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RESUMEN

El asma es una enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias inferiores
Cuyo origen se asocia a una combinacion de factores ambientales y genéticos.
En este trabajo se ha llevado a cabo una busqueda bibliogréfica para identificar
la posible relacion entre variantes del gen SERPINAL, codificantede la proteina
Alfa-1-Antitripsina (A1AT), con esta enfermedad. El papel principal dela enzima
A1AT es la inhibicidn de la elastasa neutrofilica, que actia degradando el tejido
conectivo del epitelio respiratorio. Se ha demostrado quediferentes variantes
del gen SERPINA1 provocan un déficit de A1AT (DAL1AT), causando una
sobreactivacion de la elastasa neutrofilica, con el subsecuentedario en el tejido
respiratorio. Se han identificado varios estudios donde pacientes asmaticos
presentan determinadas variantes del gen SERPINAL, aunque no se han
detectado publicaciones donde se demuestre de manera inequivoca la
relacion entre DA1AT y asma. La principal limitacion paraestablecer esta
asociacion es el infradiagnostico de la DA1AT en la poblacionasmatica, debido
a la escasa disponibilidad de datos moleculares como consecuencia del

método de diagndstico utilizado.
ABSTRACT

Asthma is an inflammatory disease of the lower respiratory tract whose origin
is associated with a combination of environmental and genetic factors. Inthis
work, a bibliographic search has been carried out to identify the possible
relationship between variants of the SERPINA1 gene, encoding the Alpha-1-
Antitrypsin (A1AT) protein, with this disease. The main role of the A1AT
enzyme is the inhibition of neutrophilic elastase, which acts by degrading the
connective tissue of the respiratory epithelium. Different variants of the
SERPINAL gene have been shown to cause a deficiency of A1AT (DA1AT),
causing an overactivation of neutrophilic elastase, with subsequent damage to
respiratory tissue. Several studies have been identified in which asthmatic
patients present certain variants of the SERPINAl gene, although no
publications have been detected that unequivocally demonstrate the
relationship between DA1AT and asthma. The main limitation in establishing

this association is the underdiagnosis of ATAD in the asthmatic population, due
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to the limited availability of molecular data as a consequence of the diagnostic

method used.
PALABRAS CLAVE
Asma, SERPINAL, Alfa-1-Antitripsina, Deficiencia de Alfa-1-Antitripsina.



uewememne g Bspaics, C ) A1AT en la enfermedad del asma
Andrea Cabal Alvarez-Raa

y Genética
Universidad de La Lagunz

ABREVIATURAS

AlAT Alfa-1-Antitripsina

ADN Acido desoxirribonucleico

ATS Sociedad Toracica Americana(del inglés, American Thoracic
Society)

DA1AT Déficit de Alfa-1-Antitripsina

DBS Sangre seca en papel (del inglés, Dried blood spot)

EN Elastasa del neutrofilo

EPOC Enfermedad pulmonar obstructiva crénica

ERS Sociedad Respiratorio Europea (del inglés, European

Respiratory Society)

FRET Transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
(del inglés, Fluorescence resonance energy transfer)

IEF Isoelectroenfoque

IL Interleucina

kDA Kilodalton

MCP1 Proteina quimioatrayente de monocitos 1
PCR Reaccién en cadena de la polimerasa
RER Reticulo endoplasmatico rugoso

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

VIH Virus de la inmunodeficiencia humana
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INTRODUCCION

Definicion de asma, prevalenciay sintomatologia

El asma se define como una enfermedad inflamatoria cronica de las vias
respiratorias inferiores, que cursa con hiperreactividad bronquial, eosindfila,
sensibilidad alérgica y una obstruccion variable al flujo aéreo, total o
parcialmente reversible. En el desarrollo de esta enfermedad estan
involucradas distintas células del sistema respiratorio e inmune, asi como
moléculas mediadoras de la inflamacion [1]. Esta presenta una elevada
prevalencia, afectando a todos los grupos de edad, aunquees mas comun en
nifos [2]. Afecta aproximadamente al 5% de la poblacion mundial, y en Espafia

la sufren aproximadamente tres millones de personas (Fig. 1a) [3].
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Figura 1. Prevalencia y sintomatologia del asma. A) Mapa mundial de la
prevalencia de asma clinico [4]. B) Modificacion de las vias respiratorias durante

el desarrollo del asma [5].
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En Canarias, su prevalencia asciende a mas de trescientas mil personas,
siendo la mayor de Espafia y alcanzando cifras de un 18% de la poblacion joven
[6]. Ademas, de la reduccidn en su calidad de vida, esta enfermedad supone un
alto coste psicosocial y econdémico para los pacientes, sus familias y la

comunidad [7].

El asma provoca sintomas como respiracion sibilante, disnea, opresion en el
pecho y tos, que pueden variar en frecuencia e intensidad con el tiempo desde
su aparicion. Estos sintomas se asocian a un flujo de aire respiratorio variable,
produciendo dificultad para expulsar aire fuera de los pulmones como
consecuencia deuna broncoconstriccion, un engrosamiento de la pared de las

vias respiratorias y/o a un aumento de la mucosidad (Fig. 1b) [1].

