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Introduccién

Alfa 1 antitripsina y su déficit

1.1. Alfa 1 antitripsina y su déficit

1.1.1 Recuerdo histoérico

Alfa-1 antitripsina (AAT) es la principal al-globulina del
suero humano. La proteina fue inicialmente identificada por
electroforesis y aislada en 1962 por Schultze HE et al (1),
denominada de esta manera por su habilidad para inhibir la

tripsina pancreatica (2).

La deficiencia de AAT fue descubierta en 1963 por Carl-
Bertil Laurell y Sten Eriksson, en la Universidad de Lund, Suecia.
Laurell sefialé la ausencia de la banda de la alfa 1 proteina en
cinco de aproximadamente 1500 electroforesis de proteinas
séricas recibidas en su laboratorio en un periodo de seis meses.
Ademas, la investigacion mostré que tres de los cinco pacientes
en los que se detectd esta anomalia, presentaban un enfisema
diagnosticado a temprana edad (entre los 35 y 44 afios), y que
otro tenia antecedentes familiares de esta enfermedad. Asi se
establecieron las caracteristicas clinicas cardinales del déficit de
AAT (DAAT): ausencia de una proteina en la regién a-1 de la
electroforesis de proteinas séricas, enfisema de aparicién

temprana, y predisposicion genética (Figura 1) (3).
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Alfa 1 antitripsina y su déficit

aq-antitrypsin deficiency, PiZ
Agarose gel electrophoresis

' ‘ ')l PiZZ homozygote 0.2 g/
. l, ' PiMM =-»- ~13g/l
A

oy-band (Normal plasma level 0.9-1.7g/1)

Figura 1. Ejemplo real de una de las tiras de electroforesis de proteinas utilizadas en el
estudio de 1963 (3)

Un segundo hito clinico fue el reconocimiento por Sharp
et al en 1969, de la asociaciéon entre DAAT y cirrosis hepatica.
Estos autores detectaron una cirrosis en diez nifios de seis
familias, todos con una marcada disminucién de la o-1
globulina (4). Desde entonces, este error innato ha sido
reconocido como uno de los factores mas comunes de la

cirrosis infantil (5), y de la "hepatitis neonatal" (6).

El caso mds antiguo de DAAT del que se tiene
conocimiento es el de una nifa de Alaska que murié hace 800
afos (7) y presumiblemente, pudo ser la causa de la muerte
del musico Frederic Chopin y de una de sus hermanas, segin
sugieren datos clinicos procedentes de cartas personales y de
un hipotético arbol genealdgico (8), hecho que sin embargo no
es concluyente, pues datos recientes acerca de su muerte

resultan contradictorios (9).
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Introduccién

Alfa 1 antitripsina y su déficit

Desde comienzos de los afios 60 se habia observado en
modelos animales de enfermedad respiratoria la existencia de
diversas proteinas con actividad elastinolitica involucradas en el
desarrollo de enfisema. Uno de los defectos de estos estudios
experimentales era que ninguna de las enzimas elastasas
identificadas fueron detectadas en el pulmén humano, por lo
qgue las conclusiones obtenidas no podian aplicarse fuera del
contexto de los modelos animales. Janoff y Scherer, en 1968,
identificaron por primera vez, en muestras de tejido pulmonar
humano, una proteasa almacenada en los granulos de los
lisosomas de los leucocitos polimorfonucleares o neutréfilos
gue, en condiciones fisioldgicas, tenia la capacidad de degradar
la elastina de las membranas basales y estructuras vasculares
(10). La elastina es una proteina clave en el mantenimiento de
la arquitectura del tejido conectivo pulmonar pero, en aquel
momento, no se sabia que la elastasa almacenada en los
granulos de los neutrdfilos poseia una actividad elastinofilica
diferente a la de la elastasa pancreatica y, probablemente, mas
capacidad que esta Ultima como mediadora de la elastinolisis in
vivo. Posteriormente se demostrd que la principal funcion de la
proteina AAT era inhibir fisiolégicamente la elastasa del
neutrdfilo y, asi, proteger el tejido conectivo-vascular de la
actividad proteolitica. Janoff et al siguieron con la linea de

investigacion y dilucidaron alguna de las hipdtesis generadas,
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como el mecanismo molecular de degradacion de la elastasa en
la génesis del enfisema (11), el papel que desempefia la AAT en
modular esta proteasa (12) y el rol de los agentes oxidantes
derivados del consumo de tabaco en bloquear la capacidad

antielastasa de la AAT (13).

Poco se sabia acerca de los factores ambientales
contribuyentes a la enfermedad pulmonar en presencia de
deficiencia de AAT. En 1977 Larsson et al (14), y en 1979
Sveger et al (15), documentaron el efecto aditivo que ejerce el
habito tabaquico en individuos heterocigotos para el fenotipo
de deficiencia de AAT, cambios que incluyen la pérdida de la
retraccién elastica, unos volimenes residuales aumentados vy
disnea secundaria al ejercicio pero sin dafio obstructivo en la
via aérea (14). Ademds demostraron que los sujetos
heterocigotos fumadores tienen una reduccion significativa en
su expectativa de vida comparada con los heterocigotos no

fumadores (15).

A partir de estas descripciones se ha aprendido mucho
sobre la AAT y su déficit, incluyendo la estructura de la
proteina; el mecanismo de unién a su sustrato principal, la
elastasa de neutrofilos; el mecanismo de acumulacidn

intrahepatica; las principales manifestaciones clinicas junto con
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Alfa 1 antitripsina y su déficit

la historia natural de la enfermedad, asi como sobre el patrén
de herencia codominante (14,16). Sin embargo, persisten
importantes brechas en la comprension del DAAT, incluyendo
los factores de riesgo y el mecanismo preciso para el desarrollo
de la afectacién hepdtica, los factores de riesgo de enfisema
mas alld de la exposicion al humo de tabaco y los riesgos
laborales, junto con el papel de los modificadores genéticos en

la expresién de la enfermedad y la terapia dptima de los casos.

1.1.2 Estructura, funcion, variantes proteicas y
nomenclatura

@ Estructura

El gen de la AAT se encuentra localizado en el brazo
largo del cromosoma 14 (posicién q31-32,3) (17). Tiene un
tamafio de 12.2 Kb y estda constituido por 7 exones
denominados IA, IB, IC, II, lll, IV y V, y 6 intrones. La region que
codifica la proteina esta situada entre los exones Il y V (18). Los
exones IA y B codifican la sefial de inicio de transcripcidon en los
macrofagos, mientras que el IC lo hace en el hepatocito (19,20).
El gen es activado por productos generados durante la
inflamacién y las infecciones, como los lipopolisacéridos,
interferon B, citoquinas, IL-1, IL-6 y TNF-a derivados del estrés

nitrooxidativo y otros (Figura 2)(21).
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Chromosome 14 L4321 |
Centramere ::: :::mum AAT gene poryed 2y 2 Telomere
e 8 (s31.323)
r/f Promoter Tran soripson Codilipng region |ewons 3.5 Team ination

ragion stan sim

:
— _—
o 1

control
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Asp 45-CHO - faTs)
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Figura 2. Locus y esquema del gen de la alfa 1 antitripsina (SERPINA1). La parte superior de la
figura representa el locus del gen en el cromosoma 14. La parte inferior muestra un esquema
del gen, con varios puntos sefializados con flechas, donde se localizan los sitios de realizacion
de diversas actividades (19).

El producto del gen de la AAT es un inhibidor de las
proteasas, miembro de la superfamilia de las Serpinas (Serine
Protease Inhibitor: serpin) cuyo nombre indica su principal
funcién bioldgica. La familia Serpin se clasifica, a su vez, en 16
familias denominadas con las letras del alfabeto (de la A a la P).
En la especie humana hay mas de 35 serpinas, pertenecientes a
las 9 primeras familias (letras A-l). El resto estda ampliamente

distribuido tanto en los animales como en las plantas vy

microorganismos. La mayoria (dos tercios) son inhibidores de
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las proteasas y juegan un papel fundamental en el control de
diversas cascadas proteoliticas esenciales para la supervivencia
de los seres vivos, incluidas la digestién, la inflamacidn, el
sistema del complemento, la coagulacién y la fibrinolisis (ej
antitrombina o serpina C1, inhibidor del activador del
plasminégeno o serpina E2, inhibidor del complemento C1 o

serpina G1) (Figura 3)(22,23).
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Figura 3. Funcion bioldgica de las serpinas humanas (en cursiva). Las serpinas con actividad
inhibidora de la proteinasa aparecen en rojo. En verde se muestran las serpinas cuya actividad
no requiere la inhibicion de la proteasa o bien aquellas cuya funcién no estd bien definida

(modificado de Gary A, Silvermans 2001) (22).
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La AAT es una glicoproteina también llamada SERPIN A1
(Serin Protease Inhibidor grupo A miembro 1) o alfa-1
proteinasa inhibidor (al-Pi) de estructura terciaria globular,
con un peso molecular de 52 kD y una vida media de 4-5 dias.
Su produccidn tiene lugar en los hepatocitos (80%) y en mucha
menor proporcidon en los monocitos y macréfagos, en las
células pancreaticas, alveolares pulmonares y endoteliales, y en

los enterocitos (24,25).

La forma inmadura de la proteina estd compuesta por
una unidad de 418 aminoacidos, secretandose al torrente
sanguineo en forma madura (394 aminodcidos), tras ser
depurada en el aparato de Golgi donde se elimina un péptido
de sefalizacidon de 24 aminoacidos. La molécula madura esta
constituida por una cadena central de 394 aminoacidos y 3
cadenas laterales de carbohidratos ramificadas, que se unen a
la estructura proteica mediante residuos de asparagina (en las
posiciones 46, 83 y 247). Los aminoacidos y los glucidos se
organizan en una estructura tridimensional globular formada
por 9 hélices a (A-l), 15 laminas B (A1-5, B1-B6, C1-4) y una
zona mdvil que contiene el centro activo, constituido por
metionina y serina en las posiciones 358 y 359 respectivamente
(Met358- Ser359), que sobresale de la superficie de la molécula

como un lazo para reaccionar con los sustratos (Figura 4) (19).
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Active site

Sheot B
n =6
Mets# ( !
Ser*?
@ Aminoacids
@ | Carbohydrates R
O 'y Helixes
(n=9)
-Glycoprotein of 394 aminoacides (red) & 3 CHO chains -Tridimensional estrructure of AAT.
-Globular structure (6,7x3,2 nm) -3 groups of 3 sheets (A-C)
“Water soluble and tissues difusible -9 & helixes

-Molecular weight: 52 kDa -A mobile loop of 20 aminoacides where the active site

-Active center: Met'**-Ser’*? is exposed.

Figura 4. Estructura molecular de AAT (alfa- 1 inhibidor de proteinasa, a- 1 Pi, SERPINA1) .
Izquierda: representacion de la superficie de la AAT. Las esferas rojas representan la cadena de
aminoacidos, rodeada por esferas verdes, azules y amarillas que representan los hidratos de
carbono. El sitio activo formado por metionina y serina sobresale del contorno globular de la
molécula. Derecha: estructura 3D de AAT con el bucle moévil del centro activo en una posicion
expuesta, apoyado en un marco de hélices y hojas.

Los carbohidratos contribuyen a la prolongacion de la
vida media de la molécula, ademas de conferirle una marcada
heterogeneidad electroforética. Esta estructura se presta a que
cambios minimos, incluso en un Unico aminodcido, puedan
provocar alteraciones conformacionales haciendo variar su
actividad bioldgica e inactivando la proteina por mecanismos

diversos (24).

La proteina en condiciones normales puede encontrarse

en estado:
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“8" (latente), el sitio activo esta descendido con
respecto a su posiciéon habitual de manera que no esta
expuesto para interaccionar con la proteasa.

“S” (stressed) cuando presenta una conformacion
normal con el sitio activo expuesto para interaccionar con la
proteasa.

- “R” (relaxed) en el que el bucle del sitio activo ha
guedado roto por la proteasa, cambiando su estructura y
guedando unido a la misma. El mecanismo de inhibicién
consiste en la inserciéon de la triada catalitica de la proteasa
(His41-Ser173-Asp88) en el sitio activo de la AAT (Met358-
Ser359). Esto ocasiona un cambio en la conformacion de la AAT
y la creacion de un complejo covalente proteasa-antiproteasa
irreversible e inactivo que es destruido en los macréfagos

(Figura 5)(26,27).

Figura 5. Estructura de la serpina. De izquierda a derecha: A, AAT nativa. B, AAT latente (separacién de
las ldminas b A para que se introduzca el sitio activo). C, AAT en situacion inestable por apertura de las
laminas B A con insercién parcial del sitio activo roto. D, unién entre AAT y tripsina para formar el complejo
covalente E. Se presentan las [dminas 3 A en rojo, las Idminas 3 B en verde, y las  C en amarillo; el complejo
activo en morado, las hélices grises y la tripsina como una bobina azul (22).
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¥ Funcion

A nivel plasmatico las concentraciones de AAT estan
elevadas (1-2 g/L), ya que el organismo produce en condiciones
normales 34mg/kg/dia. Desde el plasma, 80% de la proteina
difunde al intersticio e impregna todos los tejidos y fluidos
corporales, y entre 0,5-10% alcanza los fluidos bioldgicos:
liquido alveolar (0,1-0,3 g/L), saliva, lagrimas, leche, semen,

orina, liquido cefalorraquideo, bilis, etc (24-25,27-28).

Al ser un reactante de fase aguda, sus niveles
plasmaticos se incrementan rdpidamente (2-6 veces) en
respuesta a estimulos inflamatorios o infecciosos. La
concentracion local de AAT puede incrementarse hasta 11
veces en los tejidos inflamados, por aumento de su sintesis
inducida por las citocinas y endotoxinas liberadas por los
microorganismos invasores, las células de los tejidos inflamados
e infectados y los leucocitos emigrados desde la sangre al foco

inflamatorio (29).

La AAT proporciona al organismo mas del 90% de toda
su capacidad antiproteasa. Su principal funcidn es la inhibicién
del exceso de elastasa libre procedente de neutrdfilos , de ahi
deriva la principal hipdtesis sobre la fisiopatologia del enfisema
en el déficit de AAT (13), el desequilibrio proteasa-antiproteasa,
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aunque su espectro es mas amplio ya que también neutraliza
otras serin proteasas como la proteinasa-3 (elastasa capaz de
degradar la elastina in vitro y causar enfisema cuando es
administrada al hamster por via intratraqueal (30), la
mieloperoxidasa, las a-defensinas y la catepsina G; también la
triptasa y quimasa de los mastocitos, la tripsina de las células
epiteliales y del pancreas; la plasmina, trombina, activador del
plasmindgeno, etc. Todo ello contribuye a controlar localmente

la intensidad de la inflamacion.

El efecto inhibitorio de la matriptasa a nivel de la
membrana celular de las células epiteliales pulmonares podria
modular el transporte de sodio y favorecer el aclaramiento

mucociliar (27,29,31-32).

La AAT también inhibe la caspasa-3 y con ello modula la
apoptosis en diversas células como los neutréfilos y
neumocitos. Ademas, presenta propiedades antimicrobianas
(inhibiendo la replicaciéon e infectividad de algunos virus,
bacterias y protozoos) y bacteriostaticas frente a Moraxella
catarrhalis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y
micobacterias atipicas, y estimula la reparacién del tejido

conectivo dafiado por la inflamacion al favorecer la produccion
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de procolageno y de matriz celular amorfa por parte de los

fibroblastos (24,27,29).

El efecto inmunomodulador viene definido por su
capacidad para inhibir la expresion de las citocinas pro-
inflamatorias (IL-1,6,8,32 y TNF «), sin alterar, o aumentando,

la expresién de las antiinflamatorias (IL-1Ra e 1L-10)(29,33).

La AAT estd dotada de un potente poder antioxidante
dado su alto contenido en metionina (9 residuos), y su
capacidad tanto para aumentar la actividad de la catalasa
(CAT)(enzima responsable de la descomposicidn del perdéxido de
hidrogeno -H,0,- en oxigeno y agua) como de reducir la

produccién de superdxido (O,-) por el neutrdfilo (34,35).

Las propiedades de la AAT se resumen en la figura 6;
ademas de las funciones bioldgicas de la proteina en su
conformacion normal, los cambios estructurales derivados de
los diferentes polimorfismos genéticos, especialmente los que
implican la formacion de polimeros, afiaden algunos efectos
bioldgicos proinflamatorios y quimiotacticos. La acumulacién de
polimeros a nivel intracelular desencadena estrés celular,
fundamentalmente en el reticulo endopldsmico, por

agotamiento de los mecanismos de degradacion de la proteina
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anormal que puede llevar a la muerte celular. Este hecho estd
claramente demostrado en el higado y existen algunas lineas de
investigacién que estan trabajando en el impacto de esta
acumulacién en otras células productoras, como las epiteliales
alveolares, o en otras zonas, como el intersticio, donde puede
tener una accién proinflamatoria. De ahi que los efectos de las
proteinas anémalas sean mas diversos que la exclusiva falta de

funcionalidad (26,36).

Neutrdfilos: elastasa, proteinasa 3,
mieloperoxidasa, ac plasminégeno
catepsina G, defensina a

Inhibe la elastasa y

otras serin proteasas, X i .
Reduce la aporta el 90% de la Mastocito: triptasa, quimasa

expresion de LB- capacidad Pancreas: tripsina, quimiotripsina
4, TNF-a, IL-1, IL- antiproteasa al Endotelio: uroquinasa, plasmina,
6, IL-8, IL-32 organismo trombina, factor Xa, calicreinas
Aumenta la
expresion de IL-
10, IL-1Ra Previene la
activacién de
zimogenos
; tisulares:
e 7 = metaloproteinasa
s, calicreinas,
catepsinas

Linfocito: granzimas

antimicrobianas

Protege y repara el Modula la activaciéon y
tej conectivo apoptosis de neutrdfilos,
dafiado por la células alveolares,

inflamacion endoteliales, beta del

Protege los
tejidos del
dafio
oxidativo

pancreas y cardiomiocitos

Figura 6. Propiedades de la alfa 1 antitripsina (29).
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¥ Variantes proteicas y nomenclatura

Se han identificado alrededor de 125 variantes alélicas
del gen; de ellas 34 se asocian con el déficit cuantitativo o
funcional de la AAT circulante en el suero. Se clasifican
mediante el sistema Pi (Protease inhibitor), desarrollado por
Fagerhol en 1968 (37), en funcidn de la velocidad de migracidn
electroforética en el gel de almidon y pH acido sustituido por
los geles ultrafinos de poliacrilamida o agarosa del
isoelectroenfoque actual (IEF). Usando el sistema inicial, se
tomd como referencia la variante normal y mas frecuente que
se denomind PiM (protease inhibitor medium) por observarse
en la region central de los geles; PiS (de slow) a las de migracién
lenta; Pi F (de fast) a las de migracién rdpida y Pi Z, la ultima
letra del abecedario a las de migracion muy lenta.
Posteriormente, con la aplicacion del IEF se diferenciaron mejor
las bandas y se identificaron nuevas variantes, denominando
con las letras A-L a las variantes de migracion rapida y anddica
(comparadas con las M) y N-Z a las mas lentas y catddicas. Ha
sido necesario desdoblar algunas letras con subindices
numéricos para diferenciar sus variantes (M1-5)(37,38). La
incorporaciéon de las técnicas de amplificacién del ADN vy
secuenciacion del gen permite identificar el fenotipo a nivel
genético, denominando Pi* seguido de la letra correspondiente
al fenotipo. (ejemplo fenotipo ZZ= a nivel proteico: Pi ZZ y por
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genotipo: Pi* ZZ)(27).

Variantes:

¥ M: La variante proteica denominada M es la normal,
presente en mas del 95% de la poblacién de origen

caucasico (27).

¥ Z: Variante deficitaria mas frecuente. La sustitucion
del triplete AAG (adenina-adenina-guanina) por el
GAG (guanina-adenina-guanina) en el exén V, con
traduccion de una lisina en lugar del acido glutamico
en la posicién 342 de la proteina, afecta a la
insercion del sitio activo, alterando la estructura
proteica y formando una proteina inestable
denominada metaestable (M*), con tendencia a
unirse a otras proteinas a través del sitio activo para
crear polimeros estables hasta en el 85-90% de las
moléculas. Estos polimeros son degradados en la
célula o convertidos en cuerpos de inclusién vy
almacenados. Al ser detectada como anormal, la AAT
es retenida en el reticulo endoplasmatico rugoso,
dentro de la célula, por lo que la mayor parte no
llega al torrente sanguineo y la concentracion

plasmatica de AAT es muy pequena. Ademas al
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afectarse el sitio activo, la cantidad que llega a la
sangre tiene también wuna actividad bioldgica
reducida en un 80%. Los diferentes mecanismos
celulares que se ponen en marcha para eliminarlos

pueden conducir al dafio hepatico (27,39-41).

S: Siguiente variante deficitaria en frecuencia. Se
caracteriza por un cambio del triplete GAA (guanina-
adenosina-adenosina) por GTA (guanina-timina-
adenosina) en el exén Il provocando una
transcripcién de valina en lugar de acido glutdamico,
en posicion 264. Este cambio resulta en una
alteracion estructural que facilita la polimerizacion
(formando dimeros y polimeros) con otras proteinas,
aproximadamente en el 60% de las moléculas. La
menor tendencia de la proteina S a formar polimeros
facilita su rdpida degradacién intracelular con lo que
el riesgo de hepatopatia es mucho menor e incluso
inexistente si no se combina con la variante Z. Las
moléculas que escapan a la degradacion intracelular
y alcanzan la circulacidn, aunque preservan su
capacidad de formar polimeros, tienen una funcidn
conservada, dado que el sitio activo no se ve

afectado (27,39,42-43).
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El resto de variantes alélicas se muestra en la tabla 1

junto con su correlacion clinica.

