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Resumen

Introduccion. El déficit de alfa-1 antitripsina (DAAT) es una enferme-
dad genética poco diagnosticada y potencialmente mortal, asociada
con variantes genéticas del gen AAT. Aumenta el riesgo de desarro-
llar enfermedades pulmonares. Su diagndstico se ha basado en la
medicién de la proteina en sangre, pero el andlisis molecular ofre-
ce ventajas, como la identificacién genética Unica en la vida. Se reco-
mienda que pacientes con EPOC se sometan a estas pruebas.
Objetivo. Caracterizar la presencia de DAAT en pacientes adultos
con EPOC.

Materiales y método. Estudio observacional, descriptivo, transver-
sal y prospectivo en pacientes con EPOC en un hospital publico.
Variables: edad, género, funcién pulmonar y variantes alélicas. Se
analizaron muestras de saliva para identificar variantes genéticas
asociadas con DAAT. Se clasificé a los pacientes seguin la combi-
nacion de alelos codominantes Sy Z, y se consideraron genotipo
asociado a DAAT las variantes SZ, ZZ y las variantes deficientes ra-
ras; y como déficit leve a moderado, a MZ y MS.

Resultados. De 65 pacientes, predominé el sexo masculino y un
20 % presentaba alelos relacionados con DAAT. Los fenotipos mas
comunes fueron MM y MS. Prevaleci6 la obstruccién severa en la
espirometria; el valor promedio del FEV1 fue 47 %. No hubo dife-
rencia significativa en la funcién pulmonar entre pacientes con y
sin variantes alélicas asociadas con DAAT. Se identificéd un pacien-
te con alelos asociados a déficit grave (M Heerlen).

Discusién. En Argentina, la EPOC afecta al 14,5 % de los mayo-
res de 40 afios. Ademas del tabaquismo, el DAAT es un factor re-
levante en su desarrollo. Nuestros hallazgos coinciden con la bi-
bliografia que postula que del 1 al 3 % de los pacientes con EPOC
tienen DAAT grave. En el estudio DAAT.AR estimaron que la pre-
valencia de DAAT en Argentina es del 0,83 % (17.000 casos), y la
prevalencia estimada del genotipo ZZ es de 1:26.000. En nuestra
muestra no se encontraron homocigotos PiZZ.

Conclusién: Se destaca la importancia del diagnéstico temprano
de DAAT en pacientes con EPOC y la necesidad de programas de
concientizacién y cribado en Argentina.

Palabras claves: alfa-1-antitripsina, enfermedad pulmonar obstruc-
tiva crénica, déficit de alfa-1-antitripsina, variantes alélicas, funcién
pulmonar, cribado genético.

Abstract

Introduction. Alpha-1 antitrypsin deficiency (AATD) is an under-
diagnosed and potentially life-threatening genetic disorder asso-
ciated with variants of the AAT gene. It increases the risk of de-
veloping pulmonary diseases. Diagnosis has traditionally been
based on measuring protein levels in the blood, but molecular
analysis offers advantages such as lifetime genetic identification.
It is recommended that COPD patients undergo this testing.
Obijective. To characterize the presence of AATD in adult patients
with COPD.

Materials And Methods. An observational, descriptive, cross-sec-
tional, and prospective study was conducted in COPD patients at
a public hospital. Variables analyzed included age, sex, lung func-
tion, and allelic variants. Saliva samples were analyzed to identi-
fy genetic variants associated with AATD. Patients were classified
according to codominant allele combinations S and Z. Genotypes
SZ, ZZ, and rare deficient variants were considered associated
with AATD, while MZ and MS were classified as mild to modera-
te deficiency.

Results. Of 65 patients, males predominated, and 20 % had alle-
les related to AATD. The most common phenotypes were MM and
MS. Severe obstruction prevailed in spirometry; the average FEV1
value was 47 %. There was no significant difference in lung func-
tion between patients with and without AATD-associated allelic
variants. One patient was identified with alleles associated with
severe deficiency (M Heerlen).

Discussion. In Argentina, COPD affects 14.5% of individuals
over 40 years old. In addition to smoking, AATD is a relevant fac-
tor in its development. Our findings align with the literature sta-
ting that 1-3 % of COPD patients have severe AATD. The DAAT.AR
study estimated the prevalence of AATD in Argentina to be 0.83 %
(17,000 cases), with an estimated prevalence of the ZZ genotype
at 1:26,000. No PiZZ homozygotes were found in our sample.
Conclusion. The study highlights the importance of early diag-
nosis of AATD in COPD patients and the need for awareness and
screening programs in Argentina.

