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RESUMEN 



Introducción 

La Alfa-1-Antitripsina (AAT) es una proteína, cuya función principal es inhibir 

las proteasas, especialmente, la Tripsina. La deficiencia de Alfa-1-Antitripsina es un 

desorden genético común, asociado con la retención de la proteína Alfa-1-

Antitripsina producida en el hígado y a los bajos niveles de Alfa-1-Antitripsina. 

Clínicamente, la deficiencia severa de Alfa-1 Antitripsina consiste en la aparición 

temprana de enfisema, hepatitis crónica, cirrosis y el carcinoma hepatocelular. 

Aproximadamente, 120 mutaciones alélicas han sido descritas, y solamente, 

algunas, están asociadas con enfermedad del pulmón. 

El objetivo del siguiente trabajo es determinar los genotipos del inhibidor de 

proteasa (Pl) S y Z en el gen de SERPINA 1 en pacientes con Enfermedad Pulmonar 

Obstructiva crónica. Estos son los alelos más frecuentes asociados con la 

deficiencia de alfa-1 antitripsina. 

Metodología 

Se realizó un estudio descriptivo transversal en pacientes con diagnóstico 

clínico confirmado de Enfermedad Pulmonar Obstructiva crónica, atendidos en el 

servicio de Neumología del Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid, atendido 

en un periodo de un año, entre el 1 de octubre de 2022 y el 30 de septiembre de 

2023. Se obtuvieron muestras de sangre de los pacientes para la realización de 

pruebas enzimáticas de AAT y luego, se hizo una extracción del ADN, utilizando el 

equipo de Quiacube Blood (Qiagen); todo con la aprobación del Comité de Bioética 

de la CSS, Certificación N° CBI-CHDrAAM-141-2022. Para caracterizar los 

resultados, se procesarán con la técnica Alfa 1 antitripsina (AAT mpx RealFastTM 



Assay), la cual, es una prueba PCR en tiempo real rápida y precisa para la detección 

simultánea de las mutaciones del inhibidor de proteasa (Pl) 	y *Z  del gen 

SERPINA1. Los patrones observados se evaluaron, utilizando estadística de 

genotipo de muestra, que se calcula con base a las condiciones de la señal entre 

los canales de recepción. Por lo que, la señal es detectada con sondas específicas. 

Resultados 

Se encontraron en el estudio, 55 pacientes que tenían déficit de la enzima 

AAT con diagnósticos confirmados de EPOC. Se obtuvo un 43.6 % del sexo 

femenino y 56.4%, masculino; la mediana de edad fue de 65 años. Con un 58.2% 

exposición a biomasa y el 25.4% con exposición a tabaquismo. Los genotipos del 

inhibidor de proteasa (Pl) S y Z en el gen de SERPINA 1 encontrados fueron para 

las mutaciones Pi*MZ  67.3%;  Pi*MS,  obtuvo el 3.6%; Pi*SS,  resultó el 1.8% y  alelos 

normales Pi*MM,  27.27% con mayor frecuencia el genotipo Pi*MZ.  
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INTRODUCCIÓN 



La deficiencia de alfa-1-antitripsina es causada por mutaciones en el gen 

SERPINA1. Se han identificado más de 120 mutaciones hasta la fecha, pero las 

más comunes son Pi*Z  y  Pi*S,  los portadores con deficiencia de alfa-1-antitripsina 

tienen un mayor riesgo de desarrollar enfisema de aparición temprana y, en 

consecuencia, enfermedad pulmonar obstructiva crónica (Martina Veith, 2019). 

En Latinoamérica, de acuerdo con los datos del estudio Platino, la 

prevalencia de la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC), varía entre 

7.8% en México y  15% en Uruguay. La Organización Mundial de la Salud estima 

que para el año 2030, la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica atendidas, será 

la tercera causa de muerte más importante a nivel mundial (Hatch, 2018). 

La prevalencia en Panamá para el 2019 fue del 4.4 % en mayores de 40 

años, siendo más frecuente en el sexo masculino con el 56.4%; el 43.6% tenía una 

historia de tabaquismo, que fue el principal factor de riesgo encontrado (Noriega-

Aguirre, Méndez, & Trujillo, 2021). 

El EPOC es causado por el déficit de alfa 1 antitripsina y suele presentarse 

en personas jóvenes, menores de 40 años, con o sin antecedente de tabaquismo y 

suele haber una historia médica (MSc. dra. Mireya Fernández Fernández, 2015). Se 

estima que en el mundo hay unos 116 millones de portadores de Pi S y Pi Z y  3,4 

millones de personas con alelos deficientes (FJ De Serres, 2012). 

La evolución clínica es variable y puede llevar a una muerte temprana, si no 

se da un tratamiento específico con la alfa 1 antitripsina que está disponible. Hoy se 

recomienda en las guías realizar determinación de alfa 1 antitripsina en todos los 

pacientes con EPOC (MarcMiravitlles, 2022). 
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En Panamá, desconocemos la prevalencia de mutaciones Pi*S  o  pi*Z  en 

pacientes con déficit de alfa 1 antitripsina y Enfermedad Pulmonar Obstructiva 

Crónica; esto ha despertado un gran interés por conocer la evolución de esta 

enfermedad, que inicia con la pérdida acelerada de la función pulmonar. 
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FUNDAMENTO TEÓRICO 



1. 	Concepto de Déficit de Alfa 1 Antitripsina 

La deficiencia de alfa-1 antitripsina (AATD) es un trastorno hereditario 

autosómico recesivo, clasificado como una enfermedad rara, caracterizada por una 

disminución de la concentración sérica de alfa-1-antitripsina (AAT). La acción 

inhibidora más importante de la AAT es la elastasa de neutrófilos, una proteasa que 

degrada la elastina de las paredes alveolares, así como otras proteínas 

estructurales de una variedad de tejidos. 

II. 	Epidemiología 

Afecta más a los masculinos que a las femeninos, pero esta diferencia puede 

cambiar a medida que más y más femeninos adopten el hábito de fumar en los 

países desarrollados; y en los países en desarrollo, las femeninos no fumadoras 

están expuestas a los productos de la combustión de biomasa (Martínez Luna, 

2021). La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC), con más de 3 

millones de personas muertas por esta causa en 2012 y  se espera que se convierta 

en la tercera causa de muerte para 2030, debido a la exposición continua a factores 

de riesgo y al envejecimiento de la población (Hatch, 2018). 

Un estudio incluyó a 58 países en todo el mundo y a una población total de, 

aproximadamente, 4.400 millones de habitantes obtuvo una estimación, de al 

menos, 116 millones portadores de AATD MS o MZ. Este mismo estudio reveló que 

Italia, España, Alemania, Francia, Reino Unido, Letonia, Suecia y Dinamarca tienen 

el mayor número de operadores ZZ (5000-15000) (1. Blanco, 2006), siendo una 

enfermedad hereditaria más común en personas de descendencia del norte de 
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Europa. En América del Norte, América Central, América del Sur y en las Islas del 

Caribe, hay 61157 genotipos Pi*ZZ,  principalmente, en los USA. Redondeando las 

cifras, habría 5500 Pi*ZZ  en Canadá, 4000 en México y  6500 en Brasil (de Serres, 

2014). 

Un 10% (±150.000) con riesgo de padecer enfermedades asociadas al 

AATD, especialmente, EPOC (Blanco 1 B. P.-H.-M., 2017). 

