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FuNDAMENTO: Estudios poblacionales indican que el déficit
de alfa-1-antitripsina (AAT) es una enfermedad infradiagnos-
ticada. A pesar del conocimiento general de que se acompafia
de un descenso de las alfa-1 proteinas séricas, no existen estu-
dios que evaliien el valor diagnostico de la cuantificacién de la
banda alfa-1 en el cribado del déficit de AAT.

SuJetos Y METODO: Durante 3 meses se han seleccionado
los proteinogramas que presentaban una banda alfa-1 infe-
rior a los valores de referencia. Sobre estos sueros se ha de-
terminado el fenotipo Pi de la AAT por enfoque isoeléctrico.
La distribucién de fenotipos se ha comparado con la obteni-
da en la poblacién de la misma drea geografica (n = 440).
Los valores de referencia de la banda alfa-1 se han obtenido
en 73 individuos sanos de fenotipo Pi no deficiente. Ademas,
se ha cuantificado la banda alfa-1 en un grupo de 17 pacien-
tes deficitarios Pi ZZ.

RESULTADOS: Se han analizado 7.305 proteinogramas. De
ellos, 104 (1,4%) presentaban valores de alfa-1 inferiores al
limite de referencia, establecido en el 2,3%, y pertenecian a
individuos sin hipoproteinemia. La distribucién de fenotipos
en este grupo fue de: Pi MM 25 (24 %), MS 52 (54%), MZ 13
(12,5%), SS 5 (5%); respecto a la poblacién normal las odds
ratio (IC de 95%) fueron respectivamente 0,10 (0,16-0,06);
4,58 (2,97-7,04); 4,35 (2,09-9,04) y 5,51 (1,66-18,16); p < 105
en todos los casos excepto para SS (p < 0,05). Los valores en
los pacientes Pi ZZ fueron de 1,4% =+ 0,3% (intervalo = 1,0-
2,1%).

CoONCLUSIONES: Entre los individuos con valores descendi-
dos de la banda alfa-1 del proteinograma sérico encontra-
mos 3 veces menos sujetos con el fenotipo normal Pi MM y
muchos mas individuos portadores heterozigotos del alelo Z.
Los valores de la banda alfa-1 en pacientes con déficit de
AAT (fenotipo Pi ZZ) presentan de forma constante valores
de la banda alfa-1 por debajo de los limites de referencia. La
determinaciéon de la banda alfa-1 del proteinograma es un
método sencillo y al alcance de cualquier laboratorio que
puede ser muy util en el cribado del déficit de AAT en pa-
cientes con enfermedades respiratorias cronicas.

Palabras clave: Alfa-1-antitripsina. Enfisema pulmonar. Protei-
nograma sérico. Cribado. Fenotipos de la alfa-1-antitripsina.

(Arch Bronconeumol 1998; 34: 536-540)

Usefulness of analyzing the alpha-1 serous protein
band to screen for alpha-1-antitrypsin deficiency

BACKGROUND: Population studies indicate that alpha-1-
antitrypsin (AAT) deficiency is an under diagnosed disease.
Although alpha-1 serum protein is widely known to accom-
pany AAT deficiency, the diagnostic utility of measuring the
alpha-1 band to screen for this condition has not been asse-
ssed in the literature.

SUBJECTS AND METHOD: Electropherograms with alpha-1
band widths under the reference values were collected over a
period of 3 months. The Pi phenotype of AAT was identified
for these sera by isoelectric point determination. The phe-
notypes were compared to those obtained for the population
of the same geographic area (n = 440). The alpha-1 band re-
ference values were obtained from 73 healthy individuals
with no Pi phenotype deficiency. Moreover, the alpha-1 band
was also measured for a group of 17 PiZZ deficient patients.

ResuLTs: We analyzed 7,305 electropherograms. One
hundred four individuals (1.4%) without hypoproteinemia
had alpha-1 readings below reference (set at 2.3%). The
phenotypes in this group were 25 PiMM (24%), 52 PiMS
(54%), 13 PAIMZ (12.5%) and 5 PiSS 5 (5%). The odds ratios
(CI 95%) in comparison with the normal population were,
respectively, 0.10 (0.16-0.06); 4.58 (2.97-7.04); 4.35 (2.09-
9.04) and 5.51 (1.66-18.16) (p < 10-5 in all cases except PiSS,
which was p < 0.05). The levels for PiZZ patients were 1.4%
+0.3% (range 1.0%-2.1%).

