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La mayoría de las mutaciones descritas en el presente trabajo se corresponden con cambios 

aminoacídicos en la proteína. El aminoácido previo al número indica el aminoácido original o 

no mutado, mientras que el aminoácido posterior al número indica la forma mutada. El 

número es la posición aminoacídica en la cadena proteica.  

Para la descripción de las mutaciones generadas en las regiones reguladoras del gen, en primer 

lugar se indica el intrón o exón no codificante afectado, en segundo lugar la posición 

nucleotídica donde se da la mutación, y en tercer lugar el cambio de nucleótido producido.  

Ejemplos: 

a) Glu342Lys: Glu cambia a Lys en el aminoácido 342 de la proteína.  

b) -5+1G>A: Cambio de G por A en el primer nucleótido (+1) del exón no codificante IC (-

5).  
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1. INTRODUCCIÓN 

 

El déficit de alfa-1-antitripsina (DAAT) es una enfermedad genética que se caracteriza por la 

presencia de niveles bajos de la proteína alfa-1-antitripsina (AAT) en suero. La enfermedad se 

describió por primera vez por Laurell y Eriksson en 19631 y se manifiesta clínicamente como el 

desarrollo temprano de enfisema pulmonar, hepatopatía en niños y adultos y, con menor 

frecuencia, paniculitis neutrofílica y vasculitis sistémica2.  

 

1.1 Alfa-1-antitripsina 

 
1.1.1 Características moleculares, gen y herencia 

La AAT es una glicoproteína circulante, hidrosoluble y difusible en tejidos con un peso 

molecular de 52 kilodalton (kDA) y una vida media en sangre de aproximadamente 5 días3.  

La molécula en su forma madura, tras la eliminación de un péptido señal de 24 aminoácidos, 

está constituida por una cadena central de 394 aminoácidos y tres cadenas laterales de 

hidratos de carbono, unidas a la cadena central por tres residuos de asparagina en las 

posiciones 46, 83 y 247 4. La proteína presenta una estructura terciaria globular, formada por 9 

hélices α (A-I), 3 láminas β con 5, 6 y 4 hebras respectivamente (A1-A5, B1-B6, C1-C4) y una 

zona móvil de 20 residuos (loop reactivo)5. Los aminoácidos críticos dentro de este loop 

reactivo son los residuos denominados P1-P1’, metionina-serina en las posiciones 358 y 359 

(Met358 y Ser359), ya que actúan como "cebo" para los sustratos de la AAT. Aunque la AAT no 

es una proteína con actividad enzimática, se puede decir que estos dos aminoácidos 

constituyen el equivalente al sitio activo de la proteína y se encuentran en posición expuesta 

para su unión irreversible a los sustratos. En el tronco de la proteína se han identificado dos 

zonas hendidas, denominadas breach y shutter (brecha y postigo) en las que se dan muchos de 

los cambios conformacionales que ocurren en la AAT y modifican las propiedades de la misma6 

(Figura 1). La molécula de AAT presenta dos puentes salinos importantes que unen el 
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aminoácido ácido glutámico de la posición 342 con la lisina de la posición 290 y el ácido 

glutámico de la posición 263 con la lisina de la posición 387 (Glu342-Lys290 y Glu263-Lys387). 

Una mutación que genere la alteración de cualquiera de estas uniones altera la estabilidad 

estructural de la proteína causando una patología molecular diferente, resultando en niveles 

de AAT reducidos7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura tridimensional de la alfa-1-antitripsina. La proteína está compuesta por 9 hélices α, 

3 láminas β y una zona móvil que constituye el loop reactivo. La molécula presenta dos hendiduras 

denominadas breach y shutter8. 

 

La AAT es codificada por el gen SERPINA1, localizado en el extremo distal del cromosoma 14 

(q31-32.3), muy próximo a otros genes codificantes de serpinas, superfamilia de proteínas al 

que pertenece la AAT. El gen de la AAT o SERPINA1, presenta una longitud de 12,2 kilobases 

(kb) y está constituido por 3 exones no codificantes (IA, IB y IC), situados en la región 

promotora 5’ UTR (Untranslated Region), 4 exones codificantes (II, III, IV y V) y seis intrones 

intercalados9. La región promotora para el inicio de la transcripción en los hepatocitos se 

encuentra en el exón IC, mientras que en los exones IA y IB se encuentra la de los monocitos y 

macrófagos10,11. De esta forma, el ácido ribonucleico (ARN) transcrito primario generado en los 

hepatocitos es de menor tamaño que los otros (Figura 2).  
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El sitio de inicio de la traducción se localiza al comienzo del exón II para todos los transcritos y 

el final, en el exón V. El sitio activo de la proteína se codifica en el exón V, y de hecho, 

mutaciones en esta región están entre las más relacionadas con importantes alteraciones de la 

funcionalidad de la proteína. 

 

Figura 2. Estructura y regulación de la expresión del gen SERPINA1. El gen SERPINA1 está formado por 3 

exones no codificantes (IA, IB y IC), 4 exones codificantes (II, III, IV y V) y seis intrones intercalados. El 

inicio de la transcripción en monocitos y macrófagos se sitúa en los exones IA y IB y en hepatocitos en el 

exón IC. La traducción se inicia en el exón II y finaliza en el exón V8. 

 

El gen consta de dos alelos que se transmiten por herencia mendeliana simple autosómica 

codominante, de manera que cada alelo contribuye en un 50 % en la síntesis de proteína, y por 

tanto, en la concentración final circulante de la misma3.  

 
1.1.2 Síntesis y secreción 

La AAT es sintetizada y secretada fundamentalmente por los hepatocitos (80%) y en 

cantidades adicionales por monocitos, macrófagos, neutrófilos, células pancreáticas, células 

alveolares pulmonares, enterocitos, queratinocitos de la córnea y algunos tipos de células 

cancerosas12,13,14,15. En cualquier caso, el hepatocito expresa aproximadamente 200 veces más 

ARN mensajero (ARNm) de AAT que el resto de células mencionadas16.  

En condiciones normales, el organismo produce 34 mg/kg/día, lo que se traduce en unas 

concentraciones plasmáticas de aproximadamente 1-2 g/L. Además, desde el plasma la 

proteína difunde a todos los tejidos y fluidos corporales, destacando su presencia en el líquido 
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alveolar, donde alcanza concentraciones de 0,1-0,3 g/L17. Al ser un reactante de fase aguda, 

estos niveles pueden incrementarse de 2-4 veces en respuesta a procesos inflamatorios, 

tumorales o infecciosos. Además, la concentración de AAT en plasma se incrementa 

moderadamente por el uso de contraceptivos y durante el embarazo13.  

 
1.1.3 Función 

Como se ha comentado previamente, la AAT pertenece a la superfamilia de las serpinas (Serine 

Protease Inhibitor: serpin), cuya principal función biológica es la inhibición de serín proteasas18 

Las serpinas han sido clasificadas en 16 familias y están presentes en vertebrados, 

invertebrados, plantas y microbios. La AAT o serpina A1 es la principal representante de este 

grupo, pero además de esta, existen otras bien conocidas en la clínica, como: antitrombina o 

serpina C1, heparina o serpina D1 y el inhibidor del plasminógeno o serpina E219. 

 
1.1.3.1 Actividad inhibitoria sobre las proteasas  

Aunque inhibe múltiples serín proteasas, el sustrato específico de la AAT es la elastasa del 

neutrófilo (EN), enzima proteolítica capaz de digerir la elastina, las membranas basales y otros 

componentes de la matriz extracelular20,21. El mecanismo de interacción entre ambas 

moléculas consiste en la atracción de la EN por parte del sitio activo de la AAT, y la formación 

de un complejo covalente muy estable entre ellas, de forma que ambas moléculas quedan 

inactivadas irreversiblemente22 (Figura 3). 
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Figura 3. Interacción entre la alfa-1-antitripsina (AAT) y la elastasa del neutrófilo (EN). El sitio activo de la 

AAT atrae a la EN y se forma un complejo covalente muy estable donde ambas moléculas quedan 

inactivadas irreversiblemente8. 

 

El principal sitio de acción de la AAT es el pulmón, donde protege al tejido alveolar, conectivo y 

epitelial del ataque proteolítico de la EN, con la que reacciona con una constante de asociación 

25 veces superior a la que aplica para neutralizar otras serín proteasas como la tripsina, la 

proteinasa-3, las alfa-defensinas, la catepsina G, la triptasa, la plasmina, la trombina y el 

activador del plasminógeno, entre otras23,24,25,26.  

Así mismo, se ha sugerido que la inhibición de la matriptasa por la AAT podría modular el 

transporte de sodio y favorecer el aclaramiento mucociliar en pacientes con enfermedad 

pulmonar obstructiva crónica (EPOC) y fibrosis quística17. Diversos estudios, demuestran que 

inhibe la caspasa-3, modulando la apoptosis en células diversas y la actividad de la ADAM17 (A 

Disintegrin And Metalloprotease), también denominada TACE (Tumor Necrosis Factor A 

Converting Enzymne), modulando la quimiotaxis del neutrófilo27.  

En conjunto, la AAT aporta al suero humano más del 90% de toda su capacidad antiproteasa.  

 
1.1.3.2 Otras actividades biológicas  

La concentración plasmática de la AAT es sorprendentemente alta, incluso en situación basal, 

siendo la segunda proteína más abundante en plasma tras la albúmina28. Esto sugiere que su 

actividad inhibitoria de serín proteasas no sea la única función de esta proteína. De hecho, la 
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AAT presenta un efecto inhibitorio de citocinas proinflamatorias como la interleucina 1 (IL-1), 

IL-6, IL-8, IL-32, la proteína quimioatrayente de monocitos 1 (MCP1) y el factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF-α)29, sin interferir o incluso incrementando la expresión de las citocinas 

antiinflamatorias como la IL-1030. 

La AAT está dotada de un significativo poder antioxidante. La oxidación de sus 9 residuos de 

metionina le permite aumentar la actividad de la catalasa y reducir la producción de 

superóxido (O2-) por el neutrófilo, protegiendo a los tejidos del daño oxidativo31. Sin embargo, 

la oxidación del residuo P1 o Met358 a sulfóxido de metionina produce la inactivación de la 

proteína32,33. 

Además, la AAT posee propiedades antimicrobianas significativas, inhibiendo la replicación e 

infectividad de algunos virus como el de la inmunodeficiencia humana (VIH)34, bacterias como 

Pseudomonas aeruginosa o Moraxella catarrahalis35,36, y protozoos como Cryptosporidium 

parvum37. 

 

Tabla 1. Resumen de las propiedades de la alfa-1-antitripsina 

Propiedades de la alfa-1-antitripsina 

Inhibe la elastasa y otras serín proteasas 

Modula la apoptosis de células diversas como neutrófilos, células alveolares y endoteliales 

Reduce la expresión de citocinas proinflamatorias 

Aumenta la expresión de las citocinas antiinflamatorias 

Protege los tejidos del daño oxidativo 

Propiedades antimicrobianas 

 

1.1.4 Mecanismo inhibitorio  

El mecanismo de acción de la AAT para inhibir las serín proteasas es análogo a las demás 

serpinas. El sitio activo de estas proteínas actúa como un señuelo para la proteasa, la cual se 

une a la serpina y escinde la unión entre los residuos P1-P1’. En el caso de la AAT, el 

mecanismo de inhibición consiste en la inserción de la triada catalítica de la proteasa, formada 
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por los aminoácidos histidina, serina y ácido aspártico en las posiciones 41, 173 y 88 (His41-

Ser173-Asp88) en el sitio activo de la proteína (Met358 y Ser359). De esta manera, el 

aminoácido Ser173 de la EN se une covalentemente al aminoácido Met358 del sitio activo de 

la AAT, dando lugar a la ruptura de la unión entre los aminoácidos P1y P1’ del sitio activo de la 

AAT y por tanto, a la ruptura del loop reactivo. Con esta acción, la EN queda “atrapada” por 

este enlace covalente Met358 (AAT)-Ser173 (EN). Este hecho genera un drástico cambio 

conformacional de la AAT, que cambia de un estado de tensión denominado S (stressed), 

donde la proteína presenta una conformación normal con el sitio activo expuesto para 

interaccionar con la proteasa, a otro de relajación denominado R (relaxed). El loop reactivo 

fragmentado es libre de adoptar una nueva conformación, que será de tipo β por su 

composición de aminoácidos. El fragmento de proteína de P1 (Met358) a P17 (Glu342) se 

inserta en la lámina β A como una hebra extra y la proteasa capturada es lanzada bruscamente 

al polo opuesto por un mecanismo similar al de una trampa de ratones (Figura 4). En este 

movimiento, el aminoácido de la posición P17 (Glu342) actúa a modo de “bisagra” de la 

serpina, permitiendo el movimiento del loop reactivo cuando este interacciona con la EN. 

Durante el mecanismo de inhibición, tanto la triada catalítica de la EN como el loop reactivo de 

la AAT se fragmentan, por lo que ambas proteínas quedan inactivadas de forma 

irreversible38,39,6. De alguna manera, esta conformación alterada de la AAT unida a su sustrato, 

es reconocida por miembros de la familia de los receptores de lipoproteínas y eliminada de la 

circulación40.  
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Figura 4. Mecanismo de inhibición de las proteasas mediado por la alfa-1-antitripsina (AAT). El sitio 

activo (loop reactivo móvil en rojo) de la AAT actúa como un pseudosustrato para la proteasa (gris 

oscuro). La triada catalítica de la proteasa se inserta en el sitio activo de la AAT y provoca la ruptura del 

loop reactivo, el cual se incorpora como una hebra adicional en la lámina β A (en azul) de la AAT. La 

proteasa es lanzada bruscamente al polo opuesto. Este proceso hace que ambas proteínas queden 

inactivadas de forma irreversible41. 