III. 	Fisiopatología del Déficit de Alfa -1 antitnpsina 

3.1 Alfa- 1 antitripsina 

La AAT es una antiproteasas importante en el pulmón, pero, también, tiene 

importantes efectos antiinflamatorios en múltiples tipos de células. De hecho, puede 

desempeñar un papel importante en la modulación de las actividades de células 

inmunitarias claves y en la protección de los pulmones del daño causado por las 

proteasas y la inflamación ( C a z z o 1 a-AntMypsin cd4ficiency and chronic 

respiratory disorders, 2020). Su diana es la elastasa de neutrófilos, que es capaz 

de digerir la elastina, la membrana basal y otros componentes de la matriz 

extracelular, aunque, también, inhibe la tripsina y la mayoría de las proteasas de 

neutrófilos. Su función principal es inhibir a las proteasas, especialmente, a la 

Tripsina (García-García R, 2018). VerFigura 1. 

La AAT es una glicoproteína de 52 kDa producida, principalmente, en 

hepatocitos, pero, también, sintetizada por monocitos sanguíneos, macrófagos, 

células alveolares pulmonares y otras células en todo el cuerpo. La producción 

hepática diaria de AAT de más de 30 mg/kg de peso corporal da como resultado 



Proteína AAT Hígado 

Sano 

• 

Niveles séricos 

Normales 
Pulmón sano 

Proteína AAT Mal plegada Secreción 

alterada 

Hígado afectado por AAT 
La acumulación de proteínas mal plegadas 

deriva en la formación de polímeros y puede 
causar daño hepático. 

Niveles 	séricos 

disminuidos 	y 
AAT no funcional 

Desarrollo 

de EPOC 

Secreción 

normal 

concentraciones que oscilan entre 90 mg/dL y  175 mg/dL, que aumentan aún, más, 

en momentos de estrés. Está localizado en la región 14q31- 32,3 del extremo dista¡ 

del cromosoma 14. 

Este gen está constituido por siete exones, tres no codificantes (lA, IB, lC), cuatro 

que codifican la información para sintetizar la proteína (II, III, IV y V) y seis intrones 

intercalados en el gen SERPINA 1 (OMIM: 107400(Ortega VE, 2020). Ver Figura 2. 

Figura 1. Esquema General de la Fisiopatología de AATD 

Tomado y Modificado de (Turner AM, 2018). 

La AATD es un trastorno genético poco común; esta enfermedad en sí no es 

una enfermedad, sino, más bien, una predisposición al desarrollo de diversas 

enfermedades, especialmente, enfisema pulmonar y otras enfermedades 

respiratorias crónicas con manifestaciones clínicas diferentes (Sieluk J, 2018). 
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Figura 2. Localización del Gen SERPINA1 en el extremo dista¡ del brazo largo 
del cromosoma 14. 
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3.2 Modificaciones Genéticas en el gen Serpina 1 y  su correlación 

clínica 

Se descubrió, que la mutación patológica del SERPINA1 eran deficientes o 

ausentes. Las mutaciones ocasionales, que permiten la retención de AAT en el 

citoplasma, producen mutación de deficiencia. Los codones de parada con 

frecuencia causan mutaciones nulas, y los pacientes con estas mutaciones no 

tienen AAT detectable en suero. En la AATD se utiliza una nomenclatura única en 

la que las proteínas se denominan, u t ¡ 1 i z a n d o 	e 1 	pittinbsj, s3p 	P i 

les asignan letras, según la posición de las bandas de proteínas séricas, siendo M 

la mutación normal y Z la patógena más común (Choate R, 2018 ). Por ejemplo, la 

mutación Pi*MZ  tiene un alelo M (un alelo que funciona normalmente) y una 

mutación Z que produce niveles bajos de AAT en suero (Strange, 2020). 



La mayoría de los genotipos de SERPINA1 resultan de combinaciones entre 

el alelo inhibidor de la proteasa normal (Pi) M y los alelos de deficiencia más 

frecuentes Pi*S  y  Pi*Z,  a saber, Pi*MM, Pi*MS, Pi*SS, Pi*MZ, Pi*SZ y  Pi*ZZ,  que 

expresan, aproximadamente, el 100%, 80%, 60%, 55%, 40% y  15% de AAT sérica, 

respectivamente (Martinez-González C, 2021). 

El alelo Pi*M  del gen codifica para niveles normales de AAT. Los dos alelos 

deficientes más comunes son S y Z, siendo el Z el más grave, (g1u342 por lys); este 

es el alelo más frecuente que conduce a un alto riesgo de enfisema en el homocigoto 

ZZ; la frecuencia alélica es de 0,01 a 0,02. En la mutación Pi*S,  se 

encontró sustitución de (valina para glutámico ácido en posición 264), dando como 

resultado en pacientes homocigotos una disminución de la concentración de AAT 

del 40% (Stoller JK, 2023). 

La evidencia reciente sugiere que los portadores del alelo 1 S (Pi*MS)  son 

funcionalmente, normales. Por el contrario, los portadores del alelo 1 Z (Pi*MZ),  que 

constituyen del 2 % al 3 % de la población estadounidense, tienen un mayor riesgo 

de EPOC si fuman o se tenga algunas exposiciones de biomasas en comparación 

con los normales de Pi*MM  (Strange, 2020). 

Alrededor del 95% de los casos clínicos en los que se identifican niveles bajos de 

AAT están asociados al genotipo con dos copias del alelo Z (Pi*ZZ);  el 5% restante, 

corresponde a los genotipos Pi*SZ,  Pi  *MZ,  la combinación de Pi*S  o  Pi*Z  con otros 

alelos nulos o deficientes extremadamente raros, habiéndose descrito hasta 120 

mutaciones de estos alelos en las últimas dos décadas. La evidencia actual ha 
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demostrado, claramente, que la identificación de los genotipos ha sido un mayor 

riesgo de padecer EPOC (Figuera Gonçalves, 2017). 

IV. 	Manifestaciones Clínicas del Déficit de alfa 	-1 antitripsina 

La AATD se diagnostica con mayor frecuencia en pacientes que ya han 

desarrollado signos clínicos de enfermedad pulmonar, antes de que se identifique 

la AATD. La detección temprana de signos de enfermedad pulmonar es fundamental 

para el tratamiento destinado a prevenir un mayor desarrollo de la enfermedad 

(Mostafavi B, 2018). 

4.1 Patología Pulmonar 

La proteína AAT inactiva la elastasa. Sin la proteína AAT, la elastasa ataca 

las proteínas elásticas del tejido pulmonar y daña los pulmones. La elastasa es 

producida naturalmente por las células inmunitarias. Cuando se inhala sustancias 

irritantes, como: polvo, humo, virus o productos químicos, las células inmunitarias 

viajan a los pulmones y comienzan a liberar elastasa. La elastasa descompone las 

bacterias y los virus invasores, protegiéndonos así de infecciones. Si no hay 

proteína AAT presente, la elastasa atacará una proteína estructural llamada 

elastina. En los pulmones, la elastina es esencial para ayudar a que el tejido se 

expanda y se contraiga mientras respiramos. A medida que se descompone la 

elastina, se forman agujeros en el delicado tejido pulmonar, lo que dificulta la 

respiración. Los efectos de AAT pueden ser muy diferentes de persona a persona. 

Con el tiempo, las personas AATD pueden desarrollar enfermedades pulmonares 
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obstructivas crónicas. La enfermedad pulmonar puede aparecer entre las edades 

de 20 y  40 años (Catherine M. Greene, 2016). 

Aunque, el papel de la AAT en el mantenimiento de un equilibrio entre la 

actividad proteasa y anti-proteasas es esencial para proteger la matriz pulmonar de 

la degradación y prevenir. La AAT sintetizada, principalmente, en el hígado es un 

inhibidor de la seria proteasa, que actúa principalmente para inhibir la elastasa de 

neutrófilos (NE) en el pulmón, protegiendo así, el tejido pulmonar de la degradación 

proteolítica. La AAT, también, inhibe otras proteasas derivadas de neutrófilos, como 

la catepsina G y la proteinasa 3 (Cormac McCarthy, 2015). Ver Figura 3. 

