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Resumo

Introducao: A deficiéncia de alfa-1 antitripsina (AAT) €
uma doenga genética frequente mas subdiagnosticada. Em
Portugal ndo existem dados consistentes de prevaléncia da
doenca. O objectivo € a determinacdo da frequéncia e a
caracterizacdo do fenétipo de deficiéncia de AAT numa

populacgdo pediétrica.

Métodos: Foram incluidas todas as criancas e adolescentes
referenciados a consulta de Pediatria/Alergologia com pato-
logia respiratéria baixa entre Julho de 2004 e Julho de 2009.
Em todos os doentes foi feito doseamento sérico de AAT.
Nos doentes com défice de AAT foi efectuada imunofenoti-
pagem e foram analisados vdrios pardmetros clinicos e
laboratoriais.

Resultados: Foram incluidas no estudo 657 criangas.
Identificaram-se 19 individuos com défice de AAT (2.9%),
13 (68%) do sexo masculino, com média de idade de 8.85 +
4.82 anos. Tinham histéria de sibilancia recorrente/asma 14
(74%) doentes, de infecc¢des respiratdrias baixas 6 (32%)
doentes e de atopia 9 (47%). Quanto a histéria familiar, foi
detectado tabagismo em 6 (32%) casos, enfisema pulmonar
em idade precoce em 3 (16%) e colestase neonatal em 1
(5.3%). A imunofenotipagem permitiu detectar o alelo M, Z,
S e Mmalton em, respectivamente 14 (73,7%), 15 (79,0%),
8 (42,1%) e 1 (5,3%) doentes, sendo que 10 (52,6%) dos
individuos apresentaram o fenétipo MZ, 4 (21,1%) o fen6-
tipo SZ, 4 (21,1%) o fendtipo MS e 1 (5,3%) o fenétipo
ZMmalton.

Conclusoes: A frequéncia de deficiéncia de AAT na popula-
¢do estudada foi de 2,9%; sendo o alelo patoldgico mais fre-
quente o Z e fendtipo predominante o MZ.

Palavras-chave: alfa-1 antitripsina, imunofenotipagem,
vacinagao
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Alpha-1 antitrypsin deficiency in a group of chil-
dren with respiratory pathology: a paediatric/aller-
gy out-patient clinic experience

Abstract

Introduction: Alpha-1 antitrypsin deficiency (AAT) is a
common but underdiagnosed genetic disease. In Portugal
there are no solid epidemiological data on the prevalence of
the disease. This study aimed to determine the prevalence
and to characterize AAT deficiency phenotype in a pediatric
population.

Methods: The study included all children and adolescents
referred to outpatient Pediatrics/Allergology with lower respi-
ratory disease between July 2004 and July 2009. In all
patients AAT serum assay was done. In patients with AAT
deficiency phenotyping was performed and some clinical and
laboratory parameters were analyzed.

Results: The study included 657 children. We identified 19
individuals with AAT deficit (2,9%), 13 (68%) males, mean
age 8.85 + 4.82 years. There was history of recurrent wheez-
ing/asthma in14 (74%) patients, lower respiratory infections
in 6 (32%) and atopy in 8 (47%). Regarding family history,
passive smoking was detected in 6 (32%) cases, pulmonary
emphysema at an early age in 3 (16%) and neonatal cholesta-
sis in one (5.3%). The study allowed to detect the allele M, Z
and S, respectively in 14 (73,7%), 15 (79,0%), 8 (42,1%) and
1 (5,3%) patients. Ten (52,6%) patients had MZ phenotype, 4
(21,1%) SZ phenotype, 4 (22%) MS phenotype and 1 (5,3%)
ZMmalton phenotype.

Conclusions: The frequency of AAT deficiency in our popula-
tion was 2,9%; the pathological allele Z was found to occur
more frequently and the MZ phenotype the most predominant.
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Introducio

A deficiéncia de alfa-1 antitripsina (AAT) é uma doenga de
origem genética frequente mas subdiagnosticada. Estudos
epidemioldgicos realizados demonstraram que a deficiéncia
de AAT é tio frequente como a fibrose quistica, afectando um
em cada 2000 a 4000 individuos'.