 

1.1.5 Variantes genéticas 

Se han descrito alrededor de 125 variantes alélicas del gen de la AAT que se clasifican como 

normales o deficientes, y a su vez, estas últimas son subclasificadas como deficientes comunes, 

raras o nulas, en función de su frecuencia en la población y las concentraciones séricas que 

expresan.  

En 1967, Magne Fagerhol observó que la AAT presentaba una banda polimorfa con varios 

patrones electroforéticos diferentes, junto con Laurell propuso denominar al conjunto de 

variantes electroforéticas de la AAT como sistema Pi (protease inhibitor)42. De esta forma, las 

variantes de AAT se designan con las letras del alfabeto en función de su patrón de migración 

isoelectroforético, inicialmente en geles de almidón y posteriormente en geles de 

poliacrilamida o agarosa y gradientes de pH muy estrechos. Se tomó como referencia la 
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variante normal y más frecuente y se denominó Pi M (protease inhibitor medium), por 

localizarse en la región central de los geles. Este alelo está presente en más del 95% de la 

población caucásica y se caracteriza por presentar niveles plasmáticos de AAT normales 

(mayores de 1,04 g/L). Las variantes de migración más rápida y anódica se denominaron con 

las letras A-L y las de migración más lenta y catódica con las letras N-Z43,44.  

En los últimos años, ha sido necesario emplear subíndices numéricos para clasificar diferentes 

variantes dentro de un mismo fenotipo (M1-4)45. 

 
1.1.5.1 Variantes deficientes comunes 

Los alelos deficientes más comunes son S y Z, con una frecuencia en caucásicos de 5-10% y 1-

3%46, y unas concentraciones séricas de alrededor del 60% y 10-20%, respectivamente. La 

variante deficitaria Z se caracteriza por una sustitución de una base nitrogenada en el exón V, 

un triplete AAG que cambia a GAG (Figura 5). Esto genera un cambio de aminoácido en la 

cadena proteica en la posición 342 (aminoácido P17), donde una molécula de ácido glutámico 

es sustituida por una de lisina (Glu342Lys), rompiéndose el puente salino Glu342-Lys290. Esto 

genera proteínas inestables que tienden a la agregación con otras moléculas mutadas para 

formar polímeros estables39. 

La mayoría de estos polímeros son detectados, retenidos en el retículo endoplasmático rugoso 

(RER) y degradados. Sin embargo, en los hepatocitos en los que la polimerización es intensa, 

los polímeros pueden formar cuerpos de inclusión muy estables47. Este proceso de agregación 

dificulta la secreción de las moléculas de AAT sintetizadas en los hepatocitos, disminuyendo 

drásticamente la cantidad de proteína que llega a la circulación sistémica y justificando así, los 

bajos niveles de esta proteína observados en los portadores de esta variante48 (Figura 6). Así 

mismo, las pocas moléculas Z que llegan a la sangre tienen una pérdida del 80% de su 

capacidad inhibitoria49. 

En la mutación S, un triplete GAA cambia a GTA en el exón III. Esto provoca la transcripción de 

una molécula de valina (Val) en lugar de ácido glutámico en la posición 264 (Glu264Val) (Figura 
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5). Esta mutación ocurre lejos del sitio activo, por lo que causa modificaciones 

conformacionales en la proteína mucho menos pronunciadas que la mutación Z50, permitiendo 

a la proteína conservar su capacidad inhibitoria inalterada51. En este caso, la tendencia a 

formar polímeros es menor y más lenta, acorde con el DAAT moderado que causa esta 

mutación39. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Localización de las mutaciones S y Z en la molécula de alfa-1-antitripsina y cambio 

aminoacídico producido en cada una de ellas52. 

 

1.1.5.2 Variantes deficientes raras 

Existen otras variantes diferentes de S y Z denominadas raras debido a su baja frecuencia. Se 

estima que expresan alrededor de un 15% de AAT en suero, pero la escasez de casos 

publicados imposibilita un adecuado conocimiento de su fenotipo clínico asociado y de su 

epidemiología3. Sin embargo, el número de variantes raras detectadas está en continuo 

crecimiento, revelando que estas mutaciones podrían ser más frecuentes de lo esperado53,54. 

Un estudio retrospectivo realizado en nuestro laboratorio, donde se incluyeron todos los 

resultados de DAAT obtenidos durante 12 años, mostró que el 1,6% de los casos eran alelos 

raros. Dentro de estas variantes, se observó una alta frecuencia de los alelos I y Mmalton los 

cuales en combinación, sumaban el 54% de todas las variantes raras detectadas (34% la 
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variante I y 20% la variante Mmalton)55. Mientras que la variante I (Arg39Cis), causa un déficit 

moderado (60-70% del nivel normal), la variante Mmalton provoca un déficit similar al alelo Z. 

Esta mutación ha sido detectada en diversos países y se considera la principal causa de DAAT 

grave en Cerdeña (Italia)56 y Túnez57,58, donde representa el 60% y 35% de las variantes raras, 

respectivamente. El alelo Mmalton difiere de la variante normal M en una deleción de un 

codón completo (TTC) que codifica para el aminoácido fenilalanina en la posición 52 del exón II 

(Phe52del). Diferentes publicaciones han demostrado que la variante Mmalton, al igual que la 

variante rara Siiyama (Ser53Phe) forman polímeros, aunque el ratio de polimerización y la 

longitud de los polímeros que origina la variante Mmalton es menor que el de la Z59,60 (Figura 

6). El alelo I también forma polímeros, pero en un ratio de polimerización mucho menor, 

equiparable al alelo S61. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Acumulación intracelular de polímeros de alfa-1-antitripsina (AAT). Las variantes Z, Mmalton y 

Siiyama presentan un alto ratio de polimerización. Estos polímeros son retenidos en el retículo 

endoplasmático rugoso de los hepatocitos y dificultan la secreción de las moléculas de AAT, 

disminuyendo los niveles de AAT en suero.  
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1.1.5.3 Variantes nulas 

Las variantes nulas se producen por mutaciones en las regiones codificantes o promotoras del 

gen, que generan codones de parada o proteínas no funcionales o inestables que son 

degradadas en la célula productora62. Por ello, estas variantes se caracterizan por expresar 

cantidades prácticamente indetectables (<1%) de AAT en plasma. A pesar de ser muy poco 

frecuentes, provocan un gran impacto en el fenotipo por el alto riesgo que conllevan de 

desarrollo de enfisema pulmonar, aunque no generan polímeros63. 

Todas las variantes nulas y la mayoría de las variantes deficientes raras sólo pueden ser 

detectadas mediante técnicas de biología molecular, la cuales no están disponibles en todos 

los laboratorios. Este hecho puede haber contribuido a la clasificación errónea de muchos de 

estos casos, infravalorando su frecuencia real en la población. 

 
1.1.6 Polímerización 

La mutación Z está localizada en el residuo P17 (17 residuos proximales al residuo P1 del sitio 

activo), en la parte superior de la hebra 5 de la lámina β A (A5) y en la base del loop reactivo 

móvil. Esta mutación provoca la dilatación de la hendidura breach y la rotura de varios puentes 

de hidrógeno entre los aminoácidos del shutter (Ser53-Ser56-Asn186 y Asn186-His334)41 

(Figura 7). Se produce un ensanchamiento pronunciado de la breach y del shutter, la caída del 

loop reactivo sobre las láminas del tronco de la proteína y el adelantamiento de una hélice α, 

con el fin de tapar el hueco creado entre las hebras de la lámina β A en la parte inferior de la 

molécula. Esto genera proteínas inestables con una conformación denominada metaestable 

(M*)64. El estado M* tiende a la agregación con otras moléculas mutadas mediante la inserción 

del loop reactivo de una molécula en la lámina β A de otra, para formar dímeros48. A su vez, 

estos dímeros tienden a unirse con otras moléculas mutadas para formar polímeros. Una 

pequeña proporción de la proteína inestable M* puede incorporar su loop reactivo en su 

propia lámina β A, dando lugar a una conformación inactiva y termoestable llamada estado de 

latencia, donde el loop reactivo no está expuesto para interaccionar con la proteasa6 (Figura 
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8). 

Además del alelo Z, las variantes deficitarias raras Siiyama y Mmalton están asociadas con un 

DAAT grave y un alto grado de polimerización. Esto es debido a que ambas mutaciones se 

sitúan en la región del shutter y desestabilizan directamente la hebra 5 de la lámina β A, dando 

lugar a una expansión de la lámina β A que favorece la polimerización41,65. Las variantes S e I 

afectan a la región del shutter pero indirectamente, causando una menor alteración de la 

lámina β A. Por ello, el ratio de polimerización de estas dos variantes es mucho menor en 

comparación con las variantes Z, Siiyama y Mmalton. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Ampliación de la región del shutter. La ruptura de las uniones entre los aminoácidos Ser53, 

Ser56, Asn186 e His334 da lugar al ensanchamiento del shutter y la formación de un hueco en la lámina 

β A39.  
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Figura 8. Estructura tridimensional de la proteína alfa-1-antitripsina (AAT), donde la lámina β A se 

representa en azul y el loop reactivo móvil en rojo. La formación de polímeros es causada por la 

mutación Z u otras mutaciones localizadas en la región del shutter (círculo discontinuo rojo) que 

favorecen la apertura de la lámina β A y dan lugar a la formación de una proteína inestable (M*). En este 

estado, la lámina β A puede aceptar el loop reactivo de otra molécula, formando un dímero (D), el cual 

se extiende formando polímeros. Una pequeña proporción de la AAT inestable puede aceptar su propio 

loop reactivo para dar lugar a una conformación inactiva y termoestable de latencia (L)39.  

 

Han sido detectados polímeros extracelulares en lavado broncoalveolar66, en la piel67, en el 

riñón68 e incluso en el suero69. Un estudio publicado en 2014, en el que se utilizaron muestras 

seriadas de un individuo ZZ que recibió un trasplante de hígado y de 11 individuos que 

recibieron un trasplante pulmonar, demostró que los polímeros detectados en suero 

procedían del hígado y no se habían formado en el propio suero del paciente69. Una vez 

realizado el trasplante, la cantidad de polímeros en suero disminuyó rápidamente, estimando 

una vida media de 30 horas. Este valor es significativamente menor que la vida media 

estimada del monómero de AAT (5 días), lo que sugiere que los polímeros circulantes son 
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eliminados por un mecanismo diferente. Este mismo trabajo demostró la presencia de 

polímeros en individuos MM, pero en una proporción mucho menor que la de cualquier 

variante deficitaria. La cuantificación de estos polímeros se realizó con un anticuerpo 

específico de polímeros de AAT denominado 2C170. Por otro lado, un estudio publicado en 

2016, apoyó el origen intracelular de los polímeros circulantes. Demostraron que los polímeros 

formados en el retículo endoplasmático podían circular a través de este orgánulo y ser 

secretados. Los datos sugieren que los polímeros más largos e insolubles quedan atrapados en 

forma de cuerpos de inclusión, mientras que los polímeros más cortos y solubles son 

secretados al exterior celular. Aunque la concentración en suero del monómero Z en un 

paciente ZZ es probablemente lo suficientemente alta como para permitir la polimerización 

extracelular, no se observó un aumento en los niveles de polímeros cuando el suero de 

pacientes ZZ fue expuesto a condiciones favorecedoras de la polimerización (37°C durante 72 

horas)71. Sin embargo, diferentes estudios han demostrado la formación de polímeros en el 

pulmón durante un proceso inflamatorio o, particularmente, debido a la exposición al humo de 

tabaco72,66. 

 

1.2 Déficit de alfa-1-antitripsina 

 
1.2.1 Historia 

La actividad inhibitoria de proteasas del plasma humano fue descubierta por Fermi y Pernossi 

en 189473. Sin embargo, la caracterización de proteínas individuales no fue posible hasta 

muchos años más tarde, debido al insuficiente desarrollo de las técnicas de laboratorio en 

aquella época. En 1955, Schultze aisló la proteína responsable de la actividad antiproteasa de 

la sangre, a la que denominó alfa-1-antitripsina por su ubicación en la banda 1 de las 

globulinas y su capacidad de inhibir la tripsina74. La primera descripción del DAAT fue en 1963 

por Laurell y Eriksson. Revisando todos los geles de electroforesis de las proteínas plasmáticas 

realizados en su laboratorio, Laurell observó la ausencia de la banda α-1 en el proteinograma 
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de cinco pacientes (Figura 9). Investigaciones posteriores realizadas por Eriksson mostraron 

que 3 de los 5 pacientes padecían enfisema pulmonar y uno de ellos pertenecía a una familia 

con casos diagnosticados de enfisema pulmonar1.Tras esto, decidieron revisar historias clínicas 

de varios hospitales suecos y lograron reunir diferentes casos con DAAT, la mayoría con EPOC. 

Laurell y Eriksson concluyeron que el DAAT era un trastorno hereditario que favorecía el 

desarrollo de enfisema pulmonar en periodos precoces de la edad adulta y se caracterizaba 

por la ausencia de una proteína en la región α-175,76. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Geles de electroforesis de las proteínas plasmáticas de un individuo MM y un individuo ZZ. Se 

observa la ausencia de la banda α-1 en el individuo ZZ13.  

