mg/dl (IC97%: 1,45-
2,64).%7 Todos os pacientes nos quais a concentragao
de AAT no sangue seco foi menor que 2,64 mg/dl foram
submetidos a dosagem sérica de AAT para evitar que
a deficiéncia de AAT nédo fosse diagnosticada.

Pacientes excluidos do estudo (n = 147)
e Asma (n = 15)

Pacientes incluidos no estudo (n = 926)

« Bronquiectasia (n = 3)

» Exacerbacao da DPOC (n = 26)

« Tuberculose (n = 1)

« Sarcoidose (n = 2)

« Sem obstrucao ao fluxo aéreo, isto é,

VEF,/CVF acima do limite superior

da normalidade (n = 92)

« Turbidez de amostra (hemolise do eluato) (n = 6)
« Historia de cancer de pulmao (n = 2)

UNIFESP (SP) HSPE (SP) HGG (GO)
260 (28,1%) 102 (11%) 94 (10,8%)

Messejana (CE) HOF (PE) PUC (RS)
179 (19,3%) 154 (16,3%) 137 (14,8%)

Figura 1. Fluxograma dos pacientes incluidos no estudo e sua distribuigdo, por centro participante. UNIFESP: Universidade
Federal de Sdo Paulo; HSPE-SP: Hospital do Servidor Plblico Estadual de S&o Paulo; HGG: Hospital Geral de Goiania
Alberto Rassi; Messejana: Hospital de Messejana; HOF: Hospital Otavio de Freitas; e PUC: Pontificia Universidade Catdlica.
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Pacientes incluidos no estudo (n = 926)

Concentracao de AAT em sangue seco < 2,64 mg/dl Concentracao de AAT em sangue seco > 2,64 mg/dl
(n = 85; 9,2%) (n = 841; 90,8%)

Obitos (n = 2)*
PI*M1I
PIZZ

| Concentracao de AAT em sangue seco < 2,64 mg/dl (n = 83) |

| Concentracao sérica de AAT > 113 mg/dl (n = 59; 71,1%) | Concentracéo sérica de AAT < 113 mg/dl (n = 24; 28,9%)

genotipagem

PI*MS
(n = 3; 12,5%)

PI*MZ
(n =13; 54,2%)

PI*SS
(n=1; 4,2%)

PI*SZ
(n=1; 4,2%)

PIZZ
(n = 6; 25%)

PI*M,Z!

Sequenciamento
genético

Figura 2. Fluxograma do rastreamento da deficiéncia de alfa 1-antitripsina (AAT) e distribuicdo dos gendtipos. PI: protease
inhibitor. *Embora 2 pacientes tenham morrido antes que se realizasse a dosagem sérica de AAT, o sequenciamento do
gene SERPINA1 foi realizado com amostras de sangue seco previamente colhidas em papel-filtro. "Apenas 1 paciente
PI*MZ foi submetido a sequenciamento genético, em virtude da discrepancia entre os resultados da dosagem sérica

de AAT e a genotipagem.

Genotipagem

Amostras de sangue foram colhidas em cartdes de
papel-filtro (Whatman 903, lote W101; Whatman/GE
Healthcare, Florham Park, NJ, EUA). Os cartdes foram
transportados para o Laboratério Central do Hospital
Sao Paulo, Universidade Federal de Sao Paulo, na cidade
de Sdo Paulo (SP), a temperatura constante de —20°C,
de acordo com as normas aplicaveis da International
Air Transport Association. Todos os cartdes foram
armazenados a —20°C para andlise ulterior (dosagem
de AAT no sangue seco, genotipagem e sequenciamento
do gene SERPINA1). As amostras de soro e eluato foram
analisadas em um sistema Siemens BNII (Siemens
Healthcare, Indianapolis, IN, EUA), em julho de 2012.

Para a extragdo do DNA, as amostras de sangue seco
foram removidas dos cartdes com um furador de papel
de 6 mm, e o DNA foi extraido com o QIAamp DNA
Blood Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha), conforme
as instrugdes do fabricante. Para a identificagdo dos
alelos S e Z nos éxons 3 e 5, respectivamente, foi usada
a PCR em tempo real com TagMan® SNP Genotyping
Assays (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
EUA). Todos os pacientes com deficiéncia de AAT, mas
sem alelos S e Z foram submetidos a sequenciamento
do gene SERPINA1 (éxons 2-5) a fim de identificar
outros polimorfismos descritos na literatura.