Tabla 1: Variantes alélicas de alfal-antitripsina y su correlacidn clinica (43).

Tipo de Base molecular Enfermedad
mutacion asociada
Alelos Normales
M Ninguno Ninguna
(M1, M2, M3, M4) | GIu*®PLys
Xchristchurch Ninguno Ninguna
Alelos deficientes
Enfermedad detectada
| Arg39Cys Acumulo intracelular solo en heterocigotos
(12)
King’s Hisp334Asp Acumulo intracelular Pulmonar y hepatica
D =
S Glu®Val .egradaaon Pulmonar
intracelular
7 Glu342Lys . Acumulo Pulmonar y hepatica
intracelular
Phe*’del o Degradacidn
Mmalton . Pulmonar y hepdtica
Phe*'del intracelular yhep
52 .,
Phe Acumulo -
Mnichinan 148 ¥ . Pulmonar y hepdtica
Gly""Arg intracelular
Degradacidn
Mheerlen Pro**’Leu .eg adad Pulmonar
intracelular
Mpalermo >'phe Deficiencia plasmatica Pulmonar
D dacis
Mprocida Leu*Pro ‘egra acion Pulmonar
intracelular
. . Degradacidn
Mmineral springs GIy67GIu . & Pulmonar
intracelular
Mvall d’hebron 369 Acumulo
Pro™"Ser . Pulmonar
(=Mwurzburg) intracelular
Coddn St .
Mvarallo od%_ns op Desconocido Pulmonar
[ N BN ]
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Degradacidn

Plowell AspZSGVaI . Pulmonar
intracelular
Siiyama Ser’*Phe ,Degra_dauon ¥ Pulmonar y hepatica
acumulo intracelular
D fe -
Whbethesda Ala®**Thr .egradaCIon Pulmonar y hepatica
intracelular
756
A Val .
Ybarcelona °P 391 ? y Desconocido Pulmonar
Pro™ His
Zsauburg 342 Degradaciony .
lu™L , . Pul h
(=Ztun) Glu™"Lys acumulo intracelular ulmonary hepatica
Ser” Leu v Expresion pobre Pulmonar
Zwrexham GIu342Lys P P
Alelos nulos
QO Bellingham Lysz No ARNm Pulmonar
Pro’® X Degradacidn Pulmonar
QO Bolton intracellular
QO Cairo Lys">X Desconocido Pulmonar
Pro>®X Degradacion Pulmonar
QO Clayton intracellular
QO Devon(=QO0 GIy“SLys y Degradacion y Pulmonar y hepatica
Newport) Ser**Glu acumulo intracelular
QO Granite Falls TyrleOX No ARNm Pulmonar
QO Lisbon Thrélle No proteina Pulmonar
Qo , -
Ludwigshafen 1le92Asn No proteina Pulmonar y hepatica
Leu’™®x Agregados Pulmonar
QO Hong Kong intracelulares
. Deleccion L .
QO Isola di Deleccién regiones
. 17 kb en e Pulmonar
procida codificantes: no ARNm
exon 2-5
Matt P
ng Oaurzxa Leu®Phe Proteina truncada Pulmonar
Deleccion
QO Riedenburg de todo el No expresién del gen Pulmonar
gen
1158dupc
QO Saarbueken Proteina truncada Pulmonar
QO Trastevere Trme Disminucion ARNm Pulmonar
QO West GIymLys191 ARNm aberrante Pulmonar
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Alelos disfuncionantes

F Arngys Ir:gggﬁr;si‘N Pulmonar
Pittsburg MetassArg An'?’cc:(i)\:\iqdbe‘i:a 3 Diatesis hemorragica

Mineral spring GIy67GIu lr;fgiizg\l Pulmonar
Z Glu342Lys lr:;gggizg\l Pulmonar y hepatica

1.1.3 Fisiologia de alfa 1 antitripsina

La proteina AAT es producida principalmente en el
higado y llega a los pulmones por difusion desde el torrente
circulatorio, asi como por produccién local de los macréfagos y

células epiteliales bronquiales.

A pesar de su nombre, la AAT reacciona con la EN con
mayor avidez que con la tripsina y proporciona mas del 90% de

la actividad ejercida por la EN.

Las serpinas han sido comparadas con ratoneras con un
anzuelo y un brazo batiente. En el caso especifico de la AAT, el
anzuelo es un radical de metionina en el centro activo de la
serpina. Tras adherirse a la EN e inactivarla irreversiblemente, la

AAT cambia de conformacion, siendo éste en realidad un
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mecanismo  “suicida” para ambas moléculas, aunque
normalmente hay un exceso de AAT en el pulmdn, que permite
una adecuada pantalla de proteccidon frente a la actividad

proteolitica de la EN (Figura 7) (28, 43-44).

PRI

L

Figura 7: Inhibicion de la elastasa de los neutréfilos por parte de la alfal-antitripsina (44)

La alfal-antitripsina puede considerarse que actla como una trampa para ratones. Tras
atrapar (izquierda) la elastasa de los neutrdfilos (gris) se inactiva por un movimiento desde
el polo superior al inferior de la proteina (derecha). Esto se asocia con la insercién del lazo
reactivo (rojo) como una hebra extra en la [amina B A (verde).

La estructura de la AAT se centra en una lamina B A (verde) y el lazo central o activo movil
(rojo). La formacion del polimero se produce a partir de la variante Z de la AAT (Glu342Lis
en P17-flecha) o de las mutaciones en el dominio “shutter” (circulo azul) Siiyama, Mmalton,
S ol que abren lalamina B Ay favorecen la insercion parcial del lazo (paso 1) y la formacion
de un intermediario inestable M*. Esa estructura puede aceptar después el lazo de otra
molécula (paso 2) para formar un dimero D que luego se extiende para formar un polimero
P o bien acepta su propio lazo (paso 3) para formar una conformacion latente L. Las
moléculas individuales de AAT dentro del polimero estan coloreadas de rojo, amarillo y
azul.
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1.1.4 Fisiopatologia del déficit de alfa 1
antitripsina

El DAAT puede ocasionar dafo tisular principalmente
por dos mecanismos: su acumulo en forma de polimeros no
activos en el principal érgano de produccidn, el higado, y su
ausencia o escasez en el érgano diana y, por tanto, su falta de

actividad antiproteasa a nivel pulmonar (22, 45).

1.1.4.1 Dafio pulmonar

En el origen del enfisema pulmonar en los pacientes con
DAAT se han implicado diferentes mecanismos patogénicos,
incluyendo: disbalance en la actividad proteasa-antiproteasa e

inflamacién incrementada por quimiotaxis.

¥ Disbalance proteasa-antiproteasa (46):

Esta teoria apunta a que la reduccién en el espectro
protector de la AAT (debido a la retencidn de polimeros en el RE
de los hepatocitos), da lugar a una actividad proteolitica
descontrolada que conduce a la aparicion de enfisema
pulmonar. El consumo de tabaco y las infecciones respiratorias

incrementan la carga de EN y aceleran la destruccién pulmonar.
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¥ Inflamacién incrementada por quimiotaxis:

El aumento de reclutamiento de neutrdéfilos al
pulmon (por ejemplo por citoquinas), puede incrementar la
inflamacién en el DAAT. Por ejemplo, los pacientes con DAAT
tienen incrementada la liberacion de leucotrieno B4 (producido
por los macréfagos alveolares), cuyos niveles se correlacionan
con la frecuencia de exacerbaciones y disminuyen con el
tratamiento. Los polimeros AAT tipo Z, que pueden producirse
en el pulmodn, parece que también incrementan la actividad
inflamatoria en los pacientes con DAAT. Especificamente en
estudios in vitro, ejercen un efecto quimiotactico para los
neutrofilos humanos y estimulan la liberacién de
mieloperoxidasa y la adhesidon de los neutréfilos. Estos
hallazgos ayudan a explicar la prominente neutrofilia intersticial
evidenciada en los pacientes con DAAT, y otorgan un papel
importante a los neutrdfilos y a la EN en la patogénesis del
enfisema. Sin embargo, el papel protector de la AAT parece que
no soélo estd vinculado a la accién inhibitoria de la elastasa del
neutrdéfilo, sino a otros efectos antiinflamatorios e

inmunomoduladores (47).

En un modelo experimental, la oxidacion de la AAT tipo Z
por el humo del tabaco, puede promover la polimerizacion

dentro del propio pulmén (48). En esta linea de investigacion
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(implicacién del estrés oxidativo en la génesis del dafio
pulmonar), se postula el uso de agentes antioxidantes como

posible herramienta terapeutica en los estadios iniciales (49).

La intensidad de estos fendmenos depende de la
gravedad del déficit que, a su vez, estd directamente
relacionada con el genotipo del individuo, de tal manera que se
considera que el riesgo de enfisema es muy elevado para los
homocigotos de variantes nulas; elevado para los homocigotos
ZZ o heterocigotos combinados con variantes deficientes;
moderado para los Pi*SZ si se suma la exposicion al tabaco, y
leve o inexistente en las combinaciones de los alelos Zy S con la
variante normal M. Esto es debido a que una minoria de los
Pi*SZ, los Pi*ZZ y los portadores de variantes nulas, presentan
concentraciones séricas inferiores a 50 mg/dL o al 35% del valor
considerado normal, que es el limite considerado como
protector (50,51). Sin embargo, es un hecho que Ila
presentacién clinica no es homogénea, que los mecanismos por
los que algunos individuos PI*ZZ, e incluso PI*SZ, desarrollan
enfisema y otros no con iguales factores predisponentes, no
estan aclarados, y que existen otros factores implicados mas

alla del desequilibrio proteasa-antiproteasa (52).

En conclusion, la deficiencia grave de AAT es una
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alteracion monogénica compleja, que cuando concurre en una
misma persona junto a otros factores exégenos favorecedores
y/o otros genes modificadores, predispone al desarrollo de
patologias cuya gravedad dependerd de la combinacion de las

variantes alélicas heredadas.

1.1.4.2 Daiio hepatico

Se han propuesto diversas teorias para explicar el dafio
hepatico en los pacientes con DAAT, pero la mas ampliamente
aceptada y la Unica con evidencia experimental es la “teoria
acumulativa” (53,54). Esta teoria establece que el dafio
hepatico deriva de la acumulacién de moléculas protéicas
mutantes en el reticulo endoplasmdtico (RE) de los
hepatocitos(55), que se agregan formando grandes polimeros

heterogéneos (Figuras 8 y 9)(56).

2 3 /O oy ; Figura 8. Fotomicrografia de
% L2 & > higado humano en un sujeto
| E Pizz. Tincién con hematoxilina
eosina a la izquierda y con
acido periddico de Schiff a la
derecha, mostrando las
inclusiones (globulos) de
polimeros de AAT mutante en el
interior de algunos hepatocitos,
sefialados con flechas (55).
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Figura 9. Esquema de los polimeros de alfal-antitripsina (42).

En el higado de los individuos PiZZ se sintetizan grandes
cantidades de AAT mutante, 80-90% de la cual queda retenida
en su interior en lugar de ser secretada, ya que determinados
procesos intracelulares reconocen la anormalidad de estos

polipéptidos y los redirigen al reticulo endoplasmatico (RE)

(Figura 10).
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ENDOPLASMICO RUGOS0
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Figura 10. Esquema de la formacidn de polimeros de AAT en el interior de los hepatocitos (57).
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El ARNm de la AAT-M determina la formacion de un
polipéptido que se va plegando hasta formar un ovillo que sale
del RE y pasa al aparato de Golgi, antes de ser excretado al
exterior y pasar al torrente sanguineo. Los monémeros de AAT
resultantes de la expresion del alelo PiZ tienen una morfologia
diferente a la de los mondémeros derivados del alelo PiM. Sus
[dminas estdn separadas dejando un espacio donde se
introduce un asa de un mondmero similar para crear un
dimero. En el espacio entre las membranas de este segundo
mondmero, ya formando parte del dimero, se engarza otro
mondmero para constituir primero, un trimero y mas adelante
un polimero. Estos no pueden salir del RE, quedan retenidos en
él y son visibles microscépicamente en forma de globos PAS
positivos. Estos polimeros pueden ser degradados parcialmente
en los polisomas, pero también pueden dar lugar a autofagiay a
muerte celular por apoptosis, asi como inducir fenédmenos
inflamatorios e incluso carcinogénesis. En los fendmenos
inflamatorios participa la activacion de la IL-8 y la atraccién de
los neutrdfilos. La formacion de estos polimeros es esencial
para que exista hepatopatia; por ello, sélo las mutaciones que
favorecen su formacion (PiZZ, PiSZ, PiMZ, PiMmalton,

PiSiiyama) se asocian con lesion hepatica.
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Respecto a las evidencias que sustentan la “teoria
acumulativa” existen estudios experimentales sobre ratones
trasgénicos para el gen AAT que muestran la acumulacion
intracelular de moléculas AAT alteradas en los hepatocitos.
Ademas, las manifestaciones clinicas a nivel hepatico
incluyendo la enfermedad hepatica neonatal, la fibrosis y el
carcinoma hepatocelular, son similares a la enfermedad en el

humano (58,59).

Otra evidencia que apoya la teoria acumulativa deriva
de las investigaciones sobre el procesamiento de la AAT
alterada en el RE. Diversos estudios muestran que la mayoria de
los sujetos PiZZ estan protegidos del dafio hepatico por
eficientes mecanismos intracelulares de degradacion de los
polimeros retenidos en el RE (60). Sin embargo, los pacientes
con susceptibilidad al dafo hepatico, muestran ineficacia en el

citado procesamiento (61).

Existen lineas de investigacidon que tratan de relacionar
el dano hepatico con factores ambientales pero, hasta el
momento, no han llegado a conclusiones significativas, como
por ejemplo el supuesto efecto protector de la lactancia
materna (62). Otra teoria aboga a que el dafio hepatico puede

exacerbarse en el caso de infecciones virales (como el virus de

53



Introduccién

Alfa 1 antitripsina y su déficit

la hepatitis B o C), puesto que en ambos casos se expresan
proteinas que son especificamente retenidas en el RE

hepatocelular (63).

1.1.5 Epidemiologia y prevalencia del déficit de
alfa-1 antitripsina

Estudios de mapeo de genoma han sugerido que el alelo
PiZ surgié en el Norte de Europa (38,64) estimandose que su
edad oscila entre 107 a 135 generaciones (aproximadamente
2000 aios), mientras que el alelo PiS tiene una edad entre 279
a 470 generaciones (10000-15000 afios) vy dada su alta
incidencia en la peninsula ibérica, se ha propuesto que tuvo
origen en esta regiéon de Europa (65,66). La propagacién del
alelo Z en poblaciones diferentes a las propias del Norte de
Europa, se justifica histéricamente con los viajes realizados en
el siglo IX por las embarcaciones vikingas por diferentes paises y
con los que posteriormente les llevaron hasta paises riberenos

del Mar Mediterraneo (Figura 11).
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Figura .11. Expansion vikinga. http://upload.wikimedia.org/wipipedia/commons/5/50/viking-
expansion.svg

Ademads, se deben considerar también los viajes
realizados al Medio Oriente por un numero elevado de
Cruzados procedentes de Inglaterra y Francia, entre los siglos X
y XI, extendiendo de esta manera la distribucion de PiZ a paises
de Europa del Este y culturas del Norte de Africa (Figura 12). Sin
embargo, no existen antecedentes histéricos que documenten
expediciones a paises del Centro y Sur de Africa y que
justifiquen la prevalencia de alguno de estos alelos entre los
nativos de tribus de Nigeria, poblaciones del Centro y Sureste

de Asia o del lejano Oriente (65).
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Figura 12. Las Cruzadas de https://lostemplariosysuepoca.wordpress.com/category/las-

cruzadas/

En Europa existe un gradiente descendente norte-sur y
este-oeste para el alelo Z y un gradiente inverso para la variante
S.

A partir de los multiples estudios sobre prevalencia en
zonas geograficas concretas, ha sido posible elaborar unos
mapas que muestran graficamente los gradientes de
distribucidén de las dos variantes alélicas mas frecuentes (66,
67). De acuerdo con los datos disponibles en los 98 paises sobre
los que se tiene informacién, se calcula que pueden haber cerca
de 170.000 individuos Pi*ZZ, mayoritariamente de la raza
caucasica, ya que en otras razas es muy infrecuente (Figura 13).
Las mdaximas frecuencias alélicas de PI*S se detectan en Africay

Europa (Figura 14)(67).
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Figura 13. Frecuencia PiZ. Los puntos negros indican los lugares donde se realizaron estudios
epidemioldgicos, y se obtuvieron los datos numéricos. La escala de color representa en tonos
rojos y anaranjados: valores maximos (21-40 x 1000), en tonos amarillos y verdes los
intermedios (8-20 x 1000), y los matices de tonos azules los valores minimos (0-8 por 1000). El
mayor numero de puntos negros se encuentra en Europa (67).

W iR R

Figura 14. Frecuencia PiS. Los puntos negros indican las fuentes de los datos. Una escala de
color con tonos de rojo a naranja, representan los valores maximos (63 a 188 x 1000), sombras
de tonos amarillos y verdes los intermedios (20-62x1000), y las sombras de tonos azules las
frecuencias minimas (0-20 por 1000) (67).
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En Espafia, con una frecuencia génica de 104/1.000
individuos para la Pi*S y de 17/1.000 individuos para la Pi*Z, se
esperarian unos 12.000 individuos Pi*ZZ y unos 145.000 Pi*SZ
(66). Sin embargo, la penetrancia (porcentaje de individuos que
presentan enfermedad clinica) no es completa. Asi, mientras
que hasta 60% de los deficientes graves desarrolla enfisema
pulmonar, tan sdélo 2,4% presenta cirrosis hepatica en la infancia
y 30% en la edad adulta y mas de un tercio pueden presentar
Unicamente sintomas banales o permanecer asintomaticos

durante toda su vida.

Teniendo en cuenta la penetrancia en los afectados por
enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC), se estima
qgue entre el 2 y 3% estarian afectados por un déficit grave de

AAT (21).

En Espafia, segun los estudios de Blanco et al (68,69),
podria haber 2.500 adultos con EPOC asociado a déficit grave
de AAT (0,2% del total de los diagnosticados de EPOC) y 4.000
individuos con hepatopatia crénica (68). Sin embargo, en el
registro espafiol de DAAT (REDAAT), sélo hay censados 649
pacientes, 91.8% son adultos, 74.2% con fenotipo Pi*ZZy 21.3%
con Pi*SZ (69).
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Uno de los mayores problemas de esta enfermedad es
su infradiagndstico y el retraso diagnédstico (entre 5-7 afios), lo
que dificulta el conocimiento real del nimero de afectados y su

tratamiento (70, 71).

No existen estudios de prevalencia sobre las variantes
raras, sélo informes de casos Unicos o de pequefios grupos,
aunqgue se estima que son, al menos, 100 a 200 veces menos
frecuentes que la Z. Por las publicaciones que las describen se
puede estimar que el alelo MMalton es la tercera variante en
frecuencia, después de laZy la S en el area mediterrdnea y que
incluso, podria superar en frecuencia a la Z en poblaciones

concretas (como Tunez) (27).

1.1.6 Manifestaciones clinicas del déficit de
alfa-1 antitripsina

El déficit grave de AAT, definido por niveles séricos de
AAT por debajo del 35% del valor medio esperado, 50mg/dL
(medidos por nefelometria), 11 mM si el valor se expresa en
micromoles, y 80 mg/dL (si la medicion se hace con técnicas de
inmunodifusién radial, hoy en desuso) esta generalmente
relacionado con los fenotipos ZZ y -menos frecuentemente- con

combinaciones de alelos Z, S, raros y nulos (Figura 15). En la
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practica clinica, 96% de las patologias asociadas al déficit de

AAT ocurren en homocigotos Pi*ZZ (Tabla 2) (21,28,72-75).
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Figura 15. Correlacidn entre concentracion plasmatica y fenotipo (74).

Tabla 2. Fenotipos de AAT, concentracidén de AAT y riesgo asociado de enfermedad
hepatica y pulmonar (74).

Fenotipo Concentrackon plasmatica de a,-AT Riesgo de enfisema Riesgo de hepatopatia

mg/di ol
MM 103200 20-39 No No
MS 100-180 19-35 No No
SS 70-105 1420 No No
MZ 66-120 1323 Posible aumento ligero Aumento ligero
SZ 4580 915 Aumento ligero (20-50%) Aumento ligero
ZZ 1040 28 Riesgo alfo (80-100%) Riesgo alto
Null 0 0 Riesgo alto No
*Valores oblenidos por nefelometria.
Un valor de a-AT inferior a 80 mg/dl (15 jimof) se asocia a un riesgo i do de enfisema pul

oo
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El DAAT predispone al desarrollo de diversas
enfermedades a lo largo de la vida, especialmente enfisema
pulmonar en periodos precoces de la edad adulta vy
hepatopatias en nifios y adultos. También hay evidencias de su
relacion con vasculitis sistémicas (especialmente
granulomatosis de Wegener c-ANCA positivas), paniculitis
necrotizante y fibromialgia, pero son precisos estudios mas
potentes que los disponibles para confirmar definitivamente

estas asociaciones (21,28,72-75).

1.1.6.1 Afectacion pulmonar

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes en los
homocigotos ZZ son las respiratorias, causadas por las bajas
concentraciones plasmaticas y tisulares de AAT, insuficientes
para proteger al tejido conectivo pulmonar de los efectos
destructivos de las proteasas. Los sintomas debidos al enfisema
pulmonar practicamente sélo aparecen en la edad adulta por lo
que, desde el punto de vista respiratorio, el DAAT puede
considerarse una enfermedad propia del adulto y no de los

ninos.