 

1.2.2 Expresión clínica  

El DAAT presenta una marcada variabilidad en su expresión clínica. Un porcentaje elevado de 

sujetos ZZ puede desarrollar enfisema pulmonar, otros desarrollan patología hepática y muy 

pocos, ambas a la vez. Una minoría puede presentar paniculitis, vasculitis u otras 

enfermedades menos frecuentes. Sin embargo, una tercera parte de los individuos deficitarios, 

no presenta ninguna sintomatología clínica durante toda su vida77,3. 
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1.2.2.1 Enfisema pulmonar 

La polimerización de las moléculas de AAT y retención de estos polímeros en los hepatocitos 

causa un descenso de la concentración sérica y tisular de AAT, lo que se traduce en una 

reducción de la actividad antiproteasa. Esto genera un desequilibrio proteasa-antiproteasa en 

los pulmones, que permite una sobreexpresión anormal de NE, sobre todo en las 

exacerbaciones respiratorias. Este exceso de NE puede conducir finalmente a la destrucción 

irreversible de los alveolos pulmonares, y por tanto, al desarrollo de enfisema pulmonar78 

(Figura 10).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 10. Representación simplificada del desarrollo de enfisema pulmonar por déficit de alfa-1-

antitripsina. La exploración patológica revela enfisema panacinar con destrucción septal alveolar y 

aumento del espacio aéreo, visto en microscopía óptica79.  

 

Cabe destacar que la actividad antielastasa de la AAT puede verse reducida drásticamente en 

presencia de oxidantes como el tabaco, que alteran su sitio activo80. Además, bajo ciertas 

circunstancias el humo del tabaco puede desencadenar el reclutamiento de células 

inflamatorias en el pulmón, las cuales pueden liberar enzimas proteolíticas en áreas 

alveolares2. Los polímeros circulantes actúan como un estímulo quimiotáctico para los 

neutrófilos, que acuden al foco inflamatorio e incrementan la inflamación y el daño tisular, 
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mientras que los polímeros intracelulares causan estrés del RER y disfunción celular 

proapoptótica81,82,83. 

Generalmente el enfisema pulmonar se manifiesta en la cuarta o quinta década de la vida en 

fumadores, o en edades más avanzadas en no fumadores (Figura 11). La intensidad de esta 

patología está directamente relacionada con la gravedad del déficit que, a su vez, depende del 

genotipo del individuo. El riesgo de enfisema es elevado para aquellos genotipos que 

presenten concentraciones séricas de AAT inferiores a 50 mg/dL, que es el límite considerado 

como protector. De esta forma, el riesgo es elevado para los homocigotos de variantes nulas, 

homocigotos ZZ, algunos heterocigotos SZ y combinaciones de variantes nulas con algunas 

variantes raras o con el alelo Z84. Sin embargo, existe variabilidad clínica en pacientes con 

genotipo y factores de predisposición de la enfermedad iguales. Esta variabilidad, se ha 

relacionado con la coexistencia de otras alteraciones genéticas que potenciarían el DAAT85,86.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11. Tomografía computarizada de alta resolución de tórax de un paciente con enfisema pulmonar 

por déficit de alfa-1-antitripsina. En las imágenes se observa enfisema panacinar, con zonas de baja 

atenuación que alternan con parénquima normal, y bullas de gran tamaño87. 
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1.2.2.2 Enfermedad hepática 

La acumulación de polímeros en los hepatocitos puede generar una reacción de estrés del RER 

(Figura 12). Por un lado, los cuerpos de inclusión emiten señales que activan diversos 

elementos del citoplasma y del núcleo que estimulan la apoptosis y autofagia88. El estrés 

celular continuado provoca una activación de la reparación celular acelerada. Esto genera un 

desequilibrio entre apoptosis y regeneración que finalmente conduce a la fibrosis, cirrosis 

irreversible del órgano, e incluso al desarrollo de tumores89,69.  

 

 
Figura 12. Representación simplificada de la acumulación de polímeros en los hepatocitos de pacientes 

con déficit de alfa-1-antitripsina En el citoplasma de los hepatocitos se observa la acumulación de 

polímeros de AAT en forma de gránulos. La acumulación de estas moléculas puede dañar el hígado al 

generar una reacción de estrés del retículo endoplasmático rugoso de las células79. 

 

En el déficit grave de AAT, la expresión de hepatopatías se presenta en la infancia o en edades 

avanzadas. La cirrosis hepática y hepatocarcinoma, en el individuo adulto, suelen tener una 

aparición más tardía que el enfisema pulmonar (Figura 13). El desarrollo de la hepatopatía 

puede ser favorecido por diversos factores como hepatitis vírica, alcohol, drogas 

hepatotóxicas, hígado graso y mutaciones en algunos genes como el de la hemocromatosis o 

manosidasa 190,91,92. 
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Figura 13. Edad de presentación de enfermedades relacionadas con el déficit grave de alfa-1-

antitripsina. EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crónica93. 

 

1.2.2.3 Otras enfermedades  

Existen evidencias entre la asociación del DAAT y enfermedades cutáneas como la paniculitis 

neutrofílica y vasculitis sistémica94,95,96,97 (Figura 14).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 14. Localización de las lesiones de vasculitis y paniculitis y sus características histológicas98.  

 

Además, diversos estudios han descrito pacientes con DAAT y artritis reumatoide99. También 

existen casos en los que algunos pacientes (niños y adultos jóvenes) con hepatitis crónica 

asociada al DAAT presentaban enfermedad renal100. Numerosos casos han relacionado el DAAT 

y otras enfermedades como pancreatitis, celiaquía, displasia fibromuscular, aneurisma y 
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aterosclerosis coronaria. Existen evidencias de la asociación entre el DAAT y la psoriasis, 

urticaria crónica, esclerosis múltiple y fibromialgia. Sin embargo, el nivel de pruebas 

disponibles sobre estas relaciones es actualmente bajo y para obtener conclusiones se 

necesitan realizar más investigaciones17,101. 

 
1.2.3 Tratamiento del déficit de alfa-1-antitripsina 

Los individuos con DAAT asintomáticos no fumadores o ex fumadores con función respiratoria 

normal, no necesitan tratamiento. Sin embargo, los sujetos con DAAT y diagnosticados de 

EPOC deben ser tratados con las medidas comunes para cualquier EPOC en función de los 

síntomas, grado de obstrucción y frecuencia de exacerbaciones (broncodilatadores, corticoides 

orales, antibióticos, rehabilitación respiratoria, etc.) Además, se recomienda la vacunación 

antigripal anual y la anitineumocócica102,101. 

En el caso de pacientes con enfermedad hepática o pulmonar en etapa terminal, se les 

informará sobre la posibilidad de trasplante del órgano afectado3,103. 

Para el tratamiento del enfisema pulmonar por DAAT grave (definido como concentraciones de 

AAT iguales o inferiores a 50 mg/dL medidos por nefelometría), las guías de la American 

Thoracic Society/European Respiratory Society (ATS/ERS) recomiendan el tratamiento 

sustitutivo con AAT purificada, procedente de plasma de donantes y administrada de forma 

intravenosa104. Debido a su procedencia, el tratamiento presenta una pequeña proporción de 

polímeros. De hecho, un estudio publicado en 2012, determinó los niveles de polímeros de 

AAT en suero de pacientes en tratamiento utilizando el anticuerpo específico 2C1 y detectó un 

aumento de la concentración de polímeros en el día 1 post tratamiento con respecto al día 

previo a la infusión del mismo105, demostrando que el tratamiento para el DAAT presentaba 

una pequeña fracción de AAT polimérica. 

El objetivo del tratamiento sustitutivo es elevar los niveles de AAT en el plasma por encima de 

60 mg/dL, preservar la función pulmonar, detener la progresión del enfisema y reducir la tasa 

de exacerbaciones y la mortalidad. Diferentes estudios han demostrado la eficacia clínica del 
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tratamiento, aunque los datos disponibles en la actualidad son limitados y se necesitaría 

realizar ensayos clínicos durante un largo período de tiempo106,107.  

 
1.2.4 Diagnóstico de laboratorio del déficit de alfa-1-antitripsina 

 
1.2.4.1 Algoritmo de diagnóstico 

El diagnóstico de laboratorio del DAAT consiste en la determinación cuantitativa de AAT en 

suero, la identificación del fenotipo y el análisis molecular del gen de la AAT o genotipo. 

Todas las muestras son procesadas siguiendo un algoritmo de diagnóstico hasta obtener un 

resultado definitivo. El algoritmo desarrollado en el laboratorio comienza por la cuantificación 

de AAT en suero. Si la muestra presenta un valor superior al valor de referencia establecido en 

el laboratorio, se considera no deficitaria y finaliza el diagnóstico. Si por el contrario la muestra 

es deficitaria, se realiza el fenotipado. Si el patrón fenotípico obtenido es concordante con los 

niveles de AAT previamente calculados, se acepta el fenotipo como resultado final del 

diagnóstico. Sin embargo, cuando existe sospecha de la presencia de los alelos S y/o Z que 

pueden no haber sido correctamente caracterizados mediante el fenotipo, se realiza el 

genotipado alelo-específico para estas dos variantes deficitarias. Si estas variantes no son 

detectadas o no han sido sospechadas durante el fenotipado, se lleva a cabo la secuenciación 

exónica del gen codificante de la AAT (Figura 15). 

Mientras que las diferentes técnicas de diagnóstico han sido validadas para el análisis del 

DAAT, no existe ningún algoritmo de diagnóstico establecido para la detección y diagnóstico de 

esta enfermedad, por lo que cada laboratorio utiliza su propio algoritmo de diagnóstico108,109. 

 



|Introducción 

 

24 
 

 

 

Figura 15. Algoritmo de diagnóstico llevado a cabo en el laboratorio. 

 

1.2.4.2 Determinación de la concentración sérica de AAT  

La determinación de los niveles de AAT en suero constituye la base del diagnóstico del DAAT. 

La inmunonefelometría cinética es el método más comúnmente utilizado, aunque 

recientemente la inmunoturbidimetría está siendo adaptada en los laboratorios como 

alternativa110,57. Ambas técnicas se basan en la formación de inmunocomplejos insolubles 

entre la proteína y los anticuerpos anti-AAT. La inmunonefelometría mide la intensidad de luz 

dispersada por estas partículas y la inmunonefelometría la intensidad de luz absorbida, para 

cuantificar la cantidad de proteína que hay en la muestra.  
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Además de la muestra de suero, también se puede utilizar muestra de gota de sangre seca o 

DBS (dried blood spot)111. Este tipo de muestra consiste en gotas de sangre procedentes de la 

punción del pulpejo del dedo, que se aplican sobre discos de papel de filtro. La obtención de la 

muestra es mínimamente invasiva y es de fácil almacenamiento y envío, lo que las hace 

especialmente útiles para el cribado y diagnóstico de enfermedades genéticas112. Sin embargo, 

en ocasiones este tipo de muestra puede generar problemas en el diagnóstico si no se ha 

obtenido de forma correcta. 

La cuantificación de AAT utilizando muestras de DBS se realiza mediante la extracción de la 

proteína presente en la sangre seca, lo que provoca una dilución de los niveles de la misma, y 

por ello se requiere de métodos de medida muy sensibles. Se puede hacer una estimación de 

los niveles de AAT en suero a partir de los resultados obtenidos en muestras de DBS utilizando 

una recta de regresión calculada previamente mediante la comparación entre los valores de 

AAT en suero y en DBS de los mismos pacientes. No obstante, estos cálculos son tan sólo 

aproximados debido a la dispersión de puntos que presentan estas comparaciones111. Por este 

motivo, la estimación de niveles de AAT en muestras de DBS debe considerarse tan sólo como 

un método semicuantitativo orientativo o de cribado con el fin de detectar un posible déficit, 

el cual posteriormente debe ser monitorizado mediante la cuantificación de AAT en suero. 

Cada laboratorio debe haber establecido previamente los valores normales de AAT en 

muestras de suero procedentes de pacientes adultos sanos. Los valores de referencia del 

Hospital Vall d’Hebrón están comprendidos entre 116-232 mg/dL113 y niveles de AAT por 

debajo del 35% de la normalidad indican la posibilidad de estado homocigoto ZZ.  

Se ha de tener en cuenta que los niveles de AAT pueden verse alterados en procesos 

infecciosos o inflamatorios. 

 
1.2.4.3 Determinación del fenotipo de AAT 

El método más ampliamente utilizado para la identificación de las variantes proteicas o 

fenotipos de AAT es el isoelectroenfoque (IEF). Esta técnica consiste en la separación 



|Introducción 

 

26 
 

electroforética de las diferentes isoformas de AAT en función de su punto isoeléctrico, en un 

gel de agarosa y en un gradiente de pH de 4.2-4.9114. El tipo de muestra utilizada para esta 

técnica es suero. Cada variante tiene múltiples bandas asociadas con su patrón fenotípico, el 

cual depende principalmente de la secuencia de aminoácidos y, en menor grado, de la 

heterogenicidad de las modificaciones de las tres cadenas laterales de hidratos de carbono de 

la proteína. Las bandas con una tinción más oscura se denominan bandas mayores y las de 

tinción más clara, bandas menores. Estas bandas se denominan con el nombre de la variante 

seguido del número 2 (la banda más anódica), 4, 6, 7 o 8 (la banda más catódica). En 

ocasiones, cuando las concentraciones de AAT son bajas, como es el caso de individuos con la 

variante Z o Mmalton, las bandas menores no se pueden visualizar44 (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
Figura 16. Patrón de isoelectroenfoque de los fenotipos mayoritarios de alfa-1-antitripsina (AAT). Las 

diferentes variantes son clasificadas alfabéticamente en función del fenotipo. La variante M migra en la 

parte central, las variantes anódicas se designan de la A a la L y las variantes catódicas de la N a la Z. 

