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PARTEA GENERALA

Introducere

Deficitul de alfa-1 antitripsina (DAAT) este o boala genetica cu transmitere autosomal
dominanta ce are tot ce este necesar pentru ca un program de screening sa fie functional:
impact semnificativ pe statusul de sandtate, modalitate facila de identificare, preventie
disponibild (fumatul si expunerea ambientald sau profesionala la noxele respiratorii au un
impact urias asupra pacientului cu DAAT), si tratament disponibil (chiar daca nu pentru toti si
nu in orice conditii). Si totusi, DAAT continud sa fie subdiagnosticat, la nivel global, si mai

ales in Romania.

1. Epidemiologie

Deficitul de alfa-1 antitripsind (DAAT) este o patologie rard (avand o incidenta a
formei severe de 5/1500 [1]) ce are la baza mai multe modificari genetice [2] ale unei gene
denumite SERPINA 1, de pe cromozomul 14 [3]. Desi descrisa ca si entitate clinica in anii 60
[4,5], incd nu se bucura de o recunoastere (si de o cunoastere) la scara larga intre specialisti,
fiind subdiagnosticatad (o estimare aproximativa, globald a proportiei de pacienti diagnosticati
din totalul estimat se situeaza intre valorile de 5-10% [6,7]). Frecventa diferitelor alele
implicate in patogenia DAAT variaza la nivel global, iar frecventa alelelor celor mai frecvente
este cuprinsa in harti de frecventa [8-10], ce pornesc de la estimarea cazurilor raportate,
avand in vedere legile bolilor rare (echilibrul Hardy-Weinberg).

Romania se afla intr-o zona de frecventa scazuta a DAAT, atat in ceea ce priveste alela

Z, cat si alela S, principalele alele identificate in DAAT [11].

2. De la defectul genetic la biologia moleculari
Ca urmare a modificarilor genetice au loc tulburdri in sinteza, excretia si functia unei
proteine plasmatice denumite alfa-1 antitripsind (AAT), principala antiproteaza serica
[5,12,13]. Ca urmare a acestei dereglari primele modificari ce pot aparea sunt cele la nivel
hepatic (locul de sinteza al AAT, unde AAT ce nu se poate excreta [14] se acumuleaza
intracitoplasmatic[15] si este responsabila de aparitia patologiei). Modificarile apar la copil
sub forma hepatitei neonatale, icterului prelungit [16,17], cirozei hepatice (DAAT fiind
principala cauza de transplant hepatic la copil [18]), iar la adult [19] ca fibroza, ciroza
hepatica, carcinom hepato-celular [20].
Adevaratul rol al AAT se manifestd nsa la nivel pulmonar, unde se opune excesului

proteazic reprezentat in primul rind de elastaza neutrofilica [21]. In absenta unei cantititi
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suficiente de AAT rezulta un exces proteazic responsabil in timp (mai ales la fumatori) de
afectarea propriului tesut [22]. Afectarea pulmonard s-a dovedit a fi corelatd cu valoarea

plasmatica a AAT si cu tipul de proteina implicata [23].

3. Manifestari

Desi modificarile pulmonare pot aparea din copilarie, sub forma unui astm greu de
controlat [24], ele sunt rareori legate de riscul de DAAT, si cel mai frecvent boala se
diagnosticheaza dupa varsta de 30-40 ani (de obicei cu o intarziere semnificativa si
consultarea mai multor specialisti [25,26]) si se manifesta prin bronho-pneumopatie
obstructiva cronica (BPOC), emfizem, bronsiectazii, care Tn mod particular fatd de pacientul
fara DAAT sunt mai severe, apar mai precoce, inclusiv la pacientii nefumatori, au o evolutie
mai accelerata [27-29]. Astfel, recomandarea ghidurilor actuale de management al DAAT
este de a testa pentru DAAT cel putin o data in viata (dintre pacientii respiratori) toti pacientii
cu BPOC, astm cu obstructie incomplet reversibild, pe cei cu emfizem, bronsiectazii fara o
cauza aparentd [30-32].

In ceea ce priveste evaluarea in timp a progresiei bolii, se recomandi a se evalua
pacientul periodic (in principiu anual) atat din punct de vedere clinic, cat si paraclinic, cu
accent deosebit de spirometrie, pletismografie si declinul principalilor parametri urmariti-
volumul expirator maxim pe secunda (VEMS) si constanta de transfer alveolo-capilar (KCO).
Pe de alta parte, studiile ultimilor ani dovedesc sensibilitatea sporitd pe care o are in acest
scop densitometria pulmonara, inca neintrata in uz in afara studiilor clinice [33,34].

Tratamentul DAAT are la bazd compensarea deficitului plasmatic cu administrarea
intravenoasa de AAT umana purificata [30]. Terapia, denumita terapie de augmentare, a avut
dificultati in dovedirea eficientei, in primul rdnd datoritd numdrului scazut de pacienti ce
participd la studiile clinice (DAAT fiind o boald rard), in al doilea rand datoritd metodelor
folosite pentru testarea eficientei (multd vreme s-a incercat evidentierea diferentelor in ceea ce
priveste declinul VEMS-ului [35], recent insa s-a dovedit cd mult mai eficienta ar fi urmarirea

densitometrica a emfizemului [36,37]).