Algunos pediatras incluyen la determinacién de AAT en

el panel de pruebas para el estudio de sintomas pulmonares no
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explicados. Hay poca evidencia que apoye esta estrategia,
aunque es tedricamente posible que la coexistencia de una
enfermedad inflamatoria pulmonar pueda empeorar por un
DAAT -incluso en la infancia- y que ademads, su deteccién
precoz, permita adoptar medidas de prevencién para evitar o
retrasar dafios futuros. De cualquier modo si se encuentra un
DAAT en un nifio con sintomas pulmonares, no debe aceptarse
como la causa subyacente de ese problema, pero podria ser un
factor que exacerbara la progresion de la enfermedad (76). Un
estudio epidemiolégico reciente confirma que el riesgo de
desarrollar asma no estd aumentado en nifos con fenotipo
heterocigoto para AAT ni con concentraciones bajas de AAT,
pero indica que los asmaticos con valores bajos de AAT son mas
propensos a desarrollar hiperrespuesta bronquial y tienen una

funcién pulmonar menor (77).

Los mejores datos respecto a la repercusion respiratoria
del DAAT en la infancia proceden de una cohorte de nifios
afectados de un fenotipo grave (PiZZ) e intermedio (PiSZ),
seguida prospectivamente en Suecia tras ser diagnosticados
mediante cribado neonatal entre 1972 y 1974, y evaluados de
forma periddica a diferentes edades (78-82). Este cribado se
realizd en 200.000 recién nacidos. El seguimiento, permiti

apreciar que las manifestaciones respiratorias durante Ila
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infancia y adolescencia no eran diferentes a las del grupo

control de nifios de la poblacién general.

A los 8 afios de edad la frecuencia de asma o bronquitis
sibilantes en los niflos con DAAT fue del 8% (no diferente de los
controles)(78). A los 16 afios (79) de 145 nifios, Unicamente en
los PiSZ, se observé una mayor frecuencia de episodios de
neumonia en el afio anterior respecto al grupo control, lo que
pudo ser una coincidencia, ya que este dato no se dié a edades
anteriores ni posteriores. No se apreciaron diferencias
significativas en otras manifestaciones respiratorias. Un 10,7%
de los PiZZ estaba afectado de asma y un 17,5% tenia historia
de alguna bronquitis de evolucidn prolongada con tos durante
mas de 1 semana, pero estas frecuencias no fueron diferentes
de las del grupo control. A los 18 afios, los adolescentes con
déficit de al-AT tampoco mostraron diferencias en la aparicion

de sintomas respiratorios (80).

Por otro lado, en el seguimiento de esta cohorte se
comprobd que los nifios y adolescentes afectados de DAAT no
mostraban alteraciones significativas de la funciéon pulmonar, y
tenian valores normales de la capacidad vital forzada (CVF) y del
volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV;). No

obstante, a los 16 afios de edad, alguno de los nifios,

63



Introduccién

Alfa 1 antitripsina y su déficit

especialmente los que tenian sintomas de asma, presentaba
valores individuales aumentados de la capacidad residual
funcional (CRF) y del volumen residual (VR), que no mejoraron
con la administraciéon de un broncodilatador, indicativos de

atrapamiento aéreo irreversible (79).

En el seguimiento a los 18 afos de edad, se observaron
algunas desviaciones marginales en algunas variables de Ia
funcién pulmonar (80). Es posible por ello, que los primeros
signos funcionales de enfisema se observen a los 18 afos
pudiéndose apreciar alguna alteracion en la capacidad de
transferencia de mondxido de carbono (DLCO), la prueba de
funcién pulmonar que mejor se correlaciona con el enfisema, y
en el cociente FEV,/FVC, signo de obstruccién bronquial,
aunque como hemos comentado, a esta edad no se observa
una alteracion significativa ni del FEV; ni de la CVF. A los 18
anos, sélo 6% de los afectados de DAAT fumaba, frente al 17%
de la poblacién general que lo hacia. El subgrupo de
adolescentes de 18 afios con DAAT que fumaba, tenia peor
funcién pulmonar que los no fumadores, asi como mas

incidencia de bronquitis sibilantes y expectoracion (81).

Otros autores (83) estudiaron la CRF en un grupo de 28

nifios entre 2,4 y 16,5 afios de edad (edad mediana 5,7 afios),
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afectados de DAAT con enfermedad hepatica, comparados con
otro grupo de nifos afectados de atresia de vias biliares y con
un grupo control. La diferencia entre ellos no fue
estadisticamente significativa (111% frente a 99 y 97%,
respectivamente). Sin embargo, 4 de los nifios con DAAT (14%)
tuvieron una CRF persistentemente aumentada, que no se
normalizd con la administracion de un broncodilatador, dato
compatible con una hiperinsuflaciéon persistente. Ninguno de

estos nifos tenia sintomas respiratorios.

Los datos de la cohorte sueca se han repetido también
en el estudio de Wall et al (84), llevado a cabo en Oregdn entre
1971 y 1974, en una cohorte de 22 adolescentes (19 tenian 14-
17 afios; dos, 18 ainos, y uno, 12 afos), diagnosticados también
mediante cribado neonatal. Dos de los nifios tenian una historia
de asma leve, aunque ninguno estaba recibiendo medicacién.
Todos tuvieron una funcién pulmonar normal, excepto los dos
con asma leve cuyos valores se normalizaron tras administrar
un beta2 agonista. Estos autores habian estudiado previamente
a esta cohorte a los cinco afios de edad, encontrando también

valores normales de funcién pulmonar.

En resumen, los nifios y los adolescentes con DAAT no

muestran alteraciones significativas de la funcién pulmonar, ni

65



Introduccién

Alfa 1 antitripsina y su déficit

manifestaciones respiratorias. En la época de adultos jévenes,
el efecto del tabaco y, en menor grado, de los contaminantes
ambientales, puede actuar rapidamente precipitando el inicio
del enfisema y haciéndolo clinicamente aparente, con una caida
progresiva del FEVy, que se puede observar a veces de forma
temprana a los 25 afios de edad, pero con mas frecuencia entre

los 25 y 40 afos.

De forma excepcional, se han descrito en la bibliografia
tres casos aislados de nifios -entre 7 y 13 anos de edad-, con
manifestaciones clinicas de enfermedad obstructiva de las vias
aéreas, junto con hallazgos histolégicos de enfisema panacinar

(6, 85-86).

El enfisema pulmonar asociado al DAAT se caracteriza
por ser de inicio precoz (35-45 afos). Cursa con disnea
progresiva, tos, agudizaciones frecuentes y prolongadas, junto
con otros sintomas inespecificos. Generalmente esta asociado a
los fenotipos ZZ (96%) y con menor frecuencia (4%), a los SZ,
raros y nulos. La penetrancia es aproximadamente del 60%. En
las radiografias de térax y en la tomografia computerizada (TC)
pulmonar aparece hiperclaridad e hiperinsuflacién de
predominio basal, pero no suelen observarse grandes bullas.

Una cuarta parte de los casos tienen bronquiectasias asociadas
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(87). Sin embargo, aunque muy probablemente el DAAT podria
favorecer el desarrollo de bronquiectasias y de asma bronquial,
no existen pruebas definitivas de que influya en la frecuencia o
gravedad de estas enfermedades (88,89). En el estudio de la
funcién respiratoria, hay descenso del FEV;, aumento del
volumen residual, reducciéon de la capacidad de difusidon del
monodxido de carbono e hipoxemia al esfuerzo. Algunos
pacientes tienen una prueba broncodilatadora positiva, con

clinica de asma, lo cual ensombrece el prondstico.

Durante las agudizaciones de estos pacientes, se
observan cifras mds elevadas de los marcadores inflamatorios
interleucina 8 y leucotrienos B4 que en las de los EPOC sin
DAAT. Probablemente esto ayudaria a explicar por qué, en ellos,
las infecciones respiratorias son mas frecuentes, prolongadasy
graves, y provocan una evolucién mas rapida hacia la invalidez y

muerte (90).

La enfermedad progresa lentamente, aunque se acelera
cuando hay muchas infecciones de vias bajas, inhalacion de
polvo y otros irritantes y, sobre todo, cuando los pacientes son
fumadores; de ahi la importancia del diagndstico precoz en la

infancia.
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Los pacientes que son fumadores activos inician los
sintomas mucho antes y su esperanza de vida se reduce
sensiblemente, ya que la disnea se instaura entre los 30 y los 40
afios, con una pérdida media anual del FEV,; de 300 ml, y es
probable que la muerte ocurra hacia los 50 afos. En cambio, en
los no fumadores, la disnea puede iniciarse hacia los 50 afos,
con una pérdida anual de 90 ml, similar a la de los fumadores
susceptibles sin DAAT, y la invalidez y muerte se producirian

hacia los 60-70 afos (91).

De cualquier modo, hay que tener en cuenta que
también hay individuos PiZZ asintomaticos, que provienen de
estudios familiares o programas de cribado, en los que su
expectativa de vida y prondstico no difieren mucho de la

poblacién general.

1.1.6.2 Afectacion hepatica

La enfermedad hepatica asociada a déficit de AAT se
correlaciona con el fenotipo ZZ (99% de los afectados). En nifios
se manifiesta por colestasis intrahepdtica (ictericia obstructiva
prolongada) en un 10%, secundaria al acimulo de agregados de
polimeros de la variante Z en el hepatocito. Al cabo de unos

meses la ictericia desaparece, aunque puede persistir la
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alteracion de las pruebas hepaticas durante afios y, muy
raramente, durante la edad adulta. Un 2,5% de estos casos
puede evolucionar a cirrosis infanto-juvenil y suele requerir
trasplante hepatico. En adultos (generalmente varones), la
afectacidn hepatica es infrecuente y se puede manifestar como
una hepatitis crénica o cirrosis hepdtica, cuya incidencia
aumenta con la edad: 10% por debajo de los 50 afios y 20- 40%
por encima de esta edad. La frecuencia de hepatocarcinomas es
de 2-3%, tanto en higados cirréticos (26%) como en no-
cirréticos. No siempre existe el antecedente de enfermedad

hepatica neonatal (54).

1.1.6.3 Otras manifestaciones clinicas

Existen unos 40 casos publicados de paniculitis
necrotizante asociada a déficit de AAT, la mayoria ZZ. Su
penetrancia es de 0,1%, pero se cree que podria ser mucho
mayor si se evaluara sistematicamente el déficit de AAT en las
paniculitis. La enfermedad se caracteriza por lesiones nodulares
en el tejido graso subcutdneo, recidivantes, dolorosas,
localizadas preferentemente en el tronco y raiz de las
extremidades, de naturaleza inflamatoria neutrofilica por
exceso de elastasa libre. Tienden a fistulizar y dejar cicatriz.

Aunque la terapia sustitutiva no estd contemplada en ellas, su
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resultado ha sido espectacular en casos aislados que han

recibido tratamientos compasivos (75).

La vasculitis sistémica relacionada con el DAAT se asocia
a los fenotipos ZZ, y también a los SZ y MZ, la mayoria con
autoanticuerpos ANCA (anticuerpos anti-citoplasma de los
neutrofilos) positivos. Afecta a personas de mediana edad v,
aunque puede afectar a cualquier érgano, tiene preferencia por
los senos paranasales, pulmones vy rifiones. Su penetrancia es
de 2%, aunque probablemente también seria mayor si se
comprobara con mas frecuencia el déficit de AAT en las
vasculitis. La proteinasa-3 parece jugar un papel importante en

su patogénesis.

Una intrigante caracteristica del DAAT es la marcada
variabilidad de su presentacién clinica. Asi, mientras un alto
porcentaje de deficientes graves desarrolla enfisema pulmonar
o cirrosis hepdatica, una minoria presenta paniculitis o vasculitis,
algunos exhiben varias de estas enfermedades a la vez, y mas
de un tercio puede presentar Unicamente sintomas banales o
permanecer asintomaticos toda su vida. Esta variabilidad indica
que la deficiencia de AAT no es una enfermedad en si misma,
sino un desorden monogénico complejo que predispone al

desarrollo de patologias si, ademds del DAAT, concurren en una
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misma persona, factores exdgenos favorecedores o/y otros
genes modificadores no claramente identificados hasta la fecha
(Figura 16). Asi, en el caso de las hepatopatias, los virus de la
hepatitis B y C, los procesos inflamatorios recurrentes o
persistentes, los antiinflamatorios no esteroideos, el
alcoholismo y otros hepatotéxicos incrementan la acumulacién
de polimeros en los hepatocitos y secundariamente el estrés
celular. También se han descrito mutaciones del gen de la
manosidasa | asociadas con intenso dafio hepatico en nifios ZZ
(92). En el caso de la EPOC, son factores favorecedores de gran
peso el tabaco, la contaminacién laboral y ambiental, y las
infecciones respiratorias (21,28,72). Asimismo se han descrito
polimorfismos de genes candidatos que podrian modificar la
expresion de EPOC en deficientes de AAT, incluidos el de la
sintetasa del oxido nitrico (NOSs), el de la glutation S-
transferasa Pi (GSTP,), el inhibidor del activador plasminégeno

SerpinE, y el de la IL-10 (93,94).
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Figura 16. Consecuencias clinicas de la polimerizacion. La polimerizacién intrahepatica favorece
el desarrollo de hepatopatias en nifios y adultos (inducidas por la acumulacién de polimeros y
cuerpos de inclusion en los hepatocitos), y el desarrollo de enfisema pulmonar (y otras
patologias de naturaleza inflamatoria) en adultos, por descenso de las concentraciones séricas y
tisulares de AAT (ademas, la proteina Z tiene una pérdida de capacidad inhibitoria del 80%),
insuficientes para proteger los pulmones del exceso de protedlisis provocado por la elastasa
libre del neutrdfilo y otras proteasas. El déficit de AAT es un desorden monogénico complejo
que predispone al desarrollo de patologias y se manifiesta especialmente si en una misma
persona concurren factores exdgenos y genes modificadores (no bien conocidos) (modificada de
95).

1.1.6.4 Riesgos que conllevan los fenotipos deficientes
distintos al Pi ZZ

Aunque la mayoria de los estudios no han demostrado

una mayor prevalencia de EPOC en individuos MZ no
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fumadores, algunos han encontrado una disminucién mas
répida del FEV; que en los MM, y un aumento de la prevalencia
de individuos PiMZ entre los pacientes con EPOC. Por tanto, los
datos disponibles sugieren que un subgrupo de alrededor del
10% de los MZ tendria un riesgo incrementado de desarrollar
una EPOC (96). A su vez, el riesgo relativo de desarrollar cirrosis
hepatica por parte de los MZ es pequeiio (3%) en comparacién
con los ZZ (30%) vy, al contrario de lo que ocurre en los ZZ, el
alcohol y las hepatitis B y C son factores adicionales necesarios

para que los MZ desarrollen cirrosis hepatica (92).

No existen evidencias de que los fenotipos MS tengan

un riesgo incrementado de desarrollar enfermedades (21).

El fenotipo SS es muy raro (<1% en Europa) y no hay
estudios suficientes para saber si contribuye al desarrollo de
EPOC o de hepatopatias, aunque posiblemente no incremente
el riesgo de sufrirlas dado que no presenta niveles inferiores al
umbral protector y la mutacién S no implica una alteracién
grave de la funcionalidad de la proteina, si no se asocia con
otros factores favorecedores de importancia. Los fenotipos
heterocigotos SZ se relacionan con una mayor prevalencia de
EPOC en fumadores y hay descritos casos aislados con cirrosis

(21,28,72).
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Los fenotipos raros Pi Mmalton, Pi Mduarte, etc., son
200-300 veces menos frecuentes que los Pi ZZ, y esta escasez de
pacientes impide un adecuado conocimiento de su
comportamiento. La mayoria de los casos publicados presentan
enfisema pulmonar, y aunque el riesgo relativo para desarrollar
hepatopatias es desconocido, se cree que es similar al de los ZZ
(97).

La mayoria de los fenotipos nulos conocidos
demostraron enfisema en etapas tempranas de la vida adulta,
pero como sus higados no sintetizan AAT no desarrollan

hepatopatias (28).

1.1.7 Diagndstico del déficit de alfa 1
antitripsina

El diagndstico de laboratorio se realiza mediante la
determinacién cuantitativa de AAT y la identificaciéon del
fenotipo en el suero. El analisis molecular del gen, o genotipo,
es el método adecuado para identificar variantes alélicas poco

frecuentes.

La determinacién sérica de AAT constituye la base del
diagndstico, siendo la inmunonefelometria cinética el método
mas comunmente utilizado. Esta técnica de cuantificacién se
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basa en la formaciéon de inmunocomplejos entre la proteina y

los anticuerpos anti-AAT.

Los niveles de AAT en la poblacidn infantil son inferiores
a los de la poblaciéon adulta (103-200 mg/dL) (21,98). Los datos
pueden también expresarse en unidades micromolares y la
conversion a UM se realiza multiplicando la concentracién en
mg/dL por 0,1923 considerandose deficiencia a un valor inferior
a 20 umol/L. Para la interpretacién del resultado de una
determinacién cuantitativa aislada hay que tener en cuenta
que, al ser la AAT un reactante de fase aguda, los procesos
infecciosos o inflamatorios pueden dar valores normales o altos
en pacientes con déficit moderado. Se han descrito también
valores elevados de AAT durante el embarazo y consumo de

anticonceptivos orales.

El estudio del fenotipo es el método estandar requerido
para confirmar el déficit de AAT. La técnica mas utilizada es el
isoelectroenfoque (IEF), que consiste en la separacion
electroforética de las proteinas en un gel de agarosa con un
gradiente de pH de 4.2-4.9, de acuerdo con su punto

isoeléctrico.

La realizacion del fenotipo estd indicada ante valores de
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AAT inferiores o incluso cercanos al limite inferior de la
normalidad, ya que podrian corresponder a fenotipos PiMS,
PiSS o PiMZ. Valores inferiores al 20% sugieren un fenotipo ZZ o
nulo. No existe solapamiento entre las concentraciones de AAT
de los fenotipos PiIMM o PiMS o PiSS (poco deficitarios) con las
de los PiSZ y PiZZ, aunque podria haber superposiciéon entre

estos dos ultimos.

En la determinacidn del fenotipo mediante IEF hay que
tener en cuenta que existe una serie de variantes “M-like” poco
frecuentes, como Mmalton, Mpalermo, Mduarte, Mheerlen,
etc., que presentan un punto isoeléctrico similar al de los alelos
normales PiM y que, por esta razén, no pueden ser catalogados
por |EF. Estos fenotipos se comportan como PIMM pero con
déficit de AAT. Dado que a cada fenotipo le corresponde un
intervalo determinado de valores de AAT, en los casos en los
gue no exista concordancia entre las concentraciones de AAT y
el fenotipo, se debe sospechar la presencia de alelos nulos o
variantes deficitarias raras y, en consecuencia, se debe realizar

la determinacién del genotipo.

La técnica de IEF tampoco detecta alelos nulos, no
identifica las variantes nuevas, ni diferencia un alelo Pi ZZ de un

Pi Z-Nulo.
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El analisis molecular del gen de la AAT es el método de
referencia para la identificacién de las variantes alélicas poco
frecuentes y para la caracterizacion de algunas variantes
nuevas. Asimismo, es el método mas apropiado para identificar
variantes nulas y para el estudio de casos en los que no existe

concordancia entre la concentracién de AAT y el fenotipo (73).

1.1.7.1 Cribado del déficit de AAT en muestras de
sangre seca en papel

Las muestras de sangre seca en papel son especialmente
utiles para el cribado y diagndstico de las enfermedades
genéticas. La obtencion de las muestras es minimamente
invasiva, siendo sencillo su almacenamiento y envio a un
laboratorio de referencia, donde estdn centralizadas las deter-

minaciones (99).

La determinaciéon se realiza a partir de sangre capilar,
por puncién estéril del pulpejo del dedo. Las gotas de sangre se
aplican sobre discos de papel que se dejan secar a temperatura
ambiente. En los protocolos establecidos, se determina
habitualmente la concentracién de AAT mediante nefelometria
cinética (método semicuantitativo), y Unicamente los dos alelos

deficitarios mas frecuentes, S y Z, por técnicas de alelo-
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especifico realizadas mediante un patron de restriccién (por
ejemplo, patrén Taqg 1), o mediante métodos de PCR en tiempo
real (curvas de fusidn, sondas especificas Tagman). Las técnicas
alelo-especificas basadas en la PCR a tiempo real son rapidas,
facilmente automatizables, de bajo costo, pero de genotipado
parcial. Estas técnicas informan de la presencia -o ausencia- de
los alelos estudiados, pero nunca se puede deducir aunque sea
lo mds probable, que -al no identificar estos dos alelos- estemos
ante el alelo normal Pi MM. Estos métodos son fiables y los
errores diagndsticos se deben principalmente a una incorrecta
interpretacién de los resultados. De todos modos, los casos
diagnosticados de DAAT mediante cribado deben ser
confirmados determinando cuantitativamente la AAT y el

fenotipo en muestras de suero, o el genotipo en sangre total.

El diagndstico del déficit de AAT mediante la
observacion de la reduccién o ausencia de la banda de las
globulinas a-1 en el proteinograma sérico esta en desuso y
requiere siempre la confirmaciéon del resultado mediante

analisis cuantitativo de la AAT.

La evaluacion del funcionalismo hepatico en los casos
con déficit de AAT se realiza mediante la determinacion de ALT,

AST, GGT, bilirrubina, albumina y pruebas de coagulacion.
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1.1.7.2 ¢Cudndo sospechar y evaluar el déficit de alfa-
1 antitripsina?

La Organizacién Mundial de la Salud y las Sociedades
Médicas de Europa, Canada y EEUU (21) recomiendan realizar,
al menos una vez en la vida, una determinacion de AAT en
sangre a todos los pacientes con EPOC, independientemente de
si fuman o no, y muy especialmente si la EPOC es de inicio
precoz, ocurre en no-fumadores, o si hay una historia familiar
cargada de EPOC o de déficit de AAT (recomendaciéon
consistente, calidad de evidencia alta) (100). Estas mismas
organizaciones aconsejan efectuar, al menos una vez en la vida,
una determinacién de AAT en sangre a todos los pacientes,
ninos y adultos, con hepatopatias crénicas de naturaleza no
filiada, muy especialmente, si hay casos de hepatopatia familiar
y/o déficit de AAT (recomendacidn consistente, calidad de

evidencia alta).