Cada variante tiene múltiples bandas asociadas a su patrón fenotípico. Las bandas 4 y 6 son las bandas 

mayores y las bandas 2,7 y 8 las menores. 
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Existen dos fuentes de error preanalítico en el fenotipado. En primer lugar, se ha de tener en 

cuenta que los pacientes con tratamiento sustitutivo reciben AAT con genotipo MM, por lo 

que el fenotipo será una combinación del fenotipo del paciente y del donante. De esta forma, 

un paciente ZZ presentaría un fenotipo MZ. De forma similar, pueden producirse errores 

cuando se fenotipa a individuos que han recibido recientemente una transfusión sanguínea, 

donde el fenotipo del donante también aparecería. 

Para cada uno de los fenotipos mayoritarios se han establecido unos valores propios de 

referencia de la concentración de AAT. En la tabla 2 se presenta el rango de valores de AAT de 

referencia para los 6 fenotipos mayoritarios (MM, MS, SS, MZ, SZ, ZZ) y las combinaciones Z-

Raro, Raro-Raro, Z-Nulo, Raro-Nulo y Nulo-Nulo113,115. 

 

Tabla 2. Genotipos y su respectivo rango de concentraciones de alfa-1-antitripsina medidas por 

nefelometría115. 

 

En esta determinación, se ha de tener en cuenta que hay una serie de variantes alélicas poco 

frecuentes como la Mmalton, Mduarte, Mheerlen, etc.116, que presentan un punto isoeléctrico 

similar al alelo normal M, y por esta razón, no pueden ser caracterizadas mediante la 

determinación del fenotipo. Además, esta técnica no es capaz de identificar los alelos nulos y 

las variantes nuevas (Figura 17). 

Genotipo Niveles de alfa-1-antitripsina (mg/dL) 

MM 103-200 

MS 100-180 

SS 70-105 

MZ 66-120 

SZ 45-80 

ZZ 10-40 

Z-Raro / Raro-Raro 10-40 

Z-Nulo / Raro-Nulo 10-15 

Nulo-Nulo  0 
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Figura 17. Fenotipos y sus respectivos niveles de alfa-1-antitripsina (AAT) medidos por nefelometría. En 

cada carril aparece el fenotipo y los niveles de AAT obtenidos para un individuo diferente. En los carriles 

1-7 el fenotipo concuerda con la concentración de AAT obtenida. Sin embargo, en los carriles 8 y 9 se 

observa un patrón fenotípico normal MM, pero niveles de AAT deficitarios. Estas muestras fueron 

caracterizadas como M/Mmalton y M/QOmattwa115.  

 

1.2.4.4 Determinación del genotipo de AAT 

El genotipado de AAT se realiza mediante dos técnicas diferentes. Por un lado, el genotipado 

alelo-específico de las variantes deficitarias comunes S y Z, y por otro lado, la secuenciación del 

gen SERPINA1.  

Para ambas técnicas de genotipado, generalmente se utiliza ácido desoxirribonucleico (ADN) 

procedente de sangre total. Sin embargo, también es posible utilizar ADN extraído a partir de 

muestra de DBS117. 

Existen diversas alternativas para efectuar el genotipado alelo-específico118,119,120, pero uno de 

los métodos más utilizados consiste en la detección de los alelos S y Z mediante PCR (reacción 

en cadena de la polimerasa) a tiempo real y análisis de curvas de melting121. Esta técnica se 

basa en la detección de la fluorescencia emitida por unas sondas unidas al ADN y permite la 

discriminación entre los distintos alelos de un mismo gen. Las sondas utilizadas son las sondas 

FRET (fluorescence resonance energy transfer)121. 
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Las sondas de hibridación tipo FRET son las utilizadas en el sistema LightCycler de Roche 

utilizado en nuestro laboratorio para la detección de las variantes S y Z. Para cada una de estas 

variantes, existe una pareja de sondas FRET que consisten en dos oligos de cadena sencilla 

unidos a un fluorocromo diferente, siendo una de las sondas de cada pareja complementaria a 

la región donde se encuentra la mutación de interés. Para realizar la discriminación alélica 

utilizando estas sondas, las muestras ya amplificadas se someten a un aumento progresivo de 

temperatura durante el cual se registra la emisión de fluorescencia. A medida que las sondas 

se separan de su secuencia específica, la fluorescencia va decayendo. La relación entre 

fluorescencia y temperatura se denomina curva de melting y la derivada negativa de esta 

misma relación (-dF/dT), se denomina pico de melting. El análisis de las curvas o picos de 

melting hacen posible la identificación de los alelos S y Z. 

Esta técnica es rápida, fácil de automatizar, muy sensible y puede adaptarse para la detección 

específica de variantes deficitarias menos frecuentes, pero comunes en la población. Sin 

embargo, este tipo de genotipado sólo informa de la presencia o ausencia de los alelos 

estudiados (Figura 18). 

 

Figura 18. Picos de melting obtenidos mediante PCR (reacción en cadena de la polimerasa) a tiempo real 

y sondas FRET (fluorescence resonance energy transfer) para la detección de las variantes S y Z. (A) 

Detección de la variante S y los diferentes genotipos posibles: (1) Homocigoto mutado S/S; (2) 

Heterocigoto S/no S; (3) Homocigoto no mutado no S/no S. (B) Detección de la variante Z y los 

diferentes genotipos posibles: (1) Homocigoto mutado Z/ Z; (2) Heterocigoto Z/no Z; (3) Homocigoto no 

mutado no Z/no Z115. 
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El análisis molecular del gen SERPINA1 es el método de referencia para la identificación de 

variantes alélicas poco frecuentes, variantes nulas o la caracterización de nuevas 

variantes122,123,124. Esta técnica consiste en el estudio completo de los 4 exones codificantes del 

gen que codifica la AAT. Cuando la secuenciación de estos fragmentos no es suficiente para 

caracterizar una variante y por tanto obtener resultados definitivos, también se analizan los 

exones promotores y las regiones intrónicas proximales a los exones, cuyos cambios pueden 

estar asociados a errores de maduración del ARNm62.  

La secuenciación consiste en una amplificación de las regiones de interés mediante la técnica 

de PCR seguida de una secuenciación Sanger de los productos de la PCR (Figura 19).  

El uso de esta metodología ha permitido evidenciar una mayor prevalencia de la esperada de 

las variantes deficitarias raras y nulas55. Sin embargo, la secuenciación presenta múltiples 

pasos manuales, lo que se requiere tiempo y encarece la técnica, haciendo que no esté 

disponible en todos los laboratorios. 

Generalmente, para realizar el genotipado mediante secuenciación se requiere una muestra 

adicional de sangre total, ya que para llevar a cabo los primeros pasos del diagnóstico del 

DAAT (cuantificación de AAT y fenotipo) se necesita muestra de suero o plasma. Esto genera 

un retraso importante en el diagnóstico, ya que en ocasiones la nueva extracción de sangre 

total se retrasa o incluso nunca se llega a realizar117.  
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Figura 19. Genotipado mediante secuenciación. Fragmentos de la secuencia del gen SERPINA1 

correspondientes a los exones II y V. El panel superior corresponde a un genotipo MM, mientras que en 

el panel central se observa la misma región pero con la mutación Mmalton (deleción de un triplete TTC 

en la posición aminoacídica 52) situada en el exón II del gen. El panel inferior corresponde a la variante 

QOmattawa (inserción de una T en la posición aminoacídica 353) situada en el exón V del gen115.  

 

1.2.5 Infradiagnóstico del déficit de alfa-1-antitripsina 

A pesar de estar clasificado como una enfermedad rara, el DAAT es el desorden hereditario 

más frecuente diagnosticado en adultos125. Sin embargo, a nivel global, se estima que menos 

del 10% de los individuos afectados han sido diagnosticados, evidenciando que el DAAT está 

considerablemente infradiagnosticado79,126. Entre los individuos diagnosticados, los estudios 

muestran que la mayoría de estos diagnósticos se han retrasado entre 5-7 años, periodo 

durante el cual el paciente suele consultar diversos profesionales médicos127,128. Existen 

diversas razones que explican el desconocimiento del DAAT por la comunidad médica. Por un 

lado, muchos médicos desconocen que ciertas enfermedades pulmonares o hepáticas pueden 
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ser debidas al DAAT. Por otro lado, muchos sujetos con DAAT grave no desarrollan una 

disminución de la función pulmonar o no presentan síntomas clínicos108. 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) y la Sociedad Española de Neumología y Cirugía 

Torácica (SEPAR) recomiendan que todos los individuos con EPOC deben ser analizados para el 

DAAT, al menos una vez en la vida, mediante la cuantificación de la proteína129. Las guías de 

ATS/ERS recomiendan testar a todos los adultos sintomáticos con obstrucción persistente de 

las vías aéreas, como EPOC, enfisema o asma con una obstrucción del flujo aéreo no 

completamente reversible, individuos con enfermedad hepática de etiología desconocida y 

adultos con paniculitis o vasculitis3,130. 

La importancia de la detección temprana del DAAT se basa en poder promover intervenciones 

específicas como cese tabáquico131,132, tratamiento de los síntomas del enfisema y 

agudizaciones, estudios familiares, consejo genético y en los casos que esté indicado, iniciar un 

tratamiento sustitutivo. Por todo esto, la evolución de las técnicas de diagnóstico de 

laboratorio del DAAT y el uso de un algoritmo de diagnóstico adecuado, juegan un papel muy 

importante en la expansión de los programas de detección del DAAT. El infradiagnóstico de la 

enfermedad, así como el desconocimiento de la frecuencia de las variantes raras en la 

población, revelan la necesidad de desarrollar técnicas más rápidas, sensibles y coste-efectivas 

que permitan el análisis de un mayor número de muestras133 y conocer la frecuencia real e 

impacto en la población de todas las variantes deficitarias. 
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2 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

 

2.1 Hipótesis 

 
1. La variante Mmalton es la variante rara que con mayor frecuencia se asocia a un DAAT grave 

en la población española. Esta variante, al igual que muchas otras variantes raras, suele quedar 

indetectada debido que requiere de la aplicación de la técnica de secuenciación para su 

correcta caracterización, la cual no está disponible en todos los laboratorios.  

 
2. Es necesario el desarrollo de técnicas de caracterización molecular más sencillas que la 

secuenciación y que puedan ser utilizadas en todos los laboratorios y así evitar el 

infradiagnóstico de la variante Mmalton.  

 
3. La determinación alelo-específica mediante PCR a tiempo real con sondas FRET y curvas de 

melting puede ser una técnica que cumpla con las condiciones necesarias para la detección de 

la variante Mmalton en la práctica asistencial habitual. 

 
4. La incorporación de esta técnica en el algoritmo de diagnóstico empleado en el laboratorio, 

debe permitir una correcta identificación de todos los individuos portadores del alelo Mmalton 

cuyas muestras lleguen al laboratorio.  

 
5. La utilización de un único tipo de muestra durante la realización del algoritmo de 

diagnóstico del DAAT evitaría los retrasos ocasionados cuando se necesita realizar el 

genotipado por secuenciación.  

 
6. La muestra de suero empleada en los primeros pasos del diagnóstico del DAAT podría ser 

utilizada para realizar la secuenciación y así se reduciría en gran medida el tiempo necesario 

para la obtención de resultados definitivos.  
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7. El uso de muestras poco invasivas y de fácil envío a los laboratorios de referencia, como las 

muestras de DBS o de frotis bucal, facilitaría el establecimiento de cribados poblacionales o 

estudios familiares, permitiendo detectar el mayor número posible de individuos con DAAT 

para poder tomar las medidas preventivas o terapéuticas necesarias en cada caso. 

  

2.2 Objetivos 

 
1. Diseño de cebadores y sondas FRET específicas para la detección del alelo Mmalton 

mediante PCR a tiempo real y curvas de melting (genotipado alelo-específico). 

 
2. Estudio de la aplicabilidad de la técnica de genotipado alelo-específico de la variante 

Mmalton utilizando muestras de sangre total, DBS y suero. 

 
3. Incorporación de la técnica de genotipado alelo-específico de la variante Mmalton en el 

algoritmo de diagnóstico empleado por el laboratorio y estudio de la utilidad de este nuevo 

algoritmo en la detección de esta variante.  

 
4. Adaptación de las técnicas de genotipado alelo-específico y genotipado mediante 

secuenciación con el fin de utilizar muestras de suero y frotis bucal. 
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3 RESULTADOS 

 

Los resultados de esta tesis están desarrollados en las siguientes tres publicaciones: 

 

Estudio 1:  

 
Belmonte I, Montoto L, Miravitlles M, Barrecheguren M, Esquinas C, Rodríguez E, Giralt 

M, Rodríguez-Frías F. Rapid detection of Mmalton α1-antitrypsin deficiency allele by real-

time PCR and melting curves in whole blood, serum and dried blood spot samples. Clinical 

Chemistry and Laboratory Medicine. 2016 Feb; 54(2):241-8. PMID: 26154193 

 
Estudio 2: 

 
Belmonte I, Barrecheguren M, López-Martínez RM, Esquinas C, Rodríguez E, Miravitlles 

M, Rodríguez-Frías F. Application of a diagnostic algorithm for the rare deficient variant 

Mmalton of alpha-1-antitrypsin deficiency: a new approach. International Journal of Chronic 

Obstructive Pulmonary Disease. 2016 Oct; 11:2535-2541. PMID: 27877030 

 
Estudio 3: 

 
Belmonte I, Barrecheguren M, Esquinas C, Rodríguez E, Miravitlles M, Rodríguez-Frías F. 