Key words: alpha-1 antitrypsin, chronic obstructive pulmonary disea-
se, alpha-1 antitrypsin deficiency, allelic variants, pulmonary func-
tion, genetic screening.
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Introduccién

La alfa-l-antitripsina (AAT) es una glicoproteina secre-
tada por el higado muy abundante en el suero humano,
con concentraciones normales que oscilan entre 120- 220
mg/dl determinadas por nefelometria’. Su funcién prin-
cipal radica en inhibir la elastasa del neutréfilo y otras se-
rin proteasas®.
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Figura 1. Distribucién de la muestra segtin sexo (n=65).

El gen de la AAT se transmite por herencia mendeliana
simple de manera autosémica codominante mediante 2
alelos, uno de cada progenitor’. Mediante isoelectroen-
foque se han identificado hasta la fecha mds de 150 va-
riantes, de las cuales unas 30 pueden tener repercusio-
nes patoldgicas. El conjunto de variantes es denominado
sistema Pi (protease inhibitor)*. El alelo normal, presen-
te en méds del 90% de los sujetos normales se denomina
PiM, los alelos deficientes més frecuentes son PiS (expre-
sa aproximadamente un 50-60% de AAT) y PiZ (expre-
sa aproximadamente un 10-20% de AAT). En la précti-
ca clinica el riesgo de presentar enfermedad se limita a los
fenotipos ZZ (96%) y el 4% restante a variantes deficien-
tes raras, denominadas genéricamente M-like y S-like™®.
Los fenotipos MS y MZ son los que con mayor frecuencia
causan un déficit intermedio de AAT”.

El déficit de alfa-1-antitripsina (DAAT) es la enfermedad
congénita mds comun y potencialmente mortal en la edad
adulta’, aunque continta siendo subdiagnosticada en la
prictica médica, incluso en Argentina®®. Esta condicién
aumenta el riesgo de desarrollar enfermedades hepdticas
y pulmonares a lo largo de la vida, incluyendo el enfisema
pulmonar asi como otras complicaciones menos frecuen-
tes como la paniculitis y vasculitis sistémicas’!.

Buena parte de las técnicas utilizadas hasta ahora para el
diagnéstico del DAAT se basan en la identificacién de
la proteina en sangre. Sin embargo, en los ultimos afios
se ha extendido el andlisis molecular como método para
la identificacién de variantes genéticas que originan una
proteina deficiente o incluso nula que expliquen el origen
de la patologia. Una de las principales ventajas de la iden-
tificacién gcnética es que, puesto que el genotipo no va-
ria, es suficiente realizarlo una vez en la vida*.
Aproximadamente el 1-3% de los pacientes con enfer-
medad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) tienen
DAAT?, lo que subraya la importancia de investigar su
prevalencia en esta poblacién. Estudios anteriores han es-
timado la prevalencia del DAAT en pacientes con EPOC
en Argentina en torno al 0,83%'2. Sin embargo, estos da-
tos fueron obtenidos por estimaciones teéricas indirec-
tas, por lo que son necesarios estudios epidemioldgicos de
suficiente potencia para obtener resultados fiables.

De acuerdo con las tltimas recomendaciones de la Orga-
nizacién Mundial de la Salud (OMS) y estdndares esta-
blecidos por la American Thoracic Society (ATS) y la Eu-
ropean Respiratory Society (ERS), se recomienda que to-
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Figura 2. Distribucion de la muestra segtin espirometria (n=65).

dos los pacientes con obstruccion del flujo de aire incom-
pletamente reversible se sometan al menos una vez en la
vida a las pruebas de DAAT'>!. Otras autoridades respi-
ratorias, incluida la Iniciativa Global para la Enfermedad
Pulmonar Obstructiva Crénica (GOLD) han emitido re-
comendaciones similares®.

El fundamento de estas recomendaciones estriba en la po-
sibilidad de realizar modificaciones en el estilo de vida,
tratamiento de la enfermedad pulmonar, realizar estudio
familiar que pueda detectar a individuos de elevado ries-
go en fases mds tempranas y la posibilidad de iniciar un
tratamiento sustitutivo con AAT en los individuos que
cumplen los criterios establecidos"'®"".