A primeira descri¢do formal da doenga ocorreu hé cerca de 40
anos, quando Laurell observou a auséncia da banda alfa-1 em
electroforeses de proteinas séricas de 5 doentes*’. Desde
entdo, t€m surgido avangos significativos no diagndstico e tra-
tamento dos individuos com o défice**.

A AAT ¢é uma glicoproteina, da superfamilia dos inibidores
das proteases serinas, codificada no gene SERPINAI, locus
Pi, no brago longo do cromossoma 14 (14q31-32). A sua fun-
¢do principal é inibir a accdo de algumas enzimas, como a
tripsina, a elastase neutrofilica e a protease-3'".

A deficiéncia de AAT é uma doenca hereditaria autossomica
co-dominante. Estdo descritos mais de 100 alelos, sendo os
mais frequentes classificados pela mobilidade electroforética
em categorias’®.

O Quadro I mostra as variantes mais frequentes, as mutagdes
e a apresentacdo clinica associadas.

Quadro | — Alelos frequentemente relacionados com deficiéncia de alfa-
1 antitripsina, mutagdes envolvidas e apresentagdes clinicas associadas’

Alelos Tipo de mutagéo Patologia(s)
associada(s)
Alelos deficientes
Substituicao
S (1 par de bases) Pulmonar
7 Substituigao Pulmonar,
(1 par de bases) hepatica
Mmalt Delecéo Pulmonar,
mafton (3 pares de bases) hepatica
Sii Substituicao Pulmonar,
llyama (1 par de bases) hepatica
Alelos nulos
. Delegéo ou Pulmonar,
QO (subtipos) substituicao hepatica?
Alelos disfuncionais
Substituicao Diatese

Pittsburgh

(1 par de bases) hemorragica

20 alelo Z é deficiente e também disfuncional.

A AAT ¢é produzida principalmente no figado e nos pulmdes
exerce a sua funcio antielastolitica’. O mecanismo inibitério
ocorre por meio de ligacdo entre a molécula de AAT e a protease.
No processo de inibi¢ao, ocorre a destrui¢do de uma molécula de
AAT para cada protease inibida, de modo que existe uma perda
de moléculas de AAT. Apesar disso, em condi¢des fisioldgicas,
existe um excesso de AAT nos pulmdes, o que garante protec¢ao
frente a accio elastolitica da elastase neutrofilica’.

As variantes com a muta¢do Z sdo as que mais vezes provo-
cam doenga (cerca de 95% dos casos)’. A mutagdo determina
alteracdes conformacionais na proteina, promovendo a poli-
meriza¢do e acumulagdo nos hepatdcitos''*!, com conse-
quente reducdo dos niveis séricos, condicionando doenga
hepatica e pulmonar.
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A nivel pulmonar, a lesdo resulta do aumento dos factores
agressores (tabagismo, infecgdes, ocupacionais) e/ou da redu-
cdo dos mecanismos protectores (niveis de AAT), com desvio
no equilibrio em favor da ocorréncia de dano tecidular pulmo-
nar'. Alguns estudos evidenciaram que individuos com niveis
séricos de AAT inferiores a 50 ou 80 mg/dL (dependendo do
método utilizado) parecem estar especialmente vulnerdveis ao
desenvolvimento de enfisema'?, sugerindo a ideia da existén-
cia de um “limiar protector” nessa ordem'*. Por outro lado, o
tabagismo reduz a ac¢do da AAT como antiprotease em cerca
de 2000 vezes"”, o que o torna o factor evitdvel mais impor-
tante para o desenvolvimento de enfisema.

A maioria dos doentes ¢ identificada a partir da investigacio
de sintomas respiratdrios, € em apenas 3% dos casos o diag-
néstico se deve a doenga hepatica'.

Outro facto importante € o intervalo entre o inicio dos sinto-
mas e a identificacdo da doenca, que pode ser de oito anos ou
mais, com consequéncias irrepardveis no progndstico®.

O Quadro II mostra a relagdo entre o fendtipo e as manifesta-
¢des clinicas. Verifica-se também que individuos heterozigo-
tos podem apresentar risco aumentado de enfisema.