Por lo tanto, el asma provoca una limitacion de la actividad fisica y, en casos
graves, desencadena las llamadas exacerbaciones de asma (episodios
caracterizadospor un aumento progresivo de la dificultad respiratoria, disnea,
sibilancias, tos y opresion toracica), que suelen requerir atencion médica

urgente y pueden llegar a poner en riesgo la vida del paciente [8].
Factores ambientales y genéticos relacionados con el asma

Aunque no han sido totalmente descritos, se han identificado factores de
riesgo para el desarrollo de la enfermedad, que suelen ser clasificados como
factores genéticos (Tabla 1) y ambientales (Tabla 2).

Se han identificado méas de 23 genes implicados en el desarrollo del asma.
La mayoria de estos genes se localizan en los cromosomas 5, 6 y 12 (Tabla
1) y entresus funciones principales destacan: la transferencia de lipidos desde
el reticulo endoplasmatico a las mitocondrias, captacién de colina por las
neuronas colinérgicas, catalizacion de la oxidacion de sulfito a sulfato,
respectivamente. Asimismo, destaca lafuncion de la SERPINAL, siendo esta la
de proteger a los tejidos de las proteasas presentes principalmente en las
células inflamatorias, en especial la elastasa.
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Tabla 1. Factores genéticos y ambientales que causan el asma [9,10].

Caodigo del Nombre Completo Localizacion en el Referencia
gen genoma
SERPINA1 |Serine Proteinase | Chromosome 14932.13 |[11]
Inhibitor, Clade A,|NC_000014.9
Memberl (94376747..94390654)
SLC22A4 |Solute Carrier Family |Chromosome 5031.1([12]
22 Member 4 NC _000005.10
(132294384..132344199)
SLC25A46 |Solute Carrier Family |Chromosome 5022.1| [13]
25 Member 6 NC_000005.10
(110738145..110765157)
SLC44A4  |Solute Carrier Family |Chromosome  6g21.33|[14]
44 Member 4 NC_000006.12
(31863192..31878997)
CHIT1 chitinase 1 Family Chromosome 1,q32.1|[15]
NC_000001.11
(203216079..203229673)
ENDOG endonuclease G Chromosome 9,034.11[16]
NC_000009.12
(128818402..128822676)
ERMP1 endoplasmic reticulum|Chromosome 9g24.1,|[17]
metallopeptidase 1 NC_000009.12
(5764061..5867091)
HSD17B8 |hydroxysteroid 17-beta|Chromosome 6q21.32,|[18]
dehydrogenase 8 NC_000006.12
(33204655..33206831)
SIK2 salt inducible kinase 2 |Chromosome 11923.1,|[19]

NC_000011.10
(111602449..111730855)
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SPPL3 signal peptide | Chromosome 12g24.31, |[20]
peptidase like 3 NC_000012.12
(120762510..120904358)
SUOX sulfite oxidase Chromosome 12g13.2,([21]
NC_000012.12
(55992547..56005525)
TRIM27 tripartite motif | Chromosome 6922.1,([22]
containing 27 NC_000006.12
(28903002..28923985)
ITPR3 inositol 1,4,5-|Chromosome  6021.31,|[23]
trisphosphate receptor| NC_000006.12
type 3 (33621322..33696562)
C4A complement C4A|Chromosome  6q21.33, |[24]
(Rodgers blood group) |NC_000006.12
(31982057..32002681)
CHI3L1 chitinase 3 like 1 Chromosome 1932.1,|[25]
NC_000001.11
(203178931..203186704)
CCRY C-C motif chemokine |Chromosome 17qg21.2,|[26]
receptor 7 NC_000017.11
(40553769..40565472)
GPR183 G protein-coupled | Chromosome  13032.3,|[27]
receptor 183 NC_000013.11
(99294273..99307399)
IL2RB interleukin 2 receptor |Chromosome 22q12.3,([28]
subunit beta NC_000022.11
(37125838..37175118)
ITGB8 integrin subunit beta 8 | Chromosome 7p21.1,|[29]

NC_000007.14
(20329819..20415754)
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IL7R interleukin 7 receptor | Chromosome 5p13.2,|([30]
NC_000005.10
(35856891..35879603)
EFEMP2 EGF containing fibulin|Chromosome 11q13.1,|[31]
extracellular matrix| NC_000011.10
protein 2 (65866441..65872800)
PA2G4 proliferation- Chromosome 12q13.2,([32]
associated 2G4 NC_000012.12
(56104559..56113910)

Por otra parte, se ha observado que el asma se puede desarrollar durante el

periodo prenatal y temprano de la vida, ya que la exposicién a microorganismos,

alérgenos y contaminantes presentes en el aire durante estas etapas del

desarrollo puede desencadenar la enfermedad [33]. Por lo tanto, el asma es el

resultado de interacciones complejas entre el genoma y el medio ambiente.