Genetic diagnosis of α1-antitrypsin deficiency using DNA from buccal swab and serum 

samples. Clinical Chemistry and Laboratory Medicine. 2017 Jan. PMID: 28107169 

 

 

 
 
 
 
 
 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Belmonte%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26154193
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Belmonte%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27877030
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3.1 Estudio 1: Rapid detection of Mmalton α1-antitrypsin deficiency allele by real-

time PCR and melting curves in whole blood, serum and dried blood spot samples  

 
3.1.1 Introducción   

La variante Mmalton (Phe52del), junto con la variante I (Arg39Cis), son los alelos de la AAT 

deficientes raros más frecuentes en la población española55. Mientras que la variante I causa 

un DAAT moderado, similar al alelo S (Glu264Val), la variante Mmalton provoca un déficit 

grave, similar al alelo Z (Glu342Lys). La variante Mmalton presenta un patrón fenotípico similar 

a la variante normal M, por lo que, al igual que muchas otras variantes raras, es difícil o incluso 

imposible de caracterizar mediante las técnicas de diagnóstico habituales como la 

cuantificación de AAT en suero y el fenotipado mediante isoelectroenfoque. Para una correcta 

caracterización de estas variantes, son necesarias técnicas de biología molecular como la 

secuenciación. Sin embargo, esta metodología requiere múltiples pasos manuales, lo que 

aumenta el tiempo necesario y el coste de esta técnica y hace que no sea accesible para todos 

los laboratorios asistenciales. Este hecho ha contribuido durante años a la clasificación errónea 

de la variante Mmalton y con ello a su infradetección, al igual que ha ocurrido con otras 

muchas variantes raras, con la consecuente subestimación de sus prevalencias reales en la 

población.  

Una alternativa a la secuenciación para la detección de estas variantes raras podría ser la 

adaptación del método de genotipado alelo-específico comúnmente empleado en los cribados 

poblacionales para la detección de las variantes deficientes comunes S y Z. Esta técnica 

consiste en una PCR a tiempo real utilizando sondas FRET específicas y un posterior análisis de 

las curvas de melting obtenidas.  

Así mismo, sería interesante para facilitar la implementación asistencial de la técnica, aplicar 

esta metodología rápida a otros tipos de muestra con el fin de disminuir sensiblemente el 

procesado preanalítico que conlleva. Un tipo de muestra útil es la muestra de suero, ya que es 
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la que se utiliza habitualmente en la cuantificación de los niveles de AAT mediante 

nefelometría o turbidimetría, así como para los estudios del fenotipo de AAT mediante 

isoelectroenfoque. En este mismo sentido, sería útil la aplicación de este método de estudio 

genotípico de la variante Mmalton en muestras de DBS para su uso en protocolos de cribado 

poblacional con muestras procedentes de puntos alejados de los laboratorios donde se 

disponga de esta metodología. 

 
3.1.2 Hipótesis 

Para una correcta caracterización de las variantes raras de la AAT es necesaria la utilización de 

una metodología más rápida, sensible y coste-efectiva que permita el análisis de un mayor 

número de muestras en un tiempo reducido y así, poder realizar un diagnóstico preciso y llegar 

a conocer la verdadera incidencia e impacto de estas variantes en la población. 

 
3.1.3 Objetivos 

El objetivo primario de este estudio fue el diseño de sondas específicas FRET para la detección 

del alelo Mmalton mediante PCR a tiempo real y curvas de melting. Como objetivos 

secundarios, se testó la aplicabilidad de la técnica utilizando ADN procedente de muestras de 

DBS y ADN circulante procedente de suero.  

 
3.1.4 Material y Métodos 

Para el diseño de la técnica se utilizaron muestras de sangre total y DBS de 3 individuos 

previamente caracterizados mediante secuenciación y genotipados como Mmalton/M, 

Mmalton/S y Mmalton/Z. Como controles de especificidad de la técnica se utilizaron muestras 

de sangre total y DBS de 10 genotipos diferentes: M/M, M/S, M/Z, S/Z, S/S, Z/Z, 

M/QOmattawa (Leu353Phe), M/I, M/Plowel (Asp256Val) y M/Mvalld’hebron (Pro369Ser). Para 

la obtención de un control positivo que permitiera establecer el patrón de curvas de melting, 

se clonó una muestra Mmalton/M. Tras este proceso, se obtuvieron 20 clones, 7 Mmalton y 13 

M. Estos genotipos que se establecieron mediante la secuenciación Sanger de un fragmento 
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del exón II del gen de la AAT donde se encuentra la mutación Mmalton. Para el proceso de PCR 

a tiempo real se diseñaron cebadores que flanqueaban un fragmento de 171 pb. Las sondas 

FRET fueron diseñadas para hibridar de forma específica con la mutación causante del alelo 

Mmalton, es decir, una de las sondas contenía en su secuencia la deleción del triplete TTC, de 

esta forma la curva de melting generada por el alelo Mmalton debía observarse a una 

temperatura superior a la curva de melting de cualquier otra variante no Mmalton (Figura 20). 

Una vez puesta a punto la técnica, se incorporó en el algoritmo de diagnóstico empleado por el 

laboratorio. De esta forma, se analizaron 12 muestras de fenotipo M/M y niveles deficitarios 

mediante la nueva técnica, empleando muestra de sangre total, DBS y suero de cada una de 

ellas.  

 

 
Figura 20. Representación de un fragmento de la secuencia estudiada y las sondas FRET empleadas para 

la detección del alelo Mmalton mediante PCR a tiempo real y curvas de melting. (A) En ausencia de la 

variante Mmalton existe un desapareamiento entre la secuencia estudiada y la sonda FRET específica de 

la mutación. (B) En presencia de la mutación Mmalton existe total complementariedad entre la 

secuencia estudiada y la sonda FRET específica de la mutación. 

 

3.1.5 Resultados 

En el caso de los 3 individuos heterocigotos Mmalton/M, Mmalton/S y Mmalton/Z se observó 

una total concordancia entre los resultados obtenidos mediante la técnica de secuenciación y 

la nueva técnica de genotipado del alelo Mmalton. El mismo resultado se observó tras el 

análisis de las 10 muestras de DBS empleadas como controles de especificidad. Las curvas de 
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melting muestran la relación entre fluorescencia y temperatura, y la derivada negativa de esta 

misma relación (-dF/dT), se denomina picos de melting y da lugar a unos resultados más fáciles 

de interpretar que las curvas de melting. De este modo, las muestras heterocigotas para el 

alelo Mmalton mostraron dos picos de melting, uno a 50°C y otro a 62°C, mientras que las 10 

muestras de DBS sin el alelo Mmalton mostraron un único pico a 50°C. Por tanto, el pico a 62°C 

indica la presencia de la variante deficitaria Mmalton y el pico a 50°C indica la ausencia de ésta 

(Figura 21). Este patrón se correspondía con la previsión de un pico de melting a mayor 

temperatura para los alelos Mmalton, debido al diseño de la sonda específica para la 

mutación. Los 20 clones obtenidos fueron analizados mediante la nueva técnica de genotipado 

y los 7 clones Mmalton mostraron un solo pico a 62°C, mientras que los 13 clones M 

mostraron un pico a 50°C. Una vez incorporada esta nueva técnica en el algoritmo de 

diagnóstico del laboratorio, las 12 muestras deficitarias pero con fenotipo M/M fueron 

analizadas mediante esta metodología. Los resultados obtenidos fueron los mismos utilizando 

los tres tipos de muestras empleados (sangre total, DBS y suero). Cinco de las muestras 

mostraron ambos picos a 50°C y 62°C y las 7 muestras restantes presentaron un solo pico a 

50°C. Tras la secuenciación de la mismas, resultaron ser 5 heterocigotas Mmalton/M y 7 no 

portadoras del alelo Mmalton (5 M/M, 1 M/Mvalld’hebron y 1 M/QOmattawa).  
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Figura 21. Picos de melting obtenidos mediante PCR a tiempo real y sondas FRET para la detección de la 

variante Mmalton. Los diferentes genotipos obtenidos fueron: (A) Ausencia del alelo Mmalton; (B) 

Presencia del alelo Mmalton en homocigosis; (C) Presencia del alelo Mmalton en heterocigosis.  

 

Los resultados muestran la utilidad de la técnica de PCR a tiempo real y curvas de melting para 

la caracterización una variante deficitaria de difícil detección en los laboratorios asistenciales. 

Además, esta tecnología permite trabajar con pequeñas cantidades de ADN como las 

obtenidas en las muestras de DBS o en las muestras de suero.  

Como conclusión final de este estudio, se puede afirmar que la metodología de PCR a tiempo 

real con curvas de melting permite detectar variantes deficitarias poco frecuentes en 

laboratorios asistenciales, incluso con el mismo tipo de muestra que se utiliza para los demás 

estudios habituales de este déficit, constituyendo una herramienta muy potente para conocer 

la incidencia real de estas variantes de baja frecuencia, al menos así consideradas hasta ahora, 

en la población general. Así mismo, la facilidad y efectividad del procesado de muestras de DBS 

capacita a esta metodología para su uso en estudios poblacionales, abarcando incluso 

poblaciones alejadas de los centros hospitalarios y laboratorios. 
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3.1.6 Manuscrito completo  
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3.2 Estudio 2: Application of a diagnostic algorithm for the rare deficient variant 

Mmalton of alpha-1-antitrypsin deficiency: a new approach 

 
3.2.1 Introducción 

El alelo Mmalton es la variante deficiente rara asociada a un DAAT grave más frecuente en la 

población española. Esta variante, al igual que muchas otras variantes diferentes a las 

variantes deficitarias comunes S y Z, es difícil de caracterizar mediante las técnicas de 

diagnóstico habituales (concentraciones séricas de AAT y fenotipo). Por ello, en el primer 

estudio de esta tesis134 se ha desarrollado una técnica de PCR a tiempo real y curvas de melting 

(genotipado alelo-específico) para la detección rápida y específica de la variante Mmalton y se 

ha incorporado en el algoritmo de diagnóstico. Esta técnica permite el uso de ADN procedente 

de sangre total, así como de muestras de DBS o suero, donde la cantidad de ADN es mucho 

menor. En el algoritmo de diagnóstico del laboratorio, cuando existe discordancia entre los 

niveles de AAT y el fenotipo de un individuo, se realiza el genotipado alelo-específico para las 

variantes S, Z y Mmalton y si ninguna de estas variantes es detectada, se realiza la 

secuenciación exónica del gen de la AAT. Para esta última técnica se necesita ADN procedente 

de sangre total o muestra de DBS. En ocasiones estas muestras no están disponibles en el 

laboratorio, ya que para los primeros pasos del diagnóstico (niveles de AAT y fenotipo) se 

emplea muestra de suero. Por lo que es necesario realizar una nueva extracción de muestra, lo 

que genera un retraso significativo en el diagnóstico o incluso la ausencia del mismo. 

 
3.2.2 Hipótesis 

La técnica de genotipado alelo-específico basada en PCR a tiempo real y curvas de melting para 

la detección de la variante Mmalton es óptima para trabajar con muestras de suero. De esta 

forma, cuando existe una sospecha de la presencia de un alelo Mmalton, se puede realizar el 

genotipado alelo-específico de esta variante utilizando la misma muestra de suero empleada 

en la cuantificación de AAT y en el fenotipado.  
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3.2.3 Objetivos 

El objetivo principal de este estudio fue analizar la utilidad de la nueva técnica de genotipado 

alelo-específico para la detección de la variante Mmalton tras su incorporación en el algoritmo 

de diagnóstico de nuestro laboratorio.  

 
3.2.4 Material y Métodos 

Se realizó un estudio retrospectivo de los resultados obtenidos en todos los estudios de DAAT 

llevados a cabo en el laboratorio durante un período de dos años. En este estudio nos 

centramos en la detección del alelo Mmalton, por lo que todas las muestras con niveles de 

AAT deficitarios y cuyo fenotipo presentaba uno o dos alelos M y ninguna otra variante 

deficitaria que explicara el déficit, fueron analizadas mediante la técnica de genotipado alelo-

específico de la variante Mmalton. En los casos en los que el alelo Mmalton no fue detectado, 

se realizó la secuenciación Sanger de los exones codificantes del gen de la AAT. 

 
3.2.5 Resultados 

Durante los 24 meses del estudio, un total de 273 muestras presentaron un DAAT y fueron 

analizadas mediante fenotipo. Las muestras con uno o dos alelos M y niveles de AAT 

discordantes con este fenotipo fueron analizadas mediante la técnica de genotipado del alelo 

Mmalton. Se detectaron 49 muestras con estas características, de las cuales 44 muestras 

presentaban el fenotipo M/M y 5 el fenotipo M/S. En 9 de estas muestras, se detectó la 

variante Mmalton de forma heterocigota. De estas 9 muestras, 8 fueron Mmalton/M y una 

Mmalton/S. A partir de dos de estos individuos se realizaron dos estudios familiares. Cada 

estudio incluyó dos individuos que se incorporaron al algoritmo de diagnóstico. Esto permitió 

la identificación de 4 casos adicionales con alelo Mmalton: 3 Mmalton/M y un Mmalton/S. De 

las 40 muestras restantes con fenotipo M/M o M/S, niveles de AAT deficitarios y alelo 

Mmalton sin identificar, 24 muestras fueron genotipadas mediante secuenciación exónica. Los 
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resultados mostraron 22 casos M/M y 2 M/QOmattawa. Hubo 16 casos en los que no se pudo 

obtener una nueva muestra de sangre total para completar el estudio. 