Se plantea que la prevalencia de alelos asociados al déficit
de alfa-1-antitripsina en pacientes adultos diagnosticados
con EPOC serd similar a la prevalencia reportada en estu-
dios previos realizados en Argentina. Se espera que la pre-
sencia de variantes alélicas especificas esté correlacionada
con una disminucién en los valores de FEV1 en estos pa-
cientes, lo que sugiere una mayor gravedad de la enferme-
dad pulmonar obstructiva crénica en aquellos con déficit
de alfa-l-antitripsina.

Objetivos

General:
o Caracterizar la presencia de DAAT en pacientes adultos
con diagndstico de EPOC.

Especificos:
e Reconocer pacientes con DAAT con sus variantes aléli-
cas.

o Identificar valores de FEV1 en pacientes con y sin varian-
tes alélicas asociadas con DAAT

Materiales y método

Diseio de investigacidn: estudio observacional, descrip-
tivo, transversal y prospectivo.

Poblacién y periodo del estudio: pacientes con diagnésti-
co de EPOC que consultaron espontdneamente en una
Institucién Publica de la Ciudad de Cérdoba (Hospi-
tal Misericordia Nuevo Siglo), y que dieron su consen-
timiento para realizarse el estudio. El periodo en el cual
se recopilaron los datos comprendié desde el 01 de junio
del 2021 hasta el 31 de diciembre del 2022.
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Figura 3. Distribucion de la muestra segun fenotipos
(n=65).

Criterios de inclusidén: pacientes de ambos géneros con
edades comprendidas entre 16 y 81 anos inclusive, con
diagnéstico de EPOC (determinado segtin las pautas de
GOLD, Iniciativa Global del Asma [GINA]).

Criterios de exclusidn: mujeres embarazadas, pacientes
con perfodos de exacerbacién de la enfermedad pulmo-
nar de base, inmunodeprimidos (inmunodeficiencia pri-
maria moderada o grave; tratamiento activo para tumo-
res solidos y enfermedades hematoldgicas malignas; per-
sonas con el VIH y un recuento de células CD4 infe-
rior a 200/mm?; historial de enfermedad definida como
el SIDA sin reconstitucién inmunitaria o manifestacio-
nes clinicas del VIH sintomdtico; tratamiento activo
con dosis altas de corticoesteroides de 20 mg o més de
prednisona o la cantidad equivalente por dia al adminis-
trarla durante 2 semanas o mds, y otros agentes biol6gi-
cos que son inmunodepresores o inmunomoduladores).

Variables utilizadas: edad (afios), género, valor de FEV1
en % del tedrico, variantes alélicas. Para medir FEV1 se
utilizé un espirémetro con las siguientes especificacio-
nes técnicas: pardmetros que fueron medidos: volumen
corriente (VC), capacidad vital inspiratoria (IVC), capa-
cidad vital forzada (FVC), FEV1, volumen espiratorio en
6 segundos (FEV6), FEV1/FVC, pico del flujo espirato-
rio (PEF), flujo espiratorio medio forzado entre 25-75%
de FVC (FEF25-75%), capacidad vital forzada inspirato-
ria (FIVC). Sigue las recomendaciones de la ATS/ERS.

Método para el analisis molecular

Se extrajo en consultorio una minima cantidad de san-
gre o saliva. El procesamiento de las muestras se reali-
z6 en un laboratorio de biologia molecular. El ADN ex-
traido es amplificado y biotinilado mediante una PCR
multiplex, y los productos de PCR son desnaturalizados
¢ hibridados a sondas de oligonucledtidos unidas a par-
ticulas codificadas por color. El ADN hibridado es mar-
cado con un fluorédforo y la sefial resultante es detecta-
da en un equipo Luminex 200. Los datos obtenidos son
procesados con el software especifico AIAT Genoryping
Test Analysis Software con el fin de obtener el informe
de resultados. El algoritmo del A1AT Genotyping Test
Analysis Software convierte las variantes alélicas genoti-
picas en los alelos asociados.

Una vez procesada la muestra y analizados los resulta-
dos de genotipado, se emite un informe de resultados en
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Figura 4. Diagramas de cajas de FEV 1 segun variantes aléli-
cas normales y asociadas a DAAT (p=0,892).

el que se indican los genotipos de la muestra para cada
una de las 14 variantes analizadas y el resultado final de
la muestra.

Se clasificaron los pacientes segtin la combinacién de
alelos codominantes Sy Z, y se consideraron como ge-
notipo asociado a déficit grave (DA AT) las variantes SZ
y ZZ y a variantes deficientes raras, y como déficit leve a

moderado MZ y MS.