Esta complejidad ha aumentado durante las Gltimas décadas dandonos una

sospechada que pueda ser la consecuencia de determinados factores

ambientales que inducen modificaciones a nivel epigenético [33]. Entre los

factores ambientales de riesgo mas importantes, destacan la exposicion a

agentes infecciosos, alérgenos y contaminantes. (Tabla 2).

Tabla 2. Principales factores ambientales relacionados con el asma [33]

infecciosos respiratorios

e Clostridium botulinum
Clostridium tetani

e Corynebacterium diphtheriae
e Escherichia

coli, cepas

verocitotoxicas
« Shigella dysenteriae (tipo 1)

. Parasitos:

e Ascaris limbricoides
e Ascaris suum

Factores ambientales Ejemplos Referencia
Tabaquismo No aplicable [34]
Exposicibn a agentes|- Bacterias y afines: [35]
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- Hongos:

o Aspergillus fumigatus

« Candida albicans

o Coccidioides immitis

o Cryptococcus neoformans var.
neoformans

o Cryptococcus neoformans var.
gattii

« Epidermophyton floccosum

e Microsporum spp

¢ Penicillium morneffei

Exposicion a alérgenos Acaros, hongos, polen, cucarachas, |[34]
epitelios y fluidos animales.

Exposicion a| Dioxido de azufre, ozono, particulas de |[34]
contaminacion diésel...

Cambios meteoroldgicos | Frio, corrientes de aire... [34]
adversos

Alfa-1-Antitripsina (gen SERPINA1) y su relacion con asma

Entre los factores genéticos implicados en el desarrollo del asma, el presente
estudio se centra en el gen SERPINAL (del inglés, Serine Protease Inhibitors,
Clade A, Member 1) [36]. Las serpinas son proteinas capaces de inhibir la
actividad de enzimas del tipo serina proteasas [37] que, a su vez, regulan os
procesos de trombosis, respuesta inmune, reparacion del tejido conectivo,
apoptosis, transporte de hormonas, funcién neuronal y presién sanguinea [36,
38]. Constituyen la familia de inhibidores de proteasas mas numerosay diversa,
identificandose 36 genes distintos en humanos, de los que 29 codifican serpinas
inhibidoras de proteasas funcionales [39]. Filogenéticamente, las serpinas se
agrupan en dieciséis clados (identificados con las letras A-P), donde los nueve

primeros clados (A-I) contienen las serpinas humanas [36].

El gen SERPINAL esté localizado en el extremo distal del brazo largo del
cromosoma 14, en la posicion gq31-32.3, y codifica la proteina inhibidora de
protea- sas, denominada Alfa-1-Antitripsina (A1AT) (Fig. 2) [8].

Esta proteina presenta una concentracion plasmatica es muy elevada,
siendo lasegunda proteina mas abundante en plasma tras la albimina [41]. La
A1AT es una glicoproteina circulante, hidrosoluble y difusible en tejidos, con un
peso molecular de 52 KDa y una vida media en sangre de aproximadamente 5
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dias [42]. La proteina madura estd compuesta por un polipéptido central de 394
aminoacidos, que contiene tres cadenas laterales de hidratos de carbono, que
se unen mediante tres residuos de asparagina, en las posiciones 46, 83 y 247
[43]. Su estructura terciaria es globular y consiste en 9 hélices a, 3 laminas By
una zona movil de 20 residuos, denominada loop reactivo [44]. Dos
aminoacidos localizados dentro del loop reactivo (Met358 y Ser359) actian a
modo de “trampa molecular’ para el reconocimiento de las proteasassustrato
de la AlAT, estableciendo una unién irreversible con dichas proteasas
sustrato. Tras el reconocimiento A1AT-sustrato, se producen cambios
conformacionales en la A1AT, en los que estan implicadas otras dos zonas de

la proteina, denominadas breach y shutter (Fig. 2) [45].

Localizacién génica de SERPINA1

Cromosoma 14
: s . B)
=% n

IMq24.2
q24.3
q31.1
q31.3
q32.2

SERPINA1-001

Figura 2. Estructura tridimensional de la A1AT. A ) Se indican las
principales caracteristicas de laA1AT implicadas en el reconocimiento de las
proteasas sustrato y en su mecanismo de inhibicion [46]. B) Localizacién del

gen SERPINAL en el extremo distal del brazo del cromosoma 14. [40]

La principal proteasa sustrato de la A1AT es la elastasa de neutrdfilo (enzima
proteolitica capaz de digerir la elastina, membranas basales y otros
componentes de lamatriz extracelular) [47, 48]. El mecanismo de interaccion
entre ambas moléculas consiste en la atraccion de la elastasa por parte del sitio
activo de la A1AT, formando un complejo covalente muy estable, donde ambas
proteinas quedan unidas e inactivadas irreversiblemente (Fig. 3) [49].
Concretamente, el amino4cido Serl73 de laelastasa se une covalentemente al
aminoacido Met358 del loop reactivo, provocando un cambio conformacional en

la A1AT. Durante el mecanismo de inhibicion, tanto el centro catalitico de la

10
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elastasa, como el loop reactivo de la A1AT se fragmentan, por loque ambas

proteinas quedan inactivadas de forma irreversible [45,50,51] (Fig. 3).

