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Resumo

O défice de alfa-1 antitripsina (AATD) é uma condicao genética associada a vdrias doencas
respiratdrias e hepdticas, particularmente a doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e ao enfisema.
A alfa-1antitripsina (AAT) é uma glicoproteina produzida principalmente no figado, cuja principal fungao
é inibir enzimas proteoliticas, como a elastase. Quando ocorre défice desta proteina, a protecao dos
tecidos pulmonares é comprometida, aumentando significativamente orisco de lesdes progressivas e de
doencas respiratorias graves.

Estima-se que o AATD afete entre 1 em cada 2.000 a 6.000 pessoas a nivel mundial, sendo
frequentemente subdiagnosticado devido a ampla variabilidade clinica e a auséncia de estratégias
sistematicas de rastreio. Na Regiao Auténoma da Madeira, um estudo descreveu, pela primeira vez, a
prevaléncia dos dois alelos de deficiéncia de AAT mais comuns, PIS e PIZ (PI de Protease Inhibitor, é a
designacao do locus genético do gene SERPINAT, responsdvel pela producao da AAT), evidenciando uma
das frequéncias alélicas mais elevadas mundialmente para ambas as variantes. Esta realidade reforca a
necessidade de aprofundar o conhecimento sobre os niveis de AAT na populacao local e de identificar
fatores associados ao possivel défice.

0 presente estudo observacional e transversal analisou 384 utentes de um laboratdrio clinico da
Madeira, entre janeiro de 2022 e janeiro de 2023, recorrendo a imunoturbidimetria. Foram avaliadas
variaveis demograficas (sexo, idade, regiao geografica) e clinicas (presenca de doencas crdnicas) através
de multiplas analises estatisticas descritivas e comparativas com o objetivo de caracterizar os niveis
séricos desta proteina e explorar possiveis associagdes com estas varidveis.

Através dos resultados nao se verificaram associacoes estatisticamente significativas entre os
niveis de AAT e as demais varidveis analisadas. Foram identificados 16 individuos com valores séricos
inferiores a 90 mg/dL, classificados como valores diminuidos e potencialmente compativeis com défice
(4,2%) os quais se verificaram maioritariamente em individuos do sexo masculino, adultos e residentes
na Regiao Oeste dailha.

Deste modo, pode concluir-se que, nesta populacao, fatores genéticos e ambientais poderao
desempenhar um papel mais relevante nos niveis de AAT, face as varidveis sociodemograficas e clinicas
analisadas. Assim, estes achados sustentam a necessidade de implementar rastreios mais dirigidos e
confirmacao genética, com o objetivo de otimizar a detecao e a intervencao clinica precoce em possiveis

casos de défice.
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Abstract

Alpha-1 antitrypsin deficiency (AATD) is a genetic condition associated with various respiratory
and liver diseases, particularly chronic obstructive pulmonary disease (COPD) and emphysema. Alpha-1
antitrypsin (AAT) is a glycoprotein produced mainly in the liver, whose primary function is to inhibit
proteolytic enzymes, such as elastase. When this protein is deficient, lung tissue protection is
compromised, significantly increasing the risk of progressive damage and severe respiratory diseases.

Itis estimated that AATD affects approximately 1in every 2,000 to 6,000 individuals worldwide,
and it is often underdiagnosed due to its wide clinical variability and the lack of systematic screening
strategies. In the Autonomous Region of Madeira, a study described, for the first time, the prevalence of
the two most common AAT deficiency alleles, PIS and PIZ (PI stands for Protease Inhibitor, referring to
the genetic locus of the SERPINA1 gene responsible for AAT production), revealing one of the highest
allele frequencies worldwide for both variants. This highlights the need to further investigate AAT levels
in the local population and identify factors associated with possible deficiency.

This cross-sectional observational study analysed 384 individuals from a clinical laboratory in
Madeira, between January 2022 and January 2023, using immunoturbidimetry. Demographic variables
(sex, age, geographic region) and clinical variables (presence of chronic diseases) were assessed through
multiple descriptive and comparative statistical analyses, aiming to characterise the serum levels of this
protein and explore potential associations with these variables.

The results revealed no statistically significant associations between AAT levels and the
analysed variables. However, 16 individuals were identified with serum levels below 90 mg/dL,
classified as decreased and potentially compatible with deficiency (4.2%), most of whom
were male, adults, and residents of the Western region of the island.

Thus, it can be concluded that, in this population, genetic and environmental factors may play a
more relevant role in AAT levels than the sociodemographic and clinical variables analysed. These
findings support the need to implement more targeted screening and genetic confirmation, with the aim

of optimising early detection and clinical intervention in potential deficiency cases.
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Lista de Abreviaturas

AAT Alfa-1antitripsina

AATD Défice de alfa-1 antitripsina

ATS Do Inglés, American Thoracic Society

c-ANCA Do Inglés, Cytoplasmic Anti-Neutrophil Cytoplasmic Antibodies
DP Desvio Padrao

DPOC Doenca Pulmonar Obstrutiva Crdnica

EQAS Do Inglés, External Quality Assessment Scheme
ERS Do Inglés, European Respiratory Society

IC Intervalo de Confianca

IEF Focalizacao isoelétrica

IQR Intervalo Interquartil

kDa Kilodalton

PCR Do Inglés, Polymerase Chain Reaction

PCR Proteina C Reativa

Pl Do Inglés, Protease Inhibitor
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1. Introducgao
11.  Funcao e definicao da alfa-1-antitripsina

A alfa-1-antitripsina (AAT) é uma glicoproteina composta por 394 aminodcidos, com um peso

molecular aproximado de 52 kilodalton (kDa). E constituida por trés cadeias laterais de hidratos de
carbono ligadas a residuos de asparagina, o que promove a sua estabilidade estrutural e prolonga a sua
semivida plasmatica.’
Estruturalmente, a AAT apresenta uma conformacao tridimensional tipica das serpinas, constituida por
trés folhas B principais e nove hélices «, destacando-se o loop reativo (reactive centre loop), uma regiao
funcional situada na superficie da proteina e essencial para a sua atividade inibitdria. Neste loop destaca-
se a ligacao peptidica Met358-Ser359 (P1-PT), que mimetiza o substrato das proteases e é o principal
local de clivagem.'®

A inibicao irreversivel das enzimas-alvo, através da formacao de um complexo estdvel AAT-
enzima € o principal mecanismo de acao desta proteina. Esta interacao promove uma alteragao na
conformacao da protéase, o que, consequentemente, bloqueia o seu local catalitico e conduz a sua
inativacao e posterior remocao da circulagao.!

Esta proteina, pertencente a familia das serina-protéases inibidoras, é codificada pelo
gene SERPINAT, localizado no cromossoma 14. E sintetizada predominantemente pelos hepatdcitos,
mas também pode ser produzida, em menor quantidade, por mondcitos, macréfagos, neutrofilos e
células epiteliais do pulmao e do intestino.2=

A principal funcao da AAT consiste na inibicao de enzimas proteoliticas libertadas durante
processos inflamatdrios ou infeciosos, nomeadamente a elastase dos neutrdfilos, a catepsina G e a
proteinase 3. Adicionalmente, tem-se revelado capaz de inibir outras protéases tais como as calicreinas
7, a matriptase e a caspase-3. Ao exercer esta atividade, a AAT protege os tecidos, particularmente o
tecido conjuntivo pulmonar, que previne a degradacao da elastina e do colagénio tipo IV. Além do seu
papel anti-proteasico, tém-lhe sido atribuidas funcées imuno-moduladoras e anti-inflamatdrias,
revelando uma participacao mais significativa na homeostasia e na resposta imune.™

A AAT é também considerada uma proteina de fase aguda, com niveis plasmaticos que aumentam
significativamente em resposta a processos inflamatdrios. A avaliacao laboratorial dos seus niveis
séricos, que variam normalmente entre 90 e 200 mg/dL, dependendo do método analitico utilizado,

devem ter em conta esta caracteristica.'*-®
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1.2. Odéficede AAT

1.2.1. Causas Genéticas

A deficiéncia de AAT é herdada de forma autossémica codominante, o que significa que os
individuos afetados necessitam de herdar uma variante anormal do gene SERPINAT de ambos os
progenitores. Cada alelo é tradicionalmente representado por uma letra (M, S, Z), baseada na mobilidade
eletroforética da proteina AAT correspondente. Esta nomenclatura é habitualmente integrada no
sistema de classificacao PI, originando designacées como PI*M, PI*S ou PI*Z. Até ao momento, ja foram
identificados mais de 150 alelos distintos deste gene.”®

O alelo M é o mais prevalente na populacao geral, sendo o gendtipo homozigético MM
considerado o padrao funcional (“normal”). Os alelos S e Z sdo os mais comuns perante variantes
associadas ao défice, que conduzem a niveis séricos de AAT inferiores a 35% do valor médio normal e,
consequentemente, originam uma proteina deficiente tanto do ponto de vista quantitativo como
funcional.”®

Niveis moderadamente reduzidos de AAT associam-se ao alelo S e raramente apresentam
consequéncias clinicas relevantes. Os gendtipos MS ou SS geralmente originam niveis de AAT
suficientes para proteger o tecido pulmonar. Contudo, a combinacdo com o alelo Z (gendtipo SZ),
especialmente em individuos fumadores, pode aumentar o risco de desenvolvimento de doenca
pulmonar, sobretudo enfisema.”~®
Por outro lado, o alelo Z é fortemente ligado a niveis muito reduzidos de AAT e, consequentemente, a um
risco aumentado de enfisema pulmonar. Este alelo resulta da mutacao Glu342Lys, que promove
alteracdes conformacionais na AAT, o que culmina na sua polimerizacao e retencao no reticulo
endoplasmatico dos hepatdcitos. Esta acumulacao intracelular estd fortemente relacionada com a
patogénese hepdtica verificada em alguns individuos. Assim, individuos homozigdticos (ZZ) revelam
quase invariavelmente, deficiéncia clinica significativa, com manifestacées predominantemente
pulmonares e, por vezes, hepdticas.”"o"

Por outro lado, individuos com o genétipo MZ, podem apresentar um risco ligeiramente acrescido
de disfuncao pulmonar ou hepatica, sobretudo na presenca de fatores de risco como o tabagismo ou
exposicao ambiental prolongada.”™

0 alelo PI'F representa uma variante pouco comum, mas considerada patogénica, que apesar de
originar uma proteina com niveis quantitativamente normais, funcionalmente € deficiente na atividade
inibitéria da elastase dos neutrdéfilos. Outras variantes raras, como o alelo PI’l, associa-se a uma

deficiéncia quantitativa ligeira, geralmente sem grandes implicacoes clinicas.”3"



Finalmente, os gendtipos com alelos nulos sao genétipos raros, que nao produzem qualquer
proteina e que se associam a um risco elevado de desenvolvimento de doenca pulmonar grave. Como
nao ocorre acumulacao intracelular da proteina anormal no figado, este tipo de alelo nao se associa a
patologia hepatica.”8'"

Globalmente, estima-se que, cerca de 161 milhdes de pessoas sao heterozigéticas para os alelos

S ou Z, com uma cépia anormal (S ou Z) e uma cépia normal (M) do gene SERPINA1.®

1.2.2. Manifestacoes Clinicas

O défice de AAT é uma condicao genética que favorece o desenvolvimento de varias doencas,
sobretudo a nivel pulmonar e hepatico. Fatores genéticos, ambientais e comportamentais, sobretudo o
tabagismo, fator agravante da expressao pulmonar, influenciam o curso clinico desta patologia.

Apesar desta condicao apresentar uma expressao multissistémica e evolucao variavel, pode ser
detetada através de rastreios familiares, mesmo em individuos assintomaticos.>"°

Anivelrespiratdrio, o principal fator genético associado ao desenvolvimento precoce de enfisema
panacinar e doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) é o défice de AAT, decorrente de um
desequilibrio entre protéases e anti-proteases, que conduz a destruicao da matriz pulmonar. Genétipos
homozigéticos (PI*ZZ), associados frequentemente a niveis muito reduzidos de AAT, bem como
gendtipos com alelos nulos, exibem risco superior de doenca pulmonar grave.""?

0 inicio dos sintomas varia entre individuos, no entanto, raramente ocorre antes dos 25 anos. Sintomas
como dispneia de esforco, pieira, tosse cronica e producao de expetoracao sao comuns e a sua
progressao pode ser acelerada pelo tabagismo ou exposicao a poluentes.?>"?