Figura 3. Equilibrio Pmteasa -antiproteasas en el líquido del 
revestimiento epitelial respiratorio. 

O Antiproteasas: 
	 O  Actividad de la Proteasa: 

AAT, SLPI & Ela fin 
	

Catepsina G, Proteinasa 3 & NE 

Tomado y modificado de (Cormac McCarthy, 2015). 

Pacientes con síntomas. Las pruebas de función pulmonar con frecuencia 

muestran un aumento del volumen pulmonar y el atrapamiento de aire, así como 

cambios en la transferencia de gas. Como la limitación del flujo aéreo no es fija, con 

frecuencia, la respuesta broncodilatadora de estos pacientes varía 
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significativamente. Lo que se puede rescatar es que, el deterioro del pulmón varía 

mucho en el fenotipo AATD, que padece el paciente, aparte de los factores de riesgo 

que pueden afectar la tasa de cambio en la función pulmonar (tabaquismo, 

exposiciones ambientales, edad y función pulmonar basa¡) (Cazzola M, 2020). 

La AATD sigue siendo el factor de riesgo monogénico más común para la 

EPOC (Franciosi AN, 2020 ). El exceso de elastasa provoca el inicio, desarrollo y 

mantenimiento del proceso, inflamación crónica que conduce a la destrucción de los 

alvéolos de los pulmones, sin embargo, en general, se considera que la progresión, 

una vez establecida, es más rápida que en pacientes con EPOC, especialmente, en 

fumadores. Ver Figura 4. Tradicionalmente, el volumen espiratorio forzado (FEV 1) 

y capacidad vital forzada (FVC), se ha utilizado como indicador primario de la 

presencia, progresión y gravedad de la enfermedad pulmonar (Marc Miravitiles, 

2017). Uno de los mayores estudios que se ha realizado sobre pacientes con AATD, 

evaluó a 1129 personas, demostrando que el síntoma más característico es la 

disnea (84%), seguido de sibilancias (65%) y  de tos de características no 

específicas (42%). Además, estos pacientes presentan alteraciones en la 

espirometría, teniendo unos valores de FEV1 y FVC disminuidos (Stockley, 2019). 

Figura 4. Radiografía simple de tórax de un paciente con déficit de alfa 
1 antitripsina que presenta EPOC. 

Se 	observan 	en 	ambas 
proyecciones (postero-anterior y 
lateral) datos de atrapanliento 
aéreo, con hiperciaridad pulmonar, 
aplanamiento de los diafragmas, y 
aumento del espacio retroesternal. 
Tomado de (Saltini 0, 2019) 
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4.1 .1 El Riesgo de Enfermedad Pulmonar en heterocigotos 

En pacientes que expresan AAT, tanto de tipo salvaje como mutante, es 

decir, heterocigotos M/Z y M/S, se observan concentraciones séricas de AAT. Un 

estudio encontró que la presencia de proteína circulante de tipo salvaje se observó 

en pacientes heterocigotos. Revelando, una correlación entre la concentración de 

alelos y el desarrollo de la gravedad de los síntomas clínicos (LJ Donato, 2015). 

4.1.2. El Riesgo en Individuos con genotipo MZ 

La susceptibilidad de los pacientes con genotipo MZ a desarrollar EPOC. Un 

estudio comparó 99 sujetos Pi*MM y 89 sujetos Pi*MZ  no indexados, reclutados de 

51 sujetos índice Pi*MZ  con enfermedad pulmonar obstructiva crónica. Estos 

resultados demuestran, de manera concluyente, que los individuos fumadores de 

Pi*MZ tienen más obstrucción del flujo de aire y EPOC clínica que los individuos de 

Pi*MM (Molloy K, 2014). 

4.1.3. El Riesgo en Individuos con genotipo SZ 

El número de individuos Pi*SZ  en todo el mundo es menor que el de 

Pi*MZ; sin embargo, el riesgo de EPOC aún no está completamente dilucidado. En 

un estudio de 94 personas con Pi*SZ,  de las cuales, en 66 se encontró Pi*SZ y 

tenían una supervivencia reducida. De manera similar, un estudio más reciente 

encontró que los sujetos Pi*SZ  eran menos susceptibles al humo del cigarrillo que 

Pi*ZZ, y que el patrón de enfisema detectado en la tomografía computarizada en el 

momento del diagnóstico era similar al observado en pacientes con EPOC 

convencional en lugar de distribución predominantemente basa¡ (Marc Miravitlles, 

2017). 



4.2 Patología Hepática 

La acumulación de proteína AAT mutante en los hepatocitos activa una 

cascada de daño intracelular que consiste en la muerte apoptótica de las células 

hepáticas y la proliferación hepatocelular compensatoria, lo que conduce a daño a 

los órganos diana (Anandini Sur¡ MD D. P., 2022 ). 

Los problemas hepáticos se dan casi, exclusivamente, en personas que 

tienen un alelo Pi*Z  en cualquiera de sus combinaciones, ya que esto provoca la 

polimerización de la AAT mutada en los hepatocitos, dificultando su salida y 

provocando que se acumule en su interior y los dañe. 

Puede ser un daño hepático que ocurre desde el nacimiento hasta la edad 

adulta. La mutación Pi*SZ  se asoció con un aumento de 3 y  7 veces en el riesgo de 

fibrosis/cirrosis hepática y cáncer de hígado, respectivamente. En individuos Pi*MZ, 

en un 1,7 para fibrosis hepática/cirrosis hepática. Sin embargo, a pesar de la sobre 

representación de portadores del alelo Pi*Z  entre los pacientes aquellos con mayor 

gravedad de la enfermedad (Lorenz Balcar, 2022). 

Un estudio realizado por el grupo europeo de enfermedades hepáticas AAT 

mostró que las mutaciones heterocigotas de Pi*Z  eran más susceptibles a la cirrosis 

y la enfermedad hepática alcohólica, lo que sugiere que el portador de Pi*Z,  puede 

actuar como un modificador de la enfermedad (Anandini Sur¡ MD O. P., 2022). Ver 

Figura 5. 

El riesgo de enfermedad hepática está entre los 20 y  los 40 años es, 

aproximadamente, del 2% y  entre los 41 y los 50 años, aproximadamente el 4%. 
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4.3 Otras Patologías relacionadas 

Se estima que la paniculitis afecta a una de cada 1.000 personas con AATD. 

La paniculitis suele aparecer como nódulos cutáneos dolorosos, inflamatorios y 

migratorios que pueden ulcerarse. Presumiblemente, al igual que el enfisema, la 

paniculitis cutánea es causada por un daño proteolítico irreversible causado por el 

alelo Pi*Z.  Las personas con AATD parecen tener una mayor susceptibilidad a la 

vasculitis C-ANCA positiva, anteriormente llamada granulomatosis de Wegener 

(Hadzik-Blaszczyk M, 2018). 

Figura S. La Deficiencia de alfa -1 antitripsina (AATD) es 

una causa genética de Enfermedad Hepática crónica 
VILL. lia ¡orma rara cie -lomocigocico oe 

AATD grave) puede causar una 

enfermedad hepática crónica avanzada 

t 
 Genotipo PiMZ  se tiene —1.561 
trasplante/muerte  

O 	12 	21 	N 	40 	lO 	12 

FI genotipo PiMZ puede aumentar el riesgo de 
una enfermedad hepática crónica avanzada 

Tomado y modificado de (Anandini Sur¡ MD D. P., 2022). 