Quadro Il - Principais fenétipos de alfa-1 antitripsina, niveis séricos
relacionados e risco associado para desenvolvimento de doenga pul-
monar e hepatica®

Fendtipo Nivel sérico de Risco de Risco de
alfa-1 antitripsina enfisema® hepatopatia®
mg/dL umol/L

MM 103-200 20-39 Sem aumento  Sem aumento

MS 100-180 19-35 Aumento? Sem aumento

SS 70-105 14-20 Aumento? Sem aumento

MZ 66-120  13-23 :3;2‘[’]% 18V | eve aumento

Sz 45-80 9-15 Leve aumento Leve aumento

Y4 10-40 2-8 Alto risco Alto risco

Nulo 0 0 Alto risco Sem aumento

*Quando comparados a populagdo normal.

A apresentagdo clinica pulmonar (enfisema) € semelhante & da
doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC). Quando comparada
com a DPOC de origem tabégica, na deficiéncia de AAT as mani-
festagdes t€m um inicio mais precoce™'. Aos 40 anos, cerca de
60% dos individuos ndo fumadores com fenétipo PiZZ sdo sinto-
maéticos; nos fumadores, os sintomas surgem 10 anos mais cedo’.

O doseamento de AAT ¢é feito através de métodos quantitati-
vos comercialmente disponiveis, que estdo representados no
Quadro III, assim como os valores normais de referéncia*'®.

Apesar de diferentes concentragdes séricas de AAT sugerirem
determinados fendtipos, a presenca de niveis baixos de AAT
deve ser seguida de estudo de imunofenotipagem (por foca-
gem isoeléctrica) para confirmagdo do diagndstico.

Existe ainda o diagndstico a nivel molecular (genotipagem),
mas este € um método utilizado excepcionalmente, em situa-
¢des cujos niveis séricos de AAT e o fenétipo identificado sdo
discrepantes e para a identificagdo de variantes raras ou
estudo de novas variantes’.
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Quadro Il — Métodos utilizados para o doseamento sérico de alfa-1
antitripsina*

Método
Teste padrao purificado (NHLBI)®
Nefelometria

Valores normais

20-53 pymol/L

88-120 a 200-220 mg/dL
150-200 a 350-400 mg/dL
2NHLBI — National Heart, Lung and Blood Institute

Imunodifusao radial

Além do tratamento usual para DPOC, existe actualmente
terapéutica especifica com infuséo de concentrados de alfa-1
antitripsina. Essa terapia de reposicdo, aparentemente segura,
ainda ndo teve a eficicia clinica definitivamente comprovada
e o custo-efectividade também € um tema controverso e ainda
pouco abordado. Tal como recomendado pela Organizacdo
Mundial de Saide (OMS)", a atitude actual passa sobretudo
pela prevencdo do desenvolvimento de DPOC secunddria a
deficiéncia de AAT, com medidas de evic¢do tabdgica, vacina-
¢do contra o virus influenzae e Streptococcus pneumoniae e
optimizagdo da qualidade de vida dos individuos.

Objectivos

Foi objectivo determinar a frequéncia e caracterizar o fenétipo
de deficiéncia de AAT numa populacdo pedidtrica com pato-
logia respiratdria baixa.

Material e métodos

O estudo incluiu todas as criangas e adolescentes referencia-
dos a consulta de Pediatria/Alergologia entre Julho de 2004 a
Julho de 2009 com patologia respiratdria baixa e que foram
submetidas a doseamento de AAT.

Patologia respiratdria baixa foi definida como a presenca de
pelo menos um dos seguintes problemas: sibildncia recor-
rente, asma e/ou infec¢des respiratdrias baixas de repeti¢do.

O doseamento de AAT sérica foi efectuado pelo método de
nefelometria, utilizando-se o equipamento IMMAGE Immu-
nochemestry System (Beckman Instruments®, Inc., Fullerton,
CA, EUA). Os valores de referéncia de normalidade para este
teste e com este equipamento estio entre 88 e 144 mg/dL.

Do grupo inicial seleccionou-se o subgrupo daqueles que
apresentaram valores séricos de AAT inferiores a 88mg/dL, e
sobre o qual incide a restante andlise. Em todos os doentes do
subgrupo foi efectuada imunofenotipagem para AAT, por téc-
nica de focagem isoeléctrica'®, e foram analisadas as seguintes
varidveis: idade, sexo, patologia, nivel sérico de AAT, atopia,
histdria de tabagismo passivo e/ou activo, fendtipo e histéria
familiar de doenga pulmonar, hepdtica ou deficiéncia de AAT.
As provas de fungdo respiratéria ndo foram incluidas no pre-
sente estudo.