4. Detectia DAAT
Daci la nivel global situatia in ceea ce priveste detectia DAAT nu este tocmai fericita,
in Romania pana in anul 2012 nu a existat nici o aplecare asupra acestui subiect. Abia atunci
Romania a participat la un studiu european de prevalentd, ale carui rezultate s-au publicat in
2017 [38]. In afara de acest studiu, singura modalitate de testare pentru DAAT a fost testarea
valorii plasmatice a AAT, metoda insuficienta si failibila [39], care se recomanda conform
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ghidurilor curente [34] a se completa cu fenotipare, genotipare, eventual si de secventiere
genicd intr-un laborator de referintd. Tratamentul pentru DAAT este total inaccesibil

pacientilor romani 1n acest moment.

CONTRIBUTIE PERSONALA

5. Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Avand 1n vedere sardcia informatiilor in ceea ce priveste DAAT in Romania, prima
modalitate de adresare a acestui studiu a fost aceea ce a testa un numar cidt mai mare de
pacienti la risc, prin testare specializatd in laborator de referintd european (Laboratorul
Central de Referintd pentru Reteaua Central-Est Europeana de DAAT din Varsovia), urmand
ca apoi sa raportdm aceste rezultate sub formd de prevalentd in populatia la risc (prin
estimarea, folosind legile Hardy-Weinberg). Ca obiective secundare ale acestui prim obiectiv
primar au fost: compararea pacientilor cu deficit versus cei fara deficit (privind patologii
asociate, simptome) pentru a stabili posibili modalititi de eficientizare a programului de
detectie a DAAT, evaluarea valorii medii a AAT 1in functie de fiecare genotip, in incercarea
de a folosi valoarea plasmaticd pentru estimarea genotipului, evidentierea -eficientei
programului de testare prin identificarea bolilor (indicatiilor de testare) in care prevalenta
DAAT s-a dovedit maxima.

Un al doilea obiectiv (evaluat intr-un al doilea substudiu) a fost cel de a compara
pacientii cu BPOC identificati cu DAAT versus grupul pacientilor testati pentru DAAT, dar
infirmati, cu scopul de a evidentia particularitati ale BPOC asociat DAAT, precum varsta de
debut mai mica, severitate mai mare a cazurilor, asociere diferitd de patologii pulmonare, o
valoare semnificativ mai scazutd a valorii plasmatice a AAT.

Al treilea obiectiv a fost acela de a caracteriza pacientii identificati cu DAAT pentru a
surprinde particularitati ale patologiei pulmonare a acestora, precum si a analiza diferite

corelatii si a identifica factori de risc pentru prognostic negativ.

6. Metodologia generala a cercetarii
Pentru primul obiectiv au fost testati pacientii cu indicatie de testare conform
recomandarilor ATS/ERS [30]: Adult simptomatic cu emfizem, BPOC, astm cu obstructie
bronsica incomplet reversibila, boald hepaticd neexplicatd, indivizi asimptomatici cu
obstructie persistentd pe spirometrie si cu factori de risc identificabili, paniculita necrotizanta,

bronsiectazii fard o etiologie evidentd, adolescenti cu obstructie bronsica persistentd, indivizi
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asimptomatici cu obstructie bronsica persistenta si fara factori de risc, adulti cu vasculita C-
ANCA pozitiva, frate al unui pacient cu DAAT, la care am addugat de asemenea:
pneumotorax spontan, bronsitd cronicd, dupa excluderea oricaror alte etiologii. Pacientii au
fost selectati dintre pacientii ce fie au fost internati fie s-au prezentat pentru consult in
Institutul Marius Nasta, Bucuresti, iar medicul curant a considerat oportuna si indicata
testarea pentru DAAT.

O data identificati pacientii pentru testare, acestia au fost evaluati (in baza documentelor
medicale existente), informati de scopul testdrii, consiliati pretestare. Dupa informarea
pacientului (sau al tutorelui legal, in cazul copiilor) s-a obtinut consimtdmant informat atat in
ceea ce priveste testarea geneticd, cat si In ceea ce priveste prelucrarea datelor pacientului.
Din documentele medicale ale pacientului s-au retinut cele demografice, cele referitoare la
indicatia de testare, istoric de fumat, rezultate spirometrice, alte diagnostice cunoscute. S-au
retinut de asemenea date de contact pentru contactarea ulterioara a pacientilor.

Testarea s-a facut prin recoltare de sange venos, ce ulterior a fost impregnat pe hartii de
filtru speciale, folosite pentru diagnosticul DAAT [40] (DBS) si trimis catre laboratorul din
Varsovia, unde a fost testat conform protocolului si a expertizei locale [41].

Analiza pentru primele doud parti ale prezentei cercetari s-a efectuat in baza acestor
date.

Pacientii cu orice fel de modificare genetica au fost contactati ulterior si invitati sa se
prezinte la Institut pentru evaluare detaliati. In cazul in care acestia s-au incadrat criteriilor de
includere si au fost de acord cu semnarea unui nou formular de consimtamant informat, au
intrat in partea a treia a cercetarii.

La luarea in evidenta s-au explicat pe larg date despre DAAT si conexiunea cu boala pe
care pacientul o are, s-a semnat formular de consimtamant privind investigatiile la care
pacientul va fi supus (pletismografie si masurarea transferului gazos, gazometrie arteriald
daca pacientul are indicatie, CT toracic), precum si intrebarile ce i se vor adresa in cadrul
evaluarii.