Andlise estatistica

As variaveis continuas foram expressas em forma
de média * desvio-padrdo, ao passo que as variaveis
categoricas foram expressas em forma de nimeros
absolutos e proporgdes. Os dados foram inseridos em
um banco de dados Oracle e analisados por meio do
programa Statistical Package for the Social Sciences,
versao 18.0 para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA).

RESULTADOS

Dos 1.073 pacientes que estavam sendo acompa-
nhados em qualquer um dos seis centros participantes
durante o periodo de estudo, 926 preencheram os
critérios de elegibilidade e, portanto, foram incluidos no
estudo (Figura 1). As caracteristicas demograficas dos
pacientes incluidos no presente estudo sdo apresentadas
na Tabela 1. Ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre homens e mulheres no tocante a
prevaléncia da deficiéncia de AAT, e dois tergos dos
participantes eram brancos. Embora ex-fumantes
tenham predominado (83,9% da amostra), 36 (3,7%)
dos pacientes nunca fumaram; 410 pacientes (44,3%
da amostra) apresentavam indice de massa corporal
normal, e 56 (6%) estavam abaixo do peso. Como
esperado para pacientes com DPOC, VEF,/CVF%
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e VEF, em porcentagem do previsto foram baixos,
caracterizando disturbio ventilatorio obstrutivo.

Dos 926 pacientes com DPOC incluidos no estudo, 85
apresentaram concentragdo de AAT no sangue seco <
2,64 mg/dl e, portanto, suspeita de deficiéncia de AAT.
Desses 85 pacientes, 2 morreram. Portanto, 83 pacientes
foram submetidos a dosagem sérica de AAT. Desses 83
pacientes, 24 apresentaram concentragdo sérica de AAT <
113 mg/dl e, portanto, foram submetidos a genotipagem.
A distribuicdo dos gendtipos foi a seguinte: PI*MS, em 3
(12,5%); PI*MZ, em 13 (54,2%); PI*SZ, em 1 (4,2%);
PI*SS, em 1 (4,2%) e PI*ZZ, em 6 (25%). Embora a
dosagem sérica de AAT ndo tenha sido realizada nos 2
pacientes que apresentaram concentracdo de AAT no
sangue seco < 2,64 mg/dl e morreram, foram realizados
genotipagem e sequenciamento do gene SERPINAL a
partir das amostras de sangue seco colhidas previamente,
as quais haviam sido armazenados a —20°C para analise
ulterior. A distribuicdo dos genodtipos foi a seguinte:

Tabela 1. Caracteristicas demograficas dos 926 pacientes
com DPOC incluidos no presente estudo.

Caracteristica Pacientes com DPOC (N = 926)
Género, n (%)

Masculino 522 (56,4)

Feminino 404 (43,6)
Idade, média + dp

Idade, anos 67,3 + 10,5
Raca/etnia, n (%)

Branca 612 (66,1)

Nao branca 314 (33,9)
Tabagismo, n (%)

Fumantes 113 (12,2)

Nao fumantes 777 (83,9)

Nunca fumaram 36 (3,9)
Funcao pulmonar, média + dp

VEF,/CVF 0,45 + 0,10

VEF,/CVF, 61,0 £ 13,8

% do previsto

CVF, 2,43 + 0,76

CVF, % do previsto 75,6 + 20,2

VEF, 1,12 + 0,45

VEF,, % do previsto 42,9 + 17,0

PI*M,I, em 1 e PI*ZZ, em 1 (Figura 2). Em virtude dos
resultados discrepantes e das mortes, foi realizado o
sequenciamento genético, e os seguintes gendtipos foram
encontrados: PI*M,Z, PI*M I e PI*ZZ. Esses gendtipos
foram incluidos em uma segunda anélise de frequéncia
alélica, e os resultados foram os seguintes: PI*M, 28,8%;
PI*M,, 3,8%; PI*S, 11,5%); PI*Z, 53,8% e PI*I, 1,9%.
A Tabela 2 mostra as caracteristicas demograficas de
um subgrupo de 24 pacientes com concentragao de AAT
no sangue seco < 2,64 mg/dl e concentragdo sérica de
AAT < 113 mg/dl. Como esperado, os pacientes com
0 gendtipo PI*ZZ eram mais jovens e apresentaram
concentragdo sérica de AAT menor que a observada
naqueles com outros genotipos (p < 0,001). No entanto,
ndo houve diferencas entre os gendtipos dos pacientes
no tocante ao género, histdria de tabagismo, valores
espirométricos, pontuacdo na escala Medical Research
Council e pontuagdo no COPD Assessment Test.