V. 	Diagnóstico del Déficit de alfa -1 antitnpsina 

La Organización Mundial de la Salud recomienda, que todos los pacientes 

con diagnóstico de EPOC sean sometidos una vez a un cribado de AATD. Una 

concentración baja. Las personas que son homocigotas para el alelo de deficiencia 
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grave (es decir, Pi*ZZ)  tienen niveles séricos bajos de AAT, lo que los coloca en 

mayor riesgo de (EPOC), como se muestra en la Tabla 1. La DAAT depende 

del genotipo y del nivel sérico resultante AAT. El retraso en el diagnóstico se asocia 

con un empeoramiento del estado clínico en el momento del diagnóstico inicial 

(Tejwani V, 2019). 

El diagnóstico es importante para ayudar a las personas a tomar cambios en 

el estilo de vida, reducción de riesgos laborales y proporcionar acceso a nuevas 

terapias, mientras que un diagnóstico tardío, se asocia con un estado funcional 

deficiente y resultados relacionados con EPOC (Bossé Y, 2019). 

La espirometría es el método más reproducible y objetivo para detectar la 

limitación del flujo aéreo. Una relación FEV1/FVC. Sin embargo, su uso puede dar 

lugar a que se diagnostique EPOC con más frecuencia en individuos de edad 

avanzada y con frecuencia menor en adultos con edad <45 años (Guder 0, 2012). 

En esta actualización de 2017, la clasificación de gravedad original ha sido 

reemplazada por una clasificación de riesgo más simple (riesgo bajo o alto), basada 

en la función pulmonar, el grado de disnea y el historial de exacerbaciones, mientras 

que la determinación más específica para el laboratorio, lo primero que se debe 

hacer es la prueba de la medición del nivel de AAT en suero. Esta medición debe ir 

acompañada de una valoración de la proteína C reactiva, ya que la AAT es un 

reactivo de fase aguda, que aumenta durante la infección o la inflamación. Si el nivel 

sérico de AAT es inferior a 116 mg/dl, el paso siguiente es realizar una PCR 

(reacción en cadena de la polimerasa) y detectar los alelo-especifico para S y Z, y 

así, obtener el fenotipado o el genotipado en un laboratorio especializado, aunque 
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este método no incluye alelos raros y nulos, por lo que, el análisis de la secuencia 

de ADN de los exones codificantes del gen Serpina 1 es la técnica de referencia 

para el diagnóstico genético del AATD. En casos excepcionales, puede ser 

necesario estudiar las secuencias intrónicas y reguladoras del gen (Miravitlles M, 

2017). VerFigura 6. 

Tabla N° 1 La Deficiencia de alfa -1 antitripsina (AATD) es una causa genética 
de Enfermedad Hepática Crónica 

% de 
Característica 	personas con 	 C orne nta no 

característica 
El patrón y la distribución del enfisema no 

EPOC 	 60%-80% 	deben disuadir de considerar el diagnóstico 
de DAAT. 
La bronquiectasia está presente en la TC 

Bronquiectasias 	-27% 	de tórax en -90% de los pacientes con 
Pi*ZZ 

Colestasis 	 -11% 	-65% tendrá una enfermedad hepática 
neonatal 	 grave. 
Cirrosis 	 12%-40% 	La enfermedad hepática puede ser 

subclínica. 
Puede estar presente en fenotipos de 

Paniculitis 	 Poco común AATD no asociados con enfermedad 
pulmonar  

Tomado y modificado de (Tejwani V, 2019). 

VI. 	Tratamiento del Déficit de alfa -1 antitripsina 

6.1 Prevención 

Dejar de fumar afecta la progresión natural de la EPOC. Dedicar tiempo y 

recursos eficaces a dejar de fumar puede alcanzar un 25% de éxito a largo plazo 

(Vogelmeier CF, 2017). La rehabilitación respiratoria mejora los síntomas, la calidad 

de vida y la actividad física y emocional en las actividades cotidianas. 



6.2 Medidas Generales 

El tratamiento farmacológico de la EPOC alivia los síntomas, reduce la 

frecuencia y gravedad de las exacerbaciones, mejora la salud y la tolerancia al 

ejercicio. No existen medicamentos que puedan revertir la disminución a largo plazo 

de la función pulmonar. Cada régimen de tratamiento debe individualizarse, porque 

la relación entre la gravedad de los síntomas, la limitación del flujo aéreo y la 

gravedad de la exacerbación varía entre los pacientes (Vogelmeier CF, 2017 ). 

El ensayo EXACTLE incluyó a 77 participantes con AATD graves, tratados 

con infusiones semanales de AAT a 60 mg-kg 1  o placebo durante 2 años. Se 

observó una fuerte tendencia hacia un menor deterioro de la densidad, de manera 

consistente en los cuatro métodos analíticos diferentes utilizado (Dirksen A, 2009 ). 

Un estudio realizado, más recientemente (RAPID), incluyó a 180 pacientes 

con enfisema secundario a AATD y FEV 1 del 35 al 70%, el cual, demostró que la 

administración intravenosa de preparaciones purificadas de AAT humana obtenida 

de un donante aumenta los niveles de AAT y la capacidad antielastasa relacionada 

con la AAT del suero y del líquido del revestimiento epitelial pulmonar (Chapman 

KR, 2015). 

6.3 Terapia Génica 

La terapia génica es una estrategia a largo plazo para tratar la enfermedad 

pulmonar AATD. El enfoque consiste en expresar el alelo WT para estimular la 

producción del gen M-AAT humano normal en las células que secretan la proteína 

en la sangre, lo que, en última instancia, aumenta la incidencia de los niveles 
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pulmonares de AAT y previene la destrucción proteolítica alveolar (Chiuchiolo MJ, 

2016). 

Por lo tanto, actualmente, se están explorando estrategias alternativas, 

incluidas nuevas estrategias de administración, el uso de terapia génica o iPSC, 

estrategias sin aumento para prevenir la polimerización de AAT dentro de los 

hepatocitos, el uso de fármacos que mejoran la autofagia y estrategias de 

silenciamiento de ARN (Gruntman AM, 2017). 

Otra tecnología que ha estado revolucionando la investigación para el 

tratamiento de enfermedades genéticas es la edición de genes CRISPR-Cas9 

(repeticiones palindrómicas cortas, agrupadas, regularmente, intercaladas 

(CRISPR) asociadas a la nucleasa 9), basada en un sistema inmunológico 

bacteriano natural, esta técnica permite alterar el ADN de un organismo agregado, 

eliminando o cambiando una ubicación específica en el material genético (Lorincz 

R, 2020). 

La idea intuitiva en el campo de AATD fue utilizar CRISPR-Cas9 para eliminar 

el alelo Pi*Z y activar el alelo WT, lo que aliviaría la proteína mal plegada que causa 

la enfermedad hepática y serviría como biofábrica para la producción de M-AAT, 

que se secreta en el sistema circulatorio y alivia la enfermedad pulmonar (Conor A. 

Ruzycki, 2023). 

Otro estudio de corrección Z-AAT utilizó un sistema CRISPR-Cas9 

administrado por un vector de adenovirus. El tratamiento con adenovirus-

CRISPR/Cas9 podría revertir el fenotipo patológico del hígado, incluida la reducción 



Pacientes diagnosticados de 
EPOC 

La función pulmonar, el grado 
de disnea y el historial de 
exacerbaciones. 

Determinación de AAT en 
situación clínica estable 

AAT >=116 mg/dl 

/ 

PCR elevada  t 

V 

L PCR Normal 

1' 

y 

• Fenotipado 

• Genotipado 

A"~ 

de la agregación de la proteína Z-AAT y los niveles de transaminasas hepáticas, al 

tiempo que mejora la inflamación histológica y la morfología del hígado y reduce la 

fibrosis hepática en el modelo de ratón Pi*Z (Bjursell M, 2018). 