Datele din toate cele trei substudii au fost introduse intr-o bazd de date Apache
OpenOfficedatabase © 2014 The Apache Software Foundation, iar analiza statistica a fost
facuta cu ajutorul programelor SAS University Edition, (¢c) SAS Institute Inc. 100 SAS
Campus Drive Cary, NC 27513-2414, USA si R versiunile 3.4.4 (2018-03-15) si R 3.4.4
(“Someone to Lean On”) - Copyright (C) 2018 The R Foundation for Statistical Computing
Platform R Core Team (2018). R A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL: https://www.R-project.org/.
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Pentru descrierea lotului de studiu, datele sunt prezentate sub forma frecventelor
absolute / frecventelor relative pentru variabilele categoricale, respectiv sub forma medie
aritmeticd (£Deviatie Standard) sau mediand (Inter Quartile Range) pentru variabilele
continue. Grafic au fost folosite dotchart-uri sau barplot-uri, in vreme ce la analiza statistica
inferentiald s-au folosit teste bidirectionale pentru egalitatea de proportii (y*> / Fisher Exact in
functie de situatie).

Pentru variabilele continue, la analiza descriptivd s-a determinat tendinta centrald a
distributiei (masuratd cu ajutorul mediei aritmetice si a medianei), tendinta la variabilitate
(masuratd cu ajutorul deviatiei standard si IQR = Inter Quartile Range, diferenta intre
quartila de 75 si cea de 25), simetria distributiei (masurata cu ajutorul skewness-ului),
minimul si maximul distributiei alaturi de intervalul distributiei (range), iar grafic s-au utilizat
histograme, ploturi de probabilitate normala si pentru comparatii boxplot-uri si stripchart-uri.
La analiza statistica inferentiald s-au folosit teste Welch t sau procedee de reesantionare
(bootstrap), in functie de situatie (in functie de cat de apropiata a fost distributia variabilei de
distributia normala). Wilcoxon Rank Sum Test, Two-sample 2 test twosided este alternativa
Welch si bootstrap pentru comparatia variabilelor continue.

Regresia logistica s-a folosit pentru decelarea factorilor care influenteaza outcome-ul
reprezentat de o variabild binara.

Pentru testarea corelatiilor s-a folosit testul neparametric Spearman de corelatie a
rangurilor.

O valoare a p<0.05 a fost consideratd cu semnificatie statistica.

7. Screening-ul pentru deficitul de alfa-1 antitripsina

Un numar de 758 pacienti la risc (conform criteriilor redate mai sus) au fost testati
pentru DAAT 1n perioada octombrie 2012-octombrie 2017. Varsta medie a pacientilot testati a
fost de 49.73 (£16.53) ani, cu o predominantd masculind (58.96%). Mai mult de jumatate din
pacienti erau fumadtori activi la momentul testarii (52.96%), o altd proportie importanta
(37.53%) au fost exfumatori (cu un cuantum tabagic mediu pentru cele doua categorii de 25
PA).

Dintre indicatiile pneumologice de testare, principala indicatie de testare pentru DAAT
a fost reprezentata de BPOC (47.76%), urmata de bronsiectazii, emfizem pulmonar, astm
bronsic, pneumotorax. Un procent de 1.05% dintre pacienti au asociat alte patologii indicate
de ghid (diferite de cele pneumologice) pentru testarea pentru DAAT: hepatita cronica,

vasculita C-ANCA pozitiva, paniculitd necrotizantd. De asemenea, un procent de 1.82%
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dintre pacienti au fost testati fiind rude ale unor pacientii purtatori ai unui genotip modificat
pentru DAAT.

Dispneea de efort a fost principalul simptom descris de pacienti, in 79.74% din cazuri,
urmat indeaproape de tusea cronicd, 70.62% din cazuri.

Mediana alfa-1 antitripsinei a fost de 134.56 (IQR 48.00) mg/dl, valoare ce se
incadreaza in limitele normale ale laboratorului.

Testarea a permis pe de-o parte aprecierea frecventelor principalelor genotipuri
identificate (92.2% MM, 3.3% MS, 2.4% MZ, 1.1% MRar, 0.7% ZZ, 0.3% ZRar, 0.1% SZ),
pe de alta parte estimarea prevalentelor alelelor si a genotipurilor folosind echilibrul Hardy-
Weinberg (tabelele 7.8, 7.9).

Tabelul 7.8: Proportia genotipurilor la nivelul populatiei reprezentative

Genotip Proportia la Populatie [IC95%]
MM 0.91355 [0.89354 la 0.93355]
MZ 0.03899 [0.02520 la 0.05277]
MS 0.03268 [0.02002 la 0.04533]
MRara 0.01242 [0.00453 la 0.02030]
zZ 0.00041 [0.00001 la 0.00185]
Sz 0.00069 [0.00001 la 0.00255]
ZRara 0.00026 [0.00001 la 0.00140]
SS 0.00029 [0.00001 la 0.00150]
SRara 0.00022 [0.00001 la 0.00127]
RaraRara 0.00004 [0.00001 la 0.00049]

Tabelul 7.9: Proportia genotipurilor la nivelul populatiei reprezentative (1 / Hardy-Weinberg)