Figura 3. Mecanismo de inhibicién de proteasas mediado por la A1AT.
El sitio activo de la A1AT (loop reactivo, en rojo) actia como sustrato para la
elastasa de neutrdfilos (gris oscuro). La triada catalitica de la elastasa se
inserta en el sitio activo de la A1AT y provoca la ruptura del loop reactivo, el
cual se incorpora como una hebra adicional en una lamina 8 (en azul) de la
A1AT. Este proceso haceque ambas proteinas queden unidas e inactivadas

de forma irreversible [52].

El principal tejido en el que actia la AL1AT es el respiratorio, donde
principalmenteprotege al tejido alveolar, conectivo y epitelial de los pulmones
del ataque proteolitico de la elastasa neutrofilica. Sin embargo, también es
capaz de reducir la accién deotras proteasas, como la tripsina, proteinasa-3,
alfa-defensinas, catepsina G, triptasa, plasmina, trombina y activador del
plasmindgeno, entre otras. La A1AT contribuye en mas del 90% de la capacidad
antiproteasa presente en el suero humano [53,54,55,56].

Por otra parte, se ha demostrado que la AL1AT lleva a cabo distintas
funciones, muchas relacionadas con procesos de inflamaciéon como el
observado durante el desarrollo del asma. En primer lugar, posee efecto
inhibitorio sobre citocinas proinflamatorias como las interleucinas IL1, IL-6, IL-
8 e IL-32, la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP1) y el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) [57]. Ademas, presenta cierta capacidad

antioxidante. La oxidacion de sus nueveresiduos de metionina permite reducir

11



uewememne g Bioaics, C ) A1AT en la enfermedad del asma
Andrea Cabal Alvarez-Rla

y Genética
Universidad de La Lagunz

la produccion de anion superoxido por el neutrdfilo, protegiendo a los tejidos
del dafio oxidativo [58]. Asimismo, posee capacidad antimicrobiana, ya que
inhibe la replicacion e infectividad de algunos virus como el de la
inmunodeficiencia humana (VIH) [59], bacterias como Pseudomonas
aeruginosa o Moraxella catarrahalis [60,61] y protozoos como Cryptosporidium
parvum [62, 63].

Finalmente, determinadas mutaciones en el gen SERPINAL producirian una
manifestacion clinica denominada como deficiencia de A1AT (DA1AT),
provocando un desequilibrio en la degradacion del coldgeno en el tejido
pulmonar. En este caso, la accion inhibitoria de la A1AT no es suficiente para
controlar la degradacion del colageno pulmonar llevada a cabo por la elastasa
neutrofilica, dado como resultado el desarrollo de ciertas enfermedades. Este
mecanismo se denomina “pérdida de funciéntéxica”, provocando dafo del
tejido pulmonar [64], observandose en enfermedades como enfisema
pulmonar, EPOC y asma [65].

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Diversos estudios han manifestado la posible relacion entre la enfermedad
delasmay la proteina A1AT, dado que determinadas variantes presentes en el
gen que codifica, SERPINAL, se han relacionado con una disminucion en los
niveles séricos de esta proteina, causando DA1AT. Sin embargo, no existen
trabajos bibliograficos de revision en los que se identifique de manera
sistematica estos estudios, especialmente los mas recientes, y donde se
relacionen sus resultados de manera critica para determinar la base cientifica

de esta afirmacion.

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo principal de este trabajo ha
consistido en realizar una revision bibliografica sobre los estudios cientificos
mas recientes donde se relacione la Alfa-1-Antitripsina (A1AT) con la enfermedaddel

asma.

MATERIALES Y METODOS

En primer lugar, para la elaboracion de la introduccion de este trabajo, se

ha utilizado informacion contenida en paginas web oficiales relacionadas con

12
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la enfer- medad del asma como GINA (del inglés, Global Initiative for Asthma,;

https://gi- nasthma.org), GEMA (Guia Espafiola del Manejo del Asma;

https://www.separ.es/ node/1812), AEP (Asociacion Espafiola de Pediatria;

https://www.aeped.es). Ade- mas, se han utilizado varias revisiones cientificas

recientes sobre Alfa-1-Antitripsina, escogidas por elevado indice de impacto.

Para la ejecucion del apartado de resultados, ademéas de la informacién
anterior, se ha realizado varias busquedas bibliografica en la base de datos
PubMed, alo- jada en el servidor NCBI (del inglés, National Center for

Biotechnology Information; https:/pubmed.ncbi.nim.nih.gov). Las palabras

clave empleadas en la busqueda de informacion fueron [SERPINA1 AND
asthma], [Alpha-1l-antitrypsin AND genetics] y [Asthma AND Alpha-1-
Antitrypsin AND Genetics]. En la primera busqueda no se limité el periodo
temporal, mientras que en las otras dos se redujo el periodo temporal a los 5

ultimos aros.