ConcLUusioNs: Three times fewer subjects with a normal
PiMM phenotype are found among individuals with low alp-
ha-1 band serum protein levels, and many more of such indi-
viduals are carriers of Z allele heterozygotes. Alpha-1 band
readings in patients with AAT deficiency (PiZZ phenotype)
have alpha-1 values below reference. Measuring alpha-1 pro-
tein is an easy technique, within the expertise of any labora-
tory, and may be very useful for screening for AAT defi-
ciency in patients with chronic respiratory diseases.

Key words: Alpha-1-antitrypsin. Pulmonary emphysema. Serum
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Introduccion

El fenotipo homozigoto Pi ZZ de la alfa-1-antitripsi-
na (AAT) se asocia con un riesgo elevado de enfisema
pulmonar en la edad adulta, especialmente en fumado-
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res. A pesar de tratarse de una enfermedad poco fre-
cuente, su diagndstico temprano es relevante por cuanto
se dispone de un tratamiento sustitutivo especifico des-
tinado a frenar la destruccién pulmonar progresiva'.

La AAT es una globulina alfa que constituye aproxi-
madamente el 90% de las proteinas que migran en la
banda alfa-1 del proteinograma sérico®. Por tanto, es de
esperar que las concentraciones bajas de AAT se acom-
pafien de descensos significativos en los valores de di-
cha banda. De hecho, el descubrimiento de esta enfer-
medad en 1962 por Laurell y Eriksson® se debi6 a la
observacién de varios pacientes con enfisema pulmonar
que carecian casi por completo de la banda alfa-1 del
proteinograma.

De los resultados derivados de estudios epidemiol6-
gicos poblacionales se concluye que el déficit de AAT
es una enfermedad infradiagnosticada en la mayoria de
paises occidentales incluida Espana*. El diagnéstico de
sospecha se fundamenta en la aparicién de un enfisema
pulmonar en una persona joven, escasamente fumadora
o con historia familiar de enfermedad respiratoria. En
estos casos la confirmacion se suele obtener con la de-
terminacion de las concentraciones de AAT séricas, nor-
malmente mediante nefelometria. No obstante, muchos
pacientes con déficit no presentan las caracteristicas
enunciadas previamente; ademas, la determinacién de la
AAT sérica por nefelometria no siempre esta facilmente
disponible, sobre todo para los médicos de atencién pri-
maria tanto general como especializada y, ademads, la
inexistencia de un estdndar universal hace dificil en
ocasiones la interpretacién de los resultados®. Por estos
motivos, la observacién de una concentracién baja de
las alfa-1 globulinas del proteinograma sérico podria ser
de gran ayuda en el cribado para el déficit de AAT en
pacientes con EPOC.

Métodos

Determinacion de los valores de referencia de la banda
alfa-1

En primer lugar, se han determinado los valores de referen-
cia de la concentracion de proteinas alfa-1 globulinas del pro-
teinograma sérico. Para ello, se ha estudiado un grupo control
formado por 73 voluntarios sanos cuyos fenotipos Pi no son
deficientes y presentan, ademds, una distribucién fenotipica
idéntica a la de la poblacién de nuestra drea®.

Determinacion de los valores de la banda alfa-1
en pacientes con déficit grave de AAT

Para conocer los valores que adopta la banda alfa-1 en pa-
cientes con déficit grave de AAT (fenotipo Pi ZZ) se ha estu-
diado un grupo de 17 individuos con dicho fenotipo. En el
momento de la determinacién ninguno de los pacientes estaba
recibiendo tratamiento sustitutivo con AAT exdgena.

Utilidad de la banda alfa-1 en el cribado
de fenotipos deficientes de la AAT

Se han recogido prospectivamente todos los proteinogra-
mas séricos realizados en el laboratorio de bioquimica de
nuestro centro durante un periodo de 3 meses (de octubre a
diciembre de 1994).
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Se han seleccionado aquellos que presentaban unas concen-
traciones de la banda de alfa-1 globulinas por debajo del limi-
te inferior de referencia. A aquellos sueros asi identificados se
les han determinado la concentracién de AAT por inmunone-
felometria y el fenotipo Pi por enfoque isoeléctrico.

Se han excluido del estudio aquellos proteinogramas deri-
vados de sueros con hipoproteinemia (concentracién de pro-
teinas inferior a 55 g/l) o con hiperproteinemia (concentracion
superior a 90 g/).

Se ha comparado la frecuencia de los diferentes fenotipos
hallados en las muestras analizadas con la frecuencia de feno-
tipos de la poblacién normal de nuestra drea geografica.