De este estudio se puede concluir que la técnica de genotipado alelo-específico para la 

detección de la variante Mmalton aplicada a estudios asistenciales, resulta más rápida y 

económica que la secuenciación. Un resultado adicional que consideramos de gran interés es 

que este genotipado por PCR a tiempo real y curvas de melting permite trabajar con la misma 

muestra de suero empleada en los primeros pasos del diagnóstico, evitando el significativo 

retraso producido cuando la secuenciación es necesaria. La incorporación de la técnica de 

genotipado alelo-específico en el algoritmo de diagnóstico permite la fácil caracterización de 

individuos Mmalton que, hasta la fecha, no estaban bien caracterizados.  
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3.2.6 Manuscrito completo 
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3.3 Estudio 3: Genetic diagnosis of α1-antitrypsin deficiency using DNA from buccal 

swab and serum samples 

 

3.3.1 Introducción 

Aunque el DAAT es el desorden hereditario más común en adultos, existe una falta 

generalizada de conocimiento sobre esta enfermedad en la comunidad médica. Por lo que de 

los individuos que se estima que presentan un DAAT tan sólo una pequeña proporción está 

diagnosticada, evidenciado el considerable infradiagnóstico de esta enfermedad. Así mismo, 

cuando se identifica un individuo con DAAT es necesario realizar estudios familiares con el fin 

de detectar otros individuos deficitarios e iniciar medidas preventivas o terapéuticas. Además, 

los retrasos prolongados en el diagnóstico son comunes, debido a la complejidad y a los 

numerosos pasos para realizar un diagnóstico en determinados casos. En este sentido, se debe 

tener en cuenta que cuando no es posible obtener un resultado definitivo mediante la 

combinación de la cuantificación de AAT, el fenotipo y el genotipado alelo-específico, se debe 

realizar el genotipado mediante secuenciación, para el cual es necesario ADN procedente de 

sangre total o DBS. En ocasiones estas muestras no están disponibles en el laboratorio, por lo 

que se debe citar de nuevo al paciente para realizar una nueva extracción, generando un 

retraso en el diagnóstico (Figura 22). La optimización del proceso de diagnóstico del DAAT 

requiere de la posibilidad de disponer de muestras de ADN del paciente que incluso se puedan 

obtener fácilmente en la propia consulta médica y con la menor molestia posible para el 

paciente. Las muestras de frotis bucal pueden ser una alternativa, así como la posibilidad de 

realizar el algoritmo de diagnóstico completo utilizando únicamente muestras de suero. 
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Figura 22. Algoritmo de diagnóstico del laboratorio y muestra necesaria para realizar cada una de las 

técnicas. Cuando es necesario realizar la técnica de secuenciación, se necesita sangre total o gota de 

sangre seca (DBS). En ocasiones, estas muestras no están disponibles y su obtención genera un retraso 

en el diagnóstico.  

 

3.3.2 Hipótesis 

El uso de muestras fáciles de obtener, almacenar y enviar, como el frotis bucal, facilitan los 

programas de cribado para la identificación de individuos con DAAT.  

La muestra de suero es necesaria en los primeros pasos del diagnóstico del DAAT, por tanto, el 

uso de ADN procedente de este tipo de muestra reduciría el tiempo en obtener resultados 

definitivos cuando se deba realizar la técnica de secuenciación, ya que no sería necesario 

obtener una muestra adicional de sangre.  

El uso del ADN procedente de ambos tipos de muestras en el diagnóstico del DAAT puede 

ayudar a reducir el infradiagnóstico de esta enfermedad. 
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3.3.3 Objetivos 

El objetivo principal de este estudio fue el desarrollo de protocolos de genotipado alelo-

específico para las variantes S, Z y Mmalton y secuenciación exónica del gen SERPINA1 

utilizando ADN procedente muestras de frotis bucal y muestras de suero. El objetivo 

secundario fue validar el uso de suero como único tipo de muestra empleado para realizar el 

diagnóstico completo del DAAT.  

 
3.3.4 Material y Métodos 

En el caso de las muestras de frotis bucal, se tomaron 16 muestras de individuos con 

diferentes genotipos previamente caracterizados mediante fenotipo y secuenciación: 2 MM, 2 

M/S, 2 M/Z, 3 S/Z, 3 Z/Z, 1 I/S, 1 Z/Plowell, 1 M/Mmalton y 1 S/Mmalton. Las muestras fueron 

procesadas mediante genotipado alelo-específico para las variantes S, Z y Mmalton y mediante 

secuenciación Sanger de los exones codificantes del gen SERPINA1. Para el genotipado alelo-

específico se utilizaron muestras de frotis bucal diluidas 1:2, 1:10 y sin diluir, empleándose un 

control positivo de cada variante. 

Para el diseño de los nuevos protocolos de genotipado empleando muestras de suero, se 

utilizaron dos muestras previamente caracterizadas mediante fenotipado y secuenciación 

como M/M y M/S. Estos protocolos se incorporaron en el algoritmo de diagnóstico y se 

procesaron 19 muestras de suero que presentaban discrepancias entre los niveles de AAT y el 

fenotipo obtenido para cada una de ellas y la ausencia de muestra adicional de sangre total o 

DBS. Estas muestras fueron analizadas mediante genotipado alelo-específico por PCR a tiempo 

real y curvas de melting en caso de sospecha de las variantes S, Z o Mmalton o mediante 

secuenciación si ninguna de estas variantes era sospechada o detectada. En el caso de la 

secuenciación, fueron necesarias dos rondas de PCR (doble PCR) para amplificar los exones del 

gen (Figura 23). 
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Figura 23. Comprobación en gel de agarosa de la amplificación de los exones codificantes del gen 

SERPINA1 tras dos rondas de PCR y utilizando suero como muestra inicial. En los diferentes carriles se 

observa: (1) Marcador de peso molecular de 100 pb; (2) Primera mitad del exón II (450 pb); (3) Segunda 

mitad del exón II (455 pb); (4) Exón IV (257 pb); (5) Exón V (339 pb); (6) Exón III (552 pb). 

 

3.3.5 Resultados 

En todas las muestras de frotis bucal procesadas se obtuvieron resultados concordantes con su 

caracterización previa. Los picos de melting obtenidos en el genotipado alelo-específico 

estaban bien definidos tanto en las muestras diluidas como sin diluir. Decidimos escoger la 

dilución 1:10 debido a la similitud de los picos con los obtenidos en los controles positivos. Este 

hecho evidencia la gran cantidad de ADN que se puede obtener en este tipo de muestra. Los 

resultados en la secuenciación también fueron claros y fáciles de interpretar. 

Una vez se pusieron a punto los protocolos para realizar el genotipado (alelo-específico y 

secuenciación) utilizando muestras de suero, las dos muestras previamente caracterizadas 

como M/M y M/S fueron analizadas mediante estos protocolos y se obtuvieron resultados 

concordantes con los previos. De las 19 muestras de suero con niveles de AAT y fenotipo no 

concordantes, 14 fueron analizadas mediante la técnica de genotipado alelo-específico para la 

detección de los alelos S, Z y Mmalton y se obtuvieron resultados definitivos: 4 M/Z, 1 M/S, 1 

S/Z, 3 Z/Z y 5 M/Mmalton. Tres muestras en las que no se observaron resultados concluyentes 

con el genotipado alelo-específico requirieron de un estudio de secuenciación exónica, 

observándose: 2 M/QOmattawa y 1 M/M. Las dos muestras restantes fueron directamente 

secuenciadas para confirmar la presencia del alelo Plowell detectado mediante fenotipado: 1 
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M/Plowell y 1 S/Plowell. Por tanto, las 19 muestras fueron caracterizadas siguiendo el 

algoritmo de diagnóstico de forma completa utilizando únicamente muestra de suero. 

De este estudio se puede concluir que las metodologías descritas ayudan a promover la 

expansión de los programas de detección del DAAT y mejorar la rapidez de su diagnóstico al 

permitir el uso de forma muy eficiente de muestras de suero y frotis bucal para los análisis de 

genotipado. El frotis bucal permite disponer de un tipo de muestra cuya obtención es no 

invasiva, en la que se obtiene gran cantidad de ADN y constituye una alternativa a la muestra 

de DBS, la cual tiene un rendimiento inferior en cantidad de ADN y es algo más invasiva. No 

obstante, la muestra de DBS tiene la ventaja de su económica extracción de ADN (se utiliza 

agua). Así mismo, el genotipado de DAAT utilizando muestras de suero permite completar el 

algoritmo de diagnóstico sin retrasos, al poder utilizarse la muestra disponible de los estudios 

de cuantificación de niveles y fenotipado de AAT. La utilización de ambos tipos de muestra 

(frotis bucal y suero) favorece el diagnóstico temprano del DAAT.  
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3.3.6 Manuscrito completo 
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4 DISCUSIÓN 

 

El DAAT en su forma grave afecta en España a 1 de cada 3000 a 3.500 personas y, por ello, es 

considerado como una enfermedad rara135. El DAAT es un trastorno monogénico complejo y 

presenta una gran variabilidad clínica. Así, mientras algunos sujetos desarrollan enfisema 

pulmonar, otros presentan cirrosis hepática, una minoría padece vasculitis, paniculitis u otras 

enfermedades de muy baja frecuencia como daño renal, y algunos pueden presentar más de 

una de estas enfermedades a la vez. Sin embargo, más de un tercio de los pacientes con déficit 

grave no presenta manifestaciones clínicas (o sólo mínimas) a lo largo de su vida136. Esta 

enfermedad pasa desapercibida en una gran parte de los portadores debido a la ausencia de 

síntomas o a que son mal diagnosticados, en parte debido a la falta de conocimiento de esta 

patología por parte de los médicos generales y especialistas78. A pesar de la disponibilidad de 

programas de detección del DAAT137,138,139,140, el número de pacientes diagnosticados con DAAT 

es mucho menor del esperado según estudios epidemiológicos125,141, lo que sugiere la falta de 

seguimiento de las recomendaciones y guías de las instituciones sanitarias como la OMS, 

SEPAR o ATS/ERS. Un estudio publicado en 2016142 testó mediante encuestas anónimas el 

conocimiento acerca del DAAT por parte de un grupo de 376 médicos de España y Portugal, 

que incluía 100 neumólogos, 100 especialistas de medicina interna y 176 médicos de atención 

primaria. Los resultados mostraron que sólo un 14% de los médicos encuestados admitió 

“conocer muy bien” el DAAT y un 45,2% respondió correctamente que el valor umbral de AAT 

en suero para considerar el DAAT como grave es de 50 mg/dL. Alrededor del 50% de los 

participantes identificaron correctamente todas las enfermedades o condiciones asociadas o 

no con el DAAT y qué requisitos se debían cumplir para recibir el tratamiento sustitutivo Así 

mismo, sólo un 15,8% de los médicos (principalmente el grupo de neumólogos) afirmó solicitar 

el estudio del DAAT en todos los pacientes con EPOC. Por tanto, este estudio demuestra la 

existencia de una práctica insatisfactoria y un conocimiento insuficiente sobre el DAAT por 
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parte de los médicos, lo que podría explicar la baja tasa de análisis del DAAT y por tanto, el 

infradiagnóstico de esta enfermedad. En España se calcula un promedio de 10 años entre el 

diagnóstico de EPOC y el del déficit de AAT143. 

En 1993 se creó el Registro Español del Déficit de AAT (REDAAT) con el fin de profundizar en el 

conocimiento sobre el DAAT, estimular la investigación, contribuir a su difusión y mejorar el 

tratamiento de las personas afectadas. Este registro recoge información acerca de la evolución 

de los pacientes y los tratamientos recibidos y el criterio de inclusión es la existencia de un 

déficit grave de AAT, ya sea por fenotipo ZZ, SZ o alguna otra variante deficitaria menos 

frecuente. Según los datos actuales del REDAAT, en nuestro país han sido diagnosticados unos 

600 pacientes ZZ, lo que representa un 5% de los 12.000 casos que se calcula que puede haber 

en España144. Estos datos muestran que, al igual que muchas otras enfermedades consideradas 

raras, el DAAT presenta el gran problema del infradiagnóstico. Es decir, el DAAT más que una 

enfermedad rara, debe considerarse como una enfermedad altamente infradiagnosticada. 

Además de ser una enfermedad infradiagnosticada de forma global, diferentes estudios 

muestran la existencia de un infradiagnóstico importante en el caso de las variantes raras de la 

AAT y estudios más específicos demuestran que estos alelos no son tan raros como se 

asume55,57,56. Así, en el centro y sur de Italia la frecuencia de las variantes Mmalton y Mprocida 

es mayor que el de las variantes comunes S y Z. La variante Mmalton representa 3 de cada 5 de 

los casos de variantes raras en Túnez y es el alelo más común en Cerdeña, donde el alelo Z es 

raramente identificado. En Suiza, donde los alelos S y Z son comunes, existe una alta 

prevalencia de las variantes raras del 2,8%145. En España, donde se han detectado dos nuevas 

variantes raras, la Mvalld’hebron123 y la Ybarcelona (Pro361His)146, se ha observado un 1,6% de 

genotipos con alelos raros55. En el caso del REDAAT, el 4,7% de los casos registrados tiene 

genotipos deficientes raros (el más frecuente Mmalton) o nulos, dos de ellos específicos de 

España: el raro Ybarcelona y el nulo QOmadrid (c.-5+2dupT)62. 
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La mayoría de estas variantes son de difícil caracterización mediante el método habitual del IEF 

o el genotipado alelo-específico, comúnmente utilizado en cribados para la detección de las 

variantes deficientes S y Z, lo que puede haber provocado la clasificación errónea de muchas 

de estas variantes, dando lugar a la infravaloración de su frecuencia real. Teniendo en cuenta 

estas limitaciones, es de gran interés la implementación de técnicas como el genotipado alelo-

específico para estudiar las variantes raras más prevalentes de cada región, así como 

desarrollar estudios estandarizados con el fin de obtener datos concluyentes sobre la 

prevalencia de estas variantes.  