Foi criada uma base de dados, em folha de célculo Excel®
(Microsoft Office 2007®), onde foi inserida e analisada a
informag@o obtida.
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Resultados

Foram incluidas no estudo 657 criangas com patologia respi-
ratéria baixa que foram sujeitas a doseamento de AAT.
Identificaram-se 19 doentes (2.9%) com valores séricos de
AAT inferiores a 88mg/dL, 13 do sexo masculino (68%),
sendo a média de idades de 8.96 + 4.82 anos, com uma idade
minima de 9 meses e uma maxima de 17 anos.

Tinham histéria de sibilancia recorrente e/ou asma, infec-
cdes respiratérias baixas de repeticdo e atopia, 74%
(14/19), 32% (6/19) e 47% (9/19) dos doentes, respectiva-
mente. Tabagismo passivo estava presente em 32% (6/19)
da amostra.

Na histéria familiar de doenga observou-se que 16% (3/19)
tinha pelo menos um familiar com enfisema pulmonar em
idade precoce, 5.3% (1/19) tinha um familiar com doenga
hepética neonatal (colestase neonatal) e 5.3% (1/19) tinha
familiares com deficiéncia de AAT conhecida (Pi*ZZ).

Todos os doentes (100%) do subgrupo em estudo (valores de
AAT inferiores a 88mg/dL) apresentavam fendtipos com
pelo menos um alelo patoldgico. O alelo Z foi detectado em
15 dos 19 doentes (79,0%), o alelo S em 8 doentes (42,1%)
e o alelo Mmalton em 1 doente (5,3%) (Quadro IV).

Quadro IV - Frequéncia alélica nos doentes do subgrupo em estudo
(valores de alfa-1 antitripsina inferiores a 88mg/dL) (n=19)

Alelo N° %
M 14 77,8
V4 14 77,8
S 8 44.4
Mmalton 1 53

No grupo estudado, 52,6% (10/19) dos individuos apresenta-
ram o fenétipo MZ, 21,1% (4/19) o fenétipo SZ, 21,1% (4/19)
o fenétipo MS e 5,3% (1/19) o fendtipo ZMmalton.

A relacdo entre os valores médios de concentrag@o sérica de
AAT e o fendtipo encontra-se descrita no Quadro V.
Verificou-se que individuos portadores do alelo S ou Z, iso-
ladamente, apresentaram valores médios de AAT superiores
quando comparados com os individuos portadores de dois
alelos patoldgicos.

Quadro V - Valores da concentragao de alfa 1-antitripsina vs. fenétipo

Fenétipo AAT (mg/dL) AAT (mg/dL) AAT (mg/dL)
média minimo maximo

Sz 65 40 78

Mz 76,5 56 87

MS 79,5 56 87

ZMmalton 33 33 33

Em todas as criangas e adolescentes foram implementadas
medidas de evic¢do tabagica e proposta imunizagdo para o
virus Influenzae e para o Streptococcus pneumoniae.
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Discussao

A frequéncia de deficiéncia de AAT no grupo de doentes com
patologia respiratéria baixa foi de 2,9%, valor semelhante ao
encontrado na literatura' para a prevaléncia da doenca. No
entanto, o presente estudo nio apresenta caracteristicas de um
estudo de prevaléncia pelo que ndo se pode extrapolar para a
populacio em geral.

Verificou-se maior prevaléncia do fenétipo Pi*MZ (em
52,6% dos casos) e do alelo Z (em 80% dos casos). Estes
resultados ndo estdo concordantes com os de de Serres, rea-
lizados na Peninsula Ibérica, que apontam o fenétipo Pi*MS
e o alelo S como os mais frequentes”. Esta discrepancia pode
ser explicada pela diferenca nos critérios de selecgdo, sendo
que de Serres estudou a populacdo em geral, e por esse
motivo estes resultados ndo sdo representativos da populacao
portuguesa.