Determinacion de valores séricos de AAT y fenotipo Pi

La determinacién de los valores sanguineos de AAT se rea-
liz6 por inmunonefelometria con un autoanalizador Array™
Protein System (Beckman-Instruments, Brea, California,
EE.UU.).

La determinacion de los fenotipos Pi se realiz6 segiin la
técnica descrita por Weidinger et al®. Brevemente, consiste en
una técnica de isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida
(100 x 125 x 0,5 mm). Los geles contenian 4,5 ml de una so-
lucién de acrilamida al 29% y de 4,5 bis-acrilamida al 0,1%,
1,2 ml de anfolines con un rango de pH de 4,2-4,9 (Pharmaly-
te, Pharmacia, Suecia), 2,4 ml de glicerol al 87% y 5,4 ml de
agua. La polimerizacion se realizé afiadiendo 5 ul de TEMED
y 180 ul de persulfato de amonio al 3%. Posteriormente, las
muestras de suero (5 pl) se aplicaron en la superficie del gel,
a 2 cm del cdtodo, utilizando papel de filtro (Whatman 1). La
migracién electroforética se efectué a 5 °C, durante 4 h, en
unas condiciones maximas de 1.800 V, 15 mA y 15 W. Final-
mente, los geles fueron fijados en una solucién de metanol y
acido sulfosalicilico, durante una hora, y las bandas proteicas
se identificaron mediante tincion con azul de Coomassie Bri-
llant R-250.

Andlisis estadistico

Para determinar los valores que utilizaremos como referen-
cia de la banda alfa-1 se calculé la media + una desviacién es-
tandar de su distribucién en el grupo de voluntarios sanos con
fenotipo normal conocido. Se utilizé una desviacién estandar
para ganar sensibilidad a costa de una pérdida de especifici-
dad, ya que no se trata de una prueba diagndstica sino de cri-
bado y el déficit de AAT es una enfermedad de muy baja pre-
valencia. Previamente se comprobd la normalidad de la
distribucién mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov.

La comparacién de los resultados entre grupos se realizé
mediante la odds ratio (OR) y su intervalo de confianza del
95% (IC del 95%). Se utiliz6 la prueba exacta de Fisher cuan-
do los valores esperados en alguna de las celdas fueron infe-
riores a 5.

Resultados

Determinacion de los valores de la banda alfa-1
en la poblacion normal

Los 73 individuos del grupo control tenfan un fenoti-
po Pi MM en 57 ocasiones (78%) y Pi MS en 16 (22%).
Su distribucién de valores de la banda alfa-1 cumplia
los criterios de normalidad (prueba de Kolmogorov-
Smirnov) y los valores hallados se exponen en la tabla 1.
Los limites de referencia quedaron establecidos en 2,3-
3,7% (X = DE).
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Valores de la banda alfa-1 del proteinograma
en pacientes con déficit de AAT

Se han estudiado 17 pacientes con déficit de AAT, fe-
notipo homozigoto Pi ZZ. Sus concentraciones séricas
de AAT fueron de 26 + 4 mg/dl; intervalo de 20-31
mg/dl (valores normales: 116-232 mg/dl).

Los valores obtenidos de la banda alfa-1 se exponen
en la tabla I, junto a los obtenidos en el grupo control.

Fenotipos hallados en los sueros con valores bajos
de alfu-1 globulinas

Durante el periodo de estudio se realizaron en nues-
tro laboratorio 7.305 proteinogramas séricos. De ellos,
209 fueron seleccionados por presentar valores de la
banda alfa-1 inferiores a 2,3% (209/7.305; 2,8%). De
éstos, 99 fueron excluidos del estudio por presentar
concentraciones de albimina sérica inferiores a 55 g/,
quedando 104 muestras vdlidas para el estudio
(104/7.305; 1,4%). La distribucién de los fenotipos mds
frecuentes de la AAT se expone en la tabla Il comparan-

TABLAI
Valores de la banda alfa-1 del proteinograma sérico
en individuos con fenotipo Pi no deficiente y en pacientes

dola con la observada en la poblacién normal de nuestra
drea. En la tabla Il se observa la distribucion de fenoti-
pos infrecuentes en el grupo de estudio y en la pobla-
cion de referencia. En ambos casos se han utilizado dos
puntos de corte: el 2,3% por ser el limite inferior del in-
tervalo de referencia obtenido en el grupo control, y el
2,1% por ser el limite inferior de la distribucién de va-
lores de la banda alfa-1 en los pacientes Pi ZZ.