A partir de los resultados obtenidos, se llevo a cabo una lectura del resumen
de cada trabajo y se aplicaron los siguientes criterios de exclusién: los articulos
gue presentaban una cronologia de mas de 5 afios. Por otra parte, en base al
tipo de articulo, los articulos de opinion, cartas, etc. Por dltimo, en cuanto al
contenido, excluyendo los articulos que no estaban relacionados con el asma,
Al1AT Yy DA1AT.

También se complementa la revision bibliografica por medio del buscador
de Google visitando diferentes paginas webs legalmente examinadas y francas
de plagio.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se ha llevado a cabo una busqueda bibliografica centrada en
la posible relacion entre el gen SERPINAL y el desarrollo del asma. A nivel
general, el analisis de esta informacion ha permitido recopilar la evidencia
cientifica disponible sobre la relacion de las principales variantes del gen
SERPINAL con la enfermedad delasma. Ademas, ha puesto de manifiesto la
necesidad de incrementar el esfuerzo en el diagnostico de DA1AT en pacientes

asmaticos, para generar informacion precisa que permita relacionar estas

13
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variantes con el riesgo de padecer asma.

Variantes del gen SERPINAL1 Yy su relacién con asma

Se han identificado al menos 125 variantes genéticas diferentes que afectan
a la secuencia del gen SERPINAL, segun la European Respiratory review
(2019) [65], aunque solo se ha identificado evidencia cientifica sobre surelacion
con asma para unas pocas [65,66].

El principal tejido donde se expresa el gen SERPINA1 es el higado v,
seguidamente, la A1AT alcanza el torrente sanguineo a partir de las células
hepaticas,para llevar a cabo su funcién principalmente en el tejido pulmonar
[67]. Clasicamente, las variantes asociadas al gen SERPINA1l han sido
clasificadas como normales o deficientes en funciébn de la concentracion
plasméatica de A1AT. A su vez, las variantesdeficientes se dividen en variantes
comunes, raras o nulas, en funcion de su frecuencia en la poblacion y las
concentraciones séricas de proteina que expresan [65].

En la mayoria de los casos, las variantes deficientes provocan
modificaciones en la estructura de la AlAT, alterando su movilidad
electroforética y/o su punto isoeléctrico, por lo que la forma de diagnostico
clasica ha consistido en una técnica conocida como isoelectroenfoque (IEF),

utilizando muestras de suero de los pacientes (Fig 4). [68]
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Figura 4. Identificacion de variantes de la A1AT mediante EIF. Se
muestra el fenotipo de la A1AT en geles de poliacrilamida tefiidos azul de
Coopmassie (izquierda) y la esquematizacién de las principales bandas de

diagnéstico de los aleros de A1AT (derecha) [68].
Asi, aquellas variantes que no alteran la movilidad electroforética de la A1AT
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sedenominan con la letra M, mientras que las variantes mas comunes han sido
identificadas con las letras I, S y Z, donde el punto isoeléctrico de la A1AT se
ve modificado en menor o mayor medida, respectivamente [68] (Fig.4). Las
diferentes isoformas de la A1AT originadas por variantes de tipo M se suelen
indicar con numero cuando son muy frecuentes (Ej., M1, M2, etc.) o bien con el

nombre de la poblacién enla que han sido identificadas cuando son variantes

raras (Ej., Mwaion, Mwurzhurg, €tC.). Estas variantes de tipo M representan
aproximadamente el 95% de los fenotipos observados en la poblacion
caucasica y se caracterizan, generalmente, por presentar niveles normales de
A1AT en suero [65].

Variantes deficientes comunes

Las variantes deficientes mas comunes son denominadas como Sy Z, con
una frecuencia en caucésicos de 5-10% y 1-3% [45], respectivamente [68]. La
concentracion sérica de A1AT es de aproximadamente el 60% y 10-20%,
respectivamente, segun Faull et al (2020), comparadas con las variantes de tipo
M[68]. Generalmente, son el resultado de sustituciones puntuales que provocan
laretencion de la A1AT en el citoplasma de los hepatocitos, causando esta

disminucién de la proteina en suero [65].

La variante S se caracteriza por la sustitucion de un residuo de acido
glutdmico por valina en la posicion 264 de la A1AT (Glu264Val) [68] (Fig. 5).
Esta mutacién ocurre en una zona alejada del centro activo, por lo que las
modificaciones conformacionales no son excesivamente drasticas, permitiendo
la conservacion su capacidad inhibitoria inalterada [69, 70]. Sin embargo, este
proceso causa una cierta polimerizacion y retenciéon de la A1AT en el reticulo
endoplasmatico rugoso de los hepatocitos [51], y tiene como consecuencia

problemas hepaticos [65].
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Figura 5. Variantes deficientes comunes de la A1AT. Se muestra la
localizacion de las mutaciones S (Glu264Val) y Z (Glu342Lys) en la molécula
de A1AT, asi como las caracteristicas los aminoacidos implicados en cada

mutacion [71].