Genotip Prevalenta 1 / Hardy-Weinberg
MM 1/1.09

Mz 1/25

MS 1/30

MRari 1/80

zZ 1/2439

SZ 1/1449
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ZRara 1/3486

SS 1/3448
SRara 1/ 4545
RariaRara 1/ 25000

Dupa estimarea prevalentelor s-au testat ipotezele de studiu si s-au obtinut urmatoarele

rezultate:

e Ipoteza 1: Simptome specifice: ne-am propus compararea pacientilor cu deficit
confirmat si fard deficit confirmat in ceea ce priveste motivul testarii si
simptomele in tentativa de a identifica un simptom specific sau o particularitate
a testarii in Romania privind indicatiile de testare. Rezultatele au dovedit o
frecventd mai scazutd a bronsiectaziilor in randul pacientilor cu DAAT dovedit
(25.42 vs 39.05%, p=0.038), tradand probabil o prea mare importanta acordata
acestui diagnostic de testare si de asemenea o frecventda mai crescuta a
wheezingului (40.67 vs 27.89, p=0.037) si a tusei cronice (83.05 vs 70.18,
p=0.033) la pacientii cu DAAT.

e Ipoteza 2: Valori mai scazute ale AAT si specifice fiecarui genotip: ne-am
propus sd dovedim valori ale AAT diferite intre pacientii cu, respectiv fara
genotip anormal; de asemenea valori diferite ale AAT pentru fiecare genotip in
parte — posibilitatea de a prezice genotipul in functie de valoarea plasmatica. S-
a dovedit intr-adevar, diferentd semnificativa statistic intre pacientii cu si fara
DAAT in ceea ce priveste valoarea plasmatica a DAAT (102 vs 138 mg/dl,
p<0.001), de asemenea, valori semnificativ diferite intre fiecare dintre
subgrupurile genetice (p<0.0001). Totusi, valoarea plasmatica nu poate prezice
genotipul decat in afectarea severd, In modificarile heterozigote valoarea
plasmatica fiind normala.

e Ipoteza 3: Severitate si frecventd diferite ale BPOC in functie de genotip:
pentru aceasta am incercat sa dovedim ca exista valori diferite ale VEMS-ului,
precum si frecventd diferitda a BPOC-ului la fiecare genotip in parte. Atunci
cans s-a analizat per ansamblu cohorta testata (cu pacienti cu si fara BPOC), s-
au dovedit diferente semnificative in ceea ce priveste proportia de pacienti din

fiecare subtip genetic in parte, proportia de barbati, precum si un p marginal
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nesemnificativ privind valoarea VEMS corespunzatoare fiecarui genotip in
parte. Analiza separatd, doar a pacientilor cu BPOC a dovedit cd valorile
VEMS-ului sunt diferite intre genotipuri, variind intre 26% pentru genotipul
SZ si 56.5% pentru genotipul ZZ. Numarul mic de pacienti nu a permis insa o
analiza statistica corespunzatoare si rezultatele trebuie privite cu prudenta.

e Ipoteza 4: Cea mai eficientd indicatie de testare: ne-am propus sd identificam
indicatia cea mai eficientd pentru testare (in sensul unei prevalente maxime a
genotipurilor DAAT pentru indicatia respectiva). In mod paradoxal, prevalenta
DAAT este maxima 1n grupurile fie fara indicatie pneumologica de testare, fie
in grupurile fard o indicatie de testare statuatd in ghiduri (de exemplu
pneumotoraxul spontan). Avand in vedere faptul ca designul studiului nu a
pornit cu acest obiectiv, comparatia intre categoriile de indicatii nu este
posibila.

Discutii

Un procent de 7.79% din pacientii testati au avut un genotip modificat. Aceastd
proportie este comparabila cu a altor populatii la risc [42], dar foarte micad, comparativ cu
studii ale unor tari cu traditie in testarea pentru DAAT [43,44]. In urma prezentului studiu au
putut fi estimate, pentru prima data intr-o populatie romaneasca (cohorta pacientilor la risc de
DAAT) prevalentele diferitelor genotipuri in Roméania prin estimarea acestora presupunand
legile Hardy-Weinberg.

Un numadr de 10 pacienti (1.32%) au prezentat un genotip rar, dintre acestia 2 (0.26%)
au avut un genotip de tip ZRar, deci cu un deficit sever de AAT. Sunt procente mici,
comparativ cu cele ale Italiei, cunoscutd fiind implicarea acestei tdri in identificarea
genotipurilor rare [45], insda mai mare decat ne-am fi asteptat. La fel de interesant este de
observat faptul cd din tarile implicate in proiectul european citat anterior, publicat in 2017,
Romania a fost singura tara ce a identificat genotip de tip ZRar [38]. O concluzie de tras de
aici este aceea cd o atentie deosebita trebuie acordatd genotipurilor rare, in special la pacientii
care nu se Incadreaza in tiparele clasice.