El algoritmo diagndstico se muestra en la Figura 17

(73).
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Sospecha clinica de déficit de a,-AT

Determinar valores de a,-AT

Normales Inferiores ol infervalo de referencia

Sin déficit de a,-AT Fenotipo
(probable fenotipo MM|
Valores < 35 % Valores > 35 %
Otros L MS Otros

Z SS

MZ

SZ
Genotipo

Figura 17. Algoritmo diagndstico del DAAT (73)

El asma grave del adulto, las vasculitis sistémicas ANCA+
y las paniculitis recidivantes son otras situaciones en las que se
recomienda valorar el chequeo del déficit de AAT
(recomendacidon consistente, calidad de evidencia moderada)
(100). Desafortunadamente, estas guias no se aplican en la

practica cotidiana (101).
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El diagndstico del DAAT, no es sélo una cuestién de
“cantidad” sino también de “calidad”. Dicho de otro modo,
aunque el nivel plasmatico de AAT constituye la base para el
diagndstico del déficit congénito (valores por debajo del 20% de
la normalidad indican posibilidad de estado homozigoto PiZZ), y
es el determinante mds importante de riesgo de enfermedad
pulmonar, en un individuo con DAAT es fundamental Ia
identificacion de los alelos implicados para evaluar el posible
dafo a nivel hepatico, dado que los alelos nulos no implican
riesgo de hepatopatia mientras que los asociados a un alto
grado de polimerizacién indican la necesidad de una evaluacién

hepatica mas exhaustiva.

1.1.7.3 Diagnostico diferencial del déficit de alfa 1
antitripsina

Aunque en ocasiones se diagnostica enfisema en
pacientes jovenes (30-40 afios) que no tienen DAAT, por el
momento no hay otra deficiencia genética que esté tan

fuertemente relacionada con el enfisema como este déficit.

Los pediatras que manejan neonatos con transtornos
de coagulacién o ictericia, se enfrentan a un diagndstico

diferencial mas amplio, incluyendo infecciones,
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hemocromatosis, enfermedad de Wilson vy hepatitis
autoinmune. Dada la facilidad de determinacién en el
laboratorio, es excepcional que se contemple la necesidad de
practicar una biopsia hepatica cuando se baraja el diagndstico

diferencial de DAAT (42).

1.1.8. Tratamiento del déficit de alfa 1
antitripsina

El tratamiento médico de los pacientes con un enfisema
por DAAT debe comprender las medidas farmacoldgicas y no
farmacolégicas comunes a los pacientes con una enfermedad
pulmonar obstructiva crénica. En 1981, Gadek y colaboradores
(43), demostraron por primera vez la normalizacion de los
niveles plasmaticos de AAT y el establecimiento de la actividad
antielastasa a nivel pulmonar mediante administracién semanal
de esta proteina. En 1987, la Food and Drug Administration
(FDA) de Estados Unidos aprobd para tratamiento sustitutivo
intravenoso, el preparado de AAT procedente de plasma de
donantes, tras varios estudios que demostraron que con la
infusion de AAT se conseguian concentraciones elevadas de la
proteina en el suero y liquido recuperado por lavado
broncoalveolar (73), asi como un aumento significativo vy

paralelo de la actividad antielastasa en ambos fluidos (102).

82



Introduccién

Alfa 1 antitripsina y su déficit

Las indicaciones de tratamiento en Espafia, aprobadas

por el REDAAT, se resumen en la tabla 3 (103).

Tabla 3. Criterios del REDAAT para tratamiento con AAT iv

1. Mayores de 18 afios

DAAT demostrado por concentraciones séricas <= 50 mg/dl

3. No fumadores o exfumadores al menos durante los ultimos 6
meses

4. Enfisema pulmonar demostrado por pruebas de funcidon
pulmonar y/o TCAR de térax

5. EPOC con FEV,<80% del predicho, que reciben tratamiento

Que no presenten un déficit de IgA

7. Que estén dispuestos a recibir regularmente el tratamiento en
hospital de dia

N

o

Se deben cumplir todos los criterios
El tratamiento con AAT iv no debe ser interrumpido en un paciente ya tratado si su
funcion pulmonar se deteriora y/o su FEV, cae por debajo del 25%

Los estudios farmacocinéticos han permitido concluir
que dosis de 120 mg/kg, a intervalos de 15 dias entre las
infusiones, mantienen valores protectores durante el 100% del

tiempo (104,105).

Debido a la naturaleza del enfisema, se precisaria un
numero de pacientes y un tiempo de seguimiento muy
prolongado para poder realizar un ensayo clinico controlado
gue evaluara su eficacia, por ello los datos que se conocen
sobre la efectividad del tratamiento sustitutivo derivan de

trabajos comparativos de seguimiento. En estos estudios se ha
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observado una disminucidn significativa en la caida del FEV; en
los pacientes que tienen un FEV; entre 30% y 60%. Ademas,
datos del registro del NHLBI en los Estados Unidos, obtenidos a
partir de 1.048 pacientes seguidos entre 3, 5 y 7 afos, han
permitido encontrar una reduccion significativa del 36% de la
mortalidad en los enfermos que recibieron tratamiento sus-
titutivo de forma continuada o intermitente, en comparacién

con los que no recibieron tratamiento alguno (p=0,02) (105).

Un efecto interesante del tratamiento sustitutivo es la
posible proteccion frente a las infecciones bronquiales,
importante también por la elevada prevalencia de
bronquiectasias que existe en esta poblacién. Los resultados de
un trabajo observacional sugieren que reduce la frecuencia de
agudizaciones (106). Este hecho puede estar en relacién con la
restitucion a nivel bronquial del estado de equilibrio entre las
proteasas y antiproteasas, y con la amortiguacion de la inflama-

cion en los pacientes que reciben este tratamiento (107, 108).

El efecto del tratamiento sustitutivo en los enfermos
graves (FEVi< 30%) es dificil de observar debido a que estos
individuos fallecen o se someten a un trasplante pulmonar
antes de poder completar un seguimiento suficientemente

prolongado. En pacientes leves (FEV;> 60%) tampoco es facil
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evaluar su efecto, ya que existe un sesgo por indicacion. El
escaso numero de enfermos tratados en este estadio precoz,
son casos indice con sintomas especialmente graves o con una
pérdida acelerada de funcién pulmonar. Por el contrario, sus
iguales sin tratamiento suelen ser casos no indice, no tratados
precisamente por no tener sintomas o por mantener una
funcién pulmonar estable. Se propugna el uso de Ia
densitometria pulmonar mediante TC como técnica de control

de la eficacia terapéutica (109).

El tratamiento no estd indicado en los individuos
heterocigdticos PiMZ ya que de manera constante tienen
concentraciones séricas de AAT por encima de las consideradas
protectoras. En el caso de los heterocigotos PiSZ, podria
considerarse en aquellos casos infrecuentes que cursen con
concentraciones séricas muy bajas, similares a las de los

homocigotos PiZZ (< 50 mg/dL).

La administracidon de AAT es, en general, bien tolerada y
segura. Estd contraindicada en pacientes con déficit de IgA,
puesto que -como producto purificado- puede contener
pequefias cantidades de la misma induciendo la aparicién de
reacciones de hipersensibilidad. Por el mismo motivo, existe un

tedrico riesgo de transmisidon de agentes infecciosos como virus
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y priones, pero -por el momento- no se han constatado tales

hechos (43).

No existe tratamiento especifico para la enfermedad
hepatica del DAAT (110). El manejo se focaliza en la prevencién
de sus complicaciones, como son las hemorragias, ascitis,
prurito, malnutricidon, déficit de vitaminas liposolubles,
infecciones, hepatocarcinoma y problemas de crecimiento o
bien en atenuar las complicaciones cuando éstas tengan lugar.
En el campo pediatrico se suele pautar dcido ursodeoxicélico,
pero su aplicacion se estd cuestionando (92). La administracién
exdgena de AAT no afecta la evolucidon de la hepatopatia,
puesto que ésta se debe al acumulo en los hepatocitos de

polimeros de AAT, no al déficit circulatorio de la proteina.

Cuando el desarrollo de enfermedad hepatica amenaza
la vida del paciente, se indica el transplante hepatico, con

excelentes resultados (111).

El estilo de vida y los factores ambientales también
estan implicados en el manejo de esta afectacién. Aunque no
hay muchos datos especificos sobre el DAAT a este respecto, se
recomiendan como medidas beneficiosas, evitar la obesidad,

evitar o abandonar el consumo de tabaco (112), asi como la
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exposicién pasiva al mismo (113,114) y limitar el consumo de

alcohol.

Estudios experimentales en modelos animales de
enfermedad hepatica por DAAT, muestran que los
antiinflamatorios no esteroideos son téxicos en los individuos
PiZZ, ya que incrementan la sintesis de la proteina mutante,
aumentando por tanto su acumulacion intrahepdtica con el
consiguiente perjuicio (115). Asi que, aunque no se dispone de
estudios en humanos, parece razonable limitar su consumo en

los pacientes PiZZ.
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1.2. Estrés oxidativo

1.2.1 Definicion del estrés oxidativo

El oxigeno es un elemento imprescindible para la vida,
pero sélo 95% del consumido sigue la ruta fisioldgica en
condiciones normales. El 5% restante sufre sucesivas
reducciones en las que se generan moléculas altamente téxicas,
denominadas especies reactivas de oxigeno (ERO). El oxigeno,
en su forma mds estable, O,, es poco reactivo, pero por
reacciones quimicas, acciones enzimaticas o por efecto de las
radiaciones ionizantes, se pueden producir una serie de
especies quimicas reactivas, prooxidantes o radicales libres (RL)
gue pueden dar lugar a reacciones con otros compuestos del

organismo y producir dano celular.

El estrés oxidativo se produce cuando, en un sistema, la
generacion de radicales libres y productos intermedios activos
excede su capacidad para neutralizarlos o eliminarlos (Figura

18)(116,117).
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DEFENSAS FRENTE A HOMEOSTASIS ESTRES OXIDATIVO
ERO DE ERO

ANTIOXIDANTES ERO

SUPEROXIDO DISMUTASA,
CATALASA

N SUPEROXIDO
GHS REDUCTASA Y ANIO
PEROXIDASA
RADICALES HIDROXILO
ROGENO
LACTATO Y PIRUVATO DEROXIDO DE HID

ESPECIES REACTIVAS
ALFA-TOCOFEROL TAURINA E OTRAS
HIPOTAURINA

Figura 18. Equilibrio entre oxidantes y antioxidantes (118).

El concepto actual de "estrés oxidativo" también debe
incluir las vias relacionadas con el "estrés nitrosativo o nitrico"
y, por su implicacién en eventos metabdlicos celulares y
extracelulares, al "estrés metabodlico". Las especies reactivas
intermedias de oxigeno (ERO) y nitrégeno (ERN) se producen

constantemente bajo condiciones fisiolégicas (119,120).
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Las principales especies reactivas de oxigeno y de
nitréogeno son:

- Radical superoéxido O, -

- Radical hidroperdéxido HO,:

- Peroxido de hidrégeno H,0,

- Radical hidroxilo HO-

- Radical alcéxi RO-

- Radical peroxi ROO-

- Oxido nitrico NO-

- Dioxido de nitrégeno NO,

Dichas especies reactivas son de origen endégeno vy
surgen como “accidentes quimicos”, es decir, como reacciones
secundarias no deseadas entre las biomoléculas. Otras se
producen in vivo con un fin determinado, como es el caso de
los fagocitos activados, que producen O, y H,0,. El organismo
también estd expuesto a radicales libres procedentes de
fuentes externas, como la dieta con alimentos prooxidantes, el

humo del tabaco, la polucion ambiental y el ozono.

Estas especies tan reactivas, en condiciones normales
no causan dafio debido a que la célula estda provista de

mecanismos de defensa antioxidantes; estas defensas son
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suficientes y adecuadas para prevenir una lesidn sustancial a los
tejidos, pero al no existir exceso de las mismas, una
sobreproduccion de radicales libres o una caida en el nivel de
defensas antioxidantes conducird a un desequilibrio y dafo
celular por reaccidon con biomoléculas como los lipidos, acidos
nucléicos y proteinas e inactivacién de su funcién (Figura 19)

(120).

OXIGENO NITROGENO
///

N
g
N

ED
| | MITOCONDRIA |
'
Superoxido Nitrato | CITOCROMO P450 |
Ozono Nitroxilo
Peroxidod e hidrégeno Nitrositiol | PEROXISOMA |
Radical hidroxilo Peroxinitrina
Radical peroxido Fe-dinitiroxotiol
Acido hipoclorito
Oxigeno singlet?

\\\

Normalidad del potencial redox y volumen
celular

Proteccion del nucleo

Modulacién de la actividad enzimatica
Induccién de secreciones

Mantenimiento del tono vascular
Transporte de iones intracelular

N
Mensajeros de informacion al niicleo
Mensajeros de metabolismo

Mediadior de sefializacion intra e intercelular

Figura 19: Reacciones de ERO y ERN con proteinas, carbohidratos y lipidos, con la consiguiente
alteracion tanto en la homeostasis intracelular e intercelular hasta la posible muerte celulary la

regeneracion(118).
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1.2.2 Fisiopatologia y consecuencias del estrés

El dafio celular producido por las ERO ocurre sobre

diferentes macromoléculas.

* LIPIDOS

Es aqui donde se produce el dafio mayor en un proceso
gue se conoce como peroxidacion lipidica afectando a las
estructuras ricas en acidos grasos poliinsaturados, alterando la
permeabilidad de la membrana celular, y produciendo edemay
muerte de la célula. La peroxidacidn lipidica, o enranciamiento
oxidativo, representa una forma de dano tisular que puede ser
desencadenado por el oxigeno, el oxigeno singlete, el peréxido

de hidrégeno y el radical hidroxilo.

Los acidos grasos insaturados son componentes
esenciales de las membranas celulares, por lo que deben ser
importantes para su normal funcionamiento; sin embargo, son
vulnerables al ataque oxidativo iniciado por los radicales libres

de oxigeno (121-123).

Los productos finales de este proceso de peroxidacion

lipidica son aldehidos, gases hidrocarbonados y varios residuos
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quimicos, incluyendo el malondialdéhido (MDA)(124). Muchos
de los aldehidos formados reaccionan rapidamente con los
componentes celulares, causando mutaciones en el ADN, y
produciendo dafos estructurales y funcionales al reaccionar
con proteinas (125). La cantidad de perdéxidos lipidicos que llega
a formarse en una membrana bioldgica estad determinada por la
cantidad de radicales libres que se originan inicialmente y por la
propagacion de la peroxidacién lipidica. Ciertos componentes
de la defensa antioxidante de las células restringen la extension
de esta reaccion en cadena, siendo incluso en ocasiones

capaces de detenerla completamente (126).

La peroxidacién lipidica se considera un factor muy
importante en el envejecimiento de las células aerdbicas (127).
Es un proceso continuo y fisioldgico que actia como un
renovador de las membranas bioldgicas en condiciones
normales, pero su excesiva activacion ha sido implicada en el
desarrollo de varias condiciones patolégicas, como la

ateroesclerosis, la diabetes y el cancer.

* PROTEINAS
Todos los aminoacidos presentes en las proteinas tienen
residuos susceptibles de ser atacados por los radicales libres,

sobre todo por el radical hidroxilo (128). El dafio oxidativo se
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produce sobre un grupo de aminoacidos como la fenilalanina,
tirosina, histidina, triptéfano y metionina; ademas de formarse
entrecruzamientos de cadenas peptidicas hay fragmentacion de
la proteina por ruptura de los enlaces peptidicos y por ultimo
formacién de grupos carboxilos que impiden el normal

desarrollo de sus funciones (121).

El envejecimiento conlleva la acumulacién de proteinas
danadas debido a que, con la edad, se produce un aumento en
la velocidad de oxidacion de las mismas, una disminucion de la

capacidad de degradar estas proteinas, o ambos a la vez (128).

¥ ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO (ADN).

Los radicales libres pueden reaccionar con todos los
componentes del ADN. En presencia de oxigeno se forman
radicales peroxilo por adicién de éste a las bases o al azucar del
ADN. Las reacciones posteriores de los radicales formados en el
ADN dan lugar a un gran numero de productos (129). Como
consecuencia ocurren mutaciones y fendmenos de
carcinogénesis, hay pérdida de expresiéon o sintesis de una
proteina por dano a un gen especifico, modificaciones
oxidativas de las bases, delecciones, fragmentaciones,
interacciones estables ADN-proteinas, reordenamientos

cromosomicos y desmetilacidn de citosinas del ADN que activan
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genes. El dafio oxidativo se puede producir por la alteracidon
(inactivacidon/pérdida) de algunos genes supresores de tumores
ocasionando la iniciacidn y/o progresion de la carcinogénesis.
Los genes supresores de tumores pueden ser modificados por
un simple cambio en una base critica de la secuencia del ADN

(121-123).

Un hecho muy importante a resaltar es que el ADN
mitocondrial estd expuesto a un mayor dano oxidativo que el

ADN nuclear (130).

Segln algunos estudios el dafo oxidativo al ADN vy la
mutagénesis son dos causas importantes del cdncer. La
oxidacién del ADN es debida a que las defensas antioxidantes
no son perfectas, ya que incluyen vitaminas C y E, vy
carotenoides procedentes de frutas y vegetales de la dieta. Una
disminucion de su ingesta aumenta el grado de oxidacién del

ADN vy, por tanto, el riesgo de cancer (131).

Las lesiones oxidativas del ADN parecen estar implicadas
no sélo en el envejecimiento celular, sino también en la
patogenia de las enfermedades asociadas a la edad avanzada.
El ADN danado es reparado por enzimas que cortan la parte

afectada, que es entonces excretada por la orina. Puesto que
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las enzimas reparadoras no llegan a eliminar todas las lesiones,
éstas se acumulan, con lo que el nimero de mutaciones

aumenta con la edad (129).

* GLUCIDOS

Los monosacaridos actian como limpiadores
(scavengers) del radical superdxido e hidroxilo. No obstante, los
polisacaridos son destruidos por la accion de los radicales libres
de oxigeno y son varios los radicales libres capaces de degradar
las glicoproteinas del moco de la mucosa traqueo-bronquial.
Existen mecanismos enddgenos y exdgenos para prevenir la
accién de los radicales libres de oxigeno, pudiendo eliminarlos
directamente, (en cuyo caso se les denomina scavengers) o
bien bloquear la generacién de sus efectos deletéreos. La
glucosa constituye un captador del radical superdxido, al

retenerlo e impedir su accidn sobre otras moléculas.

En la diabetes mellitus se ha observado una correlacién
directa entre los radicales libres y el estrés oxidativo,
relacionada con el metabolismo de los peréxidos y de los

metales de transicion (132).
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1.2.3 Mecanismos de defensa

Segun Halliwell (133) podemos definir como
antioxidante a “cualquier sustancia que, en bajas
concentraciones comparada con el sustrato oxidable,
disminuye significativamente o inhibe la oxidacion de este

sustrato”

Los oxidantes se generan en la mitocondria vy
peroxisomas como resultado del metabolismo intracelular
normal, asi como de una variedad de sistemas de enzimas
citosélicas. Ademads, varios agentes externos pueden
desencadenar la produccion de ERO. Para hacer frente al estrés
oxidativo provocado por el metabolismo aerdbico, las células
animales y humanas han desarrollado un sistema de defensa
antioxidante ubicuo, basado en la accién de antioxidantes
enddgenos (producidos en el cuerpo) y de otros obtenidos por
la dieta (exdgenos). El primero incluye defensas enzimaticas
como la superodxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatidon
peroxidasa (GPx) y glutatién reductasa (GR) junto con un
numero de antioxidantes de bajo peso molecular no
enzimaticos, tales como el acido ascérbico, a-tocoferol vy

glutatidn, cisteina, tiorredoxina, péptidos de histidina, ferritina
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y transferrina, melatonina, uratos y tioles, vitaminas, etc.

(Figura 20)(134,135).

FUENTE EXOGENA FUENTE ENDOGENA DEFENSA ANTIOXIDANTE
*Quimioterapia +Citocromo p450 *Sistema enzimdtico (catalasa,
*Toxinas ambientales +Lipooxigenasa GPx, SOD)
+Citocinas inflamatorias +Mitocondria *Sistema no enzimatico (vit A,
*Radiacion ionizante *Metabolismo Cy E, glutatione)

*Luz ultravioleta *NADH oxidasa
+Peroxisomas

NO RO

.02 .NO2

RO .02

H202 -OH
—-.-_—-——_;

ALTERACION ALTERACION
FUNCIONES — HOMEOSTASIS — |— FUNCIONES
FISIOLOGICAS FISIOLOGICAS

| l 1 1

Crecimiento y
-Alt defensas metabolismo Dafio celular
-Disminucion | normales
respuesta proliferativa

Vias sefializacion
especificas

Envejecimiento
Enfermedad
Muerte celular

Figura 20. Efecto del estrés oxidativo y sistema de defensa (118).

La reduccién de los niveles de ERO por debajo del punto
de ajuste homeostatico puede interrumpir el papel fisioldgico
de los oxidantes en la proliferacion celular y la defensa del
huésped. Del mismo modo, el aumento de ERO también puede
ser perjudicial y conducir a la muerte celular o a la aceleracién
del envejecimiento y enfermedades relacionadas con la edad.

Tradicionalmente se cree, que el deterioro causado por el
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aumento de ERO es el resultado de dafios al azar a las
proteinas, lipidos y ADN. Ademads de estos efectos, un aumento
en los niveles de ERO también puede constituir una senal de
estrés que activa vias especificas de sefializacién redox. Una vez
activadas, estas vias de seiializacién pueden tener diversas
funciones tanto dafiinas como potencialmente protectoras

(Tabla 4).