Por otra parte, la variante Z se caracteriza por la sustitucién de un residuo de
acido glutdmico por una lisina en la posicion 342 (Glu342Lys) (Fig. 5),
provocando unacierta inestabilidad en la estructura de la A1AT [51,68]. Esto
causa una elevada polimerizacion y retencién de la A1AT en las células
hepaticas, donde se pueden formar cuerpos de inclusién que dificultan su
secrecion, llegando a desencadenar desde cirrosis hepética hasta carcinoma
hepatocelular [65]. Ademas, la retencion de la A1AT1 en los hepatocitos
disminuye drasticamente cantidad de proteina que llega a la circulacion
sistémica, por lo que la variante z causa una mayor reduccién de A1AT en
plasma (Fig. 6) [72]. Finalmente, las moléculas de A1AT portadoras de la
mutacion Z que llegan a la sangre, presentan una reduccion de un 80% en su
capacidad inhibitoria, lo que incrementa mas adn el dafio en el tejido pulmonar
[73].
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Figura 6. Reduccién de la A1AT en plasma causada por la variante Z. Se
muestran geles de electro- foresis de las proteinas en un individuo MM y un

individuo ZZ. Se observa la ausencia de la banda a-1 en el individuo ZZ [74].

Variantes deficientes raras y variantes nulas

Existen otras variantes del gen SERPINA1l denominadas como “poco
frecuentes” o “raras”, debido a su baja frecuencia en la poblacion. En general,
son variantes que expresan alrededor de un 15% de A1AT en suero, aunque se
desconoce el fenotipo clinico asociado y su epidemiologia por la escasez de
casos publicados [42]. Se han identificado mutaciones deficientes que muestran
un fenotipo M, apareciendo con una baja frecuencia y de manera especifica en
ciertas poblaciones, causando una cierta reduccion de la concentracion de
A1AT en suero, como las variantes Mwaiton, Mwurzhurg YMHeerien, €Ntre otras [65].
En los escasos estudios realizados, demostraron que el 1,6% de los casos de
DALAT estan causados por alelos raros, entre los que se presentan con mayor
frecuencia los alelos | (34%) y Mwaion (20%) [52]. Mientras que la variante |
causa un déficit moderado, la variante Mwaiton provoca un déficit similar al alelo
Z [75]. Ademas, diferentes publicaciones demostraron que la variante Mwaiton, al
igual que la variante Siyama, forman polimeros, aunque la longitud y ratio de la
polimerizacién de la variante Mwmaion €S menor que la observada para la variante
Z [76,77]. Finalmente, el alelo | forma polimeros con una ratio mucho menor,

siendo similar al de los casos del alelo S [78].
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Finalmente, las variantes nulas son producidas por mutaciones en las
regiones codificantes o promotoras del gen SERPINA1, generando codones de
parada o proteinas no funcionales, que suelen ser degradadas rapidamente por
la maquinaria celular [79]. Estas variantes se caracterizan por expresar
cantidades de A1AT en plasma casi indetectables (<1%), y no originan
polimeros [80]. Las variantes nulas soloson detectables mediante técnicas de
biologia molecular, y la informacién disponible acerca de su relacion con DALAT

y asma es muy escasa o inexistente.
Genotipos asociados al gen SERPINA1Yy su relacién con asma

El gen SERPINAL posee dos alelos en el genoma, que se transmiten a la
descendencia mediante herencia mendeliana autosémica codominante [65].
Esto implica que cada alelo contribuye en un 50% a la sintesis de proteina vy,

por lo tanto, a la concentracion circulante de la misma [42].

Los genotipos que confieren un mayor riesgo de padecer enfermedades son
aquellos en los que dos variantes deficientes o nulas se combinan, tanto en
homocigosis como en heterocigosis, dando como resultado concentraciones
séricas de A1lAT por debajo de lo que se ha establecido como “umbral
defensivo” [65]. Por ejemplo, un individuo con genotipo ZZ presenta una
concentracion de A1AT en suero mucho mas baja de lo normal y, por ende,
aumentara el riesgo de padecer DA1AT, mientras que un paciente que presenta
un alelo normal y otro deficitario, por ejemplo, MZ, presentar una cierta
reduccién en la concentracion sérica de A1AT, pudiendo llegar a ser suficiente,
por lo que el riesgo de padecer DALAT es mucho menor (Tabla 3) [79]. Estos
altimos, son considerados como portadores, dado que pueden transmitir el alelo
deficitario a sus descendientes [67]. De esta manera, los genotipos deficitarios

mas frecuentes son los llamados ZZ y SZ [67].
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Tabla 3. Genotipos del gen SERPINAL y su relacién con los niveles
de A1AT ensuero [79, 80].

