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INTRODUCAO

ARTIGO DE REVISAO

Atualizacao e perspectivas futuras para
o diagnéstico da deficiéncia de alfa-1
antitripsina no Brasil

José R Jardim'®, Francisco Casas-Maldonado*®,
Frederico Leon Arrabal Fernandes’*®, Maria Vera Cruz de O Castellano*®,
Maria Torres-Duran®¢®, Marc Miravitlles’*

RESUMO

A deficiencia de alfa-1 antitripsina (DAAT) & um distlrbio genético raro causado por uma
mutagao no gene SERPINAT, que codifica o inibidor de protease alfa-1 antitripsina (AAT).
A DAAT predispoe os individuos a DPOC e doenga hepatica. O diagnostico precoce &
essencial para aimplementacao de medidas preventivas e para limitar a carga da doenca.
Embora diretrizes nacionais e internacionais para o diagnostico e manejo da DAAT
estejam disponiveis ha 20 anos, mais de 85% dos casos nao sao diagnosticados e,
portanto, nao sao tratados. No Brasil, os motivos para o subdiagnostico da DAAT incluem
o desconhecimento dos médicos sobre a condigao, a diversidade racial da populagao, o
fato de os niveis séricos de AAT serem avaliados em um numero limitado de individuos e
a falta de ferramentas diagnosticas convenientes. O diagnostico da DAAT baseia-se em
resultados de exames laboratoriais. A abordagem diagnostica padrao envolve a avaliacao
dos niveis séricos de AAT, seguida de fenotipagem, genotipagem, sequenciamento
geénico ou suas combinacoes para deteccao da mutacao especifica. Nos tltimos 10 anos,
novas tecnicas foram desenvolvidas, oferecendo uma alternativa rapida, minimamente
invasiva e confiavel aos métodos tradicionais de teste. Um desses testes disponiveis
no Brasil & o teste de genotipagem A1AT, que analisa simultaneamente as 14 mutacoes
mais prevalentes da DAAT usando DNA extraido de swabbucal ou de sangue em papel-
filtro. Esses avangos podem contribuir para a superagao do problema do subdiagnostico
no Brasil e em outros paises, bem como podem aumentar a taxa de deteccao da DAAT
e, portanto, mitigar os maleficios do diagnostico tardio.

Descritores: Deficiencia de alfa 1-antitripsina/diagnostico; Deficiencia de alfa 1-antitripsina/
genética; Técnicas de genotipagem.

de 90% da capacidade antiprotease do soro.”) Evidéncias
nos ultimos anos indicam que a AAT também possui

A deficiéncia de alfa-1 antitripsina (DAAT) é um disturbio
genético raro, embora seja o disturbio hereditario mais
comum em adultos.®?) A mutagdo se origina no gene
SERPINA1, que codifica a alfa-1 antitripsina (AAT),
inibidor de protease mais abundante no soro humano.®
A DAAT se caracteriza pela redugdo das concentragdes
séricas de AAT e estd associada a aumento do risco de
doengas pulmonares (p. ex., DPOC, bronquiectasias),
doencas hepaticas (p. ex., hepatite cronica, cirrose) e
outras condigdes menos comuns. (-

A AAT é um membro da superfamilia de inibidores de
serina protease.(®”) Sintetizada principalmente pelos
hepatdcitos (= 80%), a AAT também ¢é encontrada no
pulmdo, rim e intestino.® A principal fungdo da AAT é
inibir a elastase neutrofilica para proteger o pulmao da
excessiva degradacdo proteolitica da elastina e outros
componentes do tecido conjuntivo, bem como de fatores
externos, como o tabagismo.®” A AAT também inibe
inUmeras outras enzimas proteoliticas, fornecendo mais

propriedades anti-inflamatdrias, imunomoduladoras e
antimicrobianas de amplo espectro.©”)

0 diagndstico precoce da DAAT é uma prioridade porque
permite a implementacdo de medidas preventivas, como
evitar o tabagismo e a exposicdo a poluentes ambientais,
e identificar candidatos a intervencdo terapéutica.® O
diagnéstico precoce pode modificar a histéria natural
da DAAT e melhorar dramaticamente os desfechos dos
pacientes.(*® Na pratica clinica, no entanto, a DAAT
é amplamente subdiagnosticada em razdo da baixa
suspeita clinica, bem como da falta de conhecimento
sobre a doenca e de testes diagnosticos adequados.(1113)
Estima-se que 85% dos individuos com DAAT ndo sejam
diagnosticados,(!V e uma proporgdo significativa de
pacientes é diagnosticada em idade avancada apds anos
de sintomas e mdltiplas consultas médicas.*?

O Projeto Latino-Americano de Investigagdo em
Obstrugdo Pulmonar¥) encontrou evidéncias espirométricas
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de obstrugdo persistente do fluxo de ar em 15,8% da
populagdo estudada no Brasil (963 adultos > 40 anos
de idade na cidade de Sao Paulo), da qual 12,5% nao
haviam sido expostos a fumaga do tabaco, sugerindo
que outros fatores de risco (p. ex., DAAT) podem ter
estado envolvidos e ndo ter sido diagnosticados. Os
motivos para o subdiagndstico da DAAT no Brasil incluem
o desconhecimento dos médicos sobre a condicdo,
particularmente porque o diagndstico laboratorial € o
Unico método de identificagdo da DAAT em individuos
com DPOC®%; a diversidade racial da populagdo, o
que pode fazer com que individuos de ascendéncia
europeia, que apresentam maior frequéncia de alelos
envolvidos nas alteragdes pulmonares iniciais, sejam
negligenciados'®; e, até recentemente, a falta de
métodos diagndsticos rapidos e convenientes.®

Este estudo de revisdo fornece uma atualizagdo
sobre o diagndstico da DAAT, incluindo ferramentas
disponiveis no Brasil, e apresenta um algoritmo
diagndstico que pode auxiliar na confirmacdo de casos
suspeitos de DAAT.