Discusion

Los individuos que presentan unos valores de la ban-
da alfa-1 globulinas del proteinograma inferiores al
2,3% tienen una probabilidad muy elevada de ser porta-
dores de un fenotipo deficiente de la AAT. Entre nuestra
poblacidn de estudio sélo una cuarta parte de los indivi-
duos con concentraciones inferiores al 2,3% tenian el
fenotipo normal Pi MM, frente a las tres cuartas partes
de la poblacién normal. Por el contrario, un 12,5% eran
portadores heterozigotos del alelo Z, mientras que sélo
un 3% de la poblacién normal lo posee. Estas diferen-
cias fueron atn mds evidentes al utilizar el punto de
corte del 2,1%; en este caso, solamente un 10% de suje-
tos tienen el fenotipo normal Pi MM y hasta un 21% el
heterozigoto Pi MZ. La prevalencia del fenotipo hetero-
zigoto P1 MS es también significativamente superior en-

Pizz tre los individuos con concentraciones de alfa-1 globuli-
n % (DE) I Intervalo | Valores normales nas descendidas, pero este hallazgo tiene escasa
relevancia, ya que el alelo S no se asocia con mayor
Grupo control 73 3’0% (0.7%) 2"‘4~6Z/“ 2.3-3.7% riesgo de enfermedad respiratoria, ni heredado de forma
Pizz 17_14% 03%) 102.1% homozigota Pi SS, ni heterozigota Pi MS’.
TABLATI

Distribucién de fenotipos Pi en la poblacién de referencia y en los individuos con valores de la banda alfa-1 inferiores
a los puntos de corte establecidos. Fenotipos mas frecuentes

Poblacién
de referencia Alfa-1 < 2,3%(n = 104) Alfa-1 < 2,1% (n = 48)
Fenotipo Pi (n = 440)
n (%) n(%) OR (IC del 95%) p n (%) OR (IC del 95%) p

MM 333 (75,6) 25 (24) 0,10 (0,16-0,06) < 10% 5(10,4) 0,04 (0,07-0,02) <107
MS 84 (19) 54 (52) 4,58 (2,97-7,04) <107 23 (48) 3,90 (2,17-6,98) <107
MZ 14 (3,1) 13 (12.5) 4,35 (2,09-9,04) <107 10(21) 8.01 (3,74-17,12) <107
SS 4(0,9) 5(5) 5,51 (1,66-18,16) < 0,05 4(8) 991 (3,07-31.92) < 0.01

n = nldmero de casos: OR: odds ratio; IC: intervalo de confianza.

TABLA 111
Distribucion de fenotipos Pi en la poblacion de referencia
y en los individuos con valores de la banda alfa-1 inferiores
a los puntos de corte establecidos. Fenotipos infrecuentes

Poblacién Alfa-1 < 2,3% Alfa-1<2,1%

de referencia (n=104) (n=48)

Fenotipo Pi (n = 440)
n (%) n (%) n (%)

SZ 0(0) 2(2) 2(4)
77. 0 (0 2(2) 24
M- 3(0,6) 0(0) 0(0)
MF 1(0,2) 0) 0(0)
MP 1(0,2) 22 1(2)
Sp 0 1(1) 1(2) .