El diagnóstico precoz de esta enfermedad permite realizar cambios en la vida del paciente, 

como la deshabituación tabáquica, con el fin de limitar la progresión del daño pulmonar. 

Además, da lugar a la posibilidad de realizar estudios familiares para diagnosticar otros casos 

de forma precoz y dar consejo genético, o incluso considerar iniciar un tratamiento sustitutivo 

específico en los casos en los que esté indicado101.  

A pesar de ser la enfermedad hereditaria más frecuente diagnosticada en adultos, su 

variabilidad clínica y el hecho de que sólo un 1-3% de los pacientes con enfisema pulmonar 

presenten DAAT parecen ser las causas principales por las que algunos médicos olvidan o no 

saben cómo solicitar o interpretar el diagnóstico de esta patología en pacientes con EPOC147. 

Por otro lado, una vez que los responsables clínicos solicitan las pruebas pertinentes, como son 

la determinación de niveles de AAT o incluso su caracterización fenotípica, la realización del 

diagnóstico completo del DAAT puede retrasarse durante varias semanas o incluso no llegar a 

realizarse. Según un estudio realizado en Italia y Alemania, el tiempo medio necesario para 

obtener un diagnóstico definitivo una vez se ha iniciado la petición por parte del responsable 

clínico es de 3-4 semanas148. Uno de los principales motivos de este retraso en el diagnóstico 

del DAAT es la necesidad de muestras adicionales del paciente durante el diagnóstico y la 

complejidad de la técnica de secuenciación requerida para el estudio genotípico, la cual es más 

complicada de realizar que el genotipado alelo-específico. En este sentido, aunque la 
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secuenciación del gen de la AAT se considera la técnica de referencia para detectar cualquier 

variante, en la gran mayoría de los casos, el fenotipado junto con el genotipado aleo-específico 

son suficientes para conocer la variante concreta responsable del DAAT. Los retrasos en el 

diagnóstico son más pronunciados en lugares donde las muestras deben ser enviadas a centros 

especializados de referencia. Este hecho es frecuente en estudios donde se necesita realizar un 

genotipado mediante secuenciación, técnica que sólo está disponible en este tipo de centros. 

La muestra que se utiliza con frecuencia para este tipo de estudios centralizados es el DBS, que 

permite su envío por correo ordinario y resulta útil para la estimación semicuantitativa de los 

niveles de AAT, primer paso del diagnóstico del DAAT. Este tipo de muestra permite informar a 

los responsables clínicos de la existencia o no de un DAAT, pero una vez establecido el déficit 

se necesita una nueva muestra de sangre total para completar el diagnóstico. Como 

consecuencia, se produce un mayor retraso provocado principalmente por los múltiples pasos 

que esto conlleva, como una nueva citación del paciente y su visita médica, una segunda 

extracción de muestra, el transporte de la misma con las condiciones de seguridad y 

conservación necesarias y la comunicación de los resultados entre los centros. Durante todo 

este proceso, existe el riesgo de que se pierda el seguimiento del paciente, situación no 

excepcional durante el diagnóstico del DAAT148.  

Estos datos muestran la gran importancia de aumentar la educación sobre el DAAT entre los 

responsables clínicos y el uso de técnicas más simples y algoritmos de diagnóstico bien 

definidos que permitan acortar significativamente el tiempo requerido para este proceso y así 

poder combatir el infradiagnóstico de la enfermedad y aumentar el número de pacientes 

identificados. 

Las técnicas de diagnóstico del DAAT incluyen como primer paso la cuantificación de los 

niveles séricos de AAT, seguido del estudio del fenotipo de las diferentes isoformas de la 

proteína y finalmente el análisis del gen SERPINA1 mediante genotipado alelo-específico y/o 

secuenciación. Cada laboratorio utiliza diferentes instrumentos y tipos de muestra para 
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realizar el diagnóstico completo, como por ejemplo nefelometría o turbidimetría en la 

medición de los niveles de AAT o el uso de sangre total o DBS en el genotipado. Sin embargo, 

lo más importante es establecer un algoritmo de diagnóstico que permita el análisis de las 

muestras en un tiempo mínimo, de forma coste-efectiva y sin incomodar al paciente. 

En esta tesis, se presentan tres estudios centrados en la mejora del diagnóstico del DAAT 

estableciendo un algoritmo de diagnóstico y diseñando técnicas que permitan realizarlo de la 

forma más rápida posible y obteniendo resultados definitivos, independientemente de la 

variante de AAT presente.  

En el primer y segundo estudio, se ha adaptado la técnica de genotipado alelo-específico, 

habitualmente empleada en la detección de las variantes deficientes comunes S y Z, para la 

detección del alelo Mmalton, la variante rara de AAT responsable de un DAAT grave más 

frecuente en la población española, llegando a representar hasta el 20% de todos los casos de 

variantes raras. Los resultados del primer estudio han demostrado la precisión de esta 

metodología para el estudio de la variante Mmalton, mostrando una total concordancia con 

los resultados obtenidos mediante la secuenciación de la región estudiada para detectar esta 

variante. Tras la confirmación de su eficiencia diagnóstica, esta técnica ha sido incorporada al 

algoritmo de diagnóstico del DAAT propuesto por nuestro laboratorio y se ha estudiado su 

aplicabilidad como parte de los dos primeros estudios presentados en esta tesis.  

El genotipado alelo-específico mediante PCR a tiempo real y curvas de melting es una técnica 

muy rápida, sensible y reproducible119 que permite trabajar con muestras como DBS121 y 

suero149, donde la cantidad de ADN es menor que la obtenida en muestras de sangre total. La 

muestra de DBS es particularmente útil en estudios poblacionales a gran escala donde las 

muestras son enviadas desde diferentes áreas a un laboratorio central111. Esto es debido a su 

fácil obtención, envío y almacenamiento. Por otro lado, se debe tener en cuenta que la 

muestra de suero se emplea en los primeros pasos del diagnóstico del DAAT que incluyen la 

cuantificación de los niveles y el estudio del fenotipo de la AAT. En el caso de las variantes 
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raras no caracterizadas correctamente mediante estas dos técnicas, generalmente se necesita 

una muestra adicional de sangre total para realizar el genotipado mediante secuenciación. 

Este hecho, tiene como consecuencia inmediata un retraso en la obtención del diagnóstico 

definitivo. Los resultados obtenidos en los dos primeros estudios demuestran la utilidad de la 

técnica de genotipado alelo-específico en la caracterización de la variante rara Mmalton 

prácticamente al mismo tiempo que se realizan los dos primeros pasos del diagnóstico, 

evitando así la secuenciación, que como previamente se ha comentado, es más laboriosa. Este 

resultado representa una importante mejora en el diagnóstico clínico del DAAT. Así mismo, 

esta metodología puede ser adaptada para la detección de otras variantes raras, de forma que 

puede ser utilizada para estudiar la frecuencia real de las variantes raras más prevalentes de 

cada región, como por ejemplo la variante Siiyama en Japón, que es la causa principal de DAAT 

en esta región150. 

La técnica de genotipado alelo-específico de la variante Mmalton fue incorporada en el 

algoritmo de diagnóstico del DAAT utilizado en nuestro laboratorio de la siguiente manera: los 

niveles de AAT son cuantificados en suero y en los casos con concentraciones menores a 116 

mg/dL se realiza el fenotipo mediante IEF. Si los valores de AAT están en el rango establecido 

para el fenotipo obtenido, los resultados se consideran definitivos. Si por el contrario, los 

niveles obtenidos están por debajo del límite inferior de dicho rango y en el fenotipo se 

observa uno o dos alelos M, se sospecha la variante Mmalton (por ser la más frecuente tras la 

Z según nuestros propios datos55). Por este motivo se realiza el genotipado alelo-específico de 

esta variante. Por otro lado, en determinados casos donde el fenotipo no está claro y existe 

sospecha de la presencia de las variantes S y/o Z, se realiza el genotipado alelo-específico de 

estas variantes. Un ejemplo de esto sería un paciente con un alelo Z y otro nulo, en cuyo 

fenotipo se observaría ZZ, pero con valores de AAT inferiores al rango establecido para este 

fenotipo, mientras que en el genotipado alelo-específico se observaría la presencia de un único 

alelo Z, demostrando así la presencia de otro alelo no identificado mediante el fenotipo. Si con 
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este tipo de genotipado no se obtienen resultados definitivos, se realiza el genotipado 

mediante la secuenciación exónica del gen SERPINA1. 

Existen otros algoritmos de diagnóstico del DAAT donde se utilizan las mismas técnicas pero 

con un orden diferente. En este sentido, Snyder et al.109 o Ferraroti et al.112 proponen un 

algoritmo donde los primeros pasos son la cuantificación de niveles de AAT y el genotipado 

alelo-específico de las variantes S y Z, mientras que el fenotipo se utiliza como técnica de 

soporte. En nuestro laboratorio decidimos realizar el fenotipado tras la cuantificación de los 

niveles de AAT ya que en la mayoría de casos, las variantes S y Z pueden ser detectadas 

fácilmente mediante esta técnica. Además, en España las variantes deficitarias raras más 

frecuentes son la I, Mmalton y Plowell y tanto la variante I como la Plowell pueden ser 

identificadas mediante el fenotipo. Para la detección de la variante Mmalton se utiliza el 

genotipado alelo-específico (ya que no es posible su identificación mediante IEF), lo cual es 

más coste-efectivo que realizar una secuenciación para identificarla. Sin embargo, como 

previamente se ha comentado, lo importante es establecer un algoritmo que permita 

identificar todas las variantes de la AAT y seguirlo en todos los casos, con el fin garantizar el 

diagnóstico molecular etiológico de este déficit. 

Para la cuantificación de niveles de AAT y el fenotipo se utiliza muestra de suero y en los 

estudios desarrollados en esta tesis se ha validado la realización del genotipado alelo-

específico en muestras de suero y DBS como alternativas a las muestras de sangre total como 

fuente de material genético. Por lo que llegados a este punto, y siguiendo el algoritmo 

propuesto, se podría realizar el diagnóstico empleando un solo tipo de muestra, como es el 

suero. Sin embargo, en el caso de las variantes no caracterizadas utilizando las tres técnicas 

mencionadas, sería necesario realizar un genotipado mediante secuenciación, para el cual 

inicialmente se necesitaría ADN procedente de sangre total o DBS121. Este hecho, 

generalmente supone una nueva extracción de muestra, por lo que se debe citar de nuevo al 

paciente. Una nueva cita requiere de semanas o meses, generando un gran retraso en el 
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diagnóstico. Incluso, por nuestra propia experiencia, un número significativo de pacientes no 

regresa para proporcionar una muestra adicional. Para evitar esta limitación y en el sentido de 

seguir el proceso de optimización del algoritmo diagnóstico, una parte del tercer estudio se 

centró en la utilización del suero como único tipo de muestra empleado para completar el 

algoritmo de diagnóstico y así reducir el tiempo necesario para obtener resultados definitivos. 

Para ello, se rediseñó el genotipado mediante secuenciación para utilizar ADN circulante 

procedente de muestras de suero, ya que previos estudios en el análisis del DAAT habían 

demostrado que los productos de PCR obtenidos a partir de ADN procedente de suero podían 

presentar la misma calidad que los obtenidos a partir de sangre total151. La secuenciación 

consiste en la amplificación mediante PCR de los 4 exones codificantes del gen SERPINA1 y la 

posterior secuenciación automática Sanger de los mismos. Como la cantidad de ADN en las 

muestras de suero es mucho menor que la presente en muestras de sangre total, fueron 

necesarias dos rondas de PCR para amplificar cada uno de los exones, realizar una correcta 

secuenciación y obtener resultados claros. Una de las desventajas de esta técnica es que el uso 

de dos rondas de PCR presenta mayor riesgo de contaminación. Por ello, es necesario el 

cumplimiento estricto de las medidas de seguridad habituales en los protocolos que incluyen 

etapas de PCR, como realizar los diferentes pasos de extracción, preparación de la mezcla de 

PCR y adición de la muestras en diferentes espacios o utilizar blancos (utilización de agua en 

lugar de muestra) en cada una de las amplificaciones.  

Una vez puesta a punto esta metodología, se incorporó en el algoritmo de diagnóstico utilizado 

en el laboratorio, consiguiendo completar el algoritmo y obtener un diagnóstico definitivo 

utilizando la misma muestra de suero empleada en los primeros pasos del diagnóstico. De esta 

forma, se evita volver a citar al paciente para una nueva extracción y es posible obtener un 

diagnóstico definitivo en un período de tiempo muy reducido.  