GENETICA

O gene SERPINA1 localiza-se no brago longo do
cromossomo 14 (14q31-32) e é transmitido por
heranca mendeliana simples de forma autossomica
codominante por meio de dois alelos, um de cada
progenitor.®” Aproximadamente 125 variantes do gene
SERPINA1 ja foram identificadas, as quais, para fins
clinicos, sdo classificadas como normais, deficientes,
nulas e disfuncionais.”

O alelo normal é o alelo Pi*M. Os alelos deficientes
mais comuns sao os alelos Pi*S e Pi*Z, que
codificam proteinas anormais que se polimerizam
no figado. O gendtipo normal Pi*MM estd presente
em aproximadamente 80-95% da populagdo e
expressa 100% da AAT sérica. Os cinco genotipos
deficientes (Pi*MS, Pi*SS, Pi*MZ, Pi*SZ e Pi*ZZ)
estdo presentes nos 5-20% restantes da populagdo
e expressam 80%, 60%, 55%, 40% e 15% da AAT
sérica, respectivamente. Além disso, existem cerca
de 25 alelos deficientes raros que expressam baixas
quantidades de AAT e 25 alelos nulos que expressam
quantidades indetectaveis (< 1%) de AAT.(” Estudos
recentes indicam que certos mecanismos epigenéticos
podem ser responsaveis, pelo menos em parte, por
diferencas na expressao clinica da doenga pulmonar
em pacientes com os genotipos deficientes PI*ZZ e
PI*SZ_(17,18)

EPIDEMIOLOGIA

A DAAT afeta principalmente os brancos de
ascendéncia europeia. A prevaléncia estimada do
genotipo grave mais comum (Pi*ZZ) é de 1:2.000-5.000
individuos na Europa e de 1:5.000-7.000 individuos
de ascendéncia europeia que residem em paises como
Canada, Estados Unidos, Australia e Nova Zelandia.®
Estudos epidemioldgicos estimam as frequéncias do
genotipo Pi*Z usando estudos de coorte e prevaléncia
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para desenvolver mapas de interpolagdo ponderada pelo
inverso da distancia os quais fornecem informagées
sobre a distribuigdo genotipica no mundo. De acordo
com esse método, estima-se que existam 6.000
individuos com o genotipo Pi*ZZ no Brasil.:2% Qutra
perspectiva é determinar a proporgdo de pacientes
com DPOC que sdo afetados pela DAAT. Um estudo
epidemioldgico recente relatou que a relagdo prevaléncia
de Pi*ZZ/prevaléncia de DPOC na Europa foi de 0,12%
(0,08-0,24%), sendo as diferengas amplas entre os
paises.?Y Os nimeros podem ser ainda maiores em
outros paises; na Argentina, por exemplo, constatou-se
uma prevaléncia de DAAT (Pi*ZZ ou Pi*SZ) de 0,83%
entre pacientes com DPOC e idade > 40 anos.??

Em razdo da auséncia de estudos especificos, pouco se
sabe sobre a epidemiologia dos alelos “raros” e “nulos”
da DAAT,” que podem ser mais prevalentes do que
se supunha anteriormente. Uma revisdo retrospectiva
de 3.511 estudos genéticos de DAAT realizados no
laboratério do Registro Espanhol de Pacientes com
Deficiéncia de Alfa-1 Antitripsina, de 1998 a 2010,
detectou 1,6% de casos com alelos raros da AAT, mais
comumente Pi*I e Pi*Mmalton.

O Brasil tem uma populagdo racialmente diversa
que inclui imigrantes de paises europeus. Embora
faltem dados epidemioldgicos sobre a prevaléncia
de DAAT na populagdo geral brasileira,*” um estudo
transversal envolvendo 926 pacientes com DPOC
de cinco diferentes regides do Brasil encontrou uma
prevaléncia geral de 2,8% para DAAT e de 0,8% para
0 gendtipo Pi*ZZ.(1%) Esses numeros se alinham as
estimativas de que a DAAT grave seja responsavel
por 0,1% a 1% dos casos de DPOC®'?? e reforcam
a necessidade de vigilancia e aumento da triagem da
DAAT na populagao brasileira com DPOC.(®