Genotipos Cantidad de A1AT SEMERMEEIS (6l ZEEies
(mg/dl)
MM Niveles normales 103 - 200
MS Disminucion muy leve 100 - 180
SS Disminucion leve 70 - 105
MZ Disminucion 66 - 120
leve/moderada
ZS Disminucion moderada 45 - 80
Y4 Disminucion grave 10 - 40
Z-Raro/Raro- | ¢ inucion muy grave 10 - 40
Raro
Z-Nulo/Raro- | -1y inucion muy grave 10 - 15
Nulo
Nulo-Nulo Disminucion total =0

Algunos estudios sugieren que las personas portadoras de alelos deficitarios,
en especial el alelo S, poseen una mayor incidencia y/o gravedad en la
enfermedad del asma [66]. Sin embargo, no se han identificado estudios que
demuestren esta asociacion en el caso del alelo Z, aunque un registro
estadounidense mostrd que la frecuencia de asma en individuos ZZ fue de un
31% [66]. En un estudio espafiol dondese investigo la distribucion de variantes
de la A1AT en poblacion asmatica alérgica, se observo que el 22,4% de los
pacientes asméaticos presentaban al menos un alelo deficiente (S o Z). Sin
embargo, no se detectaron asociaciones entre los distintos genotipos y la
gravedad del asma [65]. Por lo tanto, el nimero de estudios que demuestran
una relacion entre DA1AT y asma no son suficientes para confirmarque ambas
manifestaciones clinicas estan relacionadas. Esto podria deberse aque la
DALAT esta infradiagnosticada en la poblacién asmatica [80], por lo quese
requeriria llevar a cabo un esfuerzo en el diagnéstico de DA1AT, especialmente
en la poblacion asmatica. En este sentido, en la siguiente seccion se plantea un
analisis del algoritmo de diagnostico de DA1AT que podria ayudar a ampliar el

tamafo muestral en el futuro.
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Diagnostico de D1AT en la poblacion asmética

Cuando se sospecha que un paciente pueda sufrir DAL1AT, se efectia un
diagnostico secuencial, basado en determinar cuantitativamente la
concentracion sérica de A1AT, pero no siempre conlleva la identificacion del
fenotipo de la ALAT mediante IEF, y menos aun el andlisis molecular del gen
SERPINAL. Por lo tanto, en lamayoria de los casos, la informaciéon disponible

se encuentra incompleta a nivel molecular.

El diagndstico comienza con la cuantificacion de A1AT en suero (Fig. 7). Si
la muestra presenta un valor superior al de referencia, se considera al paciente
como no deficitario y se finaliza el diagndstico. Solo en caso de que la muestra
sea deficitaria enA1AT, ésta es analizada mediante IEF para determinar el
fenotipo. Si este fenotipo permite explicar los niveles de A1AT calculados
previamente, es aceptado y termina eldiagndstico. Sin embargo, solo cuando
hay sospecha de la presencia de alelos deficitarios, pero éstos no han sido
identificados mediante IEF, se realiza un genotipado alelo-especifico para las
variantes Sy Z. Por ultimo, solo cuando estas variantes no son detectadas en
el paso anterior, se realiza la secuenciacion exonica del gen SERPINAL (Fig.
7). [81]
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Figura 7. Algoritmo de diagnostico para DALAT. Se muestra un algoritmo

general, llevado a cabode manera secuencial en el laboratorio [82].
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Determinacion de la concentracion séricade A1AT

El primer paso consiste en determinar los niveles de A1AT en suero. A pesar
de que inmunonefelometria cinética es el método mas utilizado, la
inmunoturbidimetria estd resultando ser una alternativa viable [83]. Ambas
técnicas se basan en la formacion de inmunocomplejos insolubles entre la
proteina y anticuerpos anti-A1AT, pero mientras la primera mide la intensidad
de luz dispersada por estas particulas, la segunda mide la intensidad de luz
absorbida, lo que permite medir la cantidad de A1ATpresente en la muestra
[85,86]. Se han establecido valores de referencia de la concentracion de A1AT
(Tabla 3) para los 6 fenotipos mayoritarios (MM, MS, SS, MZ, SZ, ZZ) y ciertas
poco frecuentes, lo que permite inferir a priori el posible genotipo del paciente a

partir de la medida de concentracion de A1AT en suero [87,80].

Ademas de utilizarse suero, se pueden utilizar muestras de sangre seca en
papel o DBS (del inglés, Dried Blood Spots) como material de partida [88]. El
diagndstico se realiza extrayendo unas gotas de sangre por puncion del dedo
y la sangre se aplica sobre un disco de papel de filtro [68]. La cuantificacion de
A1AT se realiza mediante la extraccidn de la proteina presente en la sangre
seca y permite hacer una estimacion de los niveles de A1AT en suero,
utilizando una recta de regresion [88]. Por lo tanto, laestimacion de niveles de
A1AT en muestras de DBS se podria considerar como un método
semicuantitativo y orientativo, aunque podria usarse como método de cribado
para detectar una posible DA1AT entre pacientes asmaticos de manera

rutinaria.
Determinacion de isoformas de A1AT mediante IEF

Esta técnica consiste en separar las diferentes isoformas de A1AT presentes
enel suero en funcidon de su punto isoeléctrico. Para ello, se someten las
muestras de suero a electroforesis en un gel de agarosa que contiene un
gradiente de pH fijado entre 4,2 y 4,9. [89]. Las isoformas de A1AT quedan
inmovilizadas en la zona del gel donde el pH es similar a su punto isoeléctrico,
de manera que cada muestra presenta una o varias bandas en funcion de las

isoformas de A1AT presentes en el suero.
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Genotipado del gen SERPINAL