Con el objeto de validar otra posible muestra como fuente de material genético que pudiera 

obviar una punción en el dedo (necesaria para obtener una muestra de DBS) y poder ser 
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aplicada en pacientes en los que la extracción de sangre total o la obtención de DBS pudiese 

ser compleja, se planteó la realización de los estudios de genotipo de la AAT en muestras de 

frotis bucal. Este proceso se realizó en el tercer estudio de esta tesis, en el que se pusieron a 

punto las técnicas de genotipado alelo-específico de las variantes S, Z y Mmalton y la 

secuenciación exónica del gen SERPINA1. Este tipo de muestra consiste en la obtención de 

células del interior de la boca de forma indolora mediante un bastoncillo o hisopo, con el cual 

se ha de frotar alrededor de 15 veces el interior de cada una de las mejillas. Este tipo de 

muestra es estable hasta un mes a temperatura ambiente, muy fácil de enviar o transportar y 

no requiere condiciones especiales de almacenamiento. Además, la extracción de ADN a partir 

de esta muestra sólo necesita de dos incubaciones y centrifugaciones sin el uso de ningún 

solvente orgánico tóxico, permitiendo el procesado de un gran número de muestras en un 

tiempo reducido. El frotis bucal puede ser obtenido por cualquier persona sin necesidad de 

una formación previa y evita el contacto con patógenos de transmisión sanguínea, lo que 

facilita su uso en estudios familiares genéticos. Este dato es muy relevante puesto que cuando 

es detectado un caso con DAAT debe realizarse un estudio familiar con el fin de detectar otros 

individuos con déficit e iniciar medidas preventivas o incluso terapéuticas. Por ello, en el tercer 

estudio, el frotis bucal se presenta como alternativa a la muestra de DBS para realizar el 

genotipado, sobre todo en estudios familiares donde los miembros están muy dispersos, en 

personas que presenten algún tipo de discapacidad y en individuos con fobia a las agujas. Cabe 

destacar su uso en pediatría, ya que en neonatos y niños el DAAT es la causa genética más 

común de enfermedad hepática y en este tipo de pacientes la obtención de una muestra 

sanguínea puede ser complicada. Por todo esto, el frotis bucal facilita en gran medida la 

participación de los miembros de una familia en un estudio genético. Los resultados obtenidos 

utilizando el frotis bucal muestran una manera fácil y simple de obtener y enviar una muestra y 

extraer ADN para realizar el genotipado de la AAT. Con este tipo de muestra se consigue una 

gran cantidad de ADN, que se evidenció al obtenerse resultados óptimos con diluciones del 
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ADN extraído de hasta 1:10. Este hecho permite realizar el genotipado alelo-específico tanto 

de las variantes comunes S y Z, como de la variante Mmalton y una amplificación y 

secuenciación de los exones codificantes del gen de la AAT de forma equiparable a cuando se 

utiliza ADN procedente de sangre total. La desventaja que este tipo de muestra presenta con 

respecto a la muestra de DBS es su coste, ya que para la extracción del ADN se requiere un 

tampón de extracción comercial, mientras que para la extracción de ADN a partir de DBS se 

necesita tan solo agua estéril. Sin embargo, las muestras de frotis bucal presentan ventajas con 

respecto al DBS, como es la sencilla obtención de la muestra, la rapidez de la extracción y la 

gran cantidad de material genético obtenido. Sin olvidar que la obtención de la muestra DBS 

requiere de una punción ligeramente dolorosa en el pulpejo del dedo y cierta habilidad para la 

colocación de las gotas de sangre en el papel de filtro, evitando artefactuar la muestra como 

por ejemplo con el alcohol utilizado para limpiar la piel del dedo antes de la punción. 

Así, en el tercer estudio se ha desarrollado la metodología para realizar el genotipado con dos 

tipos de muestra adicionales a las muestras con las que habitualmente se trabaja en el 

diagnóstico del DAAT, como son el suero y el frotis bucal. Esto, por un lado permite completar 

el algoritmo de diagnóstico sin retrasos y por otro, facilita la expansión de los estudios 

familiares y poblacionales de una forma fácil de realizar por los clínicos, por los técnicos de 

laboratorio e incluso los propios miembros de la familia con una sencilla explicación del 

procedimiento y siempre de la manera más cómoda para el paciente.  

En el presente trabajo, se presenta un algoritmo de diagnóstico donde el último paso, el 

genotipado mediante secuenciación, se realiza mediante la amplificación y secuenciación 

Sanger de los exones codificantes del gen SERPINA1, ya que la mayoría de las mutaciones 

descritas están localizadas en los exones53. Sin embargo, aunque muy poco frecuentes, existen 

algunas variantes nulas como la QOMadrid, la QOPorto (c.-5+1G>A)152, QOwest (c.-4+1G>T)153 

o QOBonny blue (c.-4+1Gdel)63 que causan mutaciones en los intrones o en las regiones 

reguladoras del gen (exones promotores) que afectan a los mecanismos de transcripción o al 
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empalme (splicing) alternativo del gen SERPINA1. Estas variantes no serían detectadas 

mediante el algoritmo propuesto en esta tesis que incluye como etapa final la secuenciación 

exónica. En estos casos, es necesario realizar una secuenciación de los exones promotores y de 

los intrones, la cual no está descrita en este trabajo, aunque sería perfectamente practicable 

con las muestras descritas: suero y frotis bucal. Únicamente sería necesario el diseño de un 

conjunto de cebadores que permitiera la amplificación de varios fragmentos que cubrieran la 

totalidad del gen SERPINA1. No obstante, por la baja frecuencia de estas variantes y el gran 

número de amplificaciones necesarias no resultaría coste-efectivo, ya que presenta una 

complejidad de procesado no compatible con el flujo asistencial. Por este motivo, cuando se 

completa el algoritmo propuesto y no se obtiene un diagnóstico definitivo, la muestra del 

individuo a genotipar se envía a un laboratorio que presente la metodología necesaria para 

realizar la secuenciación de estas regiones, algo que, como se ha indicado, ocurre con una 

frecuencia mínima. En la actualidad, esta actividad se centraliza en España en el Instituto de 

Investigación en Enfermedades Raras (IIER) del Instituto de Salud Carlos III (ISCIII) de Madrid, 

en colaboración con el REDAAT. En todo caso, el ADN utilizado para amplificar y secuenciar los 

exones es válido para realizar la secuenciación intrónica. Por tanto, el ADN obtenido a partir de 

suero y de frotis bucal podría utilizarse para secuenciar los intrones del gen SERPINA1. De este 

modo, el algoritmo de diagnóstico del DAAT propuesto podría implementarse con un último 

paso añadido que sería la secuenciación intrónica en los casos en los que con la secuenciación 

exónica no se obtuviese un resultado definitivo.  

El algoritmo propuesto en el presente trabajo, permite realizar un diagnóstico completo del 

DAAT evitando dos problemas principales del diagnóstico de esta enfermedad, como son el 

significativo retraso producido una vez el clínico realiza la petición de diagnóstico y el 

infradiagnóstico de las variantes raras de la AAT.  

El algoritmo diagnóstico propuesto presenta una limitación que escapa del alcance del 

laboratorio clínico y está directamente relacionada con la realización del genotipado. Cuando 
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se realiza una petición de diagnóstico del DAAT por parte del médico, el primer paso en el 

algoritmo de diagnóstico es la cuantificación de los niveles de AAT en suero. Si estos niveles 

son deficitarios, se realiza la prueba de fenotipado y si el fenotipo obtenido concuerda con los 

valores de AAT, se considera como resultado definitivo. El fenotipo, al ser una prueba donde se 

analizan las diferentes isoformas de la proteína, legalmente no se considera una prueba 

genética, a pesar de que proporcione un diagnóstico definitivo. Sin embargo, cuando los 

niveles de AAT y el fenotipo no son concordantes, se necesita realizar el genotipado alelo-

específico y/o el genotipado mediante secuenciación. En este caso, se trabaja con ADN y se 

realiza la caracterización molecular de un gen, por lo que es considerado como prueba 

genética. Según la ley de Investigación Biomédica 14/2007 del 3 de Julio , la realización de 

cualquier estudio genético, como es el caso del genotipado de la AAT, necesita de un 

Consentimiento Informado (CI) del paciente: “la Ley se construye sobre los principios de la 

integridad de las personas y la protección de la dignidad e identidad del ser humano en 

cualquier investigación biomédica que implique intervenciones sobre seres humanos, así como 

en la realización de análisis genéticos, el tratamiento de datos genéticos de carácter personal y 

de las muestras biológicas de origen humano que se utilicen en investigación. En este sentido, 

la Ley establece que la libre autonomía de la persona es el fundamento del que se derivan los 

derechos específicos a otorgar el consentimiento y a obtener la información previa” (BOE-A-

2007-12945). Las pruebas genéticas proporcionan resultados que son para toda la vida y que 

tienen implicaciones no solo para el individuo sino para la familia, debiendo ir siempre 

acompañadas de un CI y consejo genético. El CI debe ser tomado por el facultativo que 

prescribe la prueba y es una forma de garantizar que la persona sea informada y entienda el 

propósito de la prueba genética, así como las implicaciones de los resultados. Además, 

garantiza su derecho a recibir el consejo genético, ya que le da la oportunidad de hacer 

preguntas y también de manifestar su derecho a decidir qué información quiere conocer y cuál 

no quiere conocer en cualquier momento del proceso.  
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Cuando se realiza el algoritmo de diagnóstico y se necesita el genotipo, el laboratorio no puede 

llevarlo a cabo hasta que exista un CI por parte del paciente. En la mayoría de casos, cuando el 

clínico realiza la petición del diagnóstico del DAAT no adjunta el CI, ya que en muchas 

ocasiones con los primeros pasos del diagnóstico (niveles de AAT y fenotipo) es posible 

obtener un resultado definitivo sin análisis genético. Sin embargo, si se necesita realizar el 

genotipado, el laboratorio debe informar al clínico que pidió la prueba y este a su vez, al 

paciente para obtener el CI. Esto genera un retraso en el diagnóstico similar al generado 

cuando era necesaria una muestra adicional de sangre total para realizar el genotipado 

mediante secuenciación. Por tanto, a pesar de haberse diseñado en esta tesis doctoral un 

algoritmo de diagnóstico capaz de trabajar con un único tipo de muestra y así evitar los 

habituales retrasos generados en el diagnóstico, la necesidad de disponer de un CI limita la 

aplicación de dicho algoritmo. Para evitar este retraso y poder obtener los beneficios 

diagnósticos de la metodología desarrollada en esta tesis, es necesario que todo responsable 

clínico que solicite un estudio del DAAT obtenga al mismo tiempo el CI del paciente. Dada la 

utilidad de la cuantificación de los niveles de AAT para evitar el infradiagnostico del DAAT, la 

solicitud de esta prueba podría efectuarse como forma de cribaje de cualquier paciente que 

acude a una visita médica y del cual no se dispone de ninguna información previa de sus 

niveles de AAT, incluso en ausencia de ningún tipo de sospecha. En una estrategia de este tipo, 

siempre que se plantee solicitar estos niveles, sería adecuado obtener el CI ante la posibilidad 

de que sea detectado un DAAT y poder aprovechar el potencial de la metodología propuesta. 

Cuando determinadas pruebas genéticas son solicitadas, el propio sistema informático del 

centro adjunta un formulario del CI para que el médico lo entregue en ese momento al 

paciente. Una solución al problema al que nos enfrentamos sería ligar la petición de 

diagnóstico del DAAT con un formulario del CI en el sistema informático de todos los centros, 

tanto primarios como hospitalarios. De esta forma, si fuese necesario realizar un genotipado, 

no se produciría ningún tipo de retraso en el diagnóstico.  
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5 CONCLUSIONES 

 

1. El genotipado alelo-específico para la detección de la variante Mmalton mediante PCR a 

tiempo real y curvas de melting es una técnica rápida, sensible y reproducible que permite 

trabajar con pequeñas cantidades de ADN como las obtenidas en las muestras de DBS o en las 

muestras de suero.  

2. Esta metodología permite una identificación fácil y rápida de individuos Mmalton que, hasta 

la fecha, no estaban bien caracterizados y puede ser adaptada para la detección de las 

variantes raras más prevalentes de cada región. 

3. La técnica de genotipado alelo-específico para la detección de la variante Mmalton aplicada 

a estudios asistenciales resulta más rápida y económica que la secuenciación. 

4. La posibilidad de realizar la técnica de secuenciación utilizando la misma muestra de suero 

empleada en los primeros pasos del diagnóstico, evita volver a citar al paciente para una nueva 

extracción y permite completar el algoritmo de diagnóstico sin retrasos.  

5. El uso de una muestra de frotis bucal como alternativa a la muestra de DBS para los análisis 

de genotipado ayuda a promover la expansión de los programas de detección del DAAT. Su 

obtención no es invasiva y permite disponer de gran cantidad de ADN. 

6. El algoritmo de diagnóstico propuesto en el presente trabajo permite realizar un diagnóstico 

completo del DAAT evitando dos problemas importantes, como son el significativo retraso 

producido una vez el clínico realiza la petición de diagnóstico y el infradiagnóstico de la 

variante rara Mmalton. 

7. El algoritmo de diagnóstico se podría implementar con la secuenciación intrónica y de los 

exones promotores como paso final para aquellos casos en los que no se obtuviese un 

resultado definitivo mediante la secuenciación exónica. 
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8. La necesidad de disponer de un consentimiento informado (CI) por parte del paciente para 

la realización del genotipo puede suponer un retraso en el diagnóstico. Para poder obtener los 

beneficios diagnósticos de la metodología desarrollada en esta tesis, es necesario que todo 

responsable clínico que solicite un estudio del DAAT obtenga al mismo tiempo el CI del 

paciente. 
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