Tabla 4: Tipos de ERO, fuente de sintesis y el dafio causado por la produccién de ERO (118).

NOMBRE DE ERO FUENTE>DONDEY DANO CASUSADO
CcOMO SE PRODUCE

Perdxido de Dismutacion de O, por  Dafio en la membrana celular
hidrégeno (H,0,) SOD

Hidroperoxido Reaccidn por radicales Peroxidacion de lipidos y ADN
organico (ROOH)

Radical hidroxilo Reaccidn de Fenton Dafio de los componentes celulares
(.OH)

16n superoxido Reaccidn de Puede liberar hierro de las

(.07) autooxidacion proteinas. Precursor de la

formaciéon de .OH

1.2.3.1. Sistemas enzimaticos de defensa

& SUPEROXIDO DISMUTASA

El principal ERO producido en el curso del metabolismo
del oxigeno es el superdxido, que es altamente reactivo vy
citotoxico. El superdxido se convierte en un producto mucho

menos reactivo, el peréxido de hidrégeno (H,0,), por accién de
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una familia de metaloenzimas conocida como la superdxido
dismutasa (SOD) (136). La superdxido dismutasa es ubicua y
cataliza la desproporcidn de superdxido a oxigeno moleculary a
perdxido, por lo que es fundamental para la proteccion de la

célula contra los productos toxicos de la respiracion aerdbica.

2 02_+ 2H+ -> HzOz + 02

Sin embargo, al generar perdxido de hidrégeno, en
presencia de hierro libre puede ejercer una acciéon pro-
oxidante, de modo que su acciéon debe ser completada por
sistemas que eliminen el H,0,, como el sistema catalasa o el

ciclo del glutatién.

¥ GLUTATION PEROXIDASA

Esta enzima juega un papel importante en la
detoxificacion del perdxido de hidréogeno e hidroperdxido -
generados en las células-, al reducirlos -en presencia de
glutatién reducido (GSH) como donante de electrones-, a agua

y alcohol respectivamente (137,138).

Es una enzima selenio-dependiente, que utiliza como
agente reductor el glutation reducido (GSH) oxidandolo a

glutatiéon oxidado (GSSG). GSH es el antioxidante mas
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importante en la mayoria de células de los mamiferos. Ademas,
el GSH tiene la importante funcién de destruir intermediarios
reactivos del oxigeno y radicales libres que se forman

constantemente en el metabolismo (139).

H,0,+GSH > H,0 + GSSG

GSSG+NAD(P)H 22> GSH + NAD(P)*

El GSH intracelular se oxida y convierte en GSSG por la
GPx, que cataliza la reduccién de H,0, en presencia de GSH. El
GSSG formado es inmediatamente reducido a GSH por medio
de la glutation reductasa (GR), que requiere NADPH como
cofactor, el cual es suministrado por la glucosa-6-
fosfatodeshidrogenasa que media la oxidacidn de la glucosa-6-
fosfato y del 6-fosfogluconato. Esta es una via principal del
metabolismo de H,0, en muchas células, por lo que es
importante para la proteccion de los lipidos de membrana

contra la oxidacion.

Existen 3 formas de GPx: GPx-c o forma celular, que
tiene mayor afinidad por el perdéxido de hidréogeno que por el
lipoperdxido; GPx-p o forma extracelular, que presenta afinidad

semejante para ambos sutratos y GPx-PH, con afinidad
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especifica pora los lipoperdxidos. Las formas GPx-c y GPx-p no

son capaces de utilizar los lipoperdxidos (140,141).

¥ CATALASA

La catalasa tiene una amplia distribucion en el
organismo humano y se localiza a nivel celular en las
mitocondrias, peroxisomas y citosol. Presenta 2 funciones
fundamentales: catalitica y peroxidativa, formando parte del
sistema antioxidante CAT/SOD que actla en presencia de altas
concentraciones de perdoxido de hidrégeno. La catalasa
participa en la eliminacion del perdxido de hidrégeno (H,0,)
dando lugar a oxigeno molecular (O;) y agua (H,0) (138) pero
también cataliza la oxidacion de diversos donantes de
hidrogeno en presencia de concentraciones relativamente

bajas de peréxido de hidrégeno.

1.2.3.2 Sistema de defensa no enzimatico

 VITAMINA C

La vitamina C o acido ascoérbico es considerado uno de
los mas poderosos y quizad el menos téxico de los antioxidantes
naturales (142). Participa en numerosos procesos biolégicos
como la hidroxilacion hepdtica del colesterol a nivel
microsomal, y ademas por sus propiedades reductoras, mejora
la estabilidad y utilizacidn del acido félico y la vitamina E. Se ha
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demostrado que la vitamina C capta radicales superdxido y
oxhidrilo, y actia como antioxidante interrumpiendo la cadena
de peroxidacion lipidica. Ademds, aunque no esté
completamente demostrado, podria proteger indirectamente
las membranas lipidicas a través de la regeneracion de la forma
activa de vitamina E que se une a ellas y podria ser importante
en la protecciéon antioxidante del plasma, de otros fluidos

extracelulares, de las membranas y a nivel intracelular (143).

La administracion cronica de acido ascdrbico ha
demostrado revertir la disfuncion vasomotora endotelial en

pacientes con enfermedad coronaria (144).

Las mayores fuentes de acido ascorbico en la dieta son
las frutas, especialmente los citricos, el kiwi, las cerezas y el
melén. También forma parte de la composicién de algunos
vegetales como tomates, coliflor, coles de Bruselas, col o

brécoli (145).

 VITAMINA E
El tocoferol o vitamina E es el principal antioxidante en
relacidn con las lipoproteinas de baja densidad (LDL). Es capaz
de captar radicales del oxigeno y cortar la cadena de

reacciones de los radicales libres. Tras su interaccion con el
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radical libre, el radical tocoferoxi puede ser regenerado por el
ubiquinol, glutatidon reducido y probablemente la vitamina C

(146).

¥ CAROTENOIDES

Son pigmentos que se encuentran en las plantas y en los
microorganismos, pero no son sintetizados por los animales.
Los principales carotenoides hallados en el plasma humano
son: luteina, criptoxantina y carotenos. Las mayores fuentes de
carotenoides de la dieta son las frutas y los vegetales como la
zanahoria, el brdcoli, el meldén, los tomates y las naranjas entre
otros. La ingesta promedio de los principales carotenoides con

la dieta es de unos 6 mg/d (147,148).

¥ FLAVONOIDES

Son un gran grupo de antioxidantes polifendlicos que se
hallan en muchas frutas, vegetales y bebidas como el té, el vino
y la cerveza. Son muy eficientes y capaces de reaccionar con
radicales como los peroxilos, hidroxilo, y O,. , formando el

radical fenoxi (149,150).
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1.2.3.3 Otras sustancias antioxidantes
¥ ACIDO LIPOICO

Es un tiol enddgeno que sirve como cofactor de los
complejos a-deshidrogenasa. Normalmente estd presente en
pequefas cantidades (5-25 nmol/g) en los tejidos animales. El
acido lipodico puede ser consumido en la dieta y no tiene

efectos secundarios conocidos.

¥ ALOPURINOL

El alopurinol es un analogo estructural de la base purica
natural hipoxantina y actia como un inhibidor de la xantina-
oxidasa, enzima responsable de la conversion de hipoxantina a
xantina y de xantina a Aacido durico, producto final del
catabolismo de las purinas. Por tanto, se puede considerar que
actua sobre el catabolismo de las purinas sin modificar su
biosintesis. La inhibicidon de la enzima xantina oxidasa por este

farmaco es efectiva tanto in vivo como in vitro.

® ACIDO URICO

El 4cido urico es el producto final del metabolismo de
las purinas en el ser humano y otros primates, que carecen de
la enzima uricasa, que es la que permite que continlde la

degradacion hasta alantoina y urea.
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¥ GLUCOSA

La glucosa se comporta como captador de radicales
hidroxilo y del radical superéxido, reteniendo a este ultimo e
impidiendo de esta forma su acciéon tdxica sobre otras

moléculas (151).

¥ ELEMENTOS TRAZA

Desde hace alguin tiempo se sabe que las enzimas
antioxidantes superdxido dismutasa, catalasa y glutatién
peroxidasa requieren elementos traza (Cu, Zn, Mn, Fe, Se) para
su biosintesis, y que la glutation reductasa precisa flavin-adenin
nucledtido como grupo prostético. Por ello, la regulacién de
estas enzimas antioxidantes en respuesta al estrés oxidativo

depende de la disponibilidad de estos elementos traza (152).

1.2.4 Medicién del estrés oxidativo

Debido a Ila dificultad existente para detectar
directamente los radicales libres, el estrés oxidativo se puede
conocer mediante la medicion de los productos de las
reacciones oxidativas (peroxidacién lipidica, oxidacién de
proteinas) o mediante el conocimiento de la depleccién de

sustancias antioxidantes (Figura 21y Tabla 5).
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Figura 21. Metabolismo del estrés oxidativo. Esquema del metabolismo del glutatién y los
mecanismos de defensa enzimdticos antioxidantes en células eucariotas (50).

Tabla 5. Marcadores de estrés oxidativo (153).

Malondialdehido (MDA)
8-iso-prostaglandina F2a
Acido tiobarbiturico
(TBARS)
- Productos de la peroxidacidon  4-hidroxi-nonenal (4-HNE)
lipidica Productos de oxidacién de
LDL
Hexanal
Etano y pentano en aire
exhalado
S - Descenso de PUFA
Medida indirecta S
. - Productos de glucoxidacion
de lesiones . . .
- (pentosidina, nepsilon-lisina..)
oxidativas . .
-Productos proteicos oxidados
(espectrofotometria,
colorimetria)
- Fosfatifilcolina hidroperoxido
- Productos de oxidacién del
DNA
- Aumento expresion RNAm
del coldgeno y citocinas
fibrogénicas
Niveles de Enzimaticos
antioxidantes No enzimdticos
Relacién Coenzima Q10
oxidado/reducido NADPH mitocondrial
Glutation (GSSG/GSH)
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1.2.5 Clinica ligada al estrés oxidativo

El estrés oxidativo ha sido implicado en muchos
procesos incluyendo el cdncer, aterosclerosis, malaria,
sindrome de fatiga crdnica, artritis reumatoide y procesos
neurodegenerativos tales como el Parkinson, Alzheimer, y la

enfermedad de Huntington (Figura 22) (154,155).

CEREBRO

AIZheimer, HIGADO Y

CORAZON ST, EUTS ) PANCREAS
esquizofrenia,

HTA, dislipemia, edema cerebral, Diabetes, enf
aterosclerosis, infarto Wilson
infarto miocardio,
angor, fallo
cardiaco ARTICULACION

Artritis
reumatoide,

PULMON o
osteoartritis,

Asma, alergia, . fibromialgi
o ESTRES ibromialgia

pulmonar, HTP OXIDATIVO -
REPRODUCCION

RINON Infertilidad

Urolitiasis PIEL/PELO SANGRE

Nefropatia Alt melanina Talasemia,
oM Pelo gris hemocromatosis,

hiperhomocistinem
0Jos ia, aterosclerosis,
Degeneracién macular LLA, HTA

Degeneracion retiniana

Cataratas

Figura 22. Efecto del estrés oxidativo en el cuerpo humano (118).
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La evidencia indirecta a través de determinados
biomarcadores de vigilancia, como las especies reactivas de
oxigeno y de nitrégeno, y las defensas antioxidantes, indica que
el dafo oxidativo puede estar implicado en su patogenia
(156,157). El estrés oxidativo también contribuye a la lesién
tisular en la diabetes, tras la irradiacién y la hiperoxia, y es
probable que esté implicado en el cancer relacionado con la
edad. La infeccidn por Helicobacter pylori, que aumenta la
produccién de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno en el
estdmago humano también se piensa que es importante en el

desarrollo de cancer gastrico.

De igual forma, se ha descrito que las ERO pueden ser
daninas para el cartilago al alterar las respuestas de los
condrocitos a los factores de crecimiento y su migracion a las
areas de cartilago deteriorado, conduciendo asi a la
osteoartritis (156). Por otra parte, aumenta la evidencia que
sugiere el papel de las ERO en el dafio de los islotes del
pancreas (157). Su aumento en el corazéon humano se asocia
con estenosis de la valvula adrtica (158) y su exceso en el rifidén
conduce a urolitiasis (159). También se ha observado que la
hiperglucemia desencadena la produccién de ERO tanto a nivel
mesangial como en las células tubulares del rifidén humano, lo

que conduce a cambios estructurales y funcionales en los
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glomérulos causando nefropatia diabética (160). Igualmente, el
aumento de produccion de ERO en altitudes elevadas puede
estar involucrado en la enfermedad aguda de montana, edema

pulmonar y cerebral de altitud (161-163).

1.2.6 Relacion entre estrés oxidativo vy
patologia pulmonar

1.2.6.1 Asma

Muchas observaciones sugieren que el estrés oxidativo
juega un papel importante en la patogenia del asma. En las vias
respiratorias, la pérdida del control de los oxidantes puede dar
lugar a mecanismos inmunoldgicos mediados por los linfocitos
Th,, en lugar de inducir una tolerancia inmune en la fase inicial
del desarrollo de la inflamacién alérgica de las vias respiratorias
(164-166). Ademads, puede contribuir a la progresion o
perpetuacién de la inflamacion existente mediante el aumento
de la hiperreactividad bronquial, estimulacién de la secrecién
de mucina e inducciéon de diversos mediadores quimicos
proinflamatorios  (167), todos ellos probablemente
relacionados con el asma grave (168). La incidencia mas alta de
asma bronquial se ha comunicado en areas con gran

contaminacién del aire, que es el principal oxidante exdgeno
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(169,170). La reducciéon de la ingesta de alimentos que
contienen antioxidantes también se relaciona con el aumento
de incidencia de asma (171). El incremento del estrés oxidativo
en pacientes asmaticos se asocia con una funcién pulmonar
disminuida. Sook Cho et al (172) mostraron que este aumento
en la via aérea precede al desarrollo de inflamacion eosinofilica,
hiperreactividad bronquial, y otras caracteristicas
fundamentales del asma, como la hipersecrecion mucosa (172).
Todo ello sugiere que el aumento de ERO actia como factor
fundamental para la induccién de inflamacién eosinofilica de
las vias respiratorias, por lo que el control del estrés oxidativo
intracelular es importante para el control eficaz de asma

bronquial.

1.2.6.2 Fibrosis pulmonar

La fibrosis pulmonar es el resultado final de un grupo
diverso de trastornos pulmonares. Aunque hay varios agentes
iniciadores de la misma, incluyendo toxinas, fibras/particulas,
reacciones autoinmunes, farmacos y la radiacién, la etiologia de
la mayoria de los casos de fibrosis pulmonar es desconocida.
Varios estudios han sugerido que el desequilibrio oxidante-
antioxidante en las vias respiratorias juega un papel critico en la

patogenia de la fibrosis pulmonar idiopatica (FP1)(173,174).
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Ademas, los oxidantes pueden contribuir al desarrollo de
lesiones fibroticas debido a sus efectos sobre la produccién de
citoquinas y factores de crecimiento tales como el TGF-B, un
regulador clave de los mecanismos de reparacidon aberrantes,
caracteristicos de muchas enfermedades fibréticas incluyendo
la FPIl. Hay varias posibles interacciones entre el TGF-B y los
oxidantes/antioxidantes en el pulmdn. El TGF-B no sélo induce
la produccién de ERO por la activacion de la NADPH oxidasa y/o
disfuncién mitocondrial, sino que también disminuye la
produccién antioxidante celular natural a través de la
disminucion de la expresidn tanto de la CAT como de la SOD
mitocondrial (175,176). Se han descrito niveles elevados de
proteinas oxidadas en personas con FPI (177,178). Algunos
estudios sugieren que varios sistemas enzimaticos
antioxidantes protegen de la fibrosis pulmonar (179). Pero los
sujetos con FPl también tienen disminuida la capacidad
antioxidante (180). Por tanto, los oxidantes y el TGF-B parecen
interactuar para potenciar la respuesta fibrética en los

pulmones.

1.2.6.3 Cancer de pulmodn

Se sugiere que las ERO pueden estimular oncogenes

tardios como los Jun y Fos. La sobreexpresidon de Jun se asocia
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directamente con el cancer de pulmén (181,182). En los
canceres de pulmdn, el gen p53 que se asocia con la produccién
de ERO, a menudo estd mutado y defectuoso, induciendo
apoptosis. Cuando muta, p53 se acumula en el citoplasma vy
funciona como un oncogén (183). Las proteinas modificadas y
los lipidos pueden aumentar el riesgo de mutagénesis,
mediante la formacidn por peroxidacion de lipidos de
subproductos genotdxicos que reaccionan con el ADN,
modifican la ADN polimerasa o inhiben las enzimas

responsables de la reparacién del ADN (184).

1.2.6.4 Déficit de alfa 1 antitripsina

Los bajos niveles o actividad de la AAT se atribuyen, en
parte, a una excesiva polimerizacién de la proteina mutada
(185) y a cambios postraduccionales en misma, causados por el
estrés oxidativo (13,185). Como ya se ha comentado, la AAT
polimerizada sufre un mal plegamiento quedando retenida en
el interior de los hepatocitos, lo que contribuye a su reduccién

en la sangre (186).

Estudios realizados en ratones han permitido
corroborar la relacién existente entre la presencia de enfisema

y los bajos niveles de AAT en el suero, al comprobar que la
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gravedad del enfisema provocado por el humo de tabaco, era
inversamente proporcional a las cifras de AAT (187) y que el

aporte de AAT exdgena tenia un efecto beneficioso (188-191).

El humo de cigarrillo contiene gran cantidad de agentes
oxidantes y activa a su vez, las vias oxidativas pulmonares. El
desequilibrio  entre  sustancias  oxidantes-antioxidantes,
observado en los pulmones de pacientes con DAAT, resultaria
de la incapacidad de los sistemas antioxidantes pulmonares

para eliminar las especies reactivas de oxigeno (192).

Ademas de la actividad antiproteasa, la AAT desempeiia
un papel importante en la regulacion de los procesos
inflamatorios pulmonares. Tiene por si misma efectos
antiinflamatorios y antibacterianos, pudiendo inhibir Ia
respuesta inmune y estimular la reparacion tisular. Estudios
recientes han demostrado que la polimerizacién de la variante
ZZ no ocurre sélo dentro de los hepatocitos, sino también en
tejidos periféricos como el pulmén. Asi, se han encontrado
grandes cantidades de AAT polimerizada en los lavados
broncoalveolares de pacientes con el fenotipo ZZ (193). Es por
tanto posible, que la actividad antiproteolitica pulmonar pueda
estar disminuida en estos individuos, ya que la AAT

polimerizada parece ser funcionalmente inactiva. Ademas, la
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AAT polimerizada puede promover procesos inflamatorios en el
pulmén (194). En el momento actual se sabe muy poco de la
magnitud e importancia de esta accion proinflamatoria, pero la
transicion conformacional de la AAT, de mondmero a polimero,
podria convertir una molécula anti-inflamatoria en una pro-

inflamatoria (195).

Todos estos estudios apoyaria la importancia del estrés
oxidativo en la patogenia de la EPOC observada en los
pacientes con déficit de AAT. Sin embargo, su perfil no ha sido

nunca determinado en ellos.

Dado que el estrés oxidativo esta involucrado en la
patogenia de diversas enfermedades, es razonable pensar que
podria estar también implicado en el DAAT, de ahi el interés de

su estudio.
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2. Justificacion del estudio

Los datos clinicos de los pacientes con DAAT indican que
existe una gran variabilidad en la expresidn clinica de esta
enfermedad. Ni los niveles plasmaticos de AAT, ni el fenotipo,
pueden por si solos, identificar a aquellas personas que
desarrollaran dafo pulmonar y/o hepatico grave, lo que indica
que podrian existir otros mecanismos, ademas del desequilibrio
proteasa-antiproteasa, que contribuyen al desarrollo de
enfisema pulmonar y/o hepatopatia. Por ello, seria importante
identificar nuevos factores de riesgo implicados en Ia
progresiéon del DAAT para poder entender la variabilidad de las
manifestaciones clinicas observadas en estos pacientes vy

utilizarlos como dianas terapéuticas en futuras terapias.

En apoyo a esta idea, diversos estudios en modelos
animales han demostrado la implicacion del estrés oxidativo en
la fisiopatologia de esta enfermedad y su papel en la oxidacién
de la metionina del centro activo de la AAT, disminuyendo asi
su afinidad por la elastasa del neutrofilo, y conduciendo a una
mayor concentracién de elastasa libre en la sangre que puede,
a su vez, interaccionar con la matriz pulmonar. Del mismo

modo se ha demostrado, que el tratamiento con antioxidantes
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reduce significativamente el enfisema inducido por la elastasa
en ratas, asi como la frecuencia de dafio hepdtico en los
pacientes con DAAT. Todas estas evidencias sugieren una

asociacion entre el estrés oxidativo y el DAAT.
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3. Hipotesis

A pesar de los datos expuestos en la justificacion de este
estudio, no tenemos constancia de que el perfil de estrés
oxidativo se haya determinado en personas afectas de DAAT.
En el presente trabajo planteamos la hipdtesis de que el estrés
oxidativo se encuentra aumentado en estos sujetos, incluso en
la edad pedidtrica, antes de que desarrollen manifestaciones

clinicas graves.

En caso de confirmarse esta hipdtesis se podrian disenar
nuevos estudios en pacientes adultos con distintos fenotipos de
DAAT, para tratar de dilucidar la relacidn entre estrés oxidativo

y enfermedad pulmonar.
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4. Objetivos

El presente trabajo se lleva a cabo para investigar el
papel del estrés oxidativo en la fisiopatologia del DAAT, con el

fin de:

4.1. Determinar los marcadores de dano oxidativo en
muestras de sangre de pacientes con DAAT.

Para ello se van a cuantificar los niveles de glutation
oxidado/reducido [GSSH/GSH] y el dafio oxidativo en el ADN (8-
OHdG), en los lipidos (MDA) y en las proteinas (PC).