Diferentele privind prevalenta fiecarei boli in randul pacientilor cu, respectiv fara
modificare genetica au relevat urmatoarele: nu exista diferente clinice si statistice (p > 0.05)
semnificative in ceea ce priveste diagnosticul emfizemului, astmului bronsic, BPOC-ului,
pneumotoraxului, aceasta desi pentru toate categoriile frecventa respectivelor diagnostice este
aparent mai scazuta in grupul celor cu modificari genetice versus grupul fara modificari. De

asemenea, nu exista semnificatie statistica nici in ceea ce priveste stadiul BPOC 1n care se afla
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pacientii din cele 2 loturi. Diferenta atinge semnificatia statistica (si epidemiologica) in cazul
bronsiectaziilor (25 vs. 39%, p=0.038) si ar putea semnifica o exagerare a testarii acestei
indicatii (din moment ce proportia de pacienti cu bronsiectazii este mai mica in cazul celor cu
deficit decat in cazul celor fara deficit, acest rezultat ar putea insemna o eficientda scazuta a
testdrii pentru aceastd indicatie). Nu trebuie uitat faptul cd Roméania este o tara endemica
pentru tuberculoza, si chiar in absenta unui diagnostic antecedent cunoscut de tuberculoza,
bronsiectaziile pot fi urmarea acestei boli. Rezultatul referitor la frecventa bronsiectaziilor se
completeazd de asemenea cu prevalenta DAAT confirmat in randul pacientilor cu
bronsiectazii, de doar 5.85%.

Referitor la simptome, am pornit cu ideea unei diferente in ceea ce priveste prezenta
wheezing-ului, avand in vedere rezultatele altor studii. La pacientii cu DAAT, wheezing-ul
este raportat in proportie de pana la 76% in cursul infectiilor respiratorii, activitdtii fizice,
expunerii la fum, prafuri si alergeni, fiind semnificativ mai scdzut la heterozigotii MZ
comparativ cu homozigoti [46]. De asemenea, atunci cand se compara pacienti cu DAAT si
obstructie bronsica, cu pacienti cu BPOC (evident, cu obstructie), respectiv pacienti control,
fara obstructie, wheezing-ul ca manifestare acuta, ca semn al unei agravari este semnificativ
mai prezent in cazul pacientilor cu DAAT [47]. Asadar diferenta semnificativa clinic (41 vs.
28%) si statistic (p=0.037) privind prezenta wheezing-ului ca simptom al pacientului testat cu,
respectiv fard genotip modificat, nu este surprinzdtoare.

Mai putin asteptatd a fost diferenta intre procentul de pacienti ce au prezentat tuse
cronicd, in grupul cu, respectiv fara modificari genetice (83 vs. 70%, p=0.033). Prezenta tusei
cronice poate fi interpretatd in mai multe feluri. Pe de-o parte poate insemna infectii mai
frecvente in randul celor cu gene modificate, desi exacerbarile par a fi la fel de frecvente la
pacientii cu DAAT ca la cei cu BPOC fara DAAT [48], ele pot avea o lungime mai lunga
[49], ducand la un numar mai mare de zile cu simptome.

Compararea valorilor AAT intre genotipuri nu este o idee noud, dimpotriva; este evident
ca pacientii cu modificari genetice au valori mai scazute decat cei normali, mai mult, valorile
mai joase s-a dovedit a fi asociate cu PiZZ, dar si PiSZ si PIMZ [50]. Este insa pentru prima
datd cand o astfel de abordare vizeaza pacienti romani. Desi testarea diferentei intre oricare
grupe ar fi fost utild, aceasta nu s-a efectuat, considerandu-se de la sine inteleasd pentru
alelele cele mai frecvente, M, Z si S, si fiind imposibil de testat pentru celelalte genotipuri

(MRar, ZRar), avand in vedere numarul prea mic de cazuri.
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8. Analiza comparativa in cadrul pacientilor cu BPOC, cu sau faira DAAT

Din totalul pacientilor testati, un numar de 360 pacienti au avut diagnosticul de BPOC.

Dintre acestia, 22 au avut cel putin o gend modificatd (acestia au fost inclusi in lotul A), iar

338 nu au avut modificari semnificative la testarile pentru identificarea DAAT (lotul B). Cele

doua loturi au fost comparate intre ele.

Ipoteza 1: Debut mai precoce al bolii la pacientii cu deficit de alfa-1
antitripsina: pentru aceasta ipoteza au fost analizate: varsta medie la momentul
diagnosticului DAAT, varsta la debutul primelor simptome pneumologice,
durata simptomelor de la debut pand in momentul diagnosticului. Diferenta
marginal nesemnificativa s-a constatat intre cele doud loturi doar intre varsta
de debut al patologiei pulmonare (42.5 vs 51 ani, p=0.10), fara diferente in
ceea ce priveste varsta pacientilor sau durata simptomelor.

Ipoteza 2: Asociere mai semnificativa a emfizemului si a astmului bronsic in
cazul pacientilor cu DAAT: s-au testat frecventele relative ale principalelor
patologii testate (emfizem, bronsiectazii, astm bronsic, pneumotorax) — nu s-au
evidentiat diferente semnificative statistic. Mai mult, s-a obiectivat o frecventa
mai mare a emfizemului in lotul fard DAAT, insa fard semnificatie statistica.
In schimb, s-a dovedit diferentid semnificativa statistic in ceea ce priveste
prezenta wheezing-ului (mai frecvent la pacientii cu DAAT, (45 vs 24.5%,
p=0.04).