Figura 6. Algoritmo del Diagnóstico de Déficit de alfa -1 antitripsina 

AAT <116 mg/dl 

Concordancia 
AAT con el 

fenotipado y 
genotipado 

y  

Discordancia AAT 
con el fenotipado 
y el genotipado 

Secuenciación 

/Z 	 

AATD descartado 

AATD Confirmado 

Consulta al Neumólogo y 
Asesoría Genética 

Tomado y modificado de (Miravitlles M, 2017) 

EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crónica; AAT: alfa-1 antitripsina; PCR: 

proteína C-reactiva; AATD: déficit de alfa-1 antitripsina. 
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VII. 	El Papel en el Diagnóstico Molecular del Déficit de alfa 	-1 antitripsina 

El enfoque del Genotipado. El gen de la AAT posee dos alelas que se 

transmiten por herencia mendeliana autosómica y codominante. La gran mayoría 

de genotipos encontrados en la práctica clínica resultan de combinaciones del alelo 

M normal y los alelos deficitarios más comunes en nuestra población, denominados 

S y Z (Blanco 1 M. N.-D., 2016). 

La mayoría de los genotipos son el resultado de la combinación del alelo 

normal M y los alelos deficientes S y Z, es decir, Pi*MM, Pi*MS, Pi*SS, Pi*MZ, PI*SZ 

y Pi*ZZ,  con una frecuencia media en la población general mundial de 95,8% para 

Pi*MM, 2,8% para Pi*MS,  0,6% para Pi*MZ,  0,6% para Pi*SS,  0,2% para Pi*SZ  y 

0,004% para Pi*ZZ,  pero con grandes diferencias en estos porcentajes entre razas 

y grupos étnicos, debido a una prevalencia mucho mayor de los alelas S y Z en 

caucásicos que en sujetos africanos, asiáticos o nativos americanos. Los niveles 

séricos reducidos de la proteína AAT se asocian, comúnmente, con los alelos S y Z 

deficientes, aunque, también, hay aproximadamente, 25 alelas deficientes. El 

genotipado puede distinguir entre los alelas de AAT a nivel del ADN. El enfoque 

genético inicial y más común en muchos laboratorios se basa en determinar la 

presencia de los alelos más frecuentes Pi*S  y  Pi*Z  mediante pruebas específicas, 

utilizando técnicas de detección aleloespecíficas (¡Blanco., 2017). 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 



La deficiencia de alfa-1-antitripsina está causada por mutaciones en el gen 

SERPINA1. Se han identificado más de 120 mutaciones hasta la fecha, pero las 

más comunes son Pi*Z  y  Pi*S,  los portadores con deficiencia de alfa-1-antitripsina 

tienen un mayor riesgo de desarrollar enfisema de aparición temprana y, en 

consecuencia, enfermedad pulmonar obstructiva crónica. (Martina Veith, 2019). Se 

estima que para el año 2030, la enfermedad pulmonar obstructiva crónica atendidas 

será la tercera causa de muerte más importante a nivel mundial (Hatch, 2018). 

La prevalencia en Panamá para el 2019 fue del 4.4 % en mayores de 40 

años, siendo más frecuente en el sexo masculino con el 56.4%; el 43.6%, tenía una 

historia de tabaquismo, que fue el principal factor de riesgo encontrado (Noriega-

Aguirre, Méndez, & Trujillo,2021). 

La EPOC causada por déficit de alfa 1 antitripsina, suele presentarse en 

personas jóvenes, menores de 40 años, con o sin antecedente de tabaquismo y 

suele haber una historia médica similar en algún miembro de la familia de primer o 

segundo grado de consanguinidad. Si se heredan genes recesivos de ambos 

progenitores puede desarrollar la enfermedad (MSc. dra. Mireya Fernández 

Fernández, 2015). 

El EPOC por déficit de alfa 1 antitripsina, es una condición que, aunque rara, 

suele estar infradiagnosticada por falta de pruebas diagnósticas accesibles en la 

clínica. Por lo tanto, se necesitan nuevas estrategias para mejorar la detección, 

especialmente, porque la evidencia disponible respalda la eficacia clínica de la 

terapia de aumento y actualmente, se están investigando nuevas terapias 



alternativas prometedoras que pueden cambiar el panorama del tratamiento y la 

enfermedad en los próximos años (María Torres-Durán, 2018). 

La evolución clínica es variable y puede llevar a muerte temprana si no se da 

un tratamiento específico con la AAT que está disponible. Hoy se recomienda en las 

guías, realizar determinación de alfa 1 arititripsina en todos los pacientes con EPOC 

(MarcMiravitlles, 2022). 

En Panamá, se desconoce la prevalencia de mutaciones Pi*S  o  Pi*Z  en 

pacientes con déficit de alfa 1 antitripsina y Enfermedad Pulmonar Obstructiva 

Crónica; esto ha despertado un gran interés en conocer la evolución de esta 

enfermedad, que inicia con la pérdida acelerada de la función pulmonar, por ello, 

nuestra pregunta de investigación es: 

¿Cuál es la prevalencia de mutaciones del inhibidor de proteasa (Pi) S y Z en el gen 

de SERPINA 1 en pacientes con diagnóstico clínico de EPOC en el servicio de 

Neumologia del Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid? 



JUSTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 



La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica o EPOC, pertenece a las 

enfermedades crónicas no transmisibles, presentes en Panamá y que produce 

disminución de calidad de vida, aumento del uso de servicios de salud, por lo que, 

está incluida en la agenda nacional de prioridades de Investigación para la Salud en 

Panamá 2016 -2025. (MINSA, 2016). 

La EPOC causada por déficit de alfa 1 antitripsina, es considerada una 

entidad no frecuente en Panamá. Con este estudio, se obtuvo la prevalencia de 

mutaciones de la alfa 1 antitripsina en pacientes con diagnóstico clínico establecido 

de EPOC en nuestro medio. 

Los resultados se presentarán en la Universidad como trabajo de 

investigación. Serán presentados, también, en los servicios participantes en el 

estudio, Genética y Neumología, así como en la Dirección Médica del hospital y la 

Asociación Panameña de Neumología y Cirugía del Tórax. Se presentarán, 

además, en congresos y jornadas médicas y será publicado como artículo en 

revistas científicas para que esté disponible a la población científica global. 

Estos resultados podrán ser utilizados por los servicios clínicos y justificar 

ante las autoridades de salud, la obtención de pruebas clínicas de rutina para 

diagnóstico del Déficit de alfa 1 antitripsina, y la obtención del tratamiento específico 

y que se puedan beneficiar de forma directa, los pacientes participantes en el 

estudio y otros pacientes con EPOC. 
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OBJETIVOS 



Objetivo General 

• Determinar los genotipos del inhibidor de proteasa (Pi) S y Z en el gen de 

SERPINA 1 en pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica, 

atendidos en la sección de Neumología del Hospital Dr. Arnulfo Arias 

Madrid mediante la técnica de PCR tiempo real en el periodo de 1 octubre 

del 2022 al 30 de septiembre del 2023. 

Objetivos Específicos 

• Describir características demográficas de los participantes, sexo, edad, 

etnia y provincia de procedencia. 

• Conocer las frecuencias de los genotipados Z y S en el gen SERPINA1, 

según sexo, edad, etnia y provincia de procedencia. 

• Conocer las frecuencias de los genotipados Z y S en el gen SERPINA1, 

según tabaquismo, exposición a biomasa u otras partículas ambientales. 
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METODOLOGÍA 



1. Descripción de la Muestra 

Universo de Estudio: pacientes atendidos durante el periodo 2022-2023 de 

consultas externas en el área de Neumología. 