4.2. Determinar la actividad de las principales enzimas
antioxidantes celulares.

Concretamente, se pretende estudiar la Glutation
peroxidasa (GPx), la Glutation reductasa (GR), la Superéxido

dismutasa (SOD) y la Catalasa (CAT).

4.3. Valorar la asociacion entre los parametros de
estrés oxidativo, los fenotipos de la enfermedad y las
posibles manifestaciones clinicas.

Para estimar el peso aislado de este parametro de forma
independiente, el estudio se ha centrado en una poblacidn

pediatrica, en la que no existe expresion clinica de enfermedad
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pulmonar y estd exenta de otros factores distorsionadores

como el habito tabaquico.

Esto permitird confirmar o rechazar nuestra hipdtesis

de trabajo.
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Poblacion estudiada
5. Material y métodos

5.1. Poblacién estudiada

Se han establecido dos grupos de individuos:
¥  Pacientes.
a) Criterios de inclusion

Pacientes diagnosticados de DAAT segun |las
recomendaciones de la European Respiratory Society vy
American Thoracic Society (21), con niveles de AAT menores de
20 umol/L 6 inferiores a 103 mg/dL y fenotipos diferentes a
MM, seguidos en la Unidad de Neumologia Infantil y Fibrosis
Quistica del Servicio de Pediatria del Hospital Clinico

Universitario de Valencia (Departamento 5).

Aceptacién por parte del paciente si era mayor de 12
afos, o de los progenitores o tutores, en caso de ser menor de
esa edad, para participar en el estudio, con firma de un

consentimiento informado redactado para tal fin (Anexo 1).

b) Criterios de exclusion
e Pacientes con enfermedades relacionadas con estrés
oxidativo como la artritis reumatoide, lupus
eritematoso, enfermedad inflamatoria intestinal,
diabetes mellitus, enfermedad cardiaca o neoplasias.
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e Pacientes con fiebre o infeccion activa en el momento
de su inclusion en el estudio.

e Toma de paracetamol en el mes previo.

e Antecedente de intervencidon quirurgica reciente (tres
meses previos).

e Pacientes que hubieran realizado ejercicio fisico intenso
reciente durante los 2-3 dias previos a la toma de
muestras.

e Pacientes tratados con sustancias antioxidantes en los
tres meses previos (Vitamina C; N-acetilcisteina, etc).

e Pacientes que no aceptaran participar, o no firmaran el

consentimiento informado.

¥  Controles.

Como grupo control se han estudiado individuos sanos,
con fenotipo MM vy sin DAAT, reclutados de forma voluntaria
entre los familiares de los pacientes y/o personal del hospital,

de edades lo mas pareadas posible a las del grupo de enfermos.

Los integrantes de este grupo debian ser no fumadores,
carecer de antecedentes de rinoconjuntivitis, asma,
broncoespasmo inducido por ejercicio, eccema atdpico,
manifestaciones respiratorias cronicas, u otros procesos
morbosos relevantes. Debian aceptar participar y firmar el
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consentimiento informado redactado para tal fin (Anexo 1),
él/ella personalmente si superaba la edad de 12 afios, o sus
progenitores o tutores legales en caso de ser menor de esa

edad.

Los criterios de exclusion fueron idénticos a los del

grupo de pacientes con DAAT.

5.2. Calculo del tamafo muestral

El tamafo muestral se ha calculado utilizando los
siguientes parametros: tamafio poblacional, incidencia en
nuestro medio de déficit de alfa 1 antitripsina, precisiéon y error

alfa.

El tamano poblacional de referencia lo constituye el
numero de poblacién asignado al Hospital Clinico de Valencia,
gue segun los datos facilitados por la Conselleria de Sanitat es

de 334.193 habitantes.

La prevalencia esperada de déficit de alfa 1 antitripsina,
basdandonos en los datos publicados sobre su incidencia en la

poblacién espafiola, es de 160.000 pacientes Pi SZ y Pi ZZ, y de
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1.222.041 con fenotipo Pi MZ y SS (68).

Se establecid una precisién de +/- 0.10 y un error o de
0.05. Utilizando dichos pardmetros, se determind que el

numero minimo de pacientes a estudiar era de 20.

5.3. Anamnesis y evaluacion general

Se elabord una hoja de recogida de datos (Anexo 2). En
la anamnesis se recogieron los siguientes pardmetros: fecha de
nacimiento, edad en el momento de la entrevista (afios), edad
de comienzo de la clinica (anos), sexo, peso, talla, indice de
masa corporal, y antecedentes de enfermedades respiratorias o
infecciosas. Asimismo, se registraron, en caso de existir, el
consumo diario de alcohol (gramos etanol/dia) y tabaco (n®
cigarrillos/dia) de los sujetos participantes en el estudio, asi
como la presencia de fumadores en el domicilio. Por ultimo, se

anotaron los tratamientos de los pacientes.

Se valoré la situacion clinico-patoldgica de los pacientes

con DAAT incluidos en el estudio a través de:

¥ Antropometria: Las mediciones antropométricas

se realizaron utilizando técnicas estandar. El
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indice de masa corporal (IMC) se calculé como la
relacion de peso (Kg)/altura (m?)

Funciéon pulmonar: La medicion de los volumenes
pulmonares se realizé mediante espirometria,
analizando el volumen espiratorio forzado en el
primer segundo (FEV;), la capacidad vital forzada
(FVC), la relacion FEV{/FVC vy los flujos
mesoespiratorios (FEF;s.75). Los valores de
normalidad de la funcion pulmonar se definieron
como: FEV; y FCV> 80% del valor tedrico,
FEV{/FVC> 80% predicho y FEF;s7;5> 65% del
predicho, segun las tablas de Zapletal (196). En
los pacientes que se pudo determinar también se
estudio la difusion de carbdnico a nivel alveolar
(DLCO) y la pletismografia.

Tests de funcién hepadtica: Incluyen la
determinacién de las enzimas hepdticas como la
aspartato  aminotransferasa  (AST), alanin
aminotransferasa (ALT) y gamma glutamil-
transferasa (GGT), que se realizaron utilizando
los procedimientos rutinarios del laboratorio de
analisis clinicos del Hospital Clinico Universitario
de Valencia. Se tomaron como valores de

referencia para cada enzima los aportados por el
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laboratorio: AST 1-37 U/L; ALT 1-41 U/Ly GGT 1-
55 U/L.

¥ Concentracion sérica de la AAT: La mediccion se
efectué por nefelometria. Se tomdé como
intervalo de referencia de normalidad el
estipulado por el laboratorio: 90 a 200 mg/dI
(22).

¥ Fenotipos de AAT: Se determinaron por
isoelectroenfoque en muestras de suero, tal
como se describe en la bibliografia (197).

™ Dafo pulmonar: Se valoré el dafio estructural
pulmonar a través de la radiologia simple de
térax y/o tomografia axial de alta resolucidn
(TCAR) pulmonar.

™ Alergia: Se valor6 mediante prick cutaneo,
cuantificacién de IgkE y eosinofilia en sangre.

5.4. Determinaciéon del perfil de estrés
oxidativo

Las tomas de sangre se realizaron en el servicio de
Pediatria del Hospital Clinico Universitario de Valencia, a
primera hora de la mafiana, con el paciente en ayunas,

remitiendo las muestras al Laboratorio Central del Hospital
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Clinico Universitario de Valencia y al laboratorio FIHCUV-

INCLIVA.

Se recogieron dos tubos de 3 ml de sangre
anticoagulada con heparina de litio y otros dos de 3 ml de
sangre anticoagulada con EDTA. En el Laboratorio Central del
Hospital Clinico de Valencia se realizaron las siguientes
determinaciones: glucemia basal; transaminasas; colesterol,
triglicéridos, HDL y LDL (dentro de los controles analiticos

rutinarios que se realizan una vez al afio a estos pacientes).

En el Laboratorio de la Fundacion para la Investigacion
del Hospital Clinico Universitario de Valencia -INCLIVA-, se

efectuaron las determinaciones del estrés oxidativo en sangre.

La obtencion de suero se efectud a partir de una de las
muestras de sangre, recogida en tubos de 3 ml con heparina de
litio (Vacutainer SST Gel Separator Tube; Cat #367975; BD), que
se dejé coagular durante 30 min., a temperatura ambiente. La
separacion de suero se realizd por centrifugacién a 2000 x g,
durante 15 min, a 42C. La capa superior del mismo se pipeted y

almacend a -802C hasta su ensayo.
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5.4.1. Determinacion de los niveles de glutation
oxidado/glutatién reducido (GSSG/GSH)

La determinacion de los niveles de GSSG/GSH se realizd
segln el método descrito previamente por Asensi et al (198). Se
recogieron las muestras de sangre en tubos que contenian 3 ml
de heparina de litio (Vacutainer Cat # 02-675-28; BD). La sangre
heparinizada se dividid en dos alicuotas de 500 ul, uno para la

determinacién de GSH y otro para la determinacién de GSSH.

Las alicuotas de sangre se incubaron con 500 pl de acido
perclérico al 12% frio y con 2 mM de acido batofenantrolina
disulfénico al 2%; en la muestra para la determinacién de GSSG
se anadieron ademas 40 mM de N-etilmaleimida (para evitar la
reduccion del glutatidn). Los tubos se agitaron vigorosamente y
se centrifugaron a 15.000 x g durante 15 min a 49°C. El
sobrenadante acido derivado se incubé con 1-fluoro-2-4-
dinitrobenceno durante 45 min, a 49C; se secaron al vacio y se
almacenaron en la oscuridad a -20°C, hasta su analisis. La
determinacién del GSSG y del GSH, se llevd a cabo por
cromatografia liquida de alto rendimiento con deteccion
ultravioleta-visible. El glutatidn total se calculé como la suma de
GSH mas GSSG. Los resultados de GSSG, GSH y glutation total se

han expresado en uM y el cociente GSSG / GSH en porcentaje.
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5.4.2. Determinacion del dafio oxidativo en el ADN:
Medicion de los niveles de 8-OHdG.

El dafio oxidativo en el ADN se determiné midiendo los
niveles de 8-OHdG mediante ELISA. Se utilizéd un kit comercial
desarrollado por el Japanese Institute for the Control of Aging
(OxiSeIectTMOxidative DNA Damage ELISA kit; Cell Biolabs; Cat
# STA-320). Se afadieron 50 pl de suero (diluido 1:5 en tampdn
de dilucién) a una placa de 96 pocillos a la que previamente se
habia anadido un anticuerpo anti-8-OHdG. Pasados 10 min de
incubacién a temperatura ambiente, se afiadié a cada pocillo,
un anticuerpo monoclonal anti-8-OHdG y se incubd a
temperatura ambiente durante 1 hora, seguido de incubacion
con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de
rabano. A continuacidn, se afadié a cada pocillo una solucién
de sustrato (100 pl) y se incubdé durante 30 minutos a
temperatua ambiente, tras lo cual la reaccion se detuvo y se
determiné la absorbancia de cada pocillo mediante
espectrofotometria a 450 nm. El contenido de 8-OHdG en las
muestras de suero se determind por comparacion con la curva

estandar de 8-OHdG.
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5.4.3. Determinacién del dafio oxidativo en los lipidos:
Medicion de los niveles de malondialdéhido (MDA)

Para la determinacion de los niveles de MDA se utilizd
un kit ELISA, comercializado por la empresa CellBiolabs
(OxiSelect™ MDA ELISA Kit; Cell Biolabs; Cat # STA-332),

siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las muestras de proteina del suero se diluyeron a
10ug/ml en PBS 1X. Las muestras de proteinas diluidas (100 pl)
o los estandares de albumina de suero bovino (MDA-BSA), se
incubaron en una placa de 96 pocillos, durante 2 horas a 37°C.
La determinacion de MDA presente en la muestra se realizé
incubando con un anticuerpo anti-MDA (1 hora a temperatura
ambiente), y con un anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rabano, durante 1 hora, también a temperatura
ambiente. A continuacidén, se anadié una solucion de sustrato
(100ul) a cada pocillo, y se incubd durante 30 minutos a
temperatura ambiente. La reaccién se detuvo y la absorbancia
de cada pocillo se leyé a 450 nm. El contenido de proteina MDA
en las muestras de suero se determiné por comparacion con la

curva estandar MDA-BSA.
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5.4.4. Determinaciéon del dafio oxidativo en las
proteinas: proteinas carboniladas

Para la determinacidn de las proteinas carboniladas se
utilizé un kit ELISA, comercializado por la empresa CellBiolabs
(OxiSelect™ ProteinCarbonyl ELISA Kit; Northwest; Cat # STA-

310) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Este método de ELISA permite medir carbonilos
cuantitativamente. Se mezclaron 5upl de suero con
dinitrofenilhidrazina, durante 45 min, a temperatura ambiente.
Los complejos de proteinas formados se diluyeron con 200ul de
tampdn de ensayo y se incubaron en una placa ELISA durante
toda la noche, a 49C. La proteina de dinitrofenilhidrazina
absorbida se determindé con un anticuerpo anti-
dinitrofenilhidrazina conjugado con biotina (200ul), durante 1
hora, a 3792C. Tras los lavados, se anadié al complejo,
estreptavidina-HRP (200ul) y se incubdé durante 1 h, a
temperatura ambiente. Seguidamente se afiadid la solucion de
sustrato (200ul) a cada pocillo, y se incubdé a temperatura
ambiente, hasta que el nivel mas alto llegd a 0.7 unidades de
absorbancia a 650 nm. La reaccidn se detuvo y la absorbancia
de cada pocillo se leyd6 a 450nm. El contenido de

dinitrofenilhidrazina en las muestras de suero se determind por
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comparacién con la curva estandar.

5.4.5. Determinacion de la actividad de los enzimas
implicados en el metabolismo del GSH y de los
principales  sistemas enzimaticos antioxidantes
celulares

La actividad enzimatica de las enzimas antioxidantes
(SOD, CAT, GPx y GR) se determind en suero utilizando kits de
inmunoensayo/inmunoanalisis enzimatico (Cayman Chemical
Company; Cat # 706002; 707.002; 703.102; 703.202;

respectivamente) segun las instrucciones del fabricante.

La actividad total de la SOD se determind usando
Superoxide Dismutase Assay kit (Cayman Chemical Company;
Cat. No. 706002). Se mezclaron en los 96 pocillos de la placa,
10ul de suero (diluido 1:5 con tampdn de muestra) o SOD
estandar con 190 ul de sal tetrazolio, para la deteccion de los
radicales superodxido generados tras la adicion de 20 pl de
xantina oxidasa. Se incubd 20 min a temperatura ambiente, y se
leyd la absorbancia a 440-460 (es adimensional), en una
microplaca de lectura. La actividad de SOD (unidades/ml) se

calculd desde la curva estandar.

La actividad de la GPx se midié usando GPx assay kit
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(Cayman Chemical Company; Cat. No. 703102). Se mezclaron en
los 96 pocillos de la placa, 20ul de suero (diluido 1:2) o GPx
estandar con una mezcla de co-sustrato que contenia NADPH,
Glutation y Glutation Reductasa. La reaccidn se inicié con la
adicién de 20 pl de hidroperdxido de cumeno y la absorbancia
se midiéd inmediatamente, a 340nm, en una microplaca de
lectura, una vez por minuto hasta obtener 5 puntos. La
actividad de GPx (nmol/min/ml) se calculé a partir de la curva

estandar.

La actividad de la CAT se determind usando Catalase
Assay Kit (Cayman Chemical Company; CAT. No. 703102). Se
mezclaron en los 96 pocillos de la placa, 20ul de suero o CAT
estdndar y se empezd la reaccién con la adicion de 20ul de
H,0,. Tras 20 min de incubacién a temperatura ambiente, se
leyd la absorbancia a 450nm con una microplaca de lectura y se
calculé la actividad de CAT (nmol/min/ml) desde la curva

estandar.

La actividad de la GR se midié usando GR Assay kit (kit
(Cayman Chemical Company; Cat. No.703202). Se mezclaron en
los 96 pocillos de la placa, 20ul de suero o GR estandar con 20ul
de GSSG. Se activé la reaccion con la adicion de 50ul de NADPH

y la absorbancia se midié inmediatamente, a 340nm en
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una microplaca de lectura, una vez por minuto, hasta obtener 5
puntos. La actividad de GR (nmol/min/ml) se calculé desde la

curva estandar.

La produccion basal de perdxido de hidrégeno (H,0;) se
determind en los leucocitos por citometria de flujo. EIl método
esta basado en la oxidacién del diclorofluoresceina diacetato.
Esta sonda tiene una fluorescencia basal baja, pero cuando se
oxida en presencia de H,0, se convierte en diclorofluoresceina
oxidada que presenta una elevada fluorescencia a 520 nm. La
determinacién se realiz6 afiadiendo diclorofluoresceina
diacetato a una concentracion final de 20 uM, se incubd con la
muestra durante 1 h a 379C y la fluorescencia generada se

midié mediante citometria de flujo (199).

5.5. Andlisis estadistico

Los datos se expresaron como mediana y rango
intercuartil (IQR). La valoracién de la normalidad se realiz
mediante el test de normalidad de Shapiro-Wilk. Se ha
efectuado un analisis bivariado para identificar los factores
asociados significativamente. Las variables continuas se han
analizado empleando los test no paramétricos U de Mann-

Whitney y Kruskal-Wallis. Las variables categoricas se analizaron
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con la prueba Chi-cuadrado (utilizando la correccién de Yates).
Se aceptd como significacidon estadistica una p<0.05. Para el
analisis estadistico se utilizé el programa GraphPad Prism 6

(GraphPad, La Jolla, CA, USA).

5.6. Comité Etico de Investigacion vy
consentimiento informado

Este proyecto fue aprobado por el Comité Etico de
Investigacién del Hospital Clinico Universitario de Valencia el 23

de Febrero de 2012 (Anexo 3).

El estudio reune las caracteristicas adecuadas referentes
a la informacién a los pacientes y cumplimiento de los criterios
éticos para la investigacion médica y biomédica, establecidos en
la Declaracion de Helsinki (Junio 1964, Helsinki, Finlandia) de la
Asamblea Médica Mundial y sus revisiones (Octubre 1975,
Tokio, Japdn), (Octubre 1983, Venecia, Italia), (Septiembre 1989,
Hong-Kong), (Octubre 1996, Somerset West, Sud-Africa),
(Octubre 2000, Edimburgo) y (Octubre 2008 Seul, Corea), en la
Declaracién Universal sobre el Genoma Humano y los Derechos
del Hombre de la UNESCO y en los acuerdos del Protocolo
Adicional del Consejo de Europa para la proteccion de los

Derechos del Hombre y de la dignidad del ser humano frente a
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las aplicaciones de la biologia y de la medicina (Paris 12-1-

1998, ratificado el 23-7-1999).

El estudio se ha ajustado en todo momento a la
legislacién vigente en cuanto a la confidencialidad de las
muestras y de la base de datos. Todos los sujetos participantes
(pacientes y controles) han tenido que leer, aceptar y firmar una
hoja de consentimiento informado donde se les notificaban los
objetivos y caracteristicas del proyecto, para poder participar en

el mismo (Anexo 1).

El estudio ha sido financiado por el Instituto de Salud
Carlos Il (FIS PI11/02884 y P114/02162) y por la Sociedad
Espanola de Patologia Respiratoria (SEPAR) niumero de proyecto

201/2013.
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6. Resultados

6.1 Evaluacion clinica, funcién pulmonar y
hepatica

Se incluyeron, de forma prospectiva, 54 sujetos
seguidos clinicamente en la Unidad de Neumologia Pediatrica
del Hospital Clinico Universitario de Valencia, desde Mayo

2011,y 35 controles.

Todos los pacientes a los que se les ofrecié formar parte
del estudio aceptaron participar y firmaron el consentimiento

informado. No se excluyé a ninguno de ellos.

Las caracteristicas clinicas y demograficas de los sujetos
incluidos se resumen en la tabla 6 (Los datos se expresan
como mediana y rango intercuartil. El valor de p corresponde a
la significancia estadistica tras la aplicacion del test de Kruskal-
Wallis 6 del test de chi-cuadrado, segin se comparasen

medianas o proporciones).

Los pacientes se han catalogado de acuerdo al fenotipo
de AAT, en 3 grupos de riesgo diferentes segun la probabilidad

de desarrollar enfermedad pulmonar y/o hepatica: bajo riesgo
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(MS; SS), riesgo intermedio (MZ; SZ) y alto riesgo (ZZ). El grupo
control estd constituido por voluntarios sanos con fenotipo
MM (Figura 23). El 70% del total (63/89) son nifios y el 30%

nifias, con una mediana de edad de 10 afos (rango 1-19).
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Figura 23. Distribucion por sexo y fenotipo de la poblacién del estudio.

De los 89 sujetos incluidos en el estudio, 35 (39.3%)
tienen un fenotipo MM (controles); 13 (14.6%) un fenotipo de
bajo riesgo; 32 (35.9%) un fenotipo de riesgo intermedio y 9

(10.2%), uno de alto riesgo (54 pacientes en total con DAAT)

(Figura 24).
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Figura 24. Distribucién por fenotipo.
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No existen diferencias significativas en la distribucién
de la muestra atendiendo al sexo (p=0.15), edad (p=0.15), ni

IMC (p=0.58) (Figuras 23, 25y 26).
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Figura 25. Edad (mediana) de cada uno de los grupos estudiados.