Ipoteza 3: Severitate mai mare a bolii la pacientul cu DAAT: s-a evaluat
urmadrind diferentele intre: stadiul BPOC corespunzator pacientilor din fiecare
lot, valoarea VEMS medie a fiecarui lot, valoarea AAT medie
corespunzatoare fiecdrui lot. Rezultatele au evidentiat o frecventd semnificativ
mai mare a stadiului IV GOLD BPOC la pacientii din grupul cu DAAT (42.85
vs 19.10, p=0.0092), cu o valoare a VEMS marginal nesemnificativa intre
grupuri (33 vs 50%, p=0.10) si valoare a AAT semnificativ mai scazuta la
grupul DAAT (106.55 vs 142.38 mg/dl, p=0.0002).

Ipoteza 4: Farda diferente privind istoricul si cuantumul tabagic: s-au testat
frecventele relative ale fiecdrei categorii de fumator (fumétor activ, exfumator,
nefumadtor), precum si numarul de pachete an intre cele doua loturi. Nu s-au

evidentiat diferente semnificative statistic.
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Discutii

Datele de literatura sugereaza o varsta de diagnostic a DAAT de 45.1+£10.9 ani, cu un
debut mai precoce al simptomelor (39.1+10.1 ani) si o intarziere medie a diagnosticului de
DAAT de 6 ani, timp in care pacientul schimba in medie 3.2+2.4 doctori in incercarea de a
descoperi diagnosticul [51]. Totusi, studiile au dovedit ca impactul cresterii constientizarii
bolii are efect pe scaderea intarzierii diagnosticului (de la 7.2 +/- 8.3 ani in 1994 1a 5.6 +/- 8.5
ani) [52]. Studiul nostru a dovedit o varsta medie de debut a patologiei respiratorii de 42.5 ani
la pacientul cu DAAT, semnificativ mai scazuta decat in cazul pacientului fara DAAT.

Ca si comorbiditati ale DAAT, emfizemul este considerat de cei mai multi autori ca
asociat DAAT 1in 70-85% din cazuri, de obicei cu predispozitie panlobulara [53]. Rezultatul
compardrii frecventelor emfizemului in lotul A si B a relevat o frecventd mai mare in lotul
fara DAAT (paradoxal), insa fara semnificatie statisticd. Rezultatul este neasteptat si 1l
interpretdm mai degraba ca pe o lipsd a increderii in investigatia CT in ceea ce priveste
diagnosticul emfizemului (in tara noastra, la momentul actual). Pe de altd parte, diagnosticul
de astm bronsic este greu de afirmat si greu de sustinut pe de-o parte, dar si greu de combatut,
pe de alta parte, la un pacient cu DAAT din mai multe motive. Cel mai adesea, pacientul este
anterior cunoscut cu astm bronsic (ca o modalitate de a numi o boala obstructiva ce apare la o
varsta tanard) (conform unui studiu 50% din pacientii PiZZ au fost diagnosticati de cétre un
medic cu astm bronsic in jurul varstei de 38 ani [54]). Desi sunt ulterior testati si identificati
cu DAAT, este dificil sa se infirme diagnosticul de astm bronsic, cu atat mai mult cu cét o
proportie Insemnatd din pacientii cu DAAT au reversibilitate bronsicd la testul
bronhodilatator, wheezing-ul este un simptom comun si frecvent la pacientul cu DAAT si
pana la o treime din pacientii cu DAAT au istoric alergic cunoscut si istoric de alergii pus de
un medic [54]. Rezultatele obtinute nu contravin datelor de literatura, cu atat mai mult cu cat
populatia testatd este majoritar fumatoare (actual sau antecedent), asa cum se poate observa in
cadrul testarii ipotezei 4. Identificarea wheezingului ca particularitate clinica la pacientul cu
DAAT este demna de luat in seama si de folosit.

Dovedirea unei severitdti crescute la pacientul cu DAAT, atat prin stadiul GOLD
BPOC, cat si prin valoarea VEMS diferitd (care desi marginal nesemnificativa, este inalt
relevanta ca diferenta clinicd) este importanta nu atat la nivel de individ, cat mai ales la nivel
de societate.

Faptul cad un procent foarte mare de pacienti cu DAAT (42.85%) ajung sa fie
diagnosticati in stadiul IV al BPOC este un indicator foarte important si semnifica cu mai

mare acuratete intarzierea diagnosticului, cu impact major pe parghiile terapeutice. De pilda,
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daca analizam ghidurile internationale [30] vom observa ca terapia de augmentare nu este
recomandata in stadiul IV (respectiv la un VEMS<30%), pornind de la considerentul ca cea
mai mare parte de distructie s-a petrecut deja (o astfel de teorie incepe sa fie combatuta din
fericire).

Nu ne mira diferenta semnificativa statistic privind valorile AAT. Este insd de
mentionat cd valoarea medie a AAT in grupul DAAT se situeazd in intervalul normal de
referintd, de maxima importantd daca ne gandim la practica medicald curenta in Romania,
testarea valorii plasmatice atunci cand suspectam DAAT. Desi riscul de boala pulmonara este
maxim la homozigoti, el nu este inexistent la heterozigoti [55,56], iar sensibilitatea metodei
de testare prin prelevarea valorii plasmatice este foarte mica [57].

Referitor la pacientii investigati, avand 1n vedere faptul ca informatiile despre istoricul
si cuantumul tabagic analizat sunt prelevate la momentul testdrii pentru DAAT, nu existd
motiv pentru a se suspecta o diferentd intre loturi. Cu toate acestea, s-a considerat utild o

astfel de analiza, ca punct de plecare pentru o ulterioard urmarire a acestor pacienti.