MANIFESTACOES CLINICAS

A DAAT predisp0e os pacientes a diversas doengas;
baixos niveis séricos de AAT, outras caracteristicas
genéticas e influéncias ambientais contribuem para
o desenvolvimento e progressao da doenga.*> As
principais manifestagdes clinicas da DAAT grave
sdo doenca pulmonar (enfisema) e doenga hepatica
(hepatite cronica, cirrose e hepatoma). A doenca
pulmonar ocorre quando os niveis séricos de AAT
sdo insuficientes para superar a agdo relativamente
excessiva da elastase neutrofilica — o chamado
“desequilibrio protease-antiprotease” — que resulta
na degradagdo da elastina e outros componentes da
matriz extracelular do trato respiratorio inferior.) A
doenca hepatica ocorre como complicagdo do acimulo
intra-hepatocitdrio de AAT polimerizada ndo secretada.
) Condigdes menos comuns associadas a DAAT
incluem paniculite neutrofilica e vasculite sistémica
(tipicamente granulomatose com poliangeite).*25-27)
Em pacientes com doenca pulmonar associada a
DAAT, o comprometimento fisiolégico mais comum é
a obstrucgdo crénica do fluxo de ar, demonstrada por
relagdo VEF,/CVF pds-broncodilatador < 0,7, redugédo
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do VEF, e redugdo da DLCO. O aprisionamento aéreo é
comum, € um grau de hipoxemia pode estar presente,
mesmo em casos leves ou moderados. O enfisema
na DAAT localiza-se predominantemente nos lobos
inferiores, embora possa ser encontrado nos lobos
superiores em alguns individuos.?® Pacientes com as
formas mais graves de DAAT apresentam obstrugdo
do fluxo de ar e redugdo da DLCO; o declinio da
DLCO é maior do que o do VEF, na doenga grave, e,
portanto, a DLCO pode ser um teste mais adequado
para o acompanhamento dos pacientes.?®) Dada a
heterogeneidade da expressdo clinica e funcional da
DAAT, a avaliagdo inicial da doenga pulmonar associada
a DAAT deve incluir a avaliagdo completa da fisiologia
respiratéria, capacidade de exercicio, intensidade dos
sintomas e impacto da doenga, bem como a realizagdo
de TC de térax. A gasometria pode ser parte de uma
avaliagdo mais abrangente em certos casos em que
a saturacdo de oxigénio é baixa.?®

A doenca hepatica associada ao fenétipo Pi*ZZ
possui duas formas de apresentagdo, uma na primeira
infancia (p. ex., colestase neonatal) e outra na vida
adulta, quando alguns individuos (ndo necessariamente
os com doenca hepdtica anterior durante a infancia)
desenvolvem doenca hepatica cronica que progride para
cirrose. Uma analise dos dados do Registro Sueco de
2019 encontrou uma prevaléncia de qualquer doenca
hepatica de 10% entre 1.595 individuos Pi*ZZ.%
Sexo masculino, idade acima de 50 anos e resultados
de testes de fungdo hepatica repetidamente elevados
associaram-se consistentemente a aumento do risco
de doenga hepatica na vida adulta.*** Anteriormente,
um estudo retrospectivo®? baseado em 17 individuos
submetidos a autdpsia e diagnosticados com DAAT
na cidade de Malmo, Suécia, entre 1963 e 1982,
encontrou uma prevaléncia de cirrose de 41% e uma
prevaléncia de cancer hepatico primario de 29%. O
risco significativamente maior em homens sugeriu um
possivel efeito aditivo de fatores exdgenos (p. ex.,
consumo de alcool e exposigdo a toxinas ocupacionais).

SUSPEITA CLINICA

O risco de desenvolvimento de doenga pulmonar
e hepatica varia de acordo com o genoétipo da DAAT
(combinagdes homozigdticas ou heterozigoticas de alelos
deficientes e nulos). Individuos com niveis séricos de
AAT < 50 mg/dL (< 11 pM) apresentam maior risco
de doenga pulmonar, sendo que a maioria (> 90%)
€ homozigota Pi*ZZ ou apresenta gendtipos raros ou
nulos.®® Por motivos ainda nao esclarecidos, 30-50%
dos individuos com o gendtipo PI*ZZ ndo desenvolvem
doenga pulmonar ao longo da vida ou apresentam
apenas sintomas menores. Essa expressividade variavel
da doenca, ndo explicada por fatores de risco como
o tabagismo, sugere a presenga de modificadores
genéticos ainda ndo identificados.'1® O risco de doenca
hepatica € maior em individuos que séo homozigotos
ou heterozigotos para alelos associados a polimerizagéo
intra-hepatocitaria (p. ex., Z, Mmalton e Siiyama).(?731)

O tempo até o inicio dos sintomas respiratérios
na DAAT varia consideravelmente, mas, em geral, a
tendéncia é a de que os sintomas ndo aparecam antes
da idade adulta. O declinio da fungdo pulmonar depende
de fatores como exposicao a fumaca do tabaco ou a
poluentes ambientais, exposicdo ocupacional a toxinas,
asma coexistente, infecces do trato respiratdrio inferior
e fatores familiares predisponentes.?>33) Embora
sintomas respiratérios possam aparecer em fumantes
com cerca de 35 anos de idade e em ndo fumantes
com cerca de 45 anos de idade, no cenario do mundo
real, a idade média no momento do diagndstico da
DAAT é de mais de 50-55 anos, independentemente
da historia tabagica.*¥ Os sintomas primarios sdo
dispneia aos esforgos, sibilancia e aumento da tosse
e do catarro.(®>33)