Muestra: pacientes con diagnóstico clínico de EPOC, realizado por un especialista 

en Neumología del servicio de Neumología del Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo 

Arias Madrid. 

Tamaño de la Muestra: se calculó una muestra para una población de 4 millones 

con una prevalencia de EPOC del 4.4 % (Noriega-Aguirre, Méndez, & Trujillo, 2021), 

un intervalo de confianza del 95% con la ecuación n = [EDFF*Np(1p)]/ [(d2/Z2 1- 

a / 2 *1)(  N 	+ 	p*(1p)] 	en 	la 	herramienta 	digital 

https://www.openepi.com/SampleSize/SSPropor.htm,  obteniéndose una muestra 

mínima de 65 pacientes. 

Criterios de Inclusión 

• Mayores del8años 

• Con diagnóstico clínico de EPOC/ déficit de la AAT (enzimático) 

• Que acepte participar en el estudio mediante un consentimiento 

informado. 

Criterios de Exclusión 

• Embarazo. 

• Inmunosupresión medicamentosa o por cualquier otra causa. 

• Proceso infeccioso agudo. 
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• Pacientes oncológicos. 

• Cualquier condición que impida la comprensión del estudio, ya sea, por 

enfermedad neurológica o psiquiátrica. 

• Barreras de idioma. 

1.1 Procedimientos para la recolección de información, instrumentos a utilizar 

y métodos para el control de calidad de los datos. 

1. Captación del paciente. El paciente con diagnóstico de EPOC fue identificado por 

el médico especialista tratante y le indicará que se está realizando un estudio para 

verificar algunos componentes genéticos, que pueden estar relacionados a su 

enfermedad EPOC. 

2. El paciente pasó por el proceso de consentimiento informado mediante el cual, 

aseguramos que la información fuese completa. 

La presentación del Formulario de Consentimiento Informado debe realizarse 

antes de cualquier procedimiento de la investigación. Consideraciones que se 

tomaron para la aplicación del consentimiento informado: 

• El paciente con la intención de participar. 

• El paciente mayor de edad. 

• Si el paciente mostraba interés, se continúa con el proceso de 

consentimiento informado. 
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• Si el paciente no estaba interesado, no se continúa ningún proceso 

adicional. Se le agradeció por el tiempo prestado y no se colectará 

ninguna información. 

En el caso de que el paciente esté interesado:  

1. Se revisó, junto con el paciente, todos los elementos del Consentimiento 

Informado. Se utilizó un lenguaje sencillo, facilitando la comprensión del individuo; 

pero, sin omitir información y manteniendo la veracidad y claridad: los propósitos de 

la investigación, beneficio al paciente, la duración esperada de la participación del 

paciente, una descripción de los procedimientos a seguir que, para este estudio, 

son: responder las preguntas de la encuesta y una extracción de sangre para 

analizar. 

1.2 Procedimientos para garantizar Aspectos Éticos en las investigaciones 

con sujetos humanos 

En el estudio se cumplió con los principios éticos y morales que deben regir 

toda investigación que involucre sujetos humanos, como lo son: pautas éticas 

internacionales para la investigación relacionadas con la salud con seres humanos 

(2016); Declaración de Helsinki, Informe Belmont, Buenas Prácticas Clínicas, 

pautas éticas del consejo de organizaciones internacionales de las ciencias 

médicas, (CIOMS, 2016) , y las normas y criterios éticos establecidos en los códigos 

nacionales de ética ylo leyes vigentes. Todos los investigadores obtuvieron 

capacitación en buenas prácticas clínicas para investigación con seres humanos. 

Previo a cualquier procedimiento, los pacientes realizaron el proceso de 
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consentimiento y firmaron el documento de consentimiento. El protocolo fue 

sometido a revisión y aprobación por la institución correspondiente, al Comité de 

Ética del complejo hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid con el número de 

Certificación: CBI-CHDrAAM-1 41-2022. 

Toda la información personal será confidencial y de acceso, únicamente, al 

equipo de investigación. 

2. Toma de Muestra 

• Se dio paso a documentar al Registro de Procesamiento de Muestras del 

Laboratorio; el código único del participante y el código de muestra que 

corresponde. Dicho formulario incluía la fecha y hora de extracción. 

• Se etiquetaron los tubos y se volvió a verificar la información del código de 

muestra 

con el participante. 

• Se realizó la punción en un ángulo aproximado de 30 grados, con el bisel de la 

aguja mirando hacia arriba. De ser necesario, con la otra mano extienda la piel 

para mejor visualización de la vena. 

• Solo se hizo una sola punción de sangre periférica con un total de 6 mi, la cual, 

será distribuida en un tubo de química con una cantidad de 4 ml y EDTA con una 

cantidad de 2 ml. 

• Los tubos de química se colocaron en la centrífuga de manera equilibrada a 3400 

rpm por 10 minutos para obtener el suero. 
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3. Determinación de la Concentración sérica de la AAT 

De la muestra de suero se obtuvo la enzima AAT con reacciona 

inmunoquímicamente del anticuerpo anti-AAT humana, formando complejos 

inmunes. Cuando las proporciones de AAT y anticuerpos en el análisis son óptimas, 

los complejos inmunes resultantes son insolubles y precipitan. La intensidad de la 

luz dispersada es proporcional al número de complejos inmunes. Si la cantidad de 

anticuerpo permanece constante, la señal será proporcional a la cantidad de AAT 

presente en la muestra (Marmerpaul D, 1996). Siemens Healthcare Diagnostics 

Products. Sistema BN II - Manual de instrucciones. 

Sensibilidad del Equipo: la sensibilidad analítica de la prueba se determinó, 

utilizando el límite inferior de la curva de referencia y, por tanto, dependió de la 

concentración de AAT en el estándar utilizado. 

1. Preparación de la curva de referencia: las curvas de referencia se generaron por 

calibración multipunto. 

2. Controles de Calidad: todos los controles presentaron una concentración de AAT 

conocida en cada curva de referencia. 

3. Creación de la lista de trabajo: en la lista de trabajo, se incluyeron las 

identificaciones de todas las muestras que fueron analizadas. 

4. Los datos de la medición se transfirieron del analizador al sistema informático. 

Los resultados fueron reportados automáticamente en mg/dL. 

4. Obtención y Cuantificación del ADN 

En la obtención de ADN por el método convencional. Las muestras de sangre 

periférica se colectaron en tubos con anticoagulante (EDTA) para obtener el 
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paquete celular. La extracción fue rápida y sencilla; es a base de sílice sin fenol ni 

cloroformo, prácticos formatos de columna de centrifugación. Utilizando, el Kit 

NucleoSpin MACHEREY-NAGEL - Extracción de ADN de sangre (MACHEREY-

NAGEL, 2023). 

4.1 Extracción de 1 ADN 

• Primero, se limpió el área de trabajo con etanol al 70%. 

• Luego, se sacó una alícuota de proteasa y se posicionó abierta hasta que se 

descongelara. 

• Se rotuló un eppendorf de 1.5 mi- con el código de la muestra. 

• Se añadió 200 uL de la sangre periférica al eppendorf. 

• Se añadió 2 O 	u L 	de 	s 01 u c i ó n 	d e 	psertec5ipcn'a5ea K a 	1 o 

por 10 seg. 

• Se agregó 20 0 	p  L 	d e 	s 0 1 luegá, É>--n-nezúié bieh ágdadosen vórtex 

o pipeteado para obtener una suspensión uniforme. 

• Se incubó la muestra a 70 00  durante 10 minutos en el termobloque. 