9. Analiza pacientilor identificati cu DAAT

Pacientii ce au fost identificati cu un genotip anormal au fost invitati sd participe la un
studiu de aprofundare a testelor diagnostice (cu scopul ulterior al urmaririi). Au fost exclusi
de la posibilitatea de a participa la acest studiu: copiii cu varsta sub 18 ani, femeile
insarcinate, pacientii cu boli psihice semnificative si cei ce au dovada unei alte boli pulmonare
semnificative ce ar putea influenta rezultatele testdrilor (tuberculoza activd sau sechelele
semnificative de tuberculoza, alte boli infectioase in faza acutd sau de convalescenta,
hipertensiunea pulmonara idiopatica, proteinoza alveolara pulmonara, fibroza pulmonara
idiopaticd, alveolita alergica extrinseca, sarcoidoza, fibroza chistica).

Un numar de 23 pacienti cu DAAT au fost evaluati, dintre care 15 barbati. Varsta medie
la semnarea consimtamantului informat este de 52.06 (minim 18, maxim 76) ani. Varsta de
debut al bolii pulmonare a fost de 41.82 ani. Intirzierea medie in diagnosticul DAAT a fost de
7.44 ani. Un numar de 11 (47.82%) pacienti nu au fumat niciodatd, in timp ce proportia de
fumatori activi este foarte mica (4 pacienti, 17.39%). Valoarea plasmatica medie pentru lotul
de pacienti cu DAAT (fie ei cu DAAT sever sau simpli purtatori) a fost de 92.47 mg/dl, cu
valori minime de 0 mg/dl (nedetectat) si maxime de 171 mg/dl.

Genotipurile pacientilor investigati au fost dintre cele mai variate, astfel: 5 pacienti cu

deficit sever de AAT (1 genotip ZZ, 1 genotip ProwenZ, 1 genotip SZ, 2 genotipuri rare:
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QOamersfoort /Null si Z/14:94847391 A/G), si 18 pacienti cu deficit usor (7 MZ, 7 MS, 2
MMWurzburga 1 PLoweIIMv 1 IM)-

Cea mai frecventa patologie respiratorie a pacientilor a fost BPOC (14 din 23 pacienti).

Evaluind exclusiv pacientii cu BPOC, valorile VEMS variaza intre 16.4 si 95.3%, in

timp ce valorile KCO 1intre 38% si intre 132.9%.

Ipoteza 1: Analiza posibilelor interrelatii intre severitatea bolii obstructive
pulmonare si particularitati clinice. Ca si parametri clinici s-au utilizat: varsta
primelor simptome respiratorii, intarzierea diagnosticului de DAAT, numarul de
PA, numarul de exacerbari, prezenta diagnosticului de astm bronsic sau de
bronsiectazii. S-au obtinut cu semnificatie statisticd urmatoarele rezultate:
corelatie negativa inaltd intre procentul din valoarea prezisa a VEMS-ului si
numarul PA (p=-694, p=0.05), corelatic pozitiva inalta intre volumul rezidual
(exprimat ca procent din valoarea prezisa) si diagnosticul de astm bronsic
(p=0.710, p=0.014) si o corelatie rezonabila negativa intre capacitatea reziduala
functionald si varsta de aparitiec a primelor simptome (p=-0.549, p=0.05). De
asemenea, S-a obtinut corelatie rezonabild, negativa, dar fard semnificatie
statisticd, Intre varsta de aparitie a primelor simptome pe de-o parte, si volumul
rezidual (p=-0.509, p=0.114) si capacitatea pulmonara totala (p=-0.552, p=0.06)
(exprimate ca procent din valorile prezise) pe de alta parte.

Ipoteza 2: Factori de prognostic in BPOC-ul sever. Am definit ca BPOC sever
acel BPOC ce asociaza o valoare fie a VEMS-ului, fie a KCO sub 50%. S-au
evaluat ca posibili factori de risc: varsta de debut a patologiei pulmonare,
intarzierea diagnosticului, valoarea AAT, deficitul sever de AAT, statusul de
fumator activ si de ex-fumadtor, expunerea la noxe, prezenta hiperinflatiei,
precum si numarul de PA. S-a folosit regresia logisticd univariatd. Nu s-au

evidentiat rezultate semnificative statistic.

Discutii

Primul lucru care se remarca este prezenta foarte scazutd pentru evaluare completa, desi

atat ca parte a discutiei pretestare, cat si ca modalitate de anunt a deficitului, pacientul a fost

informat de aceasta posibilitate.

Varsta medie a pacientilor evaluati (52.06 £15.29 ani) se situeaza in limitele varstelor

pacientilor cu DAAT evaluati la nivel mondial, dar de asemenea este o varsta la care boala

pulmonara este de reguld deja constituitd. Este de remarcat si cd intarzierea diagnosticului de
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DAAT in lotul nostru (7.44 £5.88 ani) este comparabild cu cea de acum 20 de ani la nivel
mondial, si superioara celei actuale [52]. Acest lucru este firesc, daca ne gandim ca testarea
pentru DAAT a deveni posibild in Romania abia acum, in timp ce in alte tari a inceput in anii
70 [58].