Nos 926 pacientes com DPOC incluidos no presente
estudo, a prevaléncia global da deficiéncia de AAT foi
de 2,8% e a prevaléncia do gendtipo PI*ZZ (deficiéncia
grave de AAT) foi de 0,8%. A analise da frequéncia
alélica no subgrupo de pacientes com concentragao
sérica de AAT < 113 mg/dl (incluindo os alelos
encontrados nos 2 pacientes que morreram, nos quais
a concentragdo de AAT no sangue seco foi < 2,64 mg/
dl) revelou frequéncias de 53,8%, 11,5% e 1,9%
para os alelos Z, S e I, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Frequéncia alélica em um subgrupo de 24
pacientes com DPOC com concentragdo sérica de alfa
1-antitripsina < 113 mg/dl, incluindo os alelos encontrados
em 2 pacientes com concentracdo de alfa 1-antitripsina
em sangue seco < 2,64 mg/dl, ambos os quais morreram.

Alelo n %

M 15 28,8
M, 2 3,8
S 6 11,5
yA 28 53,8
| 1 1,9
Total 52 100

Os gendtipos incluem os de 2 pacientes que morreram
(PI*M,I e PI*ZZ) antes que se realizasse a dosagem
sérica de alfa 1-antitripsina. PI: protease inhibitor.

Tabela 2. Caracteristicas demogréficas de um subgrupo de 24 pacientes com DPOC com concentragdo sérica de alfa

1-antitripsina < 113 mg/dl, por gendtipo.?
Caracteristica

PI*MS PI*MZ
Género masculino, n (%) 2 (16,7) 7 (58,3)
Idade, anos 69,3+9,4 69,0 + 10,1
Carga tabagica, anos-mago 55,0 53,5 + 41,1
VEF, p6s-BD, % do previsto 33,8+8,3 41,1 + 14,0
VEF,/CVF 49,4 +£5,8 57,4+9,0
AAT sérica, mg/dl 100 = 13,5 93,7 + 14,0
Pontuacao na escala MRC 2,6 +1,1 2,7+1,0
Pontuacao no CAT, total 20,3+ 6,4 16,6 + 7,3
Pacientes, n 3 13

Genétipo p*
PI*SS PI*SZ PI1*22
1(8,3) 1(8,3) 1(8,3) 0,07
59,0 74,0 47,0+ 2,3 < 0,001
40,0 12,6 19,1 £ 16,7 0,07
54,7 45,8 37,5 +£19,9 0,63
59,0 56,5 55,7 £ 12,6 0,92
93,8 66,0 27,1+ 4,8 < 0,001
3,0 2,0 3,3+1,6 0,27
30 18 17,8 £ 6,3 0,42
1 1 6 N/A

PI: protease inhibitor; AAT: alfa 1-antitripsina; MRC: Medical Research Council; BD: broncodilatador; e CAT: COPD
Assessment Test. ?Valores expressos em forma de média + dp, exceto onde indicado. *PI*ZZ vs. os demais genotipos.
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Tabela 4. Genotipos envolvidos na deficiéncia de alfa 1-antitripsina, por mutagdo do gene SERPINA1 (gendtipo) e por

centro participante.
Regido/estado do Brasil

PI*MZ PI*Z2Z
Nordeste/Ceara 3 3
Nordeste/Recife
Centro-Oeste/Goias - 5
Sudeste/Sao Paulo 3 3
Sul/Rio Grande do Sul 2 1

Genétipo
PI*MS PI*SS
1
1 1

PI*SZ PI*M. |

PI: protease inhibitor.

A Tabela 4 mostra a prevaléncia dos gendtipos entre
as cinco regides do Brasil.

DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo a mostrar a prevaléncia
da deficiéncia de AAT e a frequéncia alélica em uma
populacao de pacientes com DPOC no Brasil. A preva-
|éncia da deficiéncia de AAT (2,8%) e do alelo Z (0,8%)
foi semelhante a encontrada em outros paises. (1819