• Se agregaron 2 1 0 	p L 	d e -1Q%nitio, so rcló por pipeteo. 

• Luego, se transfirió la mezcla preparada a la columna 5pm (columna de sílica). 

• Se centrifuga durante 1 minuto a 10000 RPM. 

• Se desechó el tubo de recolección. Y se pone la columna en un nuevo tubo de 

recolección de 2 mL. 

• Se añaden 500 	p 	de 	Buffer 	de 	lavado 	1. 

• Se centrifuga durante 1 min a 10,000 rpm. Se desecha el tubo colector y se 

coloca la columna en un tubo de recolección nuevo. 
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• Se añaden 600 	p 	de 	Buffer 	de 	lavado 	II 	a 	la 	col 

• Se centrifugó durante 2 min a 10,000 rpm. 

• Se desecha el tubo colector y se transfiere la columna a un tubo rotulado de 1,5 

mL en un tubo de recolección nuevo. 

• Se añaden i 00 	p 	de 	b u f f e 	de 	el u c i ó 	(que 	d e b 

usarlos) al centro de la membrana de la columna para eluir el ADN. 

• Y después, se incubó durante 2 minutos a temperatura ambiente y se centrifuga 

durante 1 minuto 10,000 RPM. 

• Se descartó la columna de sílica. 

• El ADN final fue R e s u s p e n d 1 d ose rncedQ20 111 y 

4.2 Cuantificación de ADN 

La cuantificación se llevó a cabo mediante el equipo epoch estandarizado (Biotek). 

1. Se colocó la placa Take 3 vacía en el portaplacas del equipo. Realizada la revisión 

de blancos para verificar que todos los pozos sean adecuados para realizar lecturas 

confiables. 

2. Se colocaron 2 	p L 	d e 	a g u a 	o 	b u f f se nealiz 	l bro de a d a 	p o z 

lecturas de 200- 300 rim a fin de verificar que los pozos se encuentren limpios y sin 

partículas que interfieran el haz de luz. 

3. Descongelado, se atempera a 20 oc y homogenizan las muestras en vórtex a una 

velocidad moderada durante dos segundos y se baja el contenido en una 

minicentrífuga. 
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4.Se colocan 2 p 	de agua o buffer 	TE en los pozos 

el resto de los pozos, cada una de las muestras por duplicado. Después, se realizó 

el barrido de lecturas. 

5. Se observaron las curvas de absorbancia obtenidas. Automáticamente, el 

software del equipo proporciona los valores de absorbancia a 260nm, 280nm, la 

relación 260/280 y  el valor de concentración en nanogramos por microlitro. 

6. Verificado la reproducibilidad de las réplicas. En caso contrario, se homogenizan 

las muestras y se realiza la lectura, nuevamente. La concentración de cada muestra 

de ADN debió ajustar a una concentración de 20 - 3 0 n g / p Ldetc rn de lds a 

genotipos del (Pi) S Y Z en el gen de Serpina 1; en el caso de que la muestra tenga 

un valor menor, se le dio una trazabilidad del paciente, porque si este está en 

tratamiento, de seguro sea oportuno, tomarle la muestra nuevamente o en tal caso, 

extraer la muestra de nuevo. 

5. Genotipado de Alelos S Y Z 

Esta prueba se basó en el ensayo de 5' nucleasa fluorogénica, también conocida 

como el Ensayo TaqMan®-Assay. Cada reacción contiene un par de primers 

(cebadores) específicos de gen para la amplificación de un fragmento 145 bp y de 

153 bp en el gen SERPINA1, así como cuatro sondas de hidrólisis específicas de 

alelo doblemente marcadas, que están unidas a la secuencia de destino de los 

fragmentos amplificados. La proximidad del 5' reporter de fluorescente y 3' colorante 

de quencher reprime la fluorescencia de la sonda intacta. Durante la etapa de 

e x t e n s i ó 	de 	PCR.3' 1 axacluicV ¡edad 	e 	1 a 	p01 i me  

escinde el reporter de la sonda hibridada. La separación espacial del fluoróforo del 
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quencher ocasiona una señal de fluorescencia en tiempo real, la cual, es 

proporcional a la cantidad de producto de POR (Diagnostics, 2020). 

5.1 Procedimiento del Genotipado 

El ADN se amplificó mediante la POR, que es una técnica que consiste en una 

reacción de síntesis de ADN in vitro por la enzima Taq Polimerasa. 

Preparación de AAT mpx Master Mix 

• El RealFast 2x mpx Probe Mix : contiene Taq ADN pokmerasa y dNTPs en un 

óptimo sistema de tampón o buffer. 

• El AAT mpx Assay Mix : constó de primers específicos del gen SERPINA1 y 

cuatro sondas de hidrólisis doblemente marcadas específicas de aleo. 

Los 	cebadores utilizados, fueron: 5 ' C T T G C T C G A G G O O T G G G A T C 3 

5' ATGGAGGGGAGGGGTTGAG3' 	par a 	1 a 	mut a c i 

5' CTTCCAAACCTTCACTCA0000TGGT3' 	 y 

5'OTOOTCATGGAGCATGGATGGCG3' .iJerrTijIa2a mutación 

Tabla N°2 Preparación de AAT mpx RealFast Master Mix 

Componentes 	 Por reacción 
RealFast 2x mpx probe mix 	 10 ul 

AAT mpx assay mix 	 5 ul 
Master Mix 	 15u1 

• Se colocó, previamente, 1 5 	p 1 	M a s t e r 	Mi x 	e n , litdc5 r e c i p i 

p  de ADN purificado o de Control 20o  el f 

p 1 Para luego, minimizar el riesgo de contaminación, se utilizó la pipeta en este 
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orden: en primer lugar, Negativo, las muestras y, por último, los controles 

positivos (Diagnostics, 2020). 

• Se cerraron inmediatamente los recipientes de reacción. 

3/4 Para cada ensayo se proporcionaron Controles: 

Se incluyó en cada ejecución siempre un control negativo (CN) para inspeccionar la 

posibilidad de una contaminación potencial. Se utilizó CN, agua ultrapura en lugar 

de ADN como duplicado. Para los controles positivos, se realizó en cada ejecución, 

siempre el AAT mpx WT-Control y el FV-PTH mpx MUT-Control como señales de 

referencia para las muestras desconocidas (Diagnostics, 2020). 

Programa PCR 

El equipo de PCR en tiempo real con filtros FAM (520 nm), HEX (556 nm), ROX 

(605 nm) y Cy5 (670nm), recipientes, según lo especificado por el fabricante para la 

"Alélica Discriminación". Se fijan los depósitos de POR en el termociclador y se 

ejecutó el siguiente programa. Ver Tabla 3. 

Tabla 3. Programa del PCR en tiempo real CFX96TM. 

Programa 	 CFX96TM 

Ciclos Temperaturas Tiempos 	 Pasos 

1 

40 

95 0° 
9500 

6000 

3 min 
15 seg 

imin 

Desnaturalización inicial 
Desnaturalización 
Anida miento/extensión —registro de datos en el 
canal FAM, HEX, ROX y Cy5. 

La sensibilidad se determinó con base a los 64 a lelos, dando un resultado positivo 

para el alelo Pl*S y o Pl*Z.  En el ensayo AAT mpx RealFastTM Assay, se determinó 



que los 64 alelas son positivos, lo que equivale a una tasa de verdaderos positivos 

del 100%. 

La especificidad se determinó con base a los 62 alelos, dando un resultado 

negativo para el alelo Pl*S y ¡ o Pl*Z.  En el ensayo AAT mpx RealFastTM Assay, se 

determinó que los 62 alelos son negativos, lo que equivale a una tasa de verdaderos 

negativos del 100%. 