Procesamiento y analisis de los datos

Los datos fueron consignados en una ficha realizada en
una planilla de cdlculo Excel”, luego analizadas con el
programa estadistico InfoStat®. Se calcularon las medi-
das centrales y de dispersién en el caso de las variables
continuas y las distribuciones absolutas y porcentuales
para las variables categéricas. Para la comparacién de
la FEV1 segtin grupos de pacientes, se aplicé el test de
Kruskal Wallis (previa comprobacién de normalidad se-
gtin test de Shapiro Wilks). Se utilizé un nivel de signi-
ficancia igual a 0,05.

Resultados

La muestra estudiada estuvo conformada por un total
de n=65 pacientes que consultaron espontineamen-
te con diagndstico de EPOC en una institucién publi-
ca de la Ciudad de Cérdoba. La mayoria de ellos era de
sexo masculino, que representaba el 55,4% del total (Fi-
gura 1). La edad media de los pacientes fue de 59,9 afos
(DE=10,6), con un rango de edad comprendido entre
los 23 y los 87 anos.

La evaluacién espirométrica (Figura 2), revelé una pre-
ponderancia de obstruccién moderada y severa, con el
36,9% y 44,6% respectivamente.

El valor promedio de la FEV1 fue 47 % (DE=14,5), con
valores en el rango de 22 a 84% como maximo.

El 20% de estos pacientes presentaron alelos relaciona-
dos con DAAT, mientras que el resto presentaban ale-
los normales.

En relacién a los fenotipos, el 80% eran MM (Figura
3) y el 15,4% era MS. Otros fenotipos se observaron en
proporciones menores.

El valor promedio de FEV1 en el caso de los pacientes
con variantes alélicas asociadas a DAAT fue de 48,3
% (DE=15,3), mientras que para el grupo de pacien-
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tes con alelos normales (MM), este valor fue de 46,6%
(DE=14,4). La diferencia de medias no fue estadistica-
mente significativa (Figura 4).

Discusion

Sobre la base de varios estudios epidemiol6gicos a gran
escala se estima que la prevalencia de la EPOC a nivel
global es del 11,7% y este valor se incrementa en las per-
sonas mayores de 40 afios, en tabaquistas y extabaquis-
tas, y en hombres'®. En Argentina se estima que afecta
al 14,5% en mayores de 40 anos”. Ademds del tabaquis-
mo, el DAAT es un factor relevante en su desarrollo. En
nuestro estudio, teniendo en cuenta la inclusién en el es-
tudio de pacientes con patologias obstructivas, los pa-
cientes que incluimos tenfan una edad media de 59,9
anos y la mayoria de estos fueron de sexo masculino.

De la muestra (n=65), hallamos un paciente (1,5%) con
alelos asociados a actividad predicha de ATT reducida
en forma severa, la cual fue una variante patogénica rara
denominada M Heerlen. Esto mismo coincide con la bi-
bliografia, que postula que el 1-3% de los pacientes con
diagnéstico de EPOC tienen el DAAT grave. En el es-
tudio DAAT.AR, Menga y cols. estimaron que la pre-
valencia de DAAT en la poblacién adulta con EPOC
en Argentina es del 0,83%, lo cual podria representar
17.000 casos en nuestro pafs'®.

La prevalencia estimada de los genotipos SZY ZZ para
la poblacién Argentina es de 1:2.400y 1:26.000, respec-
tivamente’; en nuestra muestra no se encontraron ho-
mocigotos Pi*ZZ o Pi*SZ.

Los estudios de heterocigotos Pi*MZ no fumadores
muestran resultados discordantes y los estudios mejor
disenados sugieren un mayor riesgo de enfisema sélo en
fumadores Pi*MZ. Algunos han encontrado una decli-
nacién mas rapida del FEVI que la de los MM (). Los
datos disponibles sobre el riesgo de desarrollo de enfer-
medad pulmonar en PIMS son conflictivos y poco con-
sistentes la mayoria de los autores considera que no exis-
ten evidencias de que los fenotipos MS tengan riesgo in-
crementado de desarrollar enfermedades (). En nuestra
muestra encontramos como segundo fenotipo més fre-
cuente al MS (15,4%) y en tercer lugar MZ (1,5%), lo

cual coincide con lo esperado tedricamente para la po-
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