E importante realcar que o défice de AAT é uma das principais causas genéticas da DPOC em nao
fumadores, o que implica que haja um diagndstico diferencial da obstrucao crdnica ao fluxo aéreo em
idade precoce. As manifestacoes pulmonares da doenca podem incluir bronquiectasias, pneumotdrax
espontaneo e fendtipos de asmarelacionados com uma maior limitagao funcional e reducao da qualidade
de vida.39121

A nivel hepdtico, a patogénese caracteriza-se pela acumulacao intracelular de formas anémalas
da AAT, nos hepatdcitos, o que leva a stress celular, apoptose e fibrose, sobretudo quando presente o
alelo Z. Estaacumulacao pode causar doenca hepatica em qualquer idade, com manifestacdes neonatais
ou progressao, na idade adulta, para cirrose ou carcinoma hepatocelular. Na populacao pedidtrica, a

apresentacao mais frequente é a colestase neonatal prolongada nas primeiras semanas de vida. Embora



muitos casos se resolvam espontaneamente, uma proporcao pode evoluir para hepatopatia cronica
ainda nainfancia."o"
A expressao clinica hepatica é mais prevalente no sexo masculino e é bastante heterogénea. Pode estar
associada a alteracoes assintomaticas das transaminases, em adultos, com alguns casos com possivel
progressao para doenca hepadtica grave, mesmo na auséncia de fatores de risco externos.
Adicionalmente, alguns estudos indicam que, individuos heterozigdticos (P1*MZ) quando coexistem com
fatores como obesidade, consumo excessivo de dlcool ou infecao viral crénica podem ter risco
aumentado de doenca hepdtica.™"

Em casos excecionais, o défice desta proteina pode manifestar-se a nivel cutaneo sob a forma de
paniculite necrosante, ou associar-se a vasculite c-ANCA (cytoplasmic Anti-Neutrophil Cytoplasmic
Antibodies) positiva, apesar destas manifestacoes serem pouco frequentes, devem ser consideradas em

contextos clinicos sugestivos.>™

1.3. Diagndstico e Relevancia do Rastreio Laboratorial

0O diagndstico do défice de AAT representa um dos principais desafios clinicos associados a esta
condicao hereditdria. De entre os individuos afetados, menos de 10% sao clinicamente diagnosticados,
comum atraso médio de 5 a 6 anos até a obtencao de um diagndstico definitivo. Esta realidade evidencia
anecessidade urgente de melhorar a consciencializagao clinica e as medidas diagndsticas.>>%"

Existem varios contextos, quer a nivel pulmonar como extrapulmonar, em que o défice de AAT
tem de ser considerado. Entre os mais relevantes destaca-se a DPOC, o enfisema precoce (<45 anos),
ohstrucoes persistentes ao fluxo aéreo sem causa aparente, doencas hepdticas que se desconhece a
etiologia e determinadas manifestacoes sistémicas como a paniculite ou a vasculite c-ANCA positiva. A
Tabela 1 apresenta uma sintese dos principais contextos clinicos em que se recomenda o rastreio do

défice de AAT 3™
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Tabela 1: Contextos clinicos recomendados para o rastreio do défice de AAT

Situacoes clinicas recomendadas para rastreio do défice de AAT
Suspeita clinica de défice de AAT: Candidatos a determinacdo dos niveis de AAT
Todos os doentes com DPOC
Enfisema pulmonar precoce (< 45 anos)
Enfisema em nao fumadores ou sem exposicao a fatores de risco conhecidos (tabagismo ou
ocupacionais)
Enfisema panlobular predominantemente basal
Asma com espirometria que nao normaliza apesar de tratamento adequado
Adultos com bronquiectasias
Adolescentes com obstrucao persistente na funcao respiratdria
Histdria clinica de dispneia e tosse crénica em mdltiplos membros da mesma familia
Doenca hepatica de causa desconhecida
Diminuicao isolada da AAT no proteinograma
Paniculite ou vasculite de causa desconhecida

Familiares de doentes com défice de AAT (irmaos, filhos, pais)
Adaptado de Lopes et al (2018)3

Segundo as principais sociedades cientificas American Thoracic Society (ATS) e European
Respiratory Society (ERS), o primeiro passo preconizado para o diagndstico do défice de AAT é a
quantificacao dos niveis séricos da proteina, realizada por varios métodos como se verifica na Tabela 2,

sendo o0 mais amplamente utilizado a nefelometria.’

Tabela 2: Valores séricos normais e limiares de protecao da AAT segundo diferentes métodos analiticos

Método Valores normais Limiar de protecao
Teste-padrao purificado 20-53 uM 1MuM
Nefelometria 83-120 2200-220 mg/dL 57 mg/dL
Imunodifusdo radial 150-200 a 350-400 mg/dL 80 mg/dL

Adaptado de Lopes et al (2018)3

Apesar da existéncia de diferentes intervalos de referéncia e limiares de protecao consoante o
método utilizado, os pontos de corte clinicos podem variar nao so entre técnicas analiticas, mas também
entre laboratdrios.?”

Individuos com valores inferiores a 57 mg/dL, através do método nefelométrico, apresentam
risco superior de desenvolvimento de manifestacdes pulmonares da doenca.”*** No entanto, individuos
com niveis abaixo do intervalo de referéncia ou dentro da faixa do limitrofe (entre 90-140 mg/dL)
também devem ser submetidos a testes qualitativos complementares como fenotipagem e/ou
genotipagem.’** Estes niveis poderao ser compativeis com fendtipos de défice intermédio como SZ, SS
ou MZ com relevancia clinica tanto para o doente como para familiares emrisco de défice grave.”*"*
Ovalorde 110 mg/dL, embora se localize acima do limite inferior do intervalo de referéncia, para o método

nefelométrico, é amplamente utilizado na pratica clinica como ponto de corte parainvestigacao adicional.
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Vdrios estudos revelam que este limiar apresenta boa sensibilidade e especificidade para a identificacao

de alelos S e Z, mesmo em individuos aparentemente normais.®> Esta abordagem est3d refletida no

algoritmo representado na Figura 1.
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>110 mg/dL l

<110 mg/dL

I

Probabilidade baixa de
défice de AAT (fenétipo

MM provavel) )
F ou

genotipagem (por
método de alelos
especificos)

Deficiéncia Intermédia

Deficiéncia severa

57-110 mg/dL

_______________

1
Nulo-Nulo; Z-Nulo; Z- :
SZ, MZ,
Raro; Nulo-R ! DUHZ)
---TE y : MS, S Outras

Genotipagem (sequenciagao num
‘ laboratério de referéncia)

Figura 1: Algoritmo diagndstico do défice de AAT

Adaptado de Lopes et al (2018)3

Adicionalmente, a literatura tem proposto diferentes pontos de corte como: 100 mg/dL para a
identificacao de gendtipos com maior risco de enfisema (sensibilidade de 95,8% e especificidade de
94,8%); 110 mg/dL recomenddvel para a detecao de todos os portadores dos alelos S e Z; 113 mg/dL
através do qual nao se observam alelos Z nem individuos com gendtipo SS (sensibilidade de 100% e
especificidade de 78%).3

E importante realcar que, como a AAT é uma proteina de fase aguda, os seus niveis podem estar
falsamente aumentados em situacdes de infecao, inflamacao, gravidez ou uso de contracetivos orais.
Por outro lado, as criangas apresentam, naturalmente, niveis mais baixos.”?'2">'®Assim, a interpretacao
isolada desta proteina deve ser interpretada com cautela, quando possivel com complemento de testes
qualitativos complementares sempre que o0s niveis estejam diminuidos ou proximos do limite inferior,
com o objetivo de caracterizar a variante proteica envolvida.

A fenotipagem, realizada por focalizagao isoelétrica (IEF), possibilita a separacao das isoformas
da AAT baseada na sua mobilidade elétrica, identificando variantes como M, S, Z e outras. Em

contrapartida, este método possui limitacoes na identificacao de alelos nulos ou variantes M-like,



podendo induzir a diagndsticos parciais ou erréneos.®” Nestas situacoes, é recomenddvel a
genotipagem por Polymerase Chain Reaction (PCR), que tem a capacidade de detetar mutagdes mais
comuns nos alelos S (rs17580) e Z (rs28929474)." Embora estes testes sejam mais acessiveis e
amplamente utilizados, nao permitem a identificacao de variantes raras, como algumas prevalentes em
Portugal.®'® Deste modo, a sequenciacao completa do gene SERPINAT, incluindo os exdes codificantes
(I'a V) e regides promotoras (la a Ic), surge como o método de referéncia para o despiste de variantes
raras, deficitarias ou nulas, como Q0Oporto, QOFaro ou MPalermo.38'18

Também pode ser avaliada a capacidade inibitdria da elastase neutrofilica, quando os niveis de
AAT estao dentro dos valores normais, mas se suspeita de atividade funcional comprometida. Em casos
de DPOC sem causa aparente ou para estudo de exacerbagoes pulmonares, onde se pretende determinar
se o aumento de AAT corresponde a um aumento efetivo da sua atividade anti-proteasica, a avaliacao
funcional revela-se util."3#2

A Tabela 3 apresenta os niveis séricos de AAT habitualmente associados a diferentes genatipos,
gue permite apoiar a interpretacao dos resultados laboratoriais. Combinacdes de alelos deficientes (Z,
MMalton ou outros alelos raros) e nulos (QOOurém ou outros), em homozigotia ou heterozigotia, como
ZZ,50Q0, ZQO0, Q0QO, estao ligados a concentracoes inferiores a 11 uM ou 57 mg/dL. Por outro lado, o
défice intermédio definido operacionalmente entre 57-110 mg/dL, esta relacionado com diversas
combinagoes genotipicas em homozigotia ou heterozigotia, como SS, SZ, MZ, MS, SQ0 e MQO, entre
outras. Adicionalmente, gendtipos com alelos propensos a polimerizacao intracelular, como Z, S,

MMalton e MPalermo, apresentam maior risco de desenvolvimento de patologia hepatica.?

Tabela 3: Principais gendtipos de AAT e niveis séricos associados

Genétipo Nivel sérico de AAT: Nivel sérico de AAT:
Nefelometria Teste de Padrao Purificado

(mg/dL) (M)

MM 103-200 20-39

MS 100-180 19-35

SS 70-105 14-20

MZ 66-120 13-23

SZ 45-80 9-15

ZZ 10-40 2-8

Q0Q0 0 0

Adaptado de Lopes et al (2018)3



O prognostico do défice de AAT é muito varidvel, nem os niveis séricos nem o fendtipo
conseguem prever com precisao a evolugao clinica. A progressao da doenca é significativamente
influenciada por fatores genéticos, epigenéticos, ambientais e comportamentais.®'>™

A disfuncao hepdtica surge geralmente nas primeiras décadas de vida, enquanto as
manifestacoes pulmonares geralmente se tornam mais relevantes numa fase mais tardia.’'