Se suelen utilizar dos técnicas diferentes para el genotipado del gen
SERPINAL. Para ambas técnicas se utiliza ADN procedente de la sangre,
aunque también se puede utilizar ADN extraido a partir de muestras de DBS
[91]. Por lo tanto, se debe obtener una muestra de sangre, algo que no siempre
es posible, debido a que en los primeros pasos del diagnéstico de DALAT se

realiza con muestras de suero o plasma [92].

1. Genotipo alelo-especifico de las variantes S y Z, método mas utilizado
es la deteccion de los alelos S y Z mediante PCR a tiempo real y andlisis
de curvas defusiéon o melting [91]. Esta técnica se basa en la deteccion de la
fluorescencia emitida por sondas FRET, que reconocen secuencias especificas
presentes en el ADN, permitiendo la distincion entre los alelos S 'y Z presentes
en el genoma del paciente [94]. Por tanto, informa la presencia o ausencia de
los alelos que desean estudiar y no permite identificar otras posibles causas
genéticas de DAL1AT o asma, aunque suele ser la técnica de eleccion para
confirmar la presencia de variantes S y/o Z, debido a surapidez y bajo coste
[91].

2. La secuenciacién del gen SERPINAL, es posible identificar variantes
raras o nulas que podrian estar presentes en la poblacion asmatica [92]. Es el
meétodo de eleccién para identificar las variantes alélicas poco frecuentes, nulas
o incluso nuevas variantes [93,94,95]. Esta técnica se basa en la amplificacion
mediante PCR de varias regiones del gen SERPINA1, seguida de
secuenciacion Sanger de los productos de PCR. Suele analizarse cuatroexones
codificantes del gen SERPINAL, aunque también se analizan los exones
presentes en la region promotora del gen, y lasregiones intronicas proximales a
los exones, cuando la secuenciacion exoénica inicial no es suficiente como para
identificar la variante causante de la DA1AT [66]. Estos analisis han
demostrado que existe una presencia de las variantes rarasy nulasmucho
mayor de lo que se esperaba [96]. Por lo tanto, dedicar un mayoresfuerzo a
realizar analisis de secuenciacion en la poblacion asmatica podria ayudar a

comprender la posible relacion entre asma y DA1AT.
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CONSIDERACIONES FINALES

El asma afecta aproximadamente al 5% de la poblacion mundial, mientras
gue la DA1AT esté clasificada como una enfermedad rara [3, 75]. Sin embargo,
se estimaque la DA1AT consiste en el desorden hereditario méas frecuente en
adultos, ya que esta diagnosticada en menos del 10% de los individuos que
realmente la padecen [97,98]. Por lo tanto, es posible que la DAL1AT esté
infradiagnosticada también en la poblacion asmatica. Las guias de ATS/ERS
aconsejan someter a una prueba de control a los adultos sintométicos con
obstruccion persistente de las vias aéreas, como EPOC, enfisema o asma con
una obstruccién del flujo aéreo no del todo reversible, pacientes con
enfermedad hepética con etiologia desconocida y adultoscon paniculitis o
vasculitis [45,99].

Para establecer si existe una relacion entre la enfermedad del asma y
determinadas variantes del gen SERPINAL, es necesario evaluar las técnicas
de diagndstico de la DA1AT, y adecuarlas para su uso eficiente en la poblacion
asmatica, centrando el esfuerzo en las técnicas de diagndstico molecular.
Tanto el infradiagnostico de esta enfermedad, como el desconocimiento de la
prevalencia de las variantes raras, manifiestan la necesidad de desarrollar
técnicas mas rapidas, sensibles y costo-efectivas con el objetivo de conocer
la prevalencia real e impacto de todas las variantes deficitarias [99]. En este
sentido, la aplicacion técnica de secuenciacién de nueva generacion podria
ser de gran interés para aumentar el nimero de genotipos completos para el
gen SERPINAL en la poblacion en general, y especialmente en la poblacion

asmatica.
CONCLUSIONES

1. Existe gran cantidad de evidencia cientifica que relaciona determinadas
variantes del gen SERPINAL con la DA1AT, pero este nivel de evidencia no se
ha alcanzado respecto a su relacion con la enfermedad del asma.

2. La DAL1AT es una enfermedad infradiagnosticada, lo que provoca que
no sea posible relacionar de manera directa la enfermedad del asma con este

déficit, ya que no existen estudios suficientes que validen esta relacion.
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3. Es necesario evaluar y adaptar las técnicas de diagndstico de la
DA1AT para obtener datos utiles que permitan inferir posibles relaciones entre

las distintas variantes gen SERPINAL y la enfermedad del asma.
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