O desconhecimento sobre a DAAT é a principal
barreira para o diagnostico. Como as manifestacoes
clinicas da doenca pulmonar relacionada a DAAT sdo
indistinguiveis das da DPOC, é necessario o diagndstico
laboratorial.*> A OMS e sociedades cientificas, como
a American Thoracic Society, a European Respiratory
Society e a Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia
Toracica, bem como as Diretrizes Espanholas para DPOC
e a GOLD, recomendam que todos os pacientes com
DPOC sejam testados para DAAT pelo menos uma vez
na vida independentemente da histéria tabagistica e da
idade. 103538 Qutros candidatos ao teste de DAAT sdo
pacientes com bronquiectasias, asma brénquica grave
com obstrugdo brénquica progressiva ou evidéncia
de enfisema pulmonar, doenga hepatica inexplicada
em qualquer idade, vasculite sistémica ou paniculite
neutrofilica (Quadro 1).22% Deve-se realizar teste de
predisposicdo em parentes de primeiro grau (irmaos,
filhos e pais) e parceiros (para fins de genoma familiar)
de individuos com DAAT, 4:10,36-38)

O subdiagnéstico da DAAT no Brasil destaca a
necessidade de testar pacientes com DPOC segundo
as recomendag0Oes de diretrizes internacionais.®
Trés estudos realizados no Brasil constataram que a
triagem sistematica da DAAT em pacientes com DPOC
aumentou as chances de identificacdo de pacientes
com mutagdes no gene SERPINA1.(16:39:40)

DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Métodos diagndsticos padrdo

A abordagem padrdo para o diagndstico da DAAT
é centrada na dosagem da concentracdo de AAT no
sangue, geralmente por nefelometria, e, em seguida,
na identificacdo de alelos especificos por meio do
estudo do fendtipo e/ou do gendtipo.>41)

O valor de referéncia para o nivel sérico de AAT
determinado por nefelometria em adultos saudaveis
€ de 116-232 mg/dL (21-41 ymol/L).“? No entanto,
como a AAT é um reagente de fase aguda, juntamente
com a proteina C reativa e a amiloide A, seus niveis
plasmaticos aumentam em resposta a estimulos
inflamatorios ou infecciosos.(®7:2%) Além do mais,
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Quadro 1. Candidatos a dosagem dos niveis de alfa-1 antitripsina.?

Individuos com DPOC

enfisema pulmonar

Individuos com doenca hepatica de causa desconhecida

Adultos com bronquiectasias nos quais as causas mais comuns foram descartadas
Adultos com asma bronquica que desenvolveram obstrucdo bronquica progressiva ou apresentam evidéncias de

Parentes consanguineos de pacientes com diagnostico de DAAT
Individuos que tém muitos familiares com dispneia e tosse cronica

Individuos nos quais a analise do perfil proteico mostra auséncia de pico de alfa-1 glicoproteina
Individuos com paniculite ou vasculite de causa desconhecida

Adaptado de Miravitlles et al.2> e do documento de consenso portugués para o manejo da deficiéncia de alfa-1
antitripsina.?® DAAT: deficiéncia de alfa-1 antitripsina. 2N&o se recomenda a dosagem rotineira dos niveis séricos de AAT.

como a DPOC associa-se a inflamacdo sistémica, os
niveis de AAT podem estar elevados em pacientes com
DPOC em comparagao a controles pareados por idade,
aumentando assim os desafios de identificar possiveis
heterozigotos entre a populagdo com DPOC.#>#%) Embora
a presenca de inflamagdo geralmente ndo influencie o
diagndstico da DAAT em homozigotos Pi*ZZ, para ndo
deixar de detectar portadores ou outros pacientes com
deficiéncia, pode ser Util adotar uma abordagem mais
geral, medindo os niveis de proteina C reativa e AAT ao
mesmo tempo. Um nivel normal de proteina C reativa
confirma que os niveis de AAT estdo verdadeiramente,
e ndo falsamente, elevados. Se o nivel de proteina C
reativa estiver aumentado, os niveis de AAT podem estar
falsamente elevados, o que requer uma nova medicao
dos niveis de AAT em situacdo de estabilidade clinica.
%) Uma recomendacdo simples e pratica é medir as
concentragdes de AAT quando o paciente estiver livre
de inflamagdo ou infecgdo.

A fenotipagem proteica usa eletroforese por
focalizagdo isoelétrica (IEF, do inglés isoelectric
focusing) para identificar as variantes de AAT mais
comuns (S, Z, M e outras) presentes na amostra.
Embora a IEF seja o padrdo ouro laboratorial para a
deteccdo de variantes da DAAT, ela requer experiéncia
significativa na interpretagdo e apresenta limitagdes.“®)
Mais notavelmente, o método ndo identifica todas
as mutacbes patoldgicas presentes na amostra nem
identifica variantes nulas que ndo produzem nenhuma
proteina. Em casos em que o estudo do fenétipo ndo
permite o diagndstico (p. ex., variantes nulas, raras e
muito raras), deve-se realizar genotipagem.

A genotipagem usa sondas de PCR para identificar os
alelos de DAAT mais comuns, principalmente S e Z, mas
também outros, dependendo dos primers disponiveis.
O sequenciamento génico pode ser necessario em
casos de suspeita de variante nula ou deficiente que
ndo S ou Z.»® Os métodos de genotipagem rapida
podem ser usados para a pesquisa dos alelos mais
comuns, Pi*S e Pi*Z, embora haja possibilidade de
diagndstico incorreto porque esses métodos ndo
incluem alelos raros ou nulos.® A andlise molecular
com sequenciamento direto do gene SERPINA1 pode
ser usada para identificar alelos raros e variantes
nulas e para caracterizar novas variantes.® A técnica
envolve a analise completa das sequéncias de DNA
de éxons codificadores de AAT no gene SERPINAL.
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Ocasionalmente, também pode ser necessario estudar
as sequéncias intronicas e regulatdrias do gene.247:4®)

No Brasil, alguns grupos propuseram que a triagem
da DAAT seja incluida no teste do pezinho realizado
rotineiramente em recém-nascidos para doencas
como fibrose cistica e anemia falciforme, embora os
opositores da proposta argumentem que medicdes
rotineiras da AAT em recém-nascidos identificando
uma deficiéncia genética poderiam colocar um fardo
psicolégico nas criancas afetadas.