30
~
E 20
o
< L
O
s 104
O L] " ] L]
N
o o O o
Q&" ) eb\ ) Qfoo"
° N N N
N> @ <
@% N el
o
)
&

Figura 26. IMC (mediana) de cada uno de los grupos estudiados.
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De los 54 pacientes con DAAT, 25 (46%) presentaban
sintomas  broncoobstructivos y siete (13%) otras
manifestaciones clinicas en el momento del diagndstico (5/7
neumonia -tres de ellos con déficit asociado de IgA-, uno
dermatitis atopica y otro malacias en la via aérea). En 15/54
(28%) el diagndstico de DAAT se hizo por cribado familiar y en
7/54 (13%) por hipertransaminasemia (Figura 27).

Cribado
Sintomas broncoobstructivos

Hipertransaminasemia
Otros

L] 1o

28%

46 %

Figura 27. Motivo de la determinacién de AAT.

Atendiendo a la clinica presentada o al motivo de
determinacion de AAT en relacion a los fenotipos detectados,

tampoco se aprecian diferencias significativas (Figura 28).
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Q ,\’Q ,1/% ,50
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Figura 28. Motivo de la determinacidn de AAT segun los fenotipos detectados.

Los pacientes con asmay DAAT (25/54) pertenecian en
su mayoria al grupo fenotipico de riesgo intermedio (15/25). En
cuanto a la gravedad del asma, 16/25 (64%) tenian un asma
persistente moderado y 9/25 (36%), un asma episddico
frecuente (Figura 28). De ellos, 78% recibian tratamiento de
base con glucocorticoides inhalados a dosis bajas, a pesar de lo
cual, 4/25 mantenian una hiperreactividad bronquial reiterada

(repuesta positiva al salbutamol).

La funcidén pulmonar, valorada por espirometria en
todos los pacientes con DAAT, fue normal en todos los grupos
de riesgo, sin diferencias significativas (Figura 29). Al analizar
selectivamente el subgrupo de pacientes con asma y DAAT,

tampoco se han encontrado diferencias significativas ni en la
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funciéon pulmonar, ni en el tratamiento de base recibido

(corticoides a dosis bajas).

En 19 pacientes (7 ZZ, 2 SZ, 5 MZ y 5 MS) se realiz6é una
TC pulmonar y en otros 19 un estudio de difusion de DLCO vy
pletismografia (4 MS, 10 MZ, 3 SZy 2 ZZ), siendo normales en

todos ellos.
Espirometria
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Figura 29. Valores de la espirometria agrupados por fenotipo . *p=0.16

Los valores de la funcidn hepatica también fueron
normales en todos los sujetos del estudio, aunque se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de AST y GGT al comparar los grupos entre si (test
Kruskal-Wallis), con p=0.002 y p=0.009 respectivamente (Tabla
6. Figura 30.).
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Funcion hepatica
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Figura 30. Valores de la funcién hepdtica agrupados por fenotipo (mediana)

*p=0.002; **p=0.009

Los niveles de AAT mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.001) entre los grupos

(Figura 31. Tabla 6.).
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Figura 31. Valores de AAT agrupados por fenotipos *p<0.001
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Estas diferencias no se encontraron en el resto de los
parametros estudiados (hemograma, estudio alérgico, niveles
de inmunoglobulinas), aunque 3 pacientes con fenotipo MZ
tenian un déficit de IgA y cuatro (2 MSy 2 MZ) un aumento de

la IgE.

Atendiendo a los habitos de vida, ningun paciente ni
sujeto del grupo control era consumidor de alcohol y/o
fumador activo, y soélo cinco pacientes eran fumadores pasivos

(2 MS, 2 MZy 152).

Las caracteristicas clinicas y demograficas se resumen

en la tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas clinicas y demograficas de la muestra

Bajo Riesgo Alto
. Control . . . . Valor
Variable 35 riesgo intermedio riesgo
n=
(n=35) | (n=13) (n=32) (n=9) .
( E:.ad 11.17 11.54 11 14.11 015
medianay .
rango) (5-16) (8-14) (2-19) (6-19)
Sexo 27/8 8/5 21/11 7/2
(M/F) 0.69
75/25 61/39 65/35 77/23
(n2y %)
AAT 137.5 122 83 24 <0.001
(mg/dL) | (118-212) (93-167) (47-139) (19-36)
IMC 19.54 20.05 19.13 21.05
2 0.58
(kg/m") +/-2.57 +/-3.6 +/-3.59 +/-2.92
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Bajo Riesgo Alto
. Control . . . . Valor
Variable . riesgo intermedio riesgo
n=
(n=35) | (h=13) (n=32) (n=9) P
102 . 1
FVC (%) 0 98.5 08 0.78
(89.9-114.5) | (87.6-112.4) | (87.2-106.9)
FEV,% 105.4 103.9 100 0.81
(91.9-114) (92-118) (89.3-112)

FEV,/FVC 92 95 90.6 075
% (85-105.5) (85.1-108.3) (83-108) '
MMEF 80.5 84.1 104.3 016
25.75 (62-97) (72.6-92.7) (85-108.3) ’

ALT 30 25 28 26 0.26
(1-37U/L) | (25-37) (22.5-29.5) (24-33) (25.5-35.5) '
A
ST 19.5 18 20 32 0.002
(1-41U/L) | (18.7-28.7) | (16-18.5) (18-25) (24-40)
GGT 15 16 15 18 0.009
(1-55U/L) | (12-16.5) (13-17.5) (14-17) (17-20.5)

Los datos se expresan como mediana y rango intercuartil. El valor de p corresponde a la
significancia estadistica tras la aplicacion del test de Kruskal-Wallis. La comparaciéon de
proporciones se realizé mediante el test de chi-cuadrado.
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6.2. Determinacion del perfil de estrés oxidativo

Los parametros de estrés oxidativo se resumen en la
tabla 7, donde los datos se expresan como mediana y rango
intercuartil. El valor de p corresponde a la significancia

estadistica tras la aplicacion del test de Kruskal-Wallis.
Los biomarcadores de estrés oxidativo estan
aumentados, de modo significativo, en el suero de los nifnos

con un fenotipo de riesgo intermedio y alto de DAAT.

Tabla 7. Parametros de estrés oxidativo

. Bajo Riesgo Alto
Biomarcador Control . . . . Valor
riesgo intermedio riesgo
EO (MM) p
(MS,SS) (Mz,52) (2z)
GSSG/GSH
/ 2.42 2.62 4.14 6.47 <0.001
(%) (1.97-3.57) (1.07-3.77) (2.60-6.32) (4.56-9.50)
GT (uM) 2930 2684 1818 1630 <0.001
(2592-3687) (2261-2831) (1474-2535) (1292-1800)
GSH (uM) 2864 2183 1741 1713 <0.001
(2532-3620) (1947-2622) (1464-2326) (1376-1937)
GSSG (uM) 72.98 85.86 64 75.6 0.254
(63.96-91.81) | (75.32-108.5) (32.11-102.2) (68.05-101.60)
8-OHdG
0.61 0.68 0.97 2.00 <0.001
(ng/ml) (0.54-0.71) (0.60-0.82) (0.68-1.11) (1.16-2.54)
MDA
0.85 0.72 1.15 1.94 <0.001
(pmol/mg) (0.75-1.07) (0.52-1.85) (0.85-1.68) (1.44-3.76)
PC 0.15 0.16 0.17 0.25 0.01
(nmol/mg) (0.12-0.20) (0.13-0.23) (0.16-0.18) (0.19-0.26) '
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Actividad Bajo Riesgo Alto
L Control . . . . Valor
enzimaticay MM) riesgo intermedio riesgo o
H,0, ( (Ms,sS) (MZ,52) (zz)
SOD (U/ml) 5.38 5.90 6.16 5.76 0.08
(4.56-5.61) (4.38-6.3) (5.41-7.53) (3.78-6.17)
CAT 37.66 36.95 26.92 17.67 <0.001.
(nmol/min/ml) | (32.05-40.57) | (31.39-43.01) (16.47-38.89) (14.05-23.26) )
GPx 21.52 22.16 24.52 32.35 <0.001
(nmol/min/ml) | (18.32-23.18) (20.79-24.48) (19.37-26.79) (29.16-37.05) ’
GR 3.69 3.04 4.46 4.20 0.61
(nmol/min/ml) (3.41-4.38) (2.79-4.97) (2.67-5.22) (2.86-4.87) ’
.0, 198.5 251 323 584
(Unidad de ) 0.001
; (138.3-333.3) (212-335) (258.5-350) (369-601)
fluorescencia)

¥ Determinacién  de los niveles de glutatidon

oxidado/reducido (GSSG/GSH)

Los pacientes con riesgo intermedio y alto muestran
una elevacidon  significativa del cociente  glutatidn
oxidado/reducido (p<0.001)(Figura 32), una disminucion de los
niveles de glutatién total (p<0.001)(Figura 33) y de los niveles
de glutatién reducido (GSH) (p<0.001) respecto al grupo control
(Figura 34).
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Figura 32. Determinacidn de los niveles de glutation oxidado y

reducido en los controles y pacientes con déficit de alfa 1 antitripsina.
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Figura 33. Determinacion de los niveles de glutation total en
los controles y pacientes con déficit de alfa 1 antitripsina.
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Figura 34. Determinacion de los niveles de glutatidn reducido (GSH) en los
controles y pacientes con déficit de alfa 1 antitripsina.

Si comparamos a los pacientes entre si, los de alto
riesgo también muestran un aumento significativo del ratio
GSSG/GSH respecto al grupo de riesgo intermedio y bajo, con
una significacion de p=0.01 y p<0.001, respectivamente (Figura
35). En el grupo de alto riesgo los niveles de glutatién total
estan disminuidos al compararlos con el grupo de bajo riesgo y
riesgo intermedio, aunque la diferencia no es estadisticamente
significativa (p=0.07 y p=0.99, respectivamente) (Figura 36).
También son menores los niveles de GSH en el grupo de alto

riesgo, respecto a los de bajo riesgo, con una diferencia

161



Resultados

Determinacion del perfil de estrés oxidativo

estadisticamente significativa (p=0.04), pero no se llega a
alcanzar la significacion estadistica al compararlos con el grupo

de riesgo intermedio (p=0.56)(Figura 37).

Tampoco se encuentran diferencias

(p=0.254) si se comparan los niveles de glutatién oxidado

(GSSG) en los diferentes grupos ni entre los grupos deficitarios

(Figura 38).
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Figura 35. Determinacion de los niveles de glutation

oxidado/reducido en los pacientes con déficit de alfa 1 antitripsina.
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Figura 36. Determinacion de los niveles de glutation total en los
pacientes con déficit de alfa 1 antitripsina.
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Figura 37. Determinacion de los niveles de glutatién reducido en
los pacientes con déficit de alfa 1 antitripsina.
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Figura 38. Determinacion de los niveles de glutation oxidado en los
controles y pacientes con déficit de alfa 1 antitripsina. p=0.254

¥ Determinacidén del dafio oxidativo en el ADN ( 8-
OHdG), lipidos (MDA) y proteinas (proteinas carboniladas PC)

Se observaron diferencias significativas entre los
grupos, en los biomarcadores de estrés oxidativo. Los niveles de
8-OHdG, MDA y PC estan elevados significativamente en el
suero de los pacientes de riesgo intermedio y alto con valores
de p<0.001, p<0.001 y p=0.01 respectivamente (Figura 39,40 y
41).
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Figura 39. Determinacion de los niveles de 8-OH en el grupo control y
en los pacientes con déficit de alfa 1 antitripsina.
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Figura 40. Determinacidn de los niveles de MDA en el grupo control y en los
pacientes con déficit de alfa 1 antitripsina.
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Figura 41. Determinacion de los niveles de proteinas carboniladas en el
grupo control y en los pacientes con déficit de alfa 1 antitripsina.

Al comparar entre si a los pacientes con DAAT, se
observa que los de alto riesgo muestran un aumento
significativo del 8-OHdG (p=0.003, p<0.0001), MDA (p=0.02,
p=0.01) y PC (p=0.04, p<0.001) frente a los pacientes de riesgo
intermedio y de bajo riesgo respectivamente (Figura 42, 43 y

44).
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Figura 42. Determinacidn de los niveles de 8-OH en los pacientes con
déficit de alfa 1 antitripsina.
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Figura 43. Determinacién de los niveles de MDA en los pacientes con
déficit de alfa 1 antitripsina.
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Figura 44. Determinacion de los niveles de proteinas carboniladas en los
pacientes con déficit de alfa 1 antitripsina.

@ Determinacion de la actividad de los enzimas
implicados en el metabolismo del GSH y de los principales
sistemas enzimaticos antioxidantes celulares

Al analizar la actividad de las principales enzimas
antioxidantes entre los distintos grupos, se observa una
disminucion significativa en la actividad CAT (p<0.001) y un
aumento de la actividad GPx (p<0.001) a medida que aumenta
el riesgo del déficit. Estas diferencias no se encuentran en la
actividad de la SOD (p=0.08) ni en la GR (p=0.61) (Figura 45, 46

y 47). Cuando se compara el grupo control con el intermedio
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y el de alto riesgo, se aprecia una disminucién en la actividad de
la CAT (p=0.003; p<0.001, respectivamente) y un incremento
significativo en la actividad de la GPx (p=0.04; p<0.001,
respectivamente), mientras que no existen diferencias con el
grupo de bajo riesgo (p=0.27, p=0.98, respectivamente).
Tampoco se observan diferencias significativas en la actividad

de la SOD y GR (Figura 45, 46 y 47).
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Figura 45. Actividad de la Catalasa en los controles y pacientes con DAAT
(*p=0.003 ** p<0.001).
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Figura 46. Actividad de la Glutation Peroxidasa en los controles y
pacientes con DAAT. (*p=0.04 ** p<0.001).

101
Kruskal-W allis
p=0.08 8 Kruskal-W allis
8- p=0.61
= E |
E 6 N
5 6 =
2 e | T
o, © 4
o E
) c
4 -
2 E 2
o
0 T T T T
0 T T T
N o
o ° o
K & S S N o
& & S & B & N RS
o° Q & < N ) 2 4
° @ © ® < & :
) \ o @ O
@ < o < S
o A4 o v
o> S
& Cid
< &

Figura 47. Actividad de la Superdxido dismutasa y la Glutation reductasa en
los controles y pacientes con DAAT.
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Al comparar entre si a los pacientes con DAAT, los de
alto riesgo muestran una disminucién significativa de Ia
actividad CAT respecto a los de riesgo intermedio y bajo
(p=0.02, p=0.005, respectivamente), mientras que no existen
diferencias significativas entre los pacientes de riesgo bajo e
intermedio (p=0.09)(Figura 48). Del mismo modo, se observa un
incremento significativo en la actividad GPx en los pacientes de
alto riesgo comparados con los de riesgo intermedio (p=0.02) y
bajo riesgo (p=0.002)(Figura 49), y no se aprecian diferencias
significativas entre los de riesgo bajo e intermedio (p=0.35).
Tampoco se detectan diferencias significativas en la actividad

de la SOD y de la GR en estos grupos (Figura 50).
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Figura 48. Actividad de la Catalasa en los pacientes con DAAT.
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Figura 49. Actividad de la Glutatién peroxidasa en los pacientes con DAAT.

107 Kruskal W allis 87 Kruskal Wallis p=0.8
p=0.12

_|

SOD (U/ml)
> (=]
f )
GRd (nmol/min/ml)
S
f

Figura 50. Actividad de la Superdxido dismutasa y de la Glutatidn reductasa en pacientes
con DAAT.
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Las concentraciones basales de H,O, se muestran en la
tabla 7 pudiendo apreciar un aumento significativo de los
niveles a medida que aumenta el riesgo (p=0.001). Cuando se
comparan con el grupo control, los pacientes de riesgo
intermedio y alto muestran un aumento significativo de los
niveles de H,0, (p=0.04, p=0.001), mientras que no se
observan diferencias con los de bajo riesgo (p=0.84). Al
comparar entre si a los pacientes con DAAT, los de alto riesgo
muestran un aumento significativo de los niveles H,0, respecto
a los de riesgo intermedio (p=0.002), o los de bajo riesgo
(p=0.0004). Ademds, los pacientes de riesgo intermedio
muestran un aumento significativo de los niveles de H,0,

comparados con los de bajo riesgo (p=0.03) (Figura 51).
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Figura 51. Niveles de H,0, en los controles y pacientes con DAAT.
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7. Discusion

En este estudio, 68% de los sujetos incluidos son nifios y
32% nifas, diagnosticados de DAAT en base a una sospecha
clinica previa (hipertransaminasemia), en el 13 % de los casos, o
a través de un cribado familiar, en el 27% (tras el diagndstico del
déficit en algun pariente cercano, generalmente el padre o la
madre del nifio). Sin embargo, en casi la mitad de los pacientes
la determinacién de AAT fue solicitada dentro de un examen
analitico convencional planteado en nifios con clinica asmatica
reiterada o mal controlada, no porque el DAAT fuera el origen
de estas sintomatologia, sino porque la inclusion de este
pardmetro en los analisis solicitados con otro fin, permite
detectar esta anomalia y plantear precozmente pautas de
conducta y controles de salud respiratoria que influyan
favorablemente en su evolucion (ampliacién del calendario
vacunal con la vacuna antigripal estacional y Ia
antineumocdcica, implementacién del tratamiento precoz de
las infecciones respiratorias y alergias para minimizar el posible
dafio pulmonar, y adopcién temprana de hdbitos de vida
saludables, como la practica deportiva, evitar tabaquismo
activo y pasivo,...etc)(200). De hecho, el alto porcentaje de

pacientes de nuestra serie que han sido diagnosticados de este
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modo avala la importancia de extender esta recomendacion a
los pediatras de Atencién Primaria, o a los especialistas
pediatricos, para solicitar esta proteina cuando tengan que
realizar un andlisis de sangre por cualquier motivo. El bajo
precio de esta determinaciéon (aproximadamente 5-10 euros)
compensa con creces la informacion que aporta y la mejora
gue supone en el reconocimiento de una enfermedad
actualmente infradiagnosticada y con un importante retraso
diagndstico, frente a los potenciales inconvenientes
(psicoldgicos, sociales y laborales) de su diagndstico precoz

(21,100,201).

Al comparar nuestros resultados con los del Registro
Espanol de DAAT (REDAAT), en lo que respecta a los pacientes
pediatricos incluidos, observamos que también en él hay un
predominio de varones y que 45% de los nifios censados
presentaba algun sintoma respiratorio. Sin embargo, en el
47,6% de los casos, el motivo de la determinacion de los niveles
de AAT fue la enfermedad hepdatica seguido, en el 28,6%, del
cribado familiar (200), porcentaje similar al nuestro. Cabe
destacar que, al igual que sucede en los pacientes pediatricos
del REDAAT (201), los casos de nuestra serie diagnosticados a
partir de una hepatopatia, mostraban posteriormente una

hipertransaminasemia muy leve a lo largo de todo su
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seguimiento.

Dado que los pacientes de nuestro estudio proceden de
la Unidad de Neumologia Infantil, era de esperar que la mayoria
de ellos presentaran sintomas respiratorios. Sin embargo, como
ya hemos comentado, la incidencia de patologia respiratoria en
los pacientes pediatricos con DAAT y fenotipos de alto riesgo
(ZZ y SZ) es similar a la de la poblaciéon general (202). Los
pacientes de nuestra serie diagnosticados a partir de una
hipertransaminasemia, habian sido remitidos para seguimiento
neumoldgico desde las Unidades de Gastroenterologia o
Hepatologia Infantil donde detectaron el déficit, aunque la
mayor parte de ellos no presentaba clinica respiratoria, al igual

gue los pacientes remitidos para cribado familiar.

Aunque en nuestra muestra no existen pacientes
fumadores activos, el hecho de conocer precozmente la
existencia de un déficit de AAT, permite que se adopten
medidas para reducir o evitar el habito tabaquico, tanto en el
ambiente familiar que rodea al paciente como en el propio
individuo. En el estudio de Wall et al (84) se realizd un
seguimiento a una cohorte de nifios con diagndstico de DAAT
observando en ellos, que la adopcién del habito tabaquico era

inferior al de la poblacion general y que la funcidn pulmonar se
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mantenia normal a la edad de 20 afos. En nuestra cohorte cabe
destacar el bajo indice de tabaquismo pasivo (sélo en 5
pacientes) cuando la tasa de fumadores en Espafia en el
periodo del estudio oscilaba entre 23-26% (203); aunque se
trata de un dato recogido de la informacion dada por los
padres/tutores del nifio diagnosticado de DAAT, y por lo tanto
no objetivado, la labor informativa/educacional que se realiza
en los familiares tras el diagndstico del DAAT, podria haber
influido en estas buenas practicas (204). De hecho, muchos de
los padres que eran fumadores antes del diagndstico dejaron de
serlo tras el mismo, y, desde luego, la inmensa mayoria de los
pocos que mantuvieron el habito dejaron de fumar en el

domicilio familiar.

La valoracion del indice de masa corporal (IMC) es otro
de los parametros recogidos en nuestros pacientes por su
posible influencia negativa, en el caso de valores de IMC>30,
en el estado de estrés oxidativo o/y en el aumento de las
exacerbaciones respiratorias. Dado que la obesidad se
relaciona con un aumento del estrés oxidativo, se trata de un
factor de confusion a evitar (205). En nuestra muestra, el IMC
medio fue normal en todos los grupos, sin diferencias

significativas entre ellos.
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Del mismo modo, todos los pacientes con DAAT
incluidos en el estudio tenian una funcién pulmonar normal y
no presentaba ninguna alteracién estructural. No se han
encontrado diferencias significativas entre los valores
espirométricos (FVC, FEV,, FEV,/FVC), objetivando sélo una
disminucion de los MMEF ,s75 en los pacientes asmaticos
pertenecientes a los grupos de riesgo bajo e intermedio; es
precisamente en estos dos grupos donde mas se acumula esta
patologia (6/25 y 15/25, respectivamente), aunque las
diferencias no son estadisticamente significativas y se trata de
asmas clinicamente controlados con corticoides inhalados a
dosis bajas. En la muestra estudiada no hay ningln paciente
con asma grave mal controlado. Aunque se ha demostrado
que el DAAT no es causa de asma, se trata de una
comorbilidad frecuente que puede contribuir a un mal control
y un deterioro progresivo de la funcion pulmonar en pacientes
con enfisema (206). Las pruebas practicadas a los sujetos de
nuestro estudio para valorar la afectacién alveolo-intesticial
(estudio de difusién de CO;, en 19 de ellos, y TC pulmonar en

18) fueron también normales.