A decisdo de usar o intervalo de confianga maximo
do ponto de corte para AAT em eluatos*”) deveu-se
a necessidade de identificar todos os individuos nos
quais havia suspeita de deficiéncia de AAT e que
deveriam, portanto, ser submetidos a genotipagem,
minimizando assim as chances de nao identificar
pacientes com deficiéncia de AAT. Embora a deficiéncia
de AAT seja uma das doengas genéticas mais comuns,
sua prevaléncia é baixa. No entanto, os resultados
finais do presente estudo teriam sido afetados caso
algum paciente com deficiéncia de AAT ndo tivesse
sido identificado. Ndo obstante, o uso do intervalo de
confianga maximo resultou na reavaliacdo de mais
pacientes.*” O ponto de corte de 113 mg/dl foi usado
na tentativa de identificar ndo s6 os pacientes com
deficiéncia grave de AAT, mas também aqueles com
deficiéncia moderada. (%22

Apesar das diferencas metodoldgicas e do fato de
que nem todos os participantes foram submetidos a
genotipagem, nossos resultados referentes ao alelo PI*Z
sdo semelhantes aos encontrados na literatura. (1823
A frequéncia do alelo mutante PI*Z e de outros alelos
relacionados com a deficiéncia de AAT no presente
estudo pode ser explicada pelo grande nimero de
imigrantes da Europa, principalmente de paises onde
a prevaléncia da deficiéncia de AAT é alta, como
Portugal e Italia.3-26)

Embora a andlise de amostras de sangue seco
seja particularmente Util como um teste inicial de
rastreamento da deficiéncia de AAT, ndo é suficiente
para o diagnostico definitivo. A histdria clinica, o
exame fisico e a histéria familiar devem ser levados
em conta na interpretacdo dos resultados, que devem
ser confirmados pela medicdo da concentracdo sérica
de AAT em pacientes com suspeita de deficiéncia de
AAT. Se os resultados da analise de amostras de sangue
seco forem confirmados pela dosagem sérica de ATT,
genotipagem e ou fenotipagem sdo necessarias para
o diagndstico definitivo.

Os profissionais de salde que prestam cuidados a
pacientes com DPOC devem ter em mente que 2,8%
dos pacientes com DPOC tém algum grau de deficiéncia
de AAT. Nosso estudo reforga o conhecimento de que a
deficiéncia de AAT é uma das doengas genéticas mais
prevalentes. Justifica-se a realizagdo de mais estudos,
ja que um diagnostico de deficiéncia de AAT pode ter
grande impacto na prevengdo da DPOC, especialmente
em jovens fumantes. Além disso, nosso achado de que
a prevaléncia do gendtipo PI*ZZ na populagdo estudada
¢é de 0,8% mostra que a deficiéncia grave de AAT esta
presente em pacientes com DPOC no Brasil e reforga
a recomendacao de 1999 da Organizacao Mundial da
Saude de que todos os pacientes com DPOC devem ser
avaliados uma vez quanto a presenca de deficiéncia de
AAT por meio de um teste quantitativo. Aqueles cuja
avaliacdo apresentar resultados anormais devem ser
submetidos a tipagem de PI.?” A dosagem de AAT
em pacientes com DPOC também foi recomendada
pela American Thoracic Society/European Respiratory
Society**) e, mais recentemente, pela Canadian Thoracic
Society.?® No entanto, esses pacientes geralmente
se apresentam mais jovens (com menos de 45 anos),
com enfisema no lobo inferior. O rastreamento familiar
é Util, pois propicia o aconselhamento apropriado.
Poucos paises séo tdo racialmente diversificados como
o Brasil, que é povoado por um grande numero de
imigrantes, incluindo asiaticos, africanos, arabes e,
em particular, europeus. Os portugueses trouxeram
séculos de miscigenacdo genética entre os europeus,
incluindo celtas, romanos, alemaes e lusitanos. As
diferencas quanto a prevaléncia dos genétipos entre
as cinco regides do Brasil podem ser atribuidas as
diferentes origens de imigrantes.

Uma limitagdo do presente estudo é que nem todos
os participantes foram submetidos a genotipagem. No
entanto, a concentracdo sérica de AAT foi medida em
todos os pacientes com o uso do intervalo de confianca
maximo, evitando assim que a deficiéncia de AAT n&o
fosse diagnosticada.

A prevaléncia da deficiéncia de AAT em pacientes
com DPOC no Brasil foi semelhante a encontrada na
maioria dos paises, ndo obstante a diversidade racial
da populagdo brasileira. A verdadeira prevaléncia
da deficiéncia de AAT nessa populagdo pode ser
mais bem determinada por meio da investigagdo de
recém-nascidos. Estudos genéticos para determinar a
ascendéncia dessa populacdo sdo fundamentais para
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estabelecer uma correlagdo entre os alelos mutantes
e a verdadeira ascendéncia dos individuos.
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