Novos métodos diagnosticos

Novos métodos diagndsticos foram desenvolvidos
e oferecem uma alternativa mais simples e portatil
as amostras de plasma/soro para a realizagdo do
teste de DAAT. Por exemplo, amostras de sangue em
papel-filtro fornecem o suficiente de amostra para
medir os niveis de AAT e para realizar fenotipagem
através de eletroforese por IEF, fornecendo quantidade
e qualidade de DNA suficientes para detectar os alelos
Pi*S e Pi*Z em um Unico exame de PCR em tempo
real com sequenciamento direto.® Na Espanha, um
programa nacional de deteccdo de casos de DAAT
realizado com pacientes com DPOC, usando amostras
de sangue em papel-filtro, concluiu que o método de
triagem era viavel, simples, rapido e custo-efetivo
para uso nessa populagao de risco.(>%>V

No Brasil, 0 método de sangue em papel-filtro para
a medicdo das concentragdes de AAT foi desenvolvido
em 2011. Em 2013, um ensaio imunonefelométrico
foi validado para uso em amostras séricas e amostras
de sangue em papel-filtro de pacientes com DPOC.(>?
O ponto de corte de 2,02 mg/dL (IC97%: 1,45-2,64
mg/dL) para as amostras de sangue em papel-filtro
apresentou sensibilidade de 100%, especificidade
de 95,7%, valor preditivo positivo de 27,2% e valor
preditivo negativo de 100% para o diagndstico de DAAT.
0O uso do valor maximo do intervalo de confianga como
ponto de corte reduziu a possibilidade de resultados
falso-negativos. Embora tenha havido apenas uma
correlacdo moderada (r = 0,45) entre os niveis de AAT
nas amostras séricas e nas amostras de sangue em
papel-filtro, concluiu-se que as amostras de sangue
em papel-filtro sdo uma alternativa Gtil as amostras
séricas para a triagem de pacientes para DAAT no
Brasil, pois 0 método proporciona uma triagem rapida
e minimamente invasiva a um baixo custo.?
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Os novos métodos de genotipagem, como o teste
de genotipagem A1AT (Progenika Biopharma S.A.,
Derio, Espanha), incluem a andlise de alelos raros e
nulos. Esse teste point-of-care permite a detecgdo e
identificagdo simultdneas das 14 variantes alélicas
mais comuns e seus alelos associados nos éxons 1I,
III e V do gene SERPINA1 (Quadro 2).5* O teste
envolve a amplificacdo por PCR do DNA genOmico
extraido de amostras de sangue (sangue total ou em
papel-filtro) ou saliva, seguida de hibridizagdo com
sondas alélicas especificas usando tecnologia Luminex
XMAP (Luminex Corp., Austin, TX, EUA) para deteccdo
de acidos nucleicos de alto rendimento.®* Dois kits
estdo disponiveis para coleta de amostras para o teste
de genotipagem A1AT, o kit de coleta de swab bucal
(ORAcollect DNA; DNA Genotek, Ottawa, ON, Canada)
e o kit de coleta de sangue em papel-filtro (AlphaKit+;
Progenika Biopharma). O kit de coleta de swab bucal
€ 0 mais usado no Brasil. O teste é minimamente
invasivo, ndo requer tempo de secagem e pode ser
transportado pelo correio normal porque a integridade
do DNA se mantém a temperatura ambiente. A amostra
de swab bucal permanece estavel por dois meses.*"

O teste de genotipagem A1AT oferece cobertura
mundial incluindo algumas das mais comuns variantes
alélicas raras (Mmalton, Mprocida, I, F) e ultrarraras
entre as 14 variantes alélicas selecionadas.®> A
auséncia de qualquer uma das 14 mutacgdes no teste é
relatada como “variante ndo detectada” e sugere que
0 genotipo pode ser o Pi*MM (genotipo normal).® Em
casos em que os niveis séricos de AAT estdo abaixo de
50 mg/dL e nenhuma das 14 mutagOes é detectada, o
gene é sequenciado automaticamente pelo fabricante
(Progenika Biopharma) para detectar variantes raras
que podem ndo ter sido incluidas no teste.