A monitorizacao das funcoes pulmonares, a adesao ao tratamento e o controlo das
comorbhilidades tém um impacto direto no desfecho clinico.>"

A terapia génica e os moduladores da AAT tém sido explorados como terapias emergentes e
revelam-se promissores na alteracao do curso da doenca, sobretudo se aplicados precocemente.??° De
modo a melhorar o progndstico e a reduzir a morbimortalidade associada ao défice, sao fundamentais a
investigacao de novos biomarcadores e aimplementacao de estratégias de rastreio precoce.®#'<

Em suma, o diagndstico do défice de AAT implica uma abordagem integrada e individualizada,
atendendo as caracteristicas clinicas, laboratoriais e genéticas de cada doente, que é imprescindivel para
uma intervencao precoce e eficaz. Os principais critérios a ter em conta neste processo estao

sintetizados na Tabela 4, que apresenta os pontos-chave para o diagndstico do défice de AAT 29121

Tabela 4: Pontos-Chave no diagndstico do défice de AAT

Pontos-chave para o diagndstico do défice de AAT
0 diagnéstico do défice de AAT comeca com a suspeita clinica, que deve ser confirmada pelos
niveis séricos e pela fenotipagem e/ou genotipagem.
Niveis séricos de AAT <110 mg/dL (por nefelometria) devem conduzir a fenotipagem e/ou
genotipagem.
Deve existir concordancia entre os niveis séricos e o fendtipo/gendtipo; caso contrario, pode
estar presente um alelo raro.
Na presenca de suspeita de alelo raro, as amostras devem ser enviadas para um laboratdrio de

referéncia para diagndstico correto.
Adaptado de Lopes et al (2018)3

1.4. Prevaléncia e Lacunas no Conhecimento

Estima-se que 1 em cada 2.000 a 6.000 individuos tenha deficiéncia de AAT, sendo esta mais
prevalente entre pessoas de ascendéncia europeia e menos comum em populacoes asidticas ou de
outras origens.'#23

A prevaléncia estimada, na Europa, situa-se entre 1em cada 1.500 a 3.000 individuos, com uma
frequéncia de deficiéncia homozigdtica entre 0,01% e 0,02%.22* Além dos casos homozigéticos,
estima-se que milhdes de individuos sejam heterozigéticos para alelos de risco, podendo apresentar

formas clinicas mais ligeiras, mas ainda assim relevantes do ponto de vista respiratdrio e hepatico."®



Globalmente, mais de 3 milhdes de pessoas terao combinacdes de alelos associadas a deficiéncia
grave.'® Contudo, devido a escassez de estudos populacionais em larga escala, a prevaléncia real
continua pouco definida na maioria dos paises europeus.*3

Na Regiao Auténoma da Madeira, o unico estudo disponivel revelou uma frequéncia alélica
particularmente elevada para os alelos deficitarios S e Z, com prevaléncias estimadas de 18% e 2,5%,
respetivamente. Além disso, a frequéncia combinada dos gendtipos de deficiéncia de AAT (PIZZ, PISS e
PISZ) foi estimada em 41 por 1.000 individuos (4,1%), considerada uma das mais altas do mundo.” Este
dado contrasta com a escassez de investigacoes posteriores e com a auséncia de caracterizacao sérica
nesta populacao.

Assim, observa-se um paradoxo: enquanto uma das maiores frequéncias alélicas do mundo é
registada na regiao'®, ha ainda importantes lacunas no entendimento sobre a prevaléncia real do défice
de AAT, o seu impacto clinico e a extensao do subdiagndstico. Diante dessa realidade, € fundamental
aprofundar o conhecimento epidemioldgico sobre os niveis de AAT na populagao madeirense, a fim de
esclarecer a magnitude do problema e fornecer evidéncias que possam orientar estratégias de rastreio e
intervengoes em satide publica.

Arelevancia do foco deste estudo sobretudo a nivel das doencas pulmonares na Madeira prende-
se a fatores histdricos e geograficos. Desde o século XVIII, a ilha da Madeira tornou-se reconhecida na
Europa pelas condi¢oes climaticas favordveis ao tratamento de varias patologias respiratdrias, atraindo
doentes de outros paises que procuravam recuperar de lesoes pulmonares. Este fluxo historico de
individuos com doenca respiratdria, aliado a diversidade populacional resultante do processo de
colonizacaoiniciado no século XV, contribui para um contexto particularmente pertinente parainvestigar
condicoes que afetam a fungao pulmonar, como o défice de AAT."

Tal como acontece com muitas patologias raras, o défice de AAT esta amplamente
subdiagnosticado.”™ Estima-se que mais de 85% dos casos permanecem por diagnosticar por fatores
como afalta de sensibilizacao para a doenca e para os seus métodos de rastreio, a percecao de ineficacia
ou inacessibilidade dos tratamentos disponiveis em certas regides e a complexidade do algoritmo
diagndstico, que pode desencorajar a investigacao clinica.’*'®** Consequentemente, o diagndstico é
frequentemente tardio, com uma idade média a rondar os 45 anos.®*

Neste contexto geografico especifico, onde os dados disponiveis sao escassos e apontam para
uma prevaléncia preocupante, torna-se imperioso promover novos estudos sobre o esclarecimento do

panorama epidemioldgico regional.’®
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2. Objetivo

O objetivo deste estudo foi caracterizar os niveis séricos de AAT numa amostra da populacao da
llha da Madeira, com vista a identificar possiveis casos de défice e a contribuir para o conhecimento

epidemioldgico regional.

3. Material e Métodos
3.1. Tipode estudo, Populacao e Amostra

Este estudo enquadra-se num estudo observacional, descritivo e transversal, uma vez que
pretende caracterizar uma populacao num momento especifico no tempo, sem qualquer intervencao
direta nos individuos. Adicionalmente, pode também ser classificado como um estudo unicéntrico, visto
que todos os dados foram recolhidos e analisados a partir de uma tinica unidade laboratorial, funcionando
como ponto comum de origem de todas as informacoes e participantes envolvidos.

A populagao-alvo corresponde aos utentes de um laboratdrio localizado na llha da Madeira que
efetuaram a analise de AAT.

Considerando que, em média, sao realizadas entre 30 a 40 andlises de AAT por més no
laboratdrio em questao, estimou-se que seriam necessarios aproximadamente 12 meses para atingir o
tamanho amostral calculado. Consequentemente, foi selecionado o intervalo entre janeiro de 2022 e
janeiro de 2023, que proporcionou uma recolha cronologicamente continua, com dados recentes,

completos e representativos da realidade laboratorial, minimizando potenciais efeitos sazonais.

3.2. Procedimento

Para a determinacao do n amestral, utilizou-se a férmula: 26

_ZPxPx(1-=P) (1,96)*%x0,5x% (1-0,5)

= 384
d? (0,05)2

n

Nesta equacao, nrepresenta o tamanho amostral necessdrio; Z é o valor correspondente ao nivel
de confianca (1,96 para 95%); P é a proporc¢ao esperada da populacao; e d é a margem de erro toleravel
(0’05).25,26

Na auséncia de dados prévios sobre a proporcao de individuos com niveis séricos de AAT abaixo
do intervalo de referéncia na llha da Madeira, foi adotado P=0,5, assegurando uma estimativa
conservadora e maximizando o tamanho da amostra necessaria. O valor obtido foi de 384 individuos.>>=®

Foram aplicados os sequintes critérios de inclusao: todos os registos de utentes com

doseamento de AAT no periodo selecionado e cominformacao disponivel para as varidveis consideradas
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no estudo (sexo, idade e regido geogrdfica). No caso especifico da varidvel "presenca de doencas
cronicas”, os dados em falta foram codificados como “999” e definidos como valores ausentes no SPSS.
Esses casos foram excluidos de todas as andlises estatisticas que envolviam esta varidvel, incluindo as
realizadas no subgrupo que apresenta niveis de AAT inferior a 90 mg/dL, mantendo-se apenas nas
restantes analises em que se apresentavam dados validos.

A amostra final foi constituida por 384 utentes e a informacao foi extraida da base de dados
eDeiaLab® do laboratdrio em questao, com base nos registos analiticos e clinicos disponiveis.

De modo a garantir o anonimato e a confidencialidade dos utentes, todos os dados foram
previamente anonimizados. Posteriormente, foram exportados para um ficheiro em Microsoft Excel,
armazenado em condi¢6es seguras e em conformidade com os principios éticos e legais da protecao de
dados pessoais.?’

No laboratdrio em questao, a determinacao dos niveis séricos de AAT é realizada através do
equipamento Cobas 6000® (Roche Diagnostics) utilizando um ensaio imunoturbidimétrico. Este
método baseia-se na reacao da AAT presente na amostra com um anti-soro especifico, originando um
complexo imune que forma um precipitado. A turbidez gerada é posteriormente medida
turbidimetricamente, sendo diretamente proporcional a concentracao de AAT. Os reagentes utilizados
neste ensaio incluem um tampao fosfato e um anticorpo anti-AAT humano de origem de coelho.?®

A partir da ficha técnica do fabricante, o limite de detecao do ensaio é de 20 mg/dL, que assegura
a fiabilidade dos resultados mesmo perante concentragcdes muito baixas, como aquelas observadas em
utentes da amostra que serao posteriormente descritos (50,5 mg/dL).2

Os intervalos de referéncia especificos, definidos para este método, sao estabelecidos pelo
fabricante do reagente. Assim, foi adotado comointervalo de referéncia o valor de 90-200 mg/dL, todos
os valores abaixo dos 90 mg/dL foram classificados como valores diminuidos, correspondendo a
potenciais casos de défice. Esta classificacao tem um caracter operacional e descritivo, ndo sendo
equivalente a um diagndstico clinico definitivo de défice de AAT, o qual requer investigacao
complementar nomeadamente através de testes qualitativos (fenotipagem e/ou genotipagem) e andlise
integrada do contexto clinico.>*%-%'

A colheita das amostras foi realizada em tubos de soro secos, os utentes encontravam-se em
jejum sempre que possivel (apesar desta informacdao nem sempre estar disponivel de forma
sistematizada). Ap6s a colheita, os soros sao centrifugados (4500 x g durante 15 minutos) e analisados
no proprio dia, nos casos em que tal nao foi possivel foram armazenados a -20°C até a analise, nao

excedendo este periodo um més. Segundo as recomendacoes do fabricante do reagente a estabilidade
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da AAT é de até 3 meses quando conservada entre -15 °C e -25°C.28 O transporte das amostras até ao
laboratdrio é sempre realizado mediante condi¢6es controladas de temperatura. Desta forma, assegura-
se a estabilidade analitica da AAT, minimizando as possiveis interferéncias pré-analiticas nos resultados
obtidos.

0 método € sujeito a um controlo interno diario, assegurando a estabilidade dos reagentes e a
fiabilidade dos resultados analiticos. Paralelamente, este método, integra um programa de controlo
externo mensal, o External Quality Assessment Scheme (EQAS), que contribui para a monitorizagao e

validacao continua do desempenho do ensaio.

3.3. Analise e tratamento de dados

Os dados foram analisados com recurso ao programa IBM SPSS Statistics®, versao 29.0.2.0,
para o qual foi importado o ficheiro de Excel contendo os dados anonimizados, onde foram realizadas
todas as andlises estatisticas.>

As varidveis do estudo incluiram o nivel sérico de AAT, o sexo (masculino/feminino), a idade
(considerada como varidvel continua e codificada em trés grupos etarios: jovens: < 30 anos; adultos: 31-
60 anos; idosos: > 60 anos), a regido geografica (numa primeira andlise foram analisados os dez
concelhos da ilha da Madeira e huma segunda analise esta variavel foi recodificada em trés zonas:
Funchal, Regiao Oeste: Camara de Lobos, Ribeira Brava, Ponta do Sol e Calheta e Regido Este/Norte:
Santa Cruz, Machico, Sao Vicente, Porto Moniz e Santana) e a presenca de doencas crénicas (sim/ndo).
A varidvel “presenca de doencas cronicas” foi definida como a existéncia de patologias persistentes
registadas no processo clinico do utente, incluindo doencas respiratdrias crénicas (como asma ou DPOC),
doencas metabdlicas, cardiovasculares e autoimunes. Esta informacao foi considerada apenas quando
disponivel nos registos clinicos.

A analise estatistica foi entao conduzida em duas fases complementares, representadas na

Figura 2.

| Primeirafasedo ! I Utentes que realizaram a andlise de AAT entre !
I estudo J I janeiro de 2022 e janeiro de 2023 (n=384) :

1 I Subgrupo deutentes comniveisde |
| estudo I | 1 AATdiminuido (<90 ma/dL) (n=16) |
]

Figura 2: Esquema representativo das duas fases do estudo: andlise da amostra total e andlise dos
casos com niveis de AAT diminuidos.
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Na primeira fase, analisou-se a totalidade da amostra (n = 384) com o objetivo de caracterizar a
populacao, avaliar a distribuicao dos niveis séricos de AAT e explorar possiveis associacdes com
variaveis demogrdficas (sexo, idade, regido geografica) e clinicas (presenca de doencas crénicas).