As implicagdes clinicas da deficiéncia de AAT, sobretudo na
forma heterozigdtica, ainda ndo estdo totalmente esclarecidas.
O subdiagndstico tem sido uma importante limitagéo no estudo
do défice. No entanto, existem paises que ja deram o primeiro
passo com a criagao do Registo Internacional de AAT®.

Também existem paises, como a Suécia e alguns estados dos
EUA, que incluiram na politica de sadde infantil o rastreio
universal neonatal da deficiéncia. Esta atitude vai contra as
indicacdes actuais da (American Thoracic Society/European
Respiratory Society) ATS/ERS para quantificacdo dos niveis
séricos de AAT (Quadro VI)“.

Quadro VI - Indicagdes da American Thoracic Society/European Respi-
ratory Society para quantificagdo dos niveis séricos de alfa 1-antitripsina

» Enfisema de inicio precoce (menos de 45 anos)

» Enfisema na auséncia de exposigao a factores de risco
conhecidos (tabagismo, factores ocupacionais)

« Enfisema predominantemente basal
» Caso de deficiéncia de alfa-1 antitripsina confirmado na familia

» Histéria familiar de enfisema, dispneia e tosse, bronquiec-
tasias, doenga hepatica ou paniculite

» Todos os individuos com doenga pulmonar obstrutiva crénica

» Pacientes com asma cujos testes de fungao respiratéria ndo
normalizam apesar de tratamento adequado

» Adultos com bronquiectasias de etiologia desconhecida
» Doenca hepatica de etiologia desconhecida

» Paniculite necrosante

» Vasculite associada a presenca de ANCA +

» Confirmacéo de auséncia de banda alfa-1 em electroforese
de proteinas séricas

No periodo de tempo considerado, a maioria dos doentes com
patologia respiratéria baixa que foram referenciados a con-
sulta de Pediatria/Alergologia fizeram o doseamento de AAT.
Os argumentos para esta atitude sistemadtica de rastreio, ape-
sar de muito controversa, e a amostra ser pequena, prendem-
se com os seguintes factos:

— o doseamento de AAT é feito através de uma técnica labora-
torial simples, acessivel, rapida e de baixo custo;
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— o diagnéstico precoce, nomeadamente em idade pedidtrica,
permite modificar comportamentos susceptiveis de agravar o
risco de doenga pulmonar, sobretudo o tabagismo, que se
sabe ser o principal factor de risco para o desenvolvimento de
enfisema nestes doentes***. De facto, por um lado existem
estudos que demonstraram que o rastreio neonatal permite
diminuir a prevaléncia de tabagismo activo neste grupo de
doentes®?". Por outro lado, existem estudos que mostram bai-
xas taxas de cessacdo tabagica em individuos com deficiéncia
de AAT que ja eram fumadores aquando do diagnéstico;

— o diagnéstico precoce permite aos médicos assistentes
monitorizar e tratar adequadamente estes doentes'¢. Além
disso, também parece evitar efeitos psicossociais negativos
associados ao diagnéstico e intervengdo tardios®.

No que diz respeito ao doente asmatico, o doseamento sérico de
AAT parece ser ainda mais importante. E o que demonstrou um
estudo recente” que concluiu que doentes portadores de dois
alelos deficientes de AAT tém maior probabilidade de desenvol-
ver asma, dado que 50% desses individuos apresentaram rever-
sibilidade da obstrugdo ao fluxo aéreo em provas de funcéo res-
piratéria e 22% preencheram critérios de diagnéstico de asma,
quando comparados com os 4.5% dos controlos (p<0.05).

Tal como recomendado pela OMS, em todas as criangas com
deficiéncia de AAT foram refor¢adas as medidas de evic¢do
tabagica e foi proposta a vacinagdo anual contra o virus
influenzae e vacinagdo contra Streptococcus pneumoniae,
medidas estas, que tal como estd demonstrado no mesmo
documento, podem adiar € minimizar o impacto da doenga na
qualidade de vida dos doentes.

Se por um lado sdo necessdrios estudos mais amplos e multi-
céntricos, para determinar a frequéncia das principais muta-
¢des associadas a deficiéncia de AAT, por outro, seria interes-
sante a realizacdo de estudos prospectivos que avaliassem o
impacto que o diagndstico precoce teria na prevencdo de com-
plicagdes e na qualidade de vida deste grupo de doentes.
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