Los valores de funciéon hepatica en el momento del
estudio fueron normales, al igual que ocurre en los pacientes

pediatricos incluidos en el REDAAT, pese a que en el 13% de
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los casos el motivo diagndstico del DAAT fue Ila
hipertransaminasemia (200). Aun no estd bien estipulado el
mecanismo por el cual los pacientes con DAAT y fenotipo ZZ,
en los que se producen acumulos de polimeros intracelulares
de AAT en el hepatocito, presentan una normalizacién
progresiva de los valores de las enzimas hepaticas. Recientes
estudios proponen la hipdtesis “secretora”, por la cual los
polimeros ZZ son secretados desde el reticulo endoplasmico
del hepatocito hacia el torrente sanguineo, pudiendo
detectarse en la sangre, en muestras de lavado bronco-
alveolar, en biopsias cutaneas de paniculitis y en el rindn de
pacientes con vasculitis (207-210); la hipétesis contraria seria

la de autofagia con apoptosis celular y fibrosis hepatica (186).

Al analizar los parametros de estrés oxidativo, nuestro
estudio muestra un incremento de los mismos en los
pacientes con DAAT comparados con los del grupo control. Lo
mas llamativo de este hallazgo es que este aumento se detecta
a una edad temprana, cuando todavia no existen
manifestaciones pulmonares de la enfermedad y cuando las
manifestaciones hepdticas son también leves o inexistentes.
Este incremento es, adema3s, independiente de la presencia de
comorbilidades (asma, por ejemplo), sin encontrar diferencias

significativas en cuanto a otros diagndsticos asociado, en los
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pacientes de los diferentes grupos.

Destaca la relacidn positiva entre el estrés oxidativo y
los fenotipos de alto riesgo (ZZ) y de riesgo intermedio (MZ y
SZ), lo que podria sugerir una implicaciéon directa del mismo en
la fisiopatologia del DAAT. Concretamente encontramos:
niveles elevados en el cociente de glutatién oxidado/reducido,
disminucion del glutation total y glutation reducido, un
aumento de la actividad del enzima glutation peroxidasa y una
disminucion de la actividad de la catalasa, que contribuye al

aumento de los niveles de H,0,  tal como se resume en la

figura 52.
NADPH
NADP+
GSSG
H20 + O2
$GSH '(G‘?*
YCAT
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Figura 52. Resumen de los resultados en el esquema del metabolismo del estrés oxidativo. Se
muestra la via fisioldgica del metabolismo del estrés oxidativo con los resultados obtenidos en
el desarrollo del estudio (50).
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El aumento de los niveles de H,0, podria ser la causa
del incremento de actividad del enzima glutation peroxidasa,
apreciado en estos pacientes con el fin de compensar este
acumulo y detoxificar el organismo. Sin embargo, los bajos
niveles de glutation podrian a su vez, inhibir la eliminacién del
H,0,, que es un oxidante muy potente y precursor de otras
especies reactivas del oxigeno (OH. y HOCI), por lo que su
acumulo incrementaria el dafo a nivel del ADN, de los lipidos y
de las proteinas (por aumento del 8-OHdG, del MDA vy de las

proteinas carboniladas, respectivamente).

No se han encontrado diferencias en la actividad de la
glutation reductasa, aunque cabria esperar un aumento de su
actividad para compensar los bajos niveles de glutatiéon

reducido y mantener el ambiente reductor de la célula.

Al comparar entre si a los pacientes con DAAT, se
aprecia una gradacién en los parametros de estrés oxidativo
estudiados, relacionada con la presencia del alelo Z. Asi, los
pacientes homocigotos (ZZ) tienen mayor estrés oxidativo que

los pacientes heterocigotos (MZ y SZ).

En nuestro trabajo se aprecia ademas, un incremento

de los niveles de GGT sérica en los pacientes con DAAT y
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fenotipo ZZ, aunque sin existir diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos (Tabla 6). Esto concuerda con el
estado oxidativo observado en estos sujetos ya que, aunque la
GGT sérica es un marcador utilizado en la practica clinica como
indicativo de enfermedad hepdtica, también juega un
importante papel en la homeostasis del glutatién reducido,
descomponiendo el glutatidon extracelular y proporcionando
cisteina, que es el sustrato necesario para la sintesis de novo
de glutation a nivel intracelular. En condiciones de estrés
oxidativo, la expresién del gen de la GGT esta aumentada,
posiblemente como mecanismo adaptativo al estrés (211),
existiendo estudios que apoyan esta observacién al haber
encontrado una alta prevalencia de GGT elevada [en una
muestra sueca de 127 nifios con DAAT portadores del alelo Z
(82) y en 334 pacientes con DAAT (212)]. Esta elevacidon se
relaciona de modo independiente con la gravedad de la
afectacidon pulmonar y con la mortalidad respiratoria, y refleja
—probablemente- tanto el estrés oxidativo local pulmonar

como el sistémico (211).

En resumen, nuestros resultados muestran un
incremento significativo del estrés oxidativo y una disminucién
de las defensas antioxidantes en los pacientes con déficit de

alfa 1 antitripsina y fenotipo con riesgo intermedio y alto de
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desarrollar enfisema pulmonar y hepatopatia, mientras que no
existen diferencias significativas entre los pacientes con bajo

riesgo y los controles (Figuras 32-51).

Los estudios realizados en modelos animales expresan
unos resultados similares, encontrando que el estrés oxidativo
es un factor que contribuye al desarrollo de enfermedad
pulmonar y hepdtica asociadas al DAAT (213,214). Lla
instilacion intratraqueal de elastasa en el hdmster, induce en él
un enfisema mas grave que en las ratas (213). Como la
capacidad para contrarrestar el efecto de la elastasa depende
fundamentalmente de los niveles de AAT y estos niveles son
basalmente bajos en el hamster, se podria inferir que esta
circunstancia es la que explica la mayor gravedad del enfisema
en estos animales. Sin embargo, posteriormente se ha
demostrado que otros factores asociados, como el estrés
oxidativo, afectan la funcionalidad de la AAT, produciendo un
desequilibrio en el balance proteasa-antiproteasa. Mientras
gue en el hamster, la instilacidn bronquial de elastasa, provoca
a nivel pulmonar una deplecién temprana de glutatién y una
disminucion de los principales enzimas implicados en su
metabolismo, en la rata no se aprecian alteraciones
significativas. Esto explicaria la diferente susceptibilidad en

estas dos especies al enfisema, enfatizando el papel primordial
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de las defensas pulmonares antioxidantes cuando los niveles
de AAT son bajos (213). Por otra parte, se han encontrado
valores elevados de ERO y una mayor oxidacién celular (estado
redox) en el higado de ratones transgénicos con expresion
mutada de la AAT (alelo Z), mostrando caracteristicas clinicas
similares a las del higado de los pacientes con DAAT, lo que
sugiere que -en este modelo de déficit- el estrés oxidativo

contribuye al dafio hepatico (214).

Sin embargo, en humanos, el papel del estrés oxidativo
en la fisiopatologia del DAAT apenas ha sido estudiado. Sélo
Deslee G et al, en un trabajo publicado en 2009 (215),
detectaron niveles elevados de ADN oxidado en los
macrofagos y células del epitelio respiratorio de pacientes con
DAAT, subrayando la correlacion existente entre el ADN
oxidado y la gravedad del enfisema, y sugiriendo su
implicacion en la fisiopatologia de esta enfermedad pulmonar
relacionada con el DAAT (215). Sin embargo, su pequefo
tamafio muestral (cinco pacientes con DAAT) y la evaluacién
de un sdlo marcador de estrés oxidativo, son factores

limitantes en sus conclusiones.

Varios factores como la edad, el tabaquismo, el

consumo de alcohol y la obesidad, entre otros, modifican el
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estado de estrés oxidativo. Nuestro estudio, al haber sido
efectuado en nifios evita, en gran parte, estos factores de
confusion, ya que ninguno de los pacientes incluidos
presentaba ninguna de esas caracteristicas. También se ha
sugerido que el consumo de paracetamol disminuye los
niveles de glutation hepatico al unirse a las proteinas
mitocondriales reduciendo su metabolismo y aumentando el
estrés oxidativo (216,217); pero los sujetos del estudio
tampoco habian consumido este farmaco, al menos en los 30
dias previos a la extraccion de la muestra sanguinea. Estos
aspectos son de particular importancia, ya que enfatizan el
hecho de que individuos con DAAT, clinicamente sanos, tienen
ya unas alteraciones bioquimicas que podrian ser importantes

en el prondstico y evolucion de la enfermedad.

El mal plegamiento de la proteina y la acumulacién de
ERO, inducen un estado de estrés oxidativo crénico que podria
contribuir a modular el fenotipo de los pacientes con DAAT.
Por ello, cuantificar el estrés oxidativo podria ser una opcidn
prondstica prometedora en estos casos. Esta hipdtesis se
apoya en la demostracion del efecto preventivo del aporte de
suplementos de vitamina E sobre el daino hepatico causado
por oxidantes, en nifios con DAAT (218,219), asi como en que

el resveratrol, potente antioxidante, induce la sintesis de
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glutation reducido por activacién del Nrf2 (factor de
transcripcién sensible al estado redox) protegiendo a las
células del epitelio pulmonar del estrés oxidativo inducido por
el humo del tabaco (220). A pesar de ello, la eficacia y los
beneficios de la terapia antioxidante aun no han sido
demostrados en ensayos clinicos (221) y habria que tener en
cuenta que, dado que las ERO actuan a nivel intracelular como
moléculas de sefalizacidon (222), estos tratamientos podrian
inhibir también mecanismos moleculares beneficiosos para la
célula (223,224). Por lo tanto, quedan pendientes de estudio
los detalles moleculares de las ERO y su naturaleza e
implicacion en el DAAT, ya que este déficit en humanos tiene
un espectro clinico muy variable para un mismo fenotipo. Se
ha propuesto la existencia de modificadores genéticos como
factores contribuyentes a la progresion de la enfermedad,
como el estrés oxidativo, los miRNAs, el polimorfismo de un
nucledtido (SNPs), etc (211,213-214) , y nuestros resultados

estarian de acuerdo con esta hipétesis.

La principal aportacion de esta Tesis Doctoral al
conocimiento actual sobre la asociacion entre el estrés
oxidativo y el déficit de alfa 1 antitripsina, es haber encontrado
un incremento de los pardmetros de estrés oxidativo en

pacientes con DAAT y fenotipo ZZ pese a no presentar
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sintomatologia respiratoria, ni otros habitos de salud nocivos

como el consumo de medicamentos o el tabaquismo.

La mayor limitacién de este trabajo es el bajo numero
de pacientes homocigotos analizados (nueve PiZZ en total), lo
cual no es sorprendente dada la baja prevalencia de este
fenotipo (68,69). Aunque somos conscientes de que esto
podria suponer un problema para alcanzar conclusiones
definitivas, la gran significacion de las diferencias encontradas
en todos los marcadores estudiados indica que estos
resultados posiblemente no variarian de modo significativo

tras el aumento del tamafio muestral de pacientes PiZZ.
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8. Conclusiones

@Llos marcadores de daifo oxidativo estan
aumentados en pacientes con déficit de alfa 1

antitripsina comparados con el grupo control.

2 En los pacientes con DAAT hay un aumento
estadisticamente significativo de los niveles
GSSG/GSH, con disminucidon también significativa de
los niveles de glutation total y GSH.

I Los pacientes con DAAT tienen mayor dafio
oxidativo comparado con el grupo control a nivel de
ADN (aumento de 8-OHdG), lipidos (aumento de

MDA) y proteinas (aumento de PC).

W Los pacientes con DAAT tienen disminuida la
accion de la enzima antioxidante catalasa y aumentada

la accidn de la enzima glutatidn peroxidasa.

2 La baja actividad de la catalasa contribuye a
incrementar el estrés oxidativo, al favorecer el
acumulo de H,0, en los leucocitos de estos

pacientes.
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WLlos pardmetros de estrés oxidativo estdn
aumentados de modo significativo en los pacientes
con fenotipo de riesgo intermedio y alto, siendo mayor

en los pacientes con fenotipo ZZ.

¥ La constatacion del aumento precoz de estrés
oxidativo en pacientes asintomaticos y no fumadores
enfatiza todavia mas la importancia de adoptar
medidas preventivas para evitar el tabaquismo activo y
pasivo, como principales detonantes del dafio

pulmonar y/o hepatico en pacientes con DAAT.

W El aumento de estrés oxidativo junto con la
disminucion de las defensas antioxidantes en
pacientes pediatricos con fenotipo ZZ, sin enfermedad
pulmonar o hepdtica, ni otros factores potenciadores
del mismo, aboga por la importancia de su papel en la

patogenia y evolucién del DAAT.
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Conclusiones

¥ Se precisan nuevos estudios en poblacion
adulta con DAAT, sobre todo en individuos con
fenotipo ZZ, para categorizar este papel patdgeno y
corroborar la relacién entre estos parametros y el

dafio pulmonar ya establecido.
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Este Proyecto de Investigacién forma parte de la Linea
de Investigacidon “Estrés oxidativo en enfermedades
respiratorias raras“ que viene desarrollando durante los
ultimos 5 anos el Grupo de Investigacion en Enfermedades
Respiratorias Raras en el que estd integrada la Unidad de
Neumologia Infantil del Servicio de Pediatria del Hospital
Clinico Universitario de Valencia, liderado por la Dra. Amparo
Escribano Montaner, y el equipo de investigacion liderado por
el Dr. Francisco Dasi Fernandez, Profesor Asociado
Departamento de Fisiologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Valencia. Investigador “Miguel Servet” vy
miembro de la Fundaciéon Investigaciéon Hospital Clinico de

Valencia/Instituto de Investigacion Sanitaria INCLIVA.

El trabajo desarrollado durante estos afios ha dado lugar
a:
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low catalase activity contribute to oxidative stress in
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Jan; 70(1):82-3.
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11. Anexos
Anexo 1

HOJA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO A
LOS PADRES DEL PACIENTE O A SU REPRESENTANTE LEGAL:

TITULO DEL ESTUDIO: ESTUDIO DE LA UTILIDAD CLINICA DEL
PERFIL DE ESTRES OXIDATIVO EN PACIENTES CON DEFICIT DE ALFA-1
ANTITRIPSINA

INTRODUCCION

Nos dirigimos a Ud. como representante legal (madre, padre o
TULOT) Attt ceeeiets ettt st s eaberens saesbesseasaserens para informarle
del estudio en el que se le propone participar. Para ello le rogamos lea
atentamente esta hoja informativa y pregunte cualquier duda que pueda
surgir después de la explicacion. Su participacion es voluntaria y puede ser
revocada en cualquier momento, sin que ello altere la relacién habitual con

su médico, ni produzca perjuicio en los cuidados que el paciente precise.

FUNDAMENTO

El estudio pretende investigar si en el déficit de alfa 1 antitripsina
existe una incapacidad del sistema bioldgico para detoxificar rapidamente
sustancias reactivas del oxigeno, como radicales libres o perdxido, capaces
de provocar dafio en todos los componentes celulares, proteinas, lipidos y
ADN. Es lo que se conoce como ESTRES OXIDATIVO, y ha sido involucrado
en muchas enfermedades, e incluso en el envejecimiento. En esas
enfermedades, o cuando se envejece, se produce un desequilibrio entre
oxidacién y antioxidacion, lo que hace que los productos derivados de esa

accién oxidante no se eliminen y, al acumularse, produzcan deterioro/lesion
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en distintos drganos o sistemas. Una de las enzimas catalizadoras
(limpiadoras) de estos productos es, probablemente, la alfal antitripsina,
por lo que su déficit podria favorecer el acumulo de estos elementos
oxidantes.

El ESTRES OXIDATIVO es sumamente peligroso porque no da
sintomas especificos y su reconocimiento es dificil por medio de los analisis
clinicos comunes. Si no se trata, favorece la progresion de la enfermedad,
mientras que su reconocimiento facilitaria la utilizacion de terapias
antioxidantes, actualmente no propugnadas en los pacientes con déficit de
alfa-1 antitripsina.

Los niveles de ESTRES OXIDATIVO se determinan en la actualidad

con total exactitud en la sangre.

REALIZACION DEL ESTUDIO:

Dado que su hijo/a presenta un déficit de alfa 1 antitripsina,
aprovechando la extraccion sanguinea que se efectia anualmente como
control analitico habitual (transaminasas, bilirrubina, alfa 1 antitripsina, etc),
se reservard una pequefia porcion para efectuar una determinacion de
radicales libres.

Estas muestras seran posteriormente  analizadas por los
investigadores.

EFECTOS NO DESEADOS (RIESGO DEL ESTUDIO):

La extraccion de sangre, que se efectuara en ayunas en el Hospital
Clinico Universitario de Valencia, es la habitual ya conocida en otros analisis
efectuados al paciente desde el diagnéstico.

BENEFICIOS PARA SU HIJO/A:

Mediante estudios de este tipo, se puede avanzar en el control de
la evolucién y tratamiento de enfermedades aldn no totalmente catalogadas

y bien comprendidas como el déficit de alfal antitripsina. Con este estudio
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se podra determinar si estos pacientes presentan alteraciones inflamatorias
precoces en la via aérea que, en caso de conocerse, podrian ser tratadas. Se
podria saber si, en etapas iniciales de la enfermedad (infancia vy
adolescencia), comienza a existir un estrés oxidativo
favorecedor/potenciador del deterioro hepético o pulmonar que, en algunos
pacientes, se presenta durante la etapa adulta. En estos casos, la utilizacion
de tratamientos antioxidantes podria modificar/frenar esta evolucién. .

Si usted decide que su hijo/a participe en el estudio, debera
firmar este consentimiento, en el que se establece que acepta
voluntariamente participar y que ha leido y entendido la informacion
proporcionada.

VERIFICACION DE LOS DATOS:

La identidad y los datos del participante son absolutamente
confidenciales. Sélo su numero de participacién le identificard en los
registros relacionados con el estudio para poder utilizar la informacion,
cumpliendo la ley Orgédnica 15/1999 de Proteccion de Datos de Cardacter

Personal.

Yo, DDttt et et st st e ens et s
padre/madre/representante de........cveiveireeeseireeesene et s , he leido
esta informacidn, he podido realizar libremente todas las preguntas sobre
las dudas que tenia a 12 Dra.....vceece e que me ha
respondido con claridad y han quedado resueltas, por lo que: Acepto
voluntariamente incluir a mi hijo/a en este estudio

Fdo.:
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Anexo 2 : Hoja de recogida de datos

Nombre Paciente

Fecha de nacimiento

Edad en el momento del diagndstico

Edad actual (afios)

Sexo

Peso Kg (p)

Talla cm (p)

Afectacion hepética

NO

Sl

-Hepatitis

-Enfermedad hepética

Antecedentes respiratorios

NO

Sl

-HRB

-Asma

-Alergia

-Rinitis alérgica

-Neumonias

No

Sl

Fechas
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NO Sl
-Atelectasias

Otras

Intervenciones quirdrgicas NO Sl. Cual?

Estado actual Asinto |Sintomatico
matico

Otros:

Tratamientos recibidos NO/SI

Corticoides Tipo
Dosis/dia

Desde cuando

Ciclos/afio

Tratamiento actual

Dosis/dia

Desde cuando
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Prueba Fecha Valor

Espirometria

- FVC%

- FEV1

- FEVL/FVC (%)

- MEEF25-75

PBD NEGATIVA [POSITIVA

Pletismografia Fecha \Valor

DLCO%/VA; RV% TLCO-
HE

ONE Ppb

FeNO

Pruebas alérgicas Fecha NEGATIVA |POSITIVA

Fecha 'Valor

IgE total

1gG (1gG1, 1gG2, 19G3, 1gG4)

IgA

IgM

GOT/GPT/GGT

Colesterol total

HDL

LDL

Triglicéridos

Fosfatasas Alcalinas

IA-1-antitripsina

Fenotipo

Genotipo

Rx torax Fecha

/Atrapamiento/peribronquitis

Infiltrados/Atelectasias

TACAR pulmonar Fecha Descripcion
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Anexo 3. Comité ético y de investicacion

FRNRIY WO
L AGENCIA
AV VALENCIANA
\V' DE saLUT

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL CLINIC
UNIVERSITARI DE VALENCIA

D. Manuel Labiés Gémez, Secretario del Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinic
Universitari de Valencia

CERTIFICA
Que en este Comité, en su reunién de ordinaria de fecha 23 de febrero de 2012, y segun consta
en el acta de la misma, se han analizado los aspectos éticos y cientificos relacionados al proyecto

de investigacion que lleva por titulo:

Estudio de la utilidad clinica del perfil de estrés oxidativo y de la expresion de miRNAs, en
sangre y en condensado de aire exhalado, en pacientes con déficit de alfa-1 antitripsina

Que ser4 llevado a cabo en los laboratorios de la Fundacién para la Investigacién del Hospital

Clinico Universitario de Valencia y cuyo investigador principal es el Dr. Francisco Dasi Fernandez,
acordando que relne las caracteristicas adecuadas referentes a informacion a los pacientes y

Lo que certifico a efectos oportunos de la Convocatoria de Ayudas Proyectos de Investigacion en
Salud.

Valencia, 23 de febrero de 2012.

ross

Fdo. : Dr. D. Manuel Labiés Gémez
Secretario del Comité Etico de Investigacién Clinica
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