Para a analise e tratamento dos dados foi efetuada uma andlise descritiva das variaveis, incluindo
medidas de tendéncia central (média, mediana, estimador robusto M), de dispersao (desvio padrao (DP))
e identificacao de valores extremos.*? A escolha dos testes inferenciais foi orientada pelos pressupostos
de normalidade e a homogeneidade das variancias.>* A normalidade foi avaliada através do teste de
Shapiro-Wilk, por ser o mais adequado para amostras com menos de 2000 observacoes, apresentando
maior sensibilidade na detecao de desvios a normalidade em comparagao com o teste de Kolmogorov-
Smirnov. A homogeneidade das variancias foi verificada pelo teste de Levene.®

Para a comparacao entre dois grupos (sexo e presenca de doencas crénicas) foi aplicado o teste
de Mann-Whitney, dado o incumprimento da normalidade em algumas distribuicoes. A variavelidade foi
analisada como varidvel continua, com a aplicacao do coeficiente de correlacao de Spearman e também
como varidvel categorizada em grupos etarios, com a aplicacao do teste de Kruskal-Wallis. A
comparacao entre mais de dois grupos, nomeadamente no caso da regiao geografica codificada nos dez
conselhos, foi efetuada através dos testes ANOVA e Kruskal-Wallis, mediante a verificacao dos
pressupostos paramétricos. Por outro lado, aquando da recodificacao desta varidvel nas trés zonas
(Funchal, Regidao Oeste e Regido Este/Norte) foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, dado que o
pressuposto da normalidade foi violado em dois dos trés grupos. 262436

A andlise exploratoria foi complementada por diversos grdficos produzidos, incluindo
histogramas, boxplots, graficos de ramos e folhas, gréficos Q-Q normais e graficos Q-Q sem tendéncia,
bem como graficos de dispersao. 323*

Na segunda fase do estudo, procedeu-se a uma andlise descritiva dos individuos com niveis de
AAT inferiores a 90 mg/dL, valor de corte definido com base no intervalo de referéncia do laboratério
(90-200 mg/dL), com o objetivo de caracterizar detalhadamente esta subamostra. 28

De modo a garantir a robustez estatistica face ao reduzido nimero de casos por concelho, foi
também realizada a recodificacao da varidvel “regiao geografica” nas trés zonas agregadas referidas
anteriormente.®’8

Nesta fase, procedeu-se a determinacao das frequéncias dos niveis séricos de AAT, bem como a
estimativa da prevaléncia de valores diminuidos de AAT, a partir da proporcao de individuos da amostra

com concentragdes séricas de AAT inferiores a 90 mg/dL, valor correspondente ao limite inferior do
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intervalo de referéncia considerado (90-200 mg/dL). O valor foi expresso em percentagem, tendo sido
também calculado o intervalo de confianca (IC) a 95%, estes calculos estao presentes no Anexo E.”>"
Além desta caracterizacao interna, realizou-se uma andlise comparativa entre o grupo que
apresentava niveis de AAT abaixo de 90 mg/dL (n=16) e o grupo com valores dentro do intervalo de
referéncia (n=368). Foram utilizados exclusivamente testes estatisticos nao paramétricos, uma vez que
o grupo que apresentava niveis de AAT abaixo do intervalo de referéncia apresentavareduzida dimensao
amostral (n=16) e ndo cumpria os pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias. Assim,
aplicaram-se o teste exato de Fisher (sexo e doencas crdnicas), o teste de Mann—-Whitney (idade) e o

teste de Fisher-Freeman-Halton (regido geografica recodificada nas trés zonas). 2634

4. Resultados

Como foi mencionado, o estudo divide-se em duas fases: a primeira que se refere a analise da
amostra total (n=384), e a sequnda referente a andlise dos individuos com concentracdes séricas de AAT
inferiores ao intervalo de referéncia (n=16), considerados como casos com valores diminuidos e
potencialmente compativeis com défice. Deste modo, todos os valores séricos, incluindo aqueles
localizados nos extremos da distribuicao, foram integralmente considerados. Apesar de alguns puderem
ser classificados como outliers, mediante critérios estatisticos, nao foram tratados como tal. Estes dados
nao resultam de erros laboratoriais ou da introducao de dados, correspondem a situagoes clinicas
relevantes, nomeadamente casos compativeis com possivel défice de AAT.263334

Esta abordagem tem por objetivo garantir uma andlise rigorosa e representativa da populacao
estudada, deste modo o termo “valores extremos” refere-se a posicao na distribuicao e nao a dados

invalidos.263438

4. Caracterizacao da amostra global

A amostra foi constituida por 384 individuos maioritariamente do sexo masculino (71,4%), com
uma média de idade de 52,5+16,9, anos, situando-se sobretudo no grupo dos adultos (31-60 anos). A
distribuicao geografica revelou maior representatividade do Funchal e de Camara de Lobos e cerca de
um terco dos participantes apresentava a presenca de alguma condicao crénica. A Tabela 5 e as Figuras

3 e 4 apresentam a caracterizacao detalhada da presente amostra.
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Tabela 5: Caracterizacao da amostra (n=384) segundo as diferentes varidveis (sexo, idade, grupo etdrio, regido geogréfica e doencas
crénicas)

Variavel Categoria N %
Sexo Masculino 274 7,4
Feminino 110 28.6

\dade (anos) Média. +DP 525+169 -

Mediana 53 -
Jovens (<30) 45 n7
Grupo Etario Adultos (31-60) 199 51,8
Idosos (>60) 140 36,5
Regiao Geografica < Funchal L 305
(concelho) Camara de Lobos 99 25,8
Outros concelhos* 168 43,8
Com doenca cronica 18 30,7
Doencas Crénicas Sem doenca cronica 225 58,6
Sem informacao 41 10,7

(999)
Jovens (=30)

Idosos (>60)

Adultos (31-60)

Figura 3: Distribuicao da amostra por grupos etarios (jovens, adultos e idosos)

Figura 4: Distribuicdo da amostra por concelho da Regiao Auténoma da Madeira

4.2. Distribuicao dos niveis séricos de AAT na populacao estudada

Os niveis séricos de AAT na populagao total (n=384) apresentaram uma média de 143,6+34,9
mg/dL, mediana de 146,8 mg/dL e valores compreendidos entre 50,5 e 200 mg/dL. Foram

identificados 16 individuos (4,2%) com valores inferiores a 90 mg/dL e 368 individuos (95,8%) com
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concentragdes dentro do intervalo de referéncia (90-200mg/dL). Acima dos 200 mg/dL nao foram
ohservados casos. A analise da normalidade revelou que a distribuicao dos niveis de AAT nao seguia a
normalidade, através do teste de Shapiro-Wilk (p<0,001).

4.3. Associacao entre os niveis de AAT e as variaveis independentes
431. Sexo

Os niveis de AAT foram semelhantes entre homens e mulheres com dispersao considerdvel em

ambos, como se verifica na Tabela 6.

Tabela 6: Andlise descritiva dos niveis de AAT segundo o sexo

N Média DP Mediana | Minimo | Maximo IQR Assimetria | Curtose
(mg/dL)
Masculino | 274 | 1438 345 1475 50,5 200,0 60,0 -0,248 -0,910
Feminino | 110 1432 359 1448 571 1991 655 -010 -1,020

DP-Desvio Padrao IQR-Intervalo Interquartil

A distribuicao dos valores nao seguiu a normalidade (p < 0,001), pelo que foi utilizado o teste de

Mann-Whitney, que nao revelou diferencas estatisticamente significativas entre sexos (U=14.952,5;

p=0,905). Paralelamente, também foi calculado o tamanho do efeito (r), com base na formular = \/iN =

-0.119
V384 '

=—0,006, que, em termos absolutos, revela que este efeito é nulo ou desprezavel.2®343%

Estes resultados confirmam que os niveis séricos de AAT sao comparaveis entre homens e
mulheres nesta amostra, o que é tamhém visivel nos histogramas e nos boxplot presentes na Figura5 e

6, bem como na analise complementar presente no Anexo A.%3*

Histograma

para Sexo= Masculino

Histograma

para Sexo= Feminino

Média = 143.23
\ Desvio do Desv. = 35.858
N=110

Frequéncia
Frequéncia

100.0 150.0 200.0 60.0 80.0 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Niveis de AAT (mg/dL) Niveis de AAT (mg/dL)

Figura 5: Histogramas da distribuicdo dos niveis séricos de AAT por sexo (n=384)
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Figura 6: Boxplot dos niveis séricos de AAT por sexo (n=384)

4.3.2. ldade classificada como Variavel Continua

Com base na Tabela 7, foi utilizada a correlacao de Spearman, para avaliar arelagao entre aidade
e os niveis séricos de AAT, obtendo-se p=0,025, valor que indica uma associacao muito fraca,
praticamente nula. O valor de significancia (p=0,619) corrobora a auséncia de relacao estatisticamente
significativa.3"3® Estes resultados sao também evidenciados através dos histogramas e boxplot

presentes na Figura 7 e 8, bem como pela analise complementar no Anexo B.

Tabela 7: Andlise descritiva dos niveis de AAT com a idade classificada como varidvel continua

N Média DP Mediana | Minimo | Maximo IQR Assimetria | Curtose
(mg/dL)
Idade | 384 | 525 16,9 53,0 20,0 80,0 28,0 -0,166 | -1,009
(anos)

DP-Desvio Padrao IQR-Intervalo Interquartil

Histograma

i
io do Desv. = 16.908

Frequéncia

20.00 30.00 40.00 . 60.00 70.00 80.00

Figura 7: Histogramas da distribuicao dos niveis séricos de AAT por idade (n=384)
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Figura 8: Boxplot dos niveis de AAT por idade (n=384)

4.3.3. ldade classificada através de Grupos Etarios

A Tabela 8 apresenta os niveis séricos médios de AAT segundo as trés categorias etarias (jovens,

adultos e idosos) revelando valores muito préximos entre os trés grupos.

Tabela 8: Andlise descritiva dos niveis de AAT com a idade classificada através de grupos etdrios
N | Média DP Mediana | Minimo | Maximo IQR Assimetria | Curtose

Jovens
(<30 45 | 140,2 35,6 1355 66,2 1991 547 -0,093 -0,962
anos)

Adultos

(31-5)0 199 | 1439 | 353 1581 571 200,0 633 0199 1105
anos

Idosos
(>60 | 140 | 1444 342 1443 505 199,0 60,0 -0,255 -0,657
anos)

DP-Desvio Padrao IQR-Intervalo Interquartil

A aplicacao do teste estatistico nao paramétrico Kruskal-Wallis nao revelou diferencas
estatisticamente significativas (x?=0,534; p=0,766). Estes resultados confirmam que os niveis de AAT
sao semelhantes entre os diferentes grupos etdrios, o que é evidenciado também pelos histogramas e

boxplots apresentados na Figura 9 e 10, respetivamente, bem como pela andlise complementar no Anexo
B.
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Histograma Histograma

para Grupo_ldade= Jovens para Grupo_ldade= Adultos

a = 140.15
svio do Desv. = 35.623

3.88
svio do Desv. = 35.299

rrequencia

75.00 100.00 125.00 150,00 175.00 100.00 150.00

Niveis de AAT (mg/dL) Niveis de AAT (mg/dL)

Histograma

para Grupo_ldade= Idosos.

.‘*J“ih
5000 800 000 16000 1s00

0 10000 12000 14000 1 0 20000

Média = 144.39
\ Desvio do Desv. = 34.177
N=140

Frequéncia

Niveis de AAT (mg/dL)

Figura 9: Histogramas da distribuicao dos niveis séricos de AAT por grupo etdrio (n=384)

200.00

18000
160.00
14000
12000
10000
8000
6000 1
i

Jovens Adultos Idosos

Niveis de AAT (mg/dL)

Grupo etario

Figura 10: Boxplot dos niveis séricos de AAT por grupo etdrio (n=384)

4.3.4. Doencas Cronicas

Através da andlise da Tabela 9, os niveis médios e medianos de AAT foram semelhantes entre os

grupos.

Tabela 9: Andlise descritiva dos niveis de AAT segundo a presenca de doengas crénicas

N |Média| DP | Mediana | Minimo | Maximo IQR Assimetria | Curtose
Sem
doengas | 225 | 1426 | 354 147,0 50,5 200,0 59,8 -0202 | -0,884
cronicas
Com
doencas | 118 | 1474 | 325 1491 90,1 197,6 58,9 -0,213 -1,299
cronicas

DP-Desvio Padrao IQR-Intervalo Interquartil
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Os desvios a normalidade e a confirmagao da homogeneidade das variancias (p=0,336) levaram
a aplicacao do teste de Mann-Whitney (U), cujo resultado revelou auséncia de diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos analisados (U=12 374,500; Z=-1,032; p=0,302). Os postos

médios foram ligeiramente superiores nos individuos com doencas crénicas (179,6) face ao grupo sem

doencas crénicas (168,0), mas com tamanho do efeito desprezavel (r = \/iN = :;3’2332

Estes resultados confirmam que a presenca de doencas cronicas nao se associou a diferencas nos niveis

=0,056).3436

de AAT, o que é apoiado pelas Figuras 11 e 12, bem como pela analise complementar do Anexo C.