n = ntimero de casos.
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El descubrimiento del déficit de AAT tuvo lugar
cuando dos investigadores suecos, Laurell y Eriksson?,
observaron en algunos de sus pacientes con enfisema
pulmonar la prictica ausencia de la banda alfa-1 del
proteinograma. A pesar de la importancia que tradicio-
nalmente se ha atribuido a la observacion de valores
descendidos de la banda alfa-1, hasta donde conocemos,
no existen estudios en la bibliograffa destinados a cono-
cer el valor diagnéstico de su cuantificacion para el cri-
bado del déficit de AAT. Segun nuestros resultados, los
pacientes con un déficit grave de AAT (fenotipo Pi ZZ)
presentan de forma constante unas concentraciones de
alfa-1 globulinas por debajo de los Iimites de normali-
dad establecidos, su media es de tan sélo 1,4% y el va-
lor més aito es de 2,1%. Es importante resaltar que to-
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dos los casos tenian valores inferiores al limite de nor-
malidad y que no existe apenas solapamiento, ya que
2,1% es a la vez el limite inferior del intervalo que he-
mos establecido de referencia y el superior de los in-
dividuos Pi ZZ; sélo un suero perteneciente a un pa-
ciente Pi ZZ presenté valores de alfa-1 globulinas
superiores al 2%. Por tanto, unas concentraciones de
alfa-1 globulinas iguales o superiores a 2,3% en un pa-
ciente con enfisema hacen muy improbable la existen-
cia de un déficit de AAT. Sin embargo, lo contrario no
siempre es cierto; debido a la escasa prevalencia del dé-
ficit de AAT y a las diversas causas que pueden produ-
cir un descenso en las protefnas séricas, unas concentra-
ciones bajas de la banda alfa-1 no siempre serdn
indicativas de un déficit de AAT. En estas circunstancias
serd obligado confirmarlo o descartarlo cuantificando la
AAT sérica por nefelometria vy, en caso de obtenerse va-
lores disminuidos, determinar el fenotipo Pi por enfo-
que isoeléctrico. Por ser el déficit de AAT una enferme-
dad de baja prevalencia y por tratarse de una prueba de
cribado y no de un test diagndstico, hemos utilizado
como limite inferior del intervalo de referencia la media
menos una desviacidn estandar. El valor asi obtenido ha
demostrado ser un buen estimador de referencia. No se
han calculado las variables que caracterizan un test
diagnéstico (sensibilidad, especificidad, valor predicti-
vo positivo y valor predictivo negativo) debido a que se
trata de una prueba de cribado de una enfermedad muy
infrecuente. De este modo, a pesar de observarse valo-
res descendidos de la banda alfa-1, la probabilidad de
un déficit grave de AAT es adn baja, y lo dnico que in-
dica es la necesidad de determinar la concentracién sé-
rica de AAT.

Hasta 1987, el diagnéstico del déficit de AAT en un
paciente con enfisema no tenfa ninguna implicacién te-
rapéutica especial; sin embargo, ese afio, la Food and
Drug Administration autorizé la utilizacién de la AAT
procedente de plasma de donantes por via intravenosa
para el tratamiento de esta enfermedad congénita®. En
1989 se inicid el primer protocolo de tratamiento en Es-
pafia’ y desde entonces multiples experiencias clinicas
han sugerido que el tratamiento sustitutivo puede ser
util para frenar el deterioro rdpidamente progresivo de
la funcién pulmonar de estos pacientes'”'“. Si el benefi-
cio que podemos obtener del tratamiento es frenar la
evolucidn del enfisema, resulta obvio que el diagndstico
temprano serd fundamental para optimar sus resultados.
En este sentido, es descorazonador comprobar que el
déficit de alfa-1-antitripsina es una enfermedad infra-
diagnosticada, y cuando se diagnostica, la mayoria de
las veces es muy tarde. Asi, los individuos integrantes
del Registro Norteamericano tienen una media de FEV,
de tan sélo 1.700 ml'3, similar al de los pacientes inclui-
dos en el Registro Espaiiol (1.800 ml)'%!7,

Pero debemos ser conscientes, ademas, de que la ma-
yoria de pacientes estdn por diagnosticar. Estudios po-
blacionales en Espafia han comunicado una frecuencia
del alelo Z del 1,5%", lo que implica que deben existir
unos 7.000-8.000 individuos Pi ZZ en nuestro pais. Es-
tas estimaciones se han confirmado mediante cribado de
donantes de sangre en los EE.UU. que han detectado
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aproximadamente un individuo Pi ZZ por cada 3.000
donantes'®. Las razones del infradiagnéstico pueden ser
dos: a) individuos Pi ZZ con funcién pulmonar normal
que no reclaman atencion médica, y b) individuos con
funcién pulmonar alterada mal diagnosticados como as-
mdticos o, més frecuentemente, como bronquiticos o
enfisematosos por causa del tabaco.

Otro beneficio de la deteccion de personas con valo-
res descendidos de la banda alfa-1 seria la posible iden-
tificacion de otras variantes deficientes de la AAT me-
nos conocidas. Diversos trabajos recientes en Espaiia
demuestran que estas variantes no son tan infrecuentes
como se pensaba*i??!,

Por este motivo, es importante conocer el valor de
una técnica sencilla y al alcance de cualquier laborato-
rio como la realizacién de un proteinograma sérico para
establecer la sospecha de un déficit de AAT. Esta técni-
ca puede ser muy Uutil sobre todo en niveles de atencién
primaria, donde no siempre se tiene ficil acceso a la
cuantificacion de la AAT y donde se atiende a una gran
proporcién de los pacientes con enfermedades respira-
torias agudas y cronicas.
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