S-a identificat o corelatie negativa Inaltd intre procentul din valoarea prezisd a VEMS-
ului si numarul PA, rezultat deloc neasteptat, care subliniaza, incad o data, rolul fumatului in
procesul patogenetic in BPOC asociat cu DAAT. Un studiu mai vechi (dar pe un numar
semnficativ mai mare de pacienti cu deficit sever) a dovedit rolul cuantumului tabagic in
determinarea severitatiic VEMS (OR: 1.09 (1.06-1.11)), alaturi de alte riscuri asociate unui
VEMS scazut (istoricul de fumat, istoricul de astm, bronsita cronica, pneumonie, cazul index)
[59].

De asemenea, s-a evidentiat o corelatie pozitiva inalta intre volumul rezidual (exprimat
ca procent din valoarea prezisd) si diagnosticul de astm bronsic. Desi abordarea este noua,
nici acest rezultat nu este neasteptat, deoarece astmul bronsic poate agrava evolutia BPOC-
ului [60,61] iar un dublu motiv de obstructie bronsica poate duce, pana la urma, la un risc
suplimentar de hiperinflatie ca si complicatie.

Nu s-au putut identifica la analiza univariatd factori asociati cu BPOC-ul sever, asa cum
a fost el definit (valoare a VEMS sau a KCO sub 50%). Posibile explicatii se leaga de
numarul mic de pacienti. Din acest motiv, Intreaga analizd de regresie logisticd ar trebui
privita cu prudentd datoritd numarului mic de cazuri si repetatd in momentul in care vor fi

disponibile mai multe cazuri pentru analiza.

10. Concluzii si contributii personale

Prezenta cercetare are citeva puncte forte. Primul dintre acestea este insdsi abordarea
temei, o tema orfana la nivel mondial, dar mai ales la nivel national. O astfel de teméa poate
avea rolul de a creste constientizarea privind DAAT in randul cadrelor medicale, primul pas
ce trebuie facut inainte de o detectie corespunzatoare si sustinutd a cazurilor de DAAT.

De o deosebita importanta este programul de detectie tintitd a deficitului de alfa-1
antitripsind, deoarece creeazd mai multe premize sdnatoase pentru continuarea luptei pentru
constientizarea si pentru tratarea DAAT. Faptul c@ prezentul studiu prezintd prevalentele
principalelor gene identificate In populatia la risc confera un bun argument de demarare a
procedurilor de includere a DAAT pe lista patologiilor ce trebuie sa beneficieze de program

national de tratament. De asemenea, o astfel de abordare ne aliniazd in timp si spatiu cu
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specialistii europeni si mondiali, chiar dacd cu o intarziere semnificativa si cu un numar de
cazuri identificate mult sub cel al térilor civilizate.

Este important de dovedit ca pacientii cu modificari genetice dovedite au comparativ
cu pacientii fard anomalii genetice o severitate diferitd. Faptul ca pacientii cu BPOC si DAAT
au o severitate mai mare (doveditd printr-un stadiul GOLD mai avansat si o valoare VEMS
mai scazutd) nu este o informatie eminamente utild la nivel mondial, 1nsa pe plan local este un
argument important pentru care pacientii ar trebui diagnosticati mai precoce, prin interventii
active, tintite pe programe de detectie bine coordonate (care s porneascd, la un moment dat,
din interiorul tarii). Din aceeasi categorie se afld si informatia conform céreia pacientii cu
BPOC si DAAT au o varsta mai scazutd decat cei fara DAAT.

Pentru cunoasterea pacientilor pe care de acum ii vom trata (speram ca intr-o buna zi si
cu medicatie specifica), evaluarea pneumologicad complexd, precum si evaluarea posibililor
factori de risc pentru o patologie severa sunt obligatorii si au fost efectuate pe parcursul
ultimei parti a prezentei lucrari.

Limite

Mentionam in primul rand dificultatea implicérii pacientilor pentru investigarea propriei
boli. Din cei 59 pacienti identificati ca purtatori au unei gene anormale pand in octombrie
2017, lasand la o parte cet 4 copii identificati, doar un numar de 23 pacienti s-au prezentat
pentru teste suplimentare. Considerdm cd acest lucru se datoreazd in mare parte lipsei
educatiei pacientilor, in primul rand prin lipsa discutiei cu medicul curant (sau, In unele
cazuri, speram cat mai putine, prin insdsi lipsa de informare a acestuia), iar in al doilea rand
prin lipsa imboldului necesar participarii la controlul propriei boli. Nu trebuie sa uitdm faptul
ca ne-am adresat unei boli rare, iar de aici rezida in primul rand numarul mic de pacienti.

Ca 0 alta limita semnificativd a acestui studiu, precizam lipsa unei urmdriri in timp. in
realitate, acest lucru a mers paralel cu identificarea, testarea pacientilor si Inregistrarea lor in
Registrul Unic. Insi dupa identificarea individuald a pacientilor, ne-am confruntat cu un
numar foarte mic de cazuri (vorbim, totusi, despre o boala rard, iar acest lucru a fost tot timpul
evident), cu genotipuri foarte variate, fiecare determinand o anumita patologie, ceea ce a facut
o urmdrire coerentd, si mai ales o comparatie intre diverse genotipuri si patologii practic

imposibila 1n acest moment al studiului.
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