Histograma

para DoengasCrénicas= Nao

Histograma

para DoengasCrénicas= Sim

Frequéncia

Frequéncia

uuuuuu

nnnnn

160.00

140.00

120,00

Niveis de AAT (mg/dL)

100.00

Néao Sim

Doencgas Crénicas

Figura 12: Boxplot dos niveis séricos de AAT em relagdo a presenca de doencas cronicas (n=384)

435. Regiao Geografica

A Tabela 10 apresenta a distribuicao dos niveis de AAT pelos dez concelhos da Regiao Auténoma

da Madeira.
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Tabela 10: Andlise descritiva dos niveis de AAT segundo a regiao geografica

N | Média | DP | Mediana | Minimo | Maximo | IQR | Assimetria | Curtose
Funchal | 117 | 1438 337 1448 684 199,5 59,2 -0,088 -1,000

Camara | 99 | 1439 | 357 150,4 50,5 1990 | 598 -0,387 -0,869

de
Lobos
Ribeira 21 155,0 36,4 167,3 93,2 105,2 7.2 -0,500 -1,317
Brava
Calheta | 27 | 1333 389 125,2 67,2 1955 69,0 0,122 -1170

Porto 18 149,9 375 161,7 873 1977 68,4 -0,334 -1,449
Moniz

Sao 23 1437 378 145,8 94 .2 197,6 741 0,137 -1,665
Vicente

Ponta 23 | 1424 | 395 150,9 571 196,3 60,5 -0,553 -0,302
do Sol

Santana | 17 | 1459 | 28] 1479 90,4 1936 | 448 -0,231 -0,539

Machico | 21 | 1383 | 336 1334 68,9 1983 | 435 0,042 -0,338

Santa 21 143,8 274 148,7 100,9 200,0 377 0,222 -0,535
Cruz

DP-Desvio Padrao IQR-Intervalo Interquartil

A média de AAT variou entre 133,3 mg/dL (Calheta) e 155,0 mg/dL (Ribeira Brava), com
variabilidade semelhante entre os concelhos. De forma consistente, os valores centrais mais elevados
foram detetados na Ribeira Brava, enquanto a Calheta apresentou as concentra¢ées mais baixas. Nos
restantes concelhos os valores situaram-se entre 141-146 mg/dL.

A normalidade da distribuicao revelou desvios nos concelhos do Funchal, Cmara de Lobos, Sao
Vicente e Ribeira Brava, embora a homogeneidade das variancias, tenha sido confirmada pelo teste de
Levene (p=0,213).

Tanto a ANOVA (p=0,761) como o teste Kruskal-Wallis (p=0,829) confirmaram a auséncia de
diferencas estatisticamente significativas entre os concelhos. Foi também calculado o tamanho do efeito
(n? = 0,015) que se revelou desprezavel. 34337 Estes resultados sdo consistentes com a representacao
da Figura 13, que apresenta o grafico de médias por concelho para os niveis de AAT, complementada

pelos resultados do grafico da Figura 14 e Anexo D.
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Figura 13: Grafico de médias dos niveis séricos de AAT por regido geogrdfica (n=384)
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Figura 14: Boxplot dos niveis séricos de AAT em relagdo a regido geografica (n=384)

4.36. Regiao Geografica Recodificada

A Tabela 11 apresenta a distribuicao dos niveis de AAT de acordo com a regiao geografica

recodificada em trés grupos (Funchal, Regido Oeste e Regido Este/Norte).

Tabela 11: Andlise descritiva dos niveis de AAT segundo a regiao geografica recodificada nas trés zonas

N | Média DP Mediana | Minimo | Maximo IQR Assimetria | Curtose

Funchal
N7 | 1438 337 1418 68,4 199,5 592 -0,088 -1.000

Regiao
Oeste 188 | 1439 | 369 150,2 50,5 199,0 64,4 -0,331 -0,973

Regiao
Este/Norte | 79 | 1428 316 1452 689 200,0 52,8 0,043 -0,875

DP-Desvio Padrao IQR-Intervalo Interquartil

As médias dos niveis de AAT foram semelhantes entre os grupos. A normalidade foi rejeitada no

Funchal (p=0,004) e Regiao Oeste (p<0,001), enquanto foi aceite na Regido Este/Norte (p=0,088). Face
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a violacao do pressuposto em dois dos trés grupos, aplicou-se o teste nao paramétrico de Kruskal-
Wallis. Este nao revelou diferencas estatisticamente significativas entre as trés regides agrupadas
(H(2))=0,190; p=0,909. 0 tamanho do efeito foi nulo indicando auséncia de diferencas relevantes entre

os grupos. Estes resultados sao consistentes com a representacao dos histogramas e boxplots

presentes na Figura 15 e 16 respetivamente, bem como no Anexo D.

Histograma
para Regiao_Agrupada= Funchal

Histograma
para Regiao_Agrupada= Regido Oeste

Média =14
\Desvio do Desv. =33.686
N=117

Média = 143.90
\Desvio do Desv. = 36.986
N=188

Frequéncia
Frequéncia

nnnnnn

Niveis de AAT (mg/dL) 10000 12000  140.00  160.00  180.00

Niveis de AAT (mg/dL)

Histograma
para Regiao_Agrupada= Regiao Este/Norte

Frequéncia

75.00 100.00 125.00 150.00 175.00 200.00

Niveis de AAT (mg/dL)

Figura 15: Histogramas dos niveis séricos de AAT em relagao a regido geografica recodificada: Funchal; Oeste; Este/Norte (n=384)
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Figura 16: Boxplot dos niveis séricos de AAT em relacao a regiao geografica recodificada: Funchal; Oeste; Este/Norte (n=384)

23



P.PORTO
4.4. Caracterizacao da amostra com niveis de AAT diminuidos

4.41. Frequénciados niveis de AAT

A prevaléncia dos valores diminuidos de AAT na amostra foi de 4,2% (IC 95%: 2,2%—6,2%).
Através da analise da Tabela 12, identifica-se que dos 16 individuos com valores diminuidos, a maioria
eram do sexo masculino (68,8%) e encontravam-se sobretudo no grupo etario dos adultos (43,8%), com
uma média de idades de 51,6 +19,13. A maior concentracao de casos verificou-se na Regiao Oeste

(68,8%) e nao foram observados individuos com presenca de doengas crdnicas.

Tabela 12: Caracterizacdo descritiva dos individuos com niveis de AAT diminuidos (n=16) segundo as varidveis independentes

Variavel Categoria N %
Sexo Masculino 1 68,8
Feminino 5 312
Jovens (<30) 3 18,8
Grupo Etario Adultos (31-60 anos) 7 438
Idosos (>60 anos) 6 374
Funchal 4 25,0
Regiao Geografica Regiao Oeste 1 68,8
Regido Este/Norte 1 6,2

Doencas Crdnicas Presente 0 0.0
Ausente 6 100

4.42. Comparacao entre individuos com e sem valores diminuidos de AAT

Com o objetivo de avaliar possiveis diferencas entre estes dois grupos (n=16 e n=368) foram
aplicados testes estatisticos nao paramétricos, adequados ao reduzido n amostral no grupo com valores
abaixo do intervalo de referéncia.?**” As varidveis analisadas incluiram o sexo, a idade, presenca de
doencas cranicas e regiao geografica.

Na analise comparativa entre os individuos de ambos os grupos, nao se verificaram diferencas
estatisticamente significativas relativamente ao sexo (teste exato de Fisher, p=0,783), aidade analisada
como variavel continua (teste de Mann-Whitney, U=2883,0; p=0,888) ou a regido geografica agrupada
(teste exato de Fisher-Freeman-Halton, p=0,232). Apenas a variavel presenca de doencas crdnicas
apresentou associacao estatisticamente significativa (teste exato de Fisher, p=0,004), sugerindo uma

menor frequéncia destas condicoes nos individuos com valores de AAT diminuidos.3'™
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5. Discussao

Este trabalho contribui para o conhecimento epidemioldgico dos niveis séricos diminuidos de AAT,
compativeis com possivel défice, numa populacao insular onde os dados sao muito escassos.” A nivel
global, o défice de AAT continua a ser amplamente subdiagnosticado, apesar do seu impacto, sobretudo
a nivel hepatico e pulmonar.”®* A nivel regional, este estudo representa um contributo relevante na
caracterizacao laboratorial da amostra analisada, possibilitando uma compreensao preliminar dos perfis

dos niveis de AAT na populacao estudada.

5.1. Caracterizacao da amostra global

O presente estudo concentra-se na analise dos niveis séricos de AAT numa amostra laboratorial
de 384 individuos da Regiao Auténoma da Madeira. De um modo geral, os valores médios situam-se em
torno dos 145 mg/dL, apresentando uma elevada dispersao entre os participantes, com predominancia
de concentragoes dentro do intervalo de referéncia laboratorial. Observou-se apenas uma pequena
proporcao de valores inferiores a 90 mg/dL, considerados como potencialmente compativeis com
défice, numa perspetiva laboratorial.

A amostra estudada foi composta maioritariamente por individuos do sexo masculino e por adultos
de meia-idade, concordante com a distribuicao demografica mais frequente em estudos laboratoriais
semelhantes.***' A maior proporc¢ao de individuos do sexo masculino na amostra pode refletir padroes
especificos de acesso ou utilizacao de servicos laboratoriais, nao sendo necessariamente indicativo de
diferencas bioldgicas nos niveis de AAT entre sexos. Em termos etdrios, a média da idade ronda os 53
anos, comparavel a outras investigacdes populacionais.**-*? A presenca de doencas crénicas em cerca
de um terco dos participantes é concordante com a prevaléncia esperada para a faixa etaria estudada,
devido ao aumento progressivo da carga de comorhilidades com aidade.? A distribuicao geografica, que
inclui os dez conselhos que integram a ilha da Madeira, apresentou uma maior representatividade no
Funchal e em Camara de Lobos, refletindo uma maior densidade populacional destes concelhos. Esta
representatividade mais alargada contribui para a heterogeneidade da amostra e a possibilidade de
captar diferentes perfis clinicos e genéticos.?"®

Os resultados obtidos neste estudo revelam maioritariamente niveis séricos de AAT dentro do
intervalo de referéncia laboratorial utilizado (90-200mg/dL), com valores médios semelhantes aos
descritos na literatura europeia, onde os niveis tendem a situar-se entre 140-160 mg/dL Apesar disto, é
importante reforcar que muitos destes estudos utilizam diferentes metodologias, nomeadamente a

nefelometria o que condiciona a comparabilidade direta dos valores absolutos. Por conseguinte, as
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semelhancas identificadas devem ser todas interpretadas com cautela, dadas as diferencas
metodoldgicas subjacentes.394°
Neste estudo o sexo nao se revelou um fator determinante dos niveis séricos de AAT, resultado

que se mostra consistente com a evidéncia internacional disponivel. Apesar de alguns estudos referirem
algumas variacoes discretas associadas ao sexo, em contextos inflamatdrios especificos, a literatura
aponta para o gendtipo, as condicoes inflamatdrias e os fatores fisioldgicos como os principais
determinantes dos niveis de AAT, enquanto a influéncia hormonal, em condi¢bes basais, parece ser
limitada.'3233940 Estes resultados estao em coeréncia com estudos populacionais, que mesmo apgs
considerarem fatores potencialmente influenciadores (idade, indice de massa corporal e habitos
tabagicos) reportam algumas diferencas minimas ou inexistentes entre 0s sexos, nos niveis de
AAT.39,40,42

A distribuicao dos niveis séricos de AAT foi ampla e assimétrica, com presenca de valores mais
baixos e mais altos em ambos o0s sexos, no entanto, sem predominio sistematico. Esta variabilidade
podera refletir a coexisténcia de individuos com valores reduzidos, potencialmente associados a défice,
e de outros com concentrac6es mais elevadas associados a processos inflamatdrios agudos, sem
predominio em qualquer um dos sexos. Assim, estes resultados reforcam que a estratificacao por sexo
nao acresce valor significativo na interpretacao dos niveis de AAT 12394042