Por meio da deteccdo rapida e simultdnea de
multiplas variantes alélicas, o teste de genotipagem
A1AT reduz o tempo de diagndstico e o nimero de
amostras que precisam ser sequenciadas. Na Itdlia,

investigadores relataram uma correlagdo de 100%
entre o teste de genotipagem A1AT e o seu proprio
algoritmo diagndstico, bem como uma redugdo de
66% no tempo de diagndstico para amostras que
nao necessitaram de sequenciamento (que leva
aproximadamente 3 dias).®*> Um grupo da Alemanha
relatou que o uso do teste de genotipagem A1AT resultou
em redugles de 79% e 63,4%, respectivamente, nas
medigbes nefelométricas e no numero de amostras
que necessitaram de sequenciamento génico, em
comparagao ao fluxo de trabalho tradicional (PCR
convencional), embora o nimero de ensaios de
eletroforese por IEF tenha permanecido inalterado. Por
meio do aumento do nimero de mutagdes detectadas
de 2 (S e Z) para 14, o método baseado em Luminex
resultou em uma mediana de tempo até o diagnostico
de gendtipos raros de 14 dias, contra 83 dias para os
métodos tradicionais.®”) Recentemente, investigadores
na Espanha®® relataram os resultados iniciais de um
estudo observacional em andamento que avalia um
novo circuito nacional de diagndstico da DAAT com
base na tecnologia multiplex Luminex usando registro
on-line. A andlise incluiu 5.803 amostras de swabs
bucais (85,9%) e de sangue em papel-filtro (14,1%)
enviadas pelo correio para um laboratério central. A
prevaléncia de combinagGes de alelos comuns (MS:
19%; MZ: 14,4%; SS: 2,9%; SZ: 3,7%; e ZZ: 1,4%)
se alinhou a estimativas relatadas anteriormente para
a Espanha, e o sistema foi eficaz em diagnosticar a
DAAT em tempo habil.®

Algoritmo diagnostico

Um problema enfrentado por todos os médicos
que tratam uma doenca rara é a aplicabilidade de
diretrizes na tomada de decisGes de manejo especificas
as suas circunstancias. Uma revisdo recente®*® de
15 diretrizes praticas internacionais sobre DAAT
disponiveis, publicadas entre 1989 e 2017, identificou
variagdo substancial nas recomendagoes de manejo.
Acredita-se que o nivel moderado de concordancia

Quadro 2. Variantes alélicas detectadas com o teste de genotipagem A1AT (Progenika Biopharma, Derio, Espanha).

Variantes Alelos associados Atividade de AAT prevista
c.187C>T Pi*| Reduzida (leve)
c.194T>C Pi*M procida Reduzida (grave)
€.226_228delTTC G i, (AP0 PRI, b Reduzida (grave)
nichinan
c.230C>T Pi*S iiyama Reduzida (grave)
c.552delC Pi*QO granite falls Nenhuma (proteina ausente)
€.646+1G>T Pi*Q0 west Nenhuma (proteina ausente)
C.721A>T Pi*Q0 bellingham Nenhuma (proteina ausente)
c.739C>T PI*F Reduzida (leve)
C.839A>T Pi*P lowell, P1:P duarte, Pi*Q0 cardiff, Reduzida (leve)
Pi*Y barcelona
C.863A>T Pi*S Reduzida (leve)
c.1096G>A Pi*Z Reduzida (grave)
¢.1130dupT Pi*Q0 mattawa, Pi*Q0 ourem Nenhuma (proteina ausente)
¢.1158dupC Pi*QO clayton, Pi*QO saarbruecken Nenhuma (proteina ausente)
c.1178C>T Pi*M heerlen Reduzida (grave)

Adaptado da Food and Drug Administration dos Estados Unidos.** AAT: alfa-1 antitripsina; e Pi: inibidor de proteinase.
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quanto a “quando testar” (10 recomendagdes; 41%)
e “como testar” (2 recomendagdes; 56%) seja reflexo
de variagGes regionais na prevaléncia da doenca, nas
manifestagdes clinicas e nos modelos de financiamento
de cuidados de satde.®

No Forum Ibero-Americano de 2019, foi proposto um
novo algoritmo para o diagndstico da DAAT (Figura 1).
O algoritmo foi desenvolvido conjuntamente pelo
Registro Espanhol de Pacientes com Deficiéncia de
Alfa-1 Antitripsina e a Asociacion Latinoamericana de
Torax e se aplica a regides (incluindo o Brasil) onde o
teste de genotipagem A1AT estd disponivel. De acordo

com o algoritmo, pacientes com DPOC, parentes de
primeiro grau e parceiros de pacientes com diagndstico
de DAAT e outros pacientes de alto risco (Quadro 1)
devem ser testados para DAAT. O algoritmo apresenta
duas vias: uma via convencional de teste que envolve
a triagem dos niveis séricos de AAT como primeiro
passo e uma via alternativa que envolve o diagndstico
genético das 14 variantes alélicas mais comumente
associadas a DAAT como primeiro passo. De acordo com
a via convencional, niveis séricos de AAT < 116 mg/dL
(avaliados por nefelometria) sdo indicativos de “possivel
DAAT” e devem ser seguidos de teste confirmatdrio.

1. Pacientes diagnosticados com DPOC
2. Parentes consanguineos de pacientes com diagnéstico de DAAT®
3. Para outras indicacées, vide Quadro 1

!

—> Dosagem de AAT em situacéo clinica estavel

|
v y

AAT = 116 mg/dL®

 —" |

AAT < 116 mg/dL®

!

Teste de genotipagem A1AT
« Sangue em papel-filtro
» Swab bucal

!

Mutacao encontrada

+_I_+

Proteina C Proteina C * Genot'l pagem . -
| reativa alta ||reativa normal + Fenotipagem Sim Nao
« Teste de genotipagem A1AT
Diagnostico Diagnostico
genético genético
confirmado descartado©

Y

y y

Concordancia entre
niveis de AAT com

Discordancia entre
niveis de AAT com le—
fenotipagem/genotipagem|| fenotipagem/genotipagem

Dosagem
de AAT

!