Além do sexo, outra variavel frequentemente considerada na literatura como potencial
influenciadora dos niveis sérios de AAT é aidade.?*3 Na presente analise, quer tratada de forma continua
como categorizada em grupos etdrios, nao se verificou qualquer associacao, em concordancia com o
descrito na literatura.'***3 Estudos mostram que ocorrem variacoes fisioldgicas desta proteina durante
o desenvolvimento, com evidéncia de niveis mais baixos em recém-nascidos e um aumento progressivo
até a idade adulta.! Apds a maturacao hepatica, os niveis de AAT tendem a estabilizar permanecendo
constantes ao longo das fases seguintes da vida."** Este comportamento contrasta com o de outros
marcadores hioquimicos, cujos valores podem sofrer alteracdes cumulativas com o avancar da idade.*®

No presente estudo, composto por uma populacao laboratorial diversificada, nao se verificou
qualquer tendéncia de variacao etaria sistematica dos niveis de AAT, o que pode estar relacionado coma
concentracao etaria entre os 45 e os 65 anos, limitando a variabilidade suficiente para detetar
associacoes mais robustas.'*® Apesar de se ter verificado uma ligeira tendéncia crescente com a idade,
esta nao atingiu significancia estatistica.*®

Ainda que a AAT seja uma glicoproteina de fase aguda, suscetivel a alteracdes decorrentes de

processos inflamatorios, infeciosos ou metabdlicos, a literatura disponivel é pouco conclusiva face ao
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comportamento basal desta proteina ao longo do envelhecimento.! Embora alguns estudos indiquem
que as elevacoes possam ocorrer com a idade devido a fendmenos inflamatdrios subclinicos, aumento
da resisténcia insulinica ou alterac6es hepdticas relacionadas com o envelhecimento, estes efeitos
parecem ser mais acentuados em contextos de doenca do que em populacoes nao selecionadas por
critérios clinicos, como é o caso da presente amostra. 22

Para além das varidveis sexo e idade, a presenca de doencas crénicas foi igualmente analisada
como potencial fator associado aos niveis de AAT. Na presente amostra, nao foram observadas
diferencas entre os subgrupos com e sem doencas cronicas, o que remete para que a presenca desta
condicao nao se associe a alteragoes significativas desta proteina.’®*

A natureza das doencas cronicas incluida nesta amostra deve ser considerada com cautela na
interpretacao dos resultados, uma vez que estas nao foram especificadas nem estratificadas (por
exemplo: hepdticas, pulmonares, autoimunes). Esta auséncia de detalhe pode ter condicionado a analise,
ja que diferentes condicoes apresentam diferentes implicacoes distintas na sintese ou degradacao da
AAT 19,12

Varios estudos consideram que os niveis de AAT podem ser influenciados tanto por mecanismos
genéticos como por respostas inflamatdrias, agudas ou crénicas, que induzem o aumento da producao
desta proteina a nivel hepatico, dado o seu papel como proteina de fase aguda. Entre estas condicoes
incluem-se por exemplo, doencas hepaticas ou a DPOC, no entanto, esta associacao nao é universal,
sendo influenciada por diversos fatores como a funcao hepdtica, estado nutricional, grau de inflamacao
e polimorfismos do gene SERPINA1.'%23 A auséncia de associacao pode refletir a heterogeneidade
clinica e anaturezainespecifica da variavel considerada, pelo que estes achados sugerem que a presenca
de doencas cronicas nao deve ser interpretada de forma isolada como causa de alteragoes nos niveis
séricos de AAT.

Para além destas varidveis, também a regiao geografica foi considerada como potencial fator
explicativo da variabilidade nos niveis de AAT. Através da analise comparativa entre os concelhos, quer
na ANOVA (p=0,12), quer no teste de Kruskal-Wallis (p=0,09), verifica-se que a localizacao geogrdfica
nao constitui, por si s6, um fator determinante nesta amostra.

Estudos prévios acerca da distribuicao geografica dos niveis de AAT sao limitados, sobretudo em
contextos insulares como a Madeira. Contudo, investigacées que foram realizadas noutros locais
apontam para a influéncia de fatores locais como por exemplo, prevaléncia de alelos de défice, habitos
tabagicos ou exposicao a poluentes, como explicacoes para padroes regionais noutros paises. Através

de um estudo demografico identificou-se, por exemplo, agregados geograficos de fenétipos ZZ e MZ no
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sul da Europa, relacionados com a distribuicao de variantes do gene SERPINA1.** Nao obstante, os dados
obtidos neste estudo nao revelaram um padrao de variacao que pudesse ser atribuido a influéncias
geograficas consistentes. Assim, a hipdtese de que a AAT apresenta uma distribuicao relativamente
homogénea na populacao madeirense, é sustentada pela semelhanca entre valores médios e medianos
nos diferentes concelhos.

Observaram-se valores extremos em diferentes concelhos, nomeadamente concentracdes
inferiores a 90 mg/dL, concordante com possivel défice de AAT, e também valores proximos do limite
superior do intervalo de referéncia laboratorial. Estes achados apesar de isolados e dispersos, podem
refletir fendtipos deficitdrios ou situacoes inflamatdrias, mas nao configuram padrdes regionais
consistentes. 3791222

A auséncia de diferencas estatisticamente significativas podem associar-se a uma
homogeneidade genética e ambiental da populacao madeirense devido a proximidade geogrdfica, baixa
diversidade étnica e acesso equitativo aos servicos de satide.” Por outro lado, o reduzido nimero de
participantes em alguns concelhos podera ter limitado o poder estatistico para detetar diferencas reais,
devendo os resultados ser interpretados com cautela.®® A nivel clinico e laboratorial, os resultados
propoem que a localizacao geogrdfica nao devera ser aplicada como critério prioritario na triagem de
individuos para estudo de défice de AAT na Madeira. No entanto, a detecao de valores anormalmente
baixos em diferentes concelhos justifica a implementacdao e manutencao de estratégias de vigilancia
ativas e uniformes em todo o territério.> Em estudos futuros, seria relevante expandir o tamanho
amostral nos conselhos com menor representacao, assim como integrar outras variaveis adicionais, tais
como antecedentes familiares, exposicao ocupacional ou habitos de vida, que possam revelar padroes
mais subtis de variacao. 3838

Além da analise da variavel regiao geogrdfica considerando os dez concelhos da ilha da Madeira,
procedeu-se a sua recodificacao em trés zonas geogrdficas agregadas: Funchal, Regiao Oeste e Regiao
Este/Norte. Esta abordagem revela uma distribuicdo aparentemente mais homogénea entre os grupos
e foi util para determinar se os padroes detetados se mantinham quando os dados seguiam a distribuicao
inicial dos dez conselhos. A diferenca entre as duas abordagens evidencia o impacto da granularidade da
varidvel regiao geogrdfica na andlise estatistica.>>?*454¢ Ao agrupar os conselhos € possivel diluir
variacdes reais, conduzindo a uma falsa homogeneidade estatistica.>>3*4>%¢ Deste modo, esta
recodificacao pode ser vantajosa, sobretudo em contextos com limitagdes amostrais pois permitemuma
maior robustez e simplificam a andlise.?>3%454¢ Ambas as abordagens sao complementares, a andlise por

concelho promove uma leitura mais sensivel e geograficamente mais especifica, com maior interesse
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epidemioldgico e clinico.3'®4>4¢ Por outro lado, a analise por zona agregada contribui para uma visao mais
geral e interpretativamente estavel da distribuicao dos niveis de AAT.*>4¢ Importa referir, que em ambas
as circunstancias os resultados devem ser interpretados com cautela, dada a limitacao causada pela
auseéncia de fatores como historia familiar, exposicao ambiental e antecedentes clinicos que podem
influenciar os niveis de AAT 379

A auséncia de varidveis laboratoriais ou biomarcadores inflamatdrios no modelo que poderiam
contribuir significativamente para explicar as flutuacdes nos niveis de AAT, especialmente em contextos
clinicos mais agudos, apresentam-se como uma limitacao importante a considerar. Varios estudos
apontam para a importancia da resposta inflamatdria sistémica, mediada por proteinas como a Proteina
C Reativa (PCR), na elevacao transitdria da AAT em situagdes de inflamagao aguda.”® Da mesma forma,
a auséncia de informacao sobre habitos tabagicos, indice de massa corporal (IMC), uso de esteroides ou
contracetivos hormonais limita a analise dos fatores que poderao reduzir ou elevar os niveis de AAT de
forma nao genética.**° A nao inclusao de dados genéticos pode ter impedido também a detecao de
variagoes associadas a alelos deficientes ou mutacoes raras do gene SERPINA1.844

Para além das limitac6es referenciadas, importa realcar que nao foram incluidos critérios de
exclusdo clinicos (gravidez, presenca de infecdes ativas ou estados inflamatdrios agudos), devido a
indisponibilidade dessas informacdes na base de dados utilizada.”® Esta observacao reforca a inclusao,
em estudos futuros, de mais informacao clinica detalhada e contextualizada, nomeadamente sobre
condicoes clinicas como o uso de medicagao ou outros fatores relevantes ° com o objetivo de aumentar
afiabilidade da interpretacao dos resultados e reduzir o viés nos niveis de AAT observados minimizando
os enviesamentos e aumentado a fiabilidade da interpretacao.

Para além das limitacoes clinicas e epidemioldgicas mencionadas, é imperioso refletir acerca de
alguns aspetos laboratoriais que também condicionam a interpretacao dos resultados. O presente
estudo utilizou a imunoturbidimetria, que é também uma técnica automatizada, robusta e amplamente
adotada na prdtica laboratorial.23' Assim como a nefelometria, a imunoturbidimetria baseia-se na
formacao de complexos antigénios-anticorpo em suspensao e apresenta uma elevada reprodutibilidade,
precisao e compatibilidade com sistemas automadticos.23*' De acordo com a literatura, ambas as técnicas
sao equivalentes para fins clinicos embora possam apresentar diferencas nos intervalos de referéncia
em funcao do reagente e do equipamento utlizado.”*?® Esta particularidade metodoldgica tem impacto
direto nainterpretacao e definicao operacional do défice, pois os valores obtidos por diferentes métodos
nao sao diretamente comparaveis. No entanto, é importante realcar que o uso da imunoturbidimentria

nao compromete a validade dos resultados, é uma técnica reconhecida e recomendada em diversos
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protolocos clinicos e circuitos laboratoriais.’*® Deste modo, é imperioso que qualquer estratégia
laboratorial adotada considere a padronizacao e a validacao de métodos analiticos utilizados, com o
objetivo de garantir consisténcia na identificacao de casos suspeitos de défice.”*®

E importante considerar que apesar da nefelometria ser frequentemente adotada como método
de referéncia em vdrios estudos e protocolos, como é o caso da ATS/ERS’, a imunoturbidimeteria
também se apresenta como uma alternativa igualmente vdlida para a quantificacao da AAT em contexto
laboratorial de rotina.®#3" Vdrios estudos indicam que ambas as técnicas oferecem uma hoa correlagao
para concentracoes normais e ligeiramente reduzidas, embora a nefelometria apresente vantagem em
termos de sensibilidade nas concentracées mais baixas, o que a torna preferivel em contextos de
confirmagao diagndstica em casos de défice.*' Por outro lado, a imunoturbidimetria destaca-se pela
maior acessibilidade, custo-efetividade, automatizacao e aplicabilidade em larga escala. *3*' Assim, é
justificavel a sua aplicabilidade neste estudo, sendo fundamental, reconhecer que os valores absolutos
nao devem ser diretamente compardveis com limiares clinicos definidos para outros métodos. "8

Em conclusao, os resultados do presente estudo evidenciam que nenhuma das varidveis
analisadas exercem influencia estatisticamente significativa nos niveis de AAT. Apesar da identificacao
de padroes descritivos e alguns valores extremos, estes nao configuram tendéncias consistentes que
sustentem hipéteses de variacao sistematica. Estes achados sugerem que a modulacao dos niveis de
AAT dependem sobretudo de determinantes genéticos e inflamatdrios, mais do que de fatores
sociodemogrdficos, de acordo com a literatura disponivel. Assim, é importante a implementacao de
abordagens multidimensionais que integrem dados clinicos, genéticos e biomarcadores inflamatdrios de
forma a aprofundar a compreensao desta proteina. 844

A integracao futura de estudos genéticos direcionados podera clarificar a eventual presenca de
mutacoes ou variantes alélicas associadas ao défice, mesmo em populacdes em que as médias globais
se mantenham dentro do intervalo de referéncia.3’#" Deste modo, esta abordagem poderd contribuir
para um diagnostico mais precoce, uma caracterizacao epidemioldgica mais precisa e para o aumento da
eficdcia das estratégias de saude publica, nomeadamente na vigilancia laboratorial, que deve manter-se
universal e equitativa com foco no risco individual e nao em critérios sociodemograficos ou geograficos

isolados. 2244

5.2. Caracterizacao da amostra com niveis de AAT diminuidos

Apesar do numero reduzido de individuos com niveis séricos de AAT abaixo do intervalo de

referéncia, a sua identificacao reveste-se de interesse clinico e epidemioldgico, ao sinalizar potenciais
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casos de défice que justificam investigacao adicional.*® O estudo desta subpopulacao permitiu uma
caracterizacao preliminar dos utentes potencialmente afetados, com o intuito de detetar padrdes
demogrdficos ou geogrdficos que possibilitem e promovam a adogao de estratégias futuras de rastreio
e acompanhamento mais direcionado.”*

Até ao momento, mediante as pesquisas efetuadas, nao foi verificada evidéncia robusta que
permita uma estratificacdo do défice de AAT especificamente validado para o método
imunoturbidimétrico. A literatura existente salienta que os limiares de risco (<57 mg/dL) sao de natureza
clinica e frequentemente aplicados independentemente da técnica utilizada, desde que se assegure a
exatidao por meio de calibragao apropriada e que os resultados sejam tracdveis a padroes de referéncia
internacionalmente estabelecidos.”*#® Por oposicao, os intervalos de referéncia sao especificos do
método em uso e definidos pelos fabricantes ou pelos laboratdrios, nao devendo ser confundidos com
pontos de decisao clinica.?® Como no presente estudo o método aplicado foi o imunoturbidimétrico, com
intervalo de referéncia validado de 90-200 mg/dL, a definicdo de categorias de défice adaptada a esta
técnica exige evidéncia externa que nao foi localizada. Deste modo, considerou-se evitdvel a
estratificacao especifica do défice para a imunoturbidimetria e, em alternativa, optou-se por classificar
apenas os valores abaixo do intervalo de referéncia, como possiveis casos compativeis com défice e
tratd-los de forma exploratdria.

Na presente amostra, 16 individuos (4,2%) apresentaram niveis de AAT inferiores a 90 mg/dL,
sendo estes potencialmente compativeis com défice, numa perspetiva laboratorial e descritiva.®”
Dentro desta subamostra, observou-se uma predominancia do sexo masculino (68,8%). Esta
distribuicao mostra-se consistente com alguns estudos que reportam maior frequéncia de défice
diagnosticado em homens, 8% que poderd estar associado afatores comportamentais e ambientais como
é 0 caso do tabaco e da exposicao ocupacional a agentes nocivos.®*? Apesar do défice desta proteina
apresentar uma base genética autossémica codominante’, a sua expressao clinica pode ser regulada por
estas varidveis de risco,”™® o que, em certa parte, explica a maior representatividade do sexo masculino
nesta subamostra.

Relativamente ao grupo etdrio, a maior concentragao de casos foi identificada entre os adultos (31-
60 anos), representando 43,8 % da subamostra, seguidos dos idosos (> 60 anos, 37,5 %) e finalmente os
jovens (<30 anos, 18,8%). Esta distribuicao podera demonstrar um diagndstico mais frequente em fases
davida onde comecam a surgir sintomas compativeis com enfisema precoce ou alteracoes respiratorias,

frequentemente subvalorizadas ou atribuidas a outras causas.®*
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Quanto a distribuicao geografica, verifica-se uma clara concentracao de observacoes na Regiao
Oeste da llha (68,8 %), contrastando com propor¢des mais reduzidas no Funchal (25,0 %) e na Regiao
Este/Norte (6,3 %). Dado o tamanho amostral reduzido, este padrao pode apenas refletir flutuacdes
aleatdrias, no entanto, é sustentavel considerar a hipétese de possiveis agregados familiares com
variantes deficitdrias nestas regioes.”® Deste modo, o aprofundamento futuro através de estudos
genéticos ou fenotipicos em amostras alargadas e representativas justificam esta observacao.

Finalmente, no que diz respeito as doencas crénicas, nenhum dos 16 participantes demonstrou a
presenca desta condicao durante a recolha dos dados. A inexisténcia da variabilidade observada podera
ser explicada pelo facto de a selecao populacional ndo ter assentado em critérios clinicos, aliados a
natureza frequentemente assintomatica ou subclinica do défice de AAT, especialmente nos casos
heterozigéticos ou em idades mais precoces.”""3

Através da analise comparativa com a os participantes cujos niveis de AAT se encontravam dentro
do intervalo de referéncia (n = 368), nao foram identificadas diferencas estatisticamente significativas
no sexo, idade ou regiao geografica. No entanto, verificou-se uma associacao significativa com a variavel
doencas crodnicas, sugerindo menor frequéncia destas condicoes nos individuos com niveis de AAT
diminuidos. Este resultado, apesar de inesperado, pode surgir devido ao reduzido nimero de casos,aum
viés de selecao ou a possibilidade de representar individuos numa fase pré-clinica.”""

Em conclusao, esta andlise, apesar das vdrias limitacoes identificadas, permitiu delinear alguns
padroes demogrdficos e geograficos que poderao orientar futuras investigacdes. Todavia, é importante
reconhecer as limitagoes inerentes a este estudo, nomeadamente o reduzido tamanho amostral do grupo
com niveis de AAT reduzidos (n=16), que compromete a robustez estatistica e impede a generalizagao
dos resultados, conferindo aos achados um cardacter preliminar que deve ser interpretado com prudéncia.
Ainda assim, a andlise conjunta da amostra total e da subamostra com niveis reduzidos de AAT permitiu
uma abordagem mais abrangente e representativa, assegurando a maior validade externa e evitando
potenciais vieses de selecao. Destaca-se, assim, a necessidade de implementar estratégias de rastreio
mais dirigidas e de reforco da vigilancia em populagoes laboratoriais ou comunitdrias com caracteristicas
semelhantes, com o objetivo de confirmar estes achados através estudos genéticos ou fenotipicos,
contribuindo assim para uma detecao precoce mais eficaz e uma intervencao clinica adequada em casos
de possivel défice de AAT.

Apesar do caracter preliminar dos resultados, a prevaléncia descrita neste estudo (4,2%) mostra-
se relativamente elevada, sobretudo em comparagao com estudos internacionais que se baseiam em

gendtipos,®** incluindo os que apontam para uma elevada prevaléncia genética na Madeira.”® Tais
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ohservacoes reforcam a necessidade de aprofundar a vigilancia local e aimplementacao de estratégias
de rastreio, consolidando a importancia de considerar a regiao como potencialmente subdiagnosticada.
Assim, prop6em-se como linha de investigacao futura a implementacao de um protocolo de rastreio
local, adaptado a realidade epidemioldgica regional.>’® Este protocolo deverd incluir a definicao de um
valor de corte laboratorial, seguido de confirmacao genotipica ou fenotipica dos casos suspeitos.”*™> A
inclusao de critérios clinicos de risco na selecao de individuos a testar possibilita uma detecao precoce
contribuindo para intervengoes clinicas mais apropriadas.®>'® Além disso, a avaliacao preliminar do
custo-efetividade destas estratégias poderd justificar a sua aplicabilidade em contextos reais,

reforcando o papel do laboratdrio na vigilancia ativa e equitativa do défice de AAT 224
6. Conclusao

O presente estudo permitiu caracterizar os niveis séricos de AAT numa populacao de um
laboratdrio da ilha da Madeira, analisando a sua distribuicao através de variaveis sociodemogrdficas e
clinicas. Os resultados obtidos demonstraram que na amostra total (n=384) nao se verificaram
diferencas estatisticamente significativas nos niveis de AAT entre sexos, idade ou regides geograficas,
embora tenham sido identificados alguns padrdes descritivos que podem justificar investigacoes
futuras. A prevaléncia dos casos com valores de AAT diminuidos, compativeis com possivel défice (n=16),
é relevante no contexto epidemioldgico da ilha (4,2%) e revelou um predominancia do sexo masculino,
com maior frequéncia no grupo etario dos adultos e uma maior proveniéncia na Regiao Oeste. No que
respeita as doencas crdonicas, nenhum dos participantes apresentou esta condicao.

Estes achados sugerem o potencial beneficio daimplementacao de estratégias de rastreio, de uma
vigilancia mais direcionada e favorecem uma melhoria na abordagem ao conhecimento epidemioldgico
do défice de AAT na ilha da Madeira. A caracterizacao da distribuicao dos niveis séricos desta proteina
em diferentes subgrupos permite gerar hipéteses relevantes e poderd apoiar, em estudos futuros, a
detecao precoce de casos e o desenvolvimento de intervengdes mais eficazes, com vista a reducao do
impacto clinico associado a este défice.

Apesar da relevancia dos resultados obtidos, é importante destacar as vdrias limitacoes
associadas a este estudo nomeadamente, o reduzido tamanho amostral da subpopulacao com niveis de
AAT diminuidos, o possivel viés de selecao decorrente da natureza laboratorial da amostra e também a
auséncia de confirmagao genética dos casos identificados. Futuramente, as investigacoes devem
integrar amostras mais amplas e representativas, incluindo a analise genotipica com possivel exploracao
entre os niveis de AAT e outros marcadores clinicos, de modo a expandir o conhecimento acerca desta

condicao na populacao madeirense e auxiliar na tomada de decisoes a nivel da saude publica.
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7. Anexos

Para além dos graficos apresentados no corpo principal da tese, foram igualmente analisados graficos
adicionais (grdficos Q-Q normais, grdficos Q-Q sem tendéncia, grdficos de ramos e folhas e graficos de
dispersao) que se encontram incluidos nos varios anexos abaixo, com o intuito de documentar
integralmente o processo exploratdrio dos dados. Estes graficos complementam os resultados
apresentados, assegurando a transparéncia do processo de avaliacao estatistica da normalidade,

essencial para a escolha dos testes inferenciais mais adequados.

Anexo A: Sexo

Grafico Q-Q Normal de Niveis de AAT (mg/dL)
Grafico Q-Q Normal de Niveis de AAT (mg/dL)

para Sexo= Masculino

para Sexo= Feminino

Normal esperado
Normal esperado

Valor observado Valor observado

Figura A1: Graficos Q-Q normais dos niveis séricos de AAT por sexo (n=384)

Grafico Q-Q Normal sem Tendéncia de Niveis de AAT (mg/dL)
para Sexo= Masculino
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Figura A2: Distribuicao dos niveis séricos de AAT em gréficos Q-Q sem tendéncia por sexo (n=384)

Niveis de AAT (mg/dL) Grafico de ramos e folhas para

Niveis de AAT (mg/dL) Grafico de ramos e folhas para Sexo= Feminino

Sexo= Masculino

. . Frequéncia Raiz & Folha
Frequéncia Raiz & Folha

1.00 5.7

2.00 5. 09 100 PR

3.00 6. 678 > 00 0 s

3.00 7. 245 oo s

300 8. 477 7.00 9 . 3366899
21.00 9 . 000123333444456677789 1200 10 011235677899
21.00 10 . 000114444455677899999 12 00 11 002233466799
31.00 11 . 0011122233344444555566777789999 5 00 12 0023n1ce
20.00 12 . 11122334455555677789 5 00 15 223355079
21.00 13 . 011233335555566777889 5 00 11 Si1cesss
21.00 14 . 113355556777777888999 5 00 15 52933789
23.00 15 . 00222233445566678889999 5 00 1o suazases
28.00 16 . 0001112233344556666777778899 10,00 17 0001778999
27.00 17 . 122233344555666777888899999 10,00 18 | 1224555267
28.00 18 . 0000111222334445566788889999 13 00 1o | 0335502079799
21.00 19 . 011222233445556677889

Figura A3: Distribuicao dos niveis séricos de AAT em gréficos de ramos e folhas por sexo (n=384)
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Figura A4: Grafico de dispersao entre o nivel médio e variabilidade dos niveis de AAT por sexo (n=384)

Anexo B: Idade (tratada como varidvel continua)

Grafico Q-Q Normal de Idade

Normal esperado

Valor observado

Figura B1: Grafico QQ normal dos niveis séricos de AAT por idade (n=384)