Y

Sequenciamento

Concordancia entre
niveis de AAT com
fenotipagem/genotipagem

Y

Y

Y

DAAT descartada

DAAT confirmada |«

A

Estudo de parentes consanguineos e parceiros
Estudos visando avaliar o envolvimento pulmonar e hepatico
Tratamento de acordo com as diretrizes clinicas

Figura 1. Algoritmo diagndstico da deficiéncia de alfa-1 antitripsina. DAAT: deficiéncia de alfa-1 antitripsina; e AAT:
alfa-1 antitripsina. 2Em casos de pacientes diagnosticados com DAAT, investigar parceiros para avaliar o risco da doenga
nos filhos. PDosagem no sangue por nefelometria. Para outras técnicas, aplicar fator de conversdo. <Se houver alta
suspeita clinica de DAAT, realizar dosagem dos niveis de AAT em situagdo clinica estavel.
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Os testes confirmatérios incluem fenotipagem e/ou
genotipagem para identificar as variantes mais comuns
a fim de estabelecer quais alelos do gene SERPINA1
estdo presentes. A via alternativa recomenda o uso do
teste de genotipagem A1AT (Progenika Biopharma)
como primeiro passo para a identificacdo e genotipagem
simultaneas das 14 variantes deficientes mais comuns
do gene SERPINA1. Apds o diagnodstico genético, a
DAAT é confirmada com base nos niveis séricos de
AAT. Em qualquer uma das vias, 0 sequenciamento
génico (o teste confirmatoério mais sensivel) pode ser
necessario se os resultados do teste de triagem sérica
e do teste genético/fenotipico forem discordantes. Em
um estudo transversal no Brasil, em uma amostra de
926 pacientes submetidos a dosagem dos niveis de
AAT, apenas 3 necessitaram de sequenciamento génico
em razdo de resultados discordantes.®

A grande maioria dos pacientes com DAAT se
beneficiara de aconselhamento genético, prevengdo de
danos pulmonares e intervencdo terapéutica. As medidas
farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas para pacientes
com DPOC associada a DAAT sdo semelhantes aquelas
para pacientes com DPOC sem DAAT.(10:37.59) Pacientes
com DPOC associada a DAAT grave (concentragbes
séricas de AAT < 50 mg/dL), que nunca fumaram ou
sdo ex-fumantes, ou pacientes com VEF, < 80% do
valor previsto que apresentam comprometimento da
fungdo pulmonar ou progressao do enfisema apesar do
tratamento padrdo da DPOC podem ser candidatos a
terapia de reposicao com AAT purificada, %37 embora
as recomendacdes especificas possam variar de acordo
com o pais.®

AVALIACAO DO PACIENTE: EXAMES
COMPLEMENTARES

Apds o diagnoéstico de DAAT, o paciente deve
ser examinado quanto a presenga e extensdo do
envolvimento pulmonar e hepatico, bem como quanto a
condigbes menos comumente associadas, como vasculite
e paniculite. A histéria clinica, o exame fisico e a histéria
familiar devem ser levados em conta na interpretagdo
dos resultados. Os exames complementares a serem
realizados em pacientes com DPOC causada pela DAAT
estdo resumidos no Quadro 3.

Testes de funcdo pulmonar

A espirometria é o teste basico de fungdo respiratdria
para diagnosticar a DPOC. Em pacientes com DPOC
causada pela DAAT, a espirometria pds-broncodilatador
geralmente mostra um padrdo obstrutivo tipico, com
relagdo VEF,/CVF < 0,7, redugdo do VEF, e CVF normal
ou reduzida. Em fumantes com DAAT, a redugdo do
VEF, se acelera proporcionalmente a carga tabagistica
(anos-mago). A curva fluxo-volume mostra redugao do
fluxo pulmonar com forma concava tipica.®

O estudo dos volumes pulmonares em pacientes
enfisematosos mostra aumento do VR e hiperinsuflagao,
traduzindo-se em aumento da CPT e da relagdo VR/
CPT.(3® A DLCO esta diminuida e se correlaciona com

a perda do parénquima pulmonar observada pela TC
e com o grau de enfisema anatomico.©%61

A perda de fungdo pulmonar em pacientes
com DAAT pode levar a insuficiéncia respiratoria.
A investigacdo de enfisema pulmonar requer
espirometria pos-broncodilatador e a determinagdo
de volumes pulmonares estaticos e DLCO, bem
como gasometria arterial se a SpO, for < 92%.
Teste de exercicio cardiopulmonar também pode ser
necessario. A tolerancia ao esforco pode ser limitada
em razdo da obstrugdo das vias aéreas, redugdo da
capacidade ventilatéria e hiperinsuflagdo dindmica.(¢?
A dessaturacdo em teste de caminhada ou em teste
de capacidade de exercicio se correlaciona mais
intimamente com a redugdo da qualidade de vida em
pacientes com DAAT. 3

As recomendacdes atuais para o manejo da DAAT
incluem avaliagdo clinica inicial, teste de funcdo
pulmonar completo, gasometria arterial em casos de
SpO, baixa e, nas avaliagbes de acompanhamento,
espirometria anual.(10:256465)

Exames de imagem

As radiografias simples de térax sdo geralmente
normais nos estagios iniciais da DAAT, mas mostram
achados caracteristicos de enfisema em até 85% dos
casos a medida que a doenca progride. Os achados
incluem hiperinsuflacdo com achatamento do diafragma,
aumento do espaco retroesternal, coragdo pequeno,
artérias hilares normais ou proeminentes e diminuigdo
do calibre dos vasos periféricos.(¢®

Conforme demonstrado em estudos clinicos até o
momento, a TC expressa em termos de densidade
pulmonar é uma ferramenta Util para a caracterizacdo
da estrutura pulmonar e a avaliagdo do impacto das
intervencGes terapéuticas na DPOC associada a DAAT. (67
A TC quantitativa fornece uma estimativa da extensao
e gravidade do enfisema que independe do leitor e
se correlaciona com diversas medidas de doencga e
desfechos clinicos.

A TC de torax é mais sensivel do que as radiografias
de térax na deteccdo de alteragdes enfisematosas e
bronquiectasias precoces. Até 90% dos pacientes com
DAAT grave que sdo fumantes desenvolverdo enfisema,
contra 65% dos pacientes com DAAT que ndo sdo
fumantes.®® O enfisema é caracteristicamente panacinar,
bilateral e basal (Figura 2), embora até um terco dos
pacientes apresente distribuicdo em lobo superior,
mais frequentemente encontrada em fumantes. ¢
Esse padrdo é mais comum em heterozigotos Pi*SZ.7%
A TC tem sido proposta como o melhor método para
avaliar a progressao do enfisema, embora sua aplicacdo
atualmente permaneca limitada a estudos clinicos."

Testes hepadticos

A funcdo hepatica em pacientes com DAAT pode
ser avaliada por meio da dosagem dos niveis de
transaminase pirlvica, transaminase oxalacética, gama-
glutamil transferase, bilirrubina e albumina, bem como
por meio da realizacdo de testes de coagulagdo.%:3V
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Quadro 3. Exames complementares para pacientes com DPOC associada a deficiéncia de alfa-1 antitripsina.

Exames Tipos
Bioquimica basica, incluindo testes
de fungéo hepatica e dosagem de

imunoglobulinas séricas @

Laboratoriais

Utilidade clinica

Espirometria forcada
Respiratorios Teste de broncodilatacao

Volumes pulmonares e DLCO

Avaliagao do padrao obstrutivo (relacao VEF,/CVF < 0,7)
e de sua gravidade (VEF,)

Avaliacéo da reversibilidade da obstrucao brénquica

Avaliacao do grau de hiperinsuflacao pulmonar e da
capacidade de trocas gasosas em nivel pulmonar

Radiografia de torax

. TC de torax
De imagem

Ultrassonografia hepatica
Elastografia
Ressonancia magnética

Exame basico em todos os pacientes com sintomas
respiratorios

Confirmacao da extensao, localizacao e tipo de
enfisema, bem como da presenca de bronquiectasias

Sensivel e Util para deteccao de acometimento hepatico

2aDosagem de imunoglobulinas séricas: necessdria para detectar a deficiéncia grave de imunoglobulina A, i que
contraindica o tratamento com alfa-1 antitripsina intravenosa.

Figura 2. TC de térax de paciente com enfisema pulmonar causado por grave deficiéncia de alfa-1 antitripsina (forma
homozigédtica PI*ZZ) mostrando enfisema panlobular bilateral caracteristico, com predominio em bases pulmonares.
Imagem cortesia de F Casas-Maldonado.

Outros exames, como ultrassonografia, elastografia
transitéria e angiografia por ressonancia magnética
de figado, também podem ser realizados quando
necessario e sdo altamente sensiveis para detectar o
envolvimento hepatico.

CONSIDERAGOES FINAIS

No Brasil, como em outros paises, ndo se pode
ignorar a presenca da DAAT. O diagndstico precoce
pode ter um impacto positivo no sentido de convencer

J Bras Pneumol. 2021;47(3):e20200380

individuos com DAAT a evitar o tabagismo e minimizar
sua exposicao a poluentes ambientais, potencialmente
alterando a histdria natural da doenca e limitando sua
progressao. A terapia de reposigdo de AAT pode ser
indicada em certos casos.

A deteccdo de casos de DAAT deve ser realizada em
todos os pacientes com DPOC independentemente de
idade, sexo, histdria tabagistica e inicio dos sintomas
respiratorios. A avaliacdo sistematica dos pacientes
com DPOC no Brasil demonstrou ser suficientemente
eficaz e é recomendada como método de triagem.
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As novas ferramentas diagnosticas, como o teste
de genotipagem A1AT que usa swab bucal ou sangue
em papel-filtro, podem contribuir para superar o
subdiagndstico da DAAT no Brasil, pois oferecem uma
alternativa minimamente invasiva, confiavel e rapida
aos métodos tradicionais. Estratégias complementares
para melhorar o diagndstico incluem educagdo médica
continuada, facil acesso a exames laboratoriais e
campanhas de conscientizacdo publica sobre a DAAT
e suas manifestagdes clinicas. Mais estudos sobre a
prevaléncia e as ferramentas de triagem da DAAT
também seriam Uteis para apoiar a implementacdo de
programas eficientes e custo-efetivos para a detecgdo
e 0 manejo de pacientes com DAAT no Brasil.
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