Grafico Q-Q Normal sem Tendéncia de Idade
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Figura B2: Distribui¢ao dos niveis séricos de AAT em graficos Q-Q sem tendéncia por idade (n=384)
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Figura B3: Distribuicao dos niveis séricos de AAT em graficos de ramos e folhas por idade (n=384)

Anexo B: Idade (categorizada em grupos etdrios)

Normal esperado

Grafico Q-Q Normal de Niveis de AAT (mg/dL)

para Grupo_ldade= Jovens

Normal esperado

Normal esperado

100
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Grafico Q-Q Normal de Niveis de AAT (mg/dL)
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Figura B4: Graficos QQ dos niveis séricos de AAT por grupo etario (n=384)
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Figura B5: Distribui¢ao dos niveis séricos de AAT em graficos QQ sem tendéncia por grupo etdrio (n=384)
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Figura B6: Distribuicao dos niveis séricos de AAT em gréficos de ramos e folhas por grupo etdrio (n=384)
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Anexo C: Doencas Cronicas

Grafico Q-Q Normal de Niveis de AAT (mg/dL)

para DoencasCronicas= Sim

Grafico Q-Q Normal de Niveis de AAT (mg/dL)
para DoengasCrénicas= Nio

Normal esperado
Normal esperado

50 100 150 200 90 120 150 180 210

Valor observado Valor observado

Figura C1: Grafico Q-Q dos niveis séricos de AAT em relacdo a presenca de doencas crénicas (n=384)

Grafico Q-Q Normal sem Tendéncia de Niveis de AAT (mg/dL) . - .
para DoencasCronicas= Nio Grafico Q-Q Normal sem Tendéncia de Niveis de AAT (mg/dL)

para DoengasCrénicas= Sim
" g M‘ w0
. o 3 . Sy
00000 Y ¥ N
e .. ﬂ'
° B % 05
= o °
g o2 s = o
5 ° £ 4 09 Boano®®
2z 5 ° .
g o4 e z ° o %o %
K] ° @ 00 T EJ
> v 2 °© ‘ °
n o > ° e
4 z \ 0% 6 st S
- 3 ° °
G a o
05
-0.8 . e
°
10 .
10
) 0 100 120 ) 160 180 200

50 100 120 140 160 180 200
Valor observado
Valor observado

Figura C2: Distribuicao dos Niveis Séricos de AAT em gréficos Q-Q sem tendéncia em relagdo a presenca de doencas crénicas (n=384)

Niveis de AAT (mg/dL) Grafico de ramos e folhas para Niveis de AAT (mg/dL) Gréfico de ramos e folhas para
DoengasCrénicas= Ndo DoengasCrénicas= Sim
Frequéncia Raiz & Folha Frequéncia Raiz & Folha
2.00 5 09 11.00 9 . 00233366779
3.00 6 688 11.00 10 . 01123444559
4.00 7 2455 10.00 11 . 2345668999
4.00 8 . 4777 9.00 12 . 122345568
15.00 9 . 133344456678899 8.00 13 . 13557778
20.00 10 . 00014456677788999999 11.00 14 . 13344568889
24.00 11 . 000112333344444556777999 6.00 15 . 334689
16.00 12 . 0112344555667779 13.00 16 . 0013344456778
18.00 13 . 012223335555566789 15.00 17 . 012355677788999
17.00 14 . 12556677777788999 15.00 18 . 001124445555667
20.00 15 . 00022222334567788999 9.00 19 . 002335567
21.00 16 . 011123445555666777899
21.00 17 . 001233445667788899999 Largura do ramo: 10.00
18.00 18 . 001122223345568899 Cada folha: 1 caso(s)
21.00 19 . 112233445556677778899
1.00 20 . 0
Largura do ramo: 10.00
Cada folha: 1 caso(s)

Figura C3: Distribuicao dos niveis séricos de AAT em gréficos de ramos e folhas em relagdo a presenca de doengas crénicas (n=384)
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Anexo D: Regido Geografica (distribuida pelos dez conselhos)

Histograma
para RegidoGeografica= Funchal

Média = 14
| Desvio Uebes. = 33.686

Histograma
para RegidoGeografica= Sio Vicente

Média =
\ Desvlo do Deev. = 37.756
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Figura D1: Histogramas da distribuicao dos niveis séricos de AAT por regido geogréfica (n=384)
(Funchal, CAmara de Lobos, Sao Vicente, Porto Moniz, Ribeira Brava, Machico, Ponta do Sol, Santana)
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Niveis de AAT (mg/dL) Grafico de ramos e folhas para
Regi&oGeografica= Funchal

Frequéncia Raiz & Folha

1.00 6 8

2.00 7 25

1.00 8 4

9.00 9 044667789

8.00 10 15777999
14.00 11 00111234556667
9.00 12 234445679
13.00 13 1223356677789
9.00 14 113778899

8.00 15 23334779

10.00 16 0145555667
15.00 17 012445688889999
7.00 18 0455689

11.00 19 03556677799

Niveis de AAT
RegidoGeografica= Sdo Vicente

Frequéncia Raiz & Folha

3.00 0 999

9.00 1 001112444

8.00 1 57788999
Largura do ramo: 100.0
Cada folha: 1 caso(s)

Niveis de AAT (mg/dL) Grafico de ramos e folhas para
Regi&doGeografica= Calheta

Frequéncia Raiz & Folha
2.00 0 67
5.00 0 88999
4.00 1 1111
5.00 1 22223
3.00 1 455
3.00 1 667
5.00 1 88899

Largura do ramo: 100.0

Cada folha: 1 caso(s)

Niveis de AAT
para
Regi&doGeografica= Machico

(mg/dL) Grafico de ramos e folhas

Frequéncia Raiz & Folha
2.00 0. 69
12.00 1 001122233344
7.00 1 5568899
Largura do ramo: 100.0
Cada folha: 1 caso(s)

Niveis de AAT
Regi&doGeografica= Santana

Frequéncia Raiz & Folha

1.00 0. 9

9.00 1 011233344

7.00 1 6666779
Largura do ramo: 100.0
Cada folha: 1 caso(s)

(mg/dL) Grafico de ramos e folhas para

(mg/dL) Grafico de ramos e folhas para

— ESCOLA
1. PORT aurenon

Niveis de AAT (mg/dL) Grafico de ramos e folhas para
RegidoGeografica= Cémara de lobos

Frequéncia Raiz & Folha
1.00 0 5
3.00 0 677
8.00 0 99999999
0.00 1 00000000000111111111
9.00 1 222233333
17.00 1 44444445555555555
21.00 1 666666666667777777777
20.00 1 88888888888888999999
Largura do ramo: 100.0
Cada folha: 1 caso(s)

Niveis de AAT (mg/dL) Grafico de ramos e folhas para
RegidoGeografica= Porto Moniz

Frequéncia Raiz & Folha
2.00 0. 89
6.00 1 011124
10.00 1 5667888899
Largura do ramo: 100.0
Cada folha: 1 caso(s)

Niveis de AAT (mg/dL) Grafico de ramos e folhas para
Regi&doGeografica= Ribeira Brava

Frequéncia Raiz & Folha
2.00 0. 99
7.00 1 0002344
12.00 1 567788899999
Largura do ramo: 100.0
Cada folha: 1 caso(s)

Niveis de AAT (mg/dL) Grafico de ramos e folhas para
Regi&oGeografica= Ponta do Sol

Frequéncia Raiz & Folha
2.00 0 55
9.00 1 001111222
12.00 1 566666778899
Largura do ramo: 100.0
Cada folha: 1 caso(s)

Niveis de AAT (mg/dL) Grafico de ramos e folhas para
Regi&doGeografica= Santa Cruz

Frequéncia Raiz & Folha
12.00 1 000112333344
8.00 1 . 55555778
1.00 2. 0
Largura do ramo: 100.0

Figura D2: Distribuicao dos niveis séricos de AAT em gréficos de ramos e folhas em relagao a regido geografica (n=384)

(Funchal, CAmara de Lobos, S3o Vicente, Porto Moniz, Calheta, Ribeira Brava, Machico, Ponta do Sol, Santa Cruz, Santana)

€3
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Normal esperado

Normal esperado
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Grafico Q-Q Normal de Niveis de AAT (mg/dL)
para RegidoGeografica= Funchal
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Figura D3: Graficos Q-Q da distribuicao dos niveis séricos de AAT por regiao geogréfica (n=384)
(Funchal, CAmara de Lobos, S3o Vicente, Porto Moniz, Ribeira Brava, Machico, Ponta do Sol, Santana)
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Desv de Normal

Desv de Normal

Desv de Normal

Desv de Normal

Grafico Q-Q Normal sem Tendéncia de Niveis de AAT (mg/dL)
para RegiaoGeografica= Funchal
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Grafico Q-Q Normal sem Tendéncia de Niveis de AAT (mg/dL)

para RegidoGeogrifica= Camara de lobos
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Figura D4: Graficos Q-Q sem tendéncia da distribuicao dos niveis séricos de AAT por regido geogrdfica (n=384)
(Funchal, CAmara de Lobos, S3o Vicente, Porto Moniz, Ribeira Brava, Machico, Ponta do Sol, Santana)
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Anexo D: Regido Geografica (codificada nos trés grupos (Funchal; Regido Oeste; Regido Este/Norte))

Normal esperado

Niveis de AAT (mg/dL) Grafico de ramos e folhas para
Regiao_Agrupada= Funchal

Frequéncia

1
2
1
9

14
9
13
9

7
11

.00
.00
.00
.00
8.
.00
.00
.00
.00

8.
10.
15.
.00
.00

00

00
00
00

Raiz &

Largura do ramo:

Cada folha:

Folha

8

25

4

044667789
15777999
00111234556667
234445679
1223356677789
113778899
23334779
0145555667
012445688889999
0455689
03556677799

10.00
1 caso(s)

Niveis de AAT (mg/dL) Grédfico de ramos e folhas para

Regiao_Agrupada= Regido Oeste

Frequéncia Raiz &

3.00
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3.00
3.
14.
17.
20.
13.
7.
11.
15.
21.
16.
26.
17.

00

00
00
00
00
00
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00
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00
00
00
00

Largura do ramo:

Cada folha:

Folha

-

Niveis de AAT (mg/dL) Gréfico de ramos e folhas para
Regiao_Agrupada= Regido Este/Norte

Frequéncia Raiz &

6.
42.
30.
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00
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Cada folha:
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Figura D5: Distribuicao dos niveis séricos de AAT em grdficos de ramos e folhas em relagao a regido geografica recodificada (n=384)

Grafico Q-Q Normal de Niveis de AAT (mg/dL)

para Regiao_Agrupada= Funchal

Normal esperado

Grafico Q-Q Normal de Niveis de AAT (mg/dL)

para Regiao_Agrupada= Regido Oeste

150

Valor observado

Normal esperado

Grafico Q-Q Normal de Niveis de AAT (mg/dL)

para Regiao_Agrupada= Regiao Este/Norte

100

Valor observado

50 100

150

Valor observado

Figura D6: Graficos Q-Q da distribuicao dos niveis séricos de AAT por regido geografica recodificada (n=384)
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Grafico Q-Q Normal sem Tendéncia de Niveis de AAT (mg/dL)
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Figura D7: Graficos Q-Q sem tendéncia da distribuicao dos niveis séricos de AAT por regido geogréfica recodificada (n=384)

Anexo E: Calculo da prevaléncia de individuos com niveis de AAT abaixo de 90 mg/dL e Intervalo de

Confianca a 95%

A prevaléncia foi

calculada com base
na seguinte formula:

3>
S8

p= 18 _o0m7

42
384 (ou 4,2%)

x=16 (ndmero de individuos com AAT <90
mg/dL)

n=384 (ndmero total da amostra)

O intervalo de p~=0,0417
confianca a 95% iy \/m Z=1,96Z (nivel de confianca de 95%)
~ . =p X
para a proporcao foi n n=384
calculadocoma

seguinte formula:

EP= \/0’0‘“7 x ;;4’ 0,0417) _ V 0’(;;392 = /0,000104 ~ 0,0102

IC =0,0417 + 1,96 x 0,0102 = 0,0417 + 0,02

Limite

inferior: 4,2%-2,0%=2,2%4,2%-2,0%=2,2%
Limite

superior: 4,2%+2,0%=6,2%4,2%+2,0%=6,2%
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