5.2 Interpretación de los Resultados de la PCR 

El genotipo de una muestra se calculó con base a las condiciones de la señal entre 

los canales de recepción. Por lo que, la señal detectada en el canal HEX o Cy5 

(normal) se compara con la señal detectada en el canal FAM a ROX (mutado). La 

mayoría de los programas de análisis de POR en tiempo real proporcionan los datos 

de ambos canales de forma automática, como un gráfico de dispersión (scatterplot). 

Las puntos de datas a lo largo de las ejes X y Y, corresponden a genotipos 

hamocigotos mutantes a normales, mientras que los puntas de los datos en el centro 

de los gráficos de dispersión corresponden a genotipos heterocigotos. 

6. Plan de Análisis de los Resultados 

Dadas las características del estudio, se llevó a cabo un análisis estadístico 

de resultados de tipa descriptiva, siendo que, para las variables cuantitativas la 

media o mediana con su valor de dispersión. En caso de variables cualitativas, se 

calcularan las frecuencias absolutas y relativas para las variables. Para las 

mutaciones, se reportarán como frecuencia de positivos y negativos. La asociación 



entre la presencia o no de la mutación y las variables de sexo, edad, procedencia y 

tabaquismo, se realizó a través de la prueba de hipótesis; para verificar la asociación 

entre el factor de riesgo y la presentación de la enfermedad, se realizará a través 

del x2 (chi cuadrado) para cruce entre dos variables cualitativas. (Guillermo 

Mengaa, 2020). 
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RESULTADOS 



1. Determinación de los genotipos del inhibidor de proteasa (Pi) S y Z en el 
gen de SERPINA 1 en pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva 
Crónica 

Durante el periodo de estudio, se captaron 78 pacientes, que cumplieron 

criterios de inclusión y de eso 55, se encontró déficit de alfa 1 antitripsina, definido 

por nivel sérico menor de 116 mg/dl. 

Figura 7 . Diagrama de Resultados Enzimático y del estudio Genético 

Pacientes 
Captadon=78) 

Pacientes 
Excluidos (n=23) 

Pa cien te n e luidos 
(n=5 5) 

Con déficit de alfa 1 antitripsina 
(menor 116 mgL) 

1 

Sin déficit de alfa 1 antitripsina 
Mayor 116 mL 

Gen o tip ific a e óne n 
Pi MM Norma les(n=15) 
Pi MZ Heterocigotos(n=37) 
PiMS Heterocigoton=2) 
Pi SS Homocigotoi=1) 

La Gráfica 1, muestra la frecuencia de pacientes con déficit de alfa 1 antitripsina 

(menor a 116 mg/dL). 
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Gráfica 1. Frecuencia de Pacientes con EPOC y Déficit de alfa 1 antitripsina, 
en el Complejo Hospitalario de la CSS en ciudad de Panamá, 	octubre 2022 a 
septiembre 2023. 

Nivel de alfa 1 arltitripsina 

• Normal (Mayor a 116 
mg/dL) 

Deficit (Menor a 116 
mg/dL) 

Mediana 90 mg/DL (79.0 - 116.0) 
RIC (IQR) 17.5 

En la Gráfica 2, se muestran los resultados de la expresión de alelas, 

encontrándose que de la población estudiada (N=55), expresaron alelos Pi*MM 

27.27% (15/55) de los pacientes; para el alelo Pi*MZ  resultó el 67.3% (37/55); Pi*MS 

obtuvo el 3.6% (2/55); por último, el Pi*SS  resultó el 1.8% del total de la muestra 

(1/55). 

Gráfica 2. Distribución de Genotipos de Pacientes que resultaron con 
Deficiencia de AAT en el Complejo Hospitalario de la CSS en ciudad de 
Panamá, octubre 2022 a septiembre 2023. 

30- 0 

20- 20 

lo. 10 
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2. Descripción de las c aracterísticas demográficas de los participantes : sexo, 

edad, etnia, provincia de procedencia y exposición de riesgo 

En la Tabla 4, se pueden observar las variables demográficas estudiadas de 

los 55 pacientes con EPOC, que representan la muestra, 24 pacientes son de sexo 

femenino y  31 de sexo masculino. En cuanto a la edad, no presentan una 

distribución con un patrón específico, muestra una mediana (RIC) de 65 (12.0) y 

una desviación estándar de ±15.5. Para los grupos étnicos, se observa que, de la 

población estudiada, expresaron más el grupo hispano, 49.1% (27/55) de los 

pacientes; para el grupo negroide, resultó el 30.9% (17/55); por último, con menos 

porcentaje, la población originaria y asiática, que resultó el (5.5 - 1.8%) del total de 

la muestra (4/55). En la población estudiada, un 58.1% de los pacientes se 

encontraban ubicados en la provincia de Panamá, seguido de Colón, que resultó 

con 10.9%; se vio evidenciada, mayormente, en la población de Panamá que el 

resto de las provincias que fueron con menos frecuencias de pacientes, obteniendo 

un 1.8% para la provincia de Darién. Al analizar las características descriptivas de 

las exposiciones de riesgo, se aprecia que los pacientes con exposición a biomasa 

se caracterizaron por tener una mayor distribución con un (58.2%); en relación con 

los pacientes que estuvieron expuestos al tabaquismo, el cual, obtuvo (25.4%) y, 

por último, a la exposición ambiental que presentó un (15.4%). 
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Tabla 4. Características 	Demográficas de los 
provincia de procedencia y exposición de riesgo 

Participantes : sexo, edad, etnia, 

Característica Paciente con EPOC 
(N = 55) 

Sexo, n (%) 
Femenino 
Masculino 

Edad, Mediana (RIC) 

24 (43.6) 
31(56.4) 

Edad/año 65(12) 
Etnia, n (%) 

Asiática 1(1.8) 
Caucásica 7(12.7) 
Hispana 27 (49.1) 
Negroide 17 (30.9) 
Población Originaria 3(5.5) 

Distribución Geográfica n (%) 
Chiriquí 2(3.6) 
Coclé 2(3.6) 
Colón 6(10.9) 
Darién 1(1.8) 
Herrera 4 (7.2) 
Los Santos 3 (5.4) 
Panamá 32 (58.1) 
Veraguas 4(7.2) 

Exposición de Riesgo 	n (%) 

Tabaquismo 14 (25.4) 

Exposición a Biomasa 32 (58.2) 

Exposición Ambientales 9 (15.4) 

3. Frecuencias de los Genotipado Z y S en el gen SERPINAI , según sexo, 

edad, etnia, provincia de procedencia 

Sexo 

Para el genotipado Z y  5 en el gen SERPINA1, se obtuvo un porcentaje de 

positividad de 43.6% en pacientes de sexo femenino y un 56.3% en pacientes de 

sexo masculino. Estos valores al igual que su visualización esquematizada en el 

Gráfico 3, podría impulsar a creer que el alelo Pi*MZ  se da, mayormente, en la 
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Edad 
Femenino Masculino 

50 

o 
-o 

Ó30 

o 
D 

o lo o 
I1 

población masculina. Sin embargo, se decidió hacer la prueba exacta de Fisher para 

evaluar si la expresión del genotipo es dependiente del sexo del paciente y la prueba 

no encontró asociación (p= 0.136) entre la frecuencia de los genotipado Z y Sen el 

gen SERPINA1, según sexo. 

Gf ¡ 8.Erecuencic.endoet ilpocss Z y S en, e Is gn SERPI 
p= >0. 05. 

D PI*MM (normal) 

D PI*MS (heterocigoto) 

PI*MZ (heterocigoto) 

11 PI*SS (homocigoto) 

En la población estudiada, un 83.6% de los pacientes positivos para la 

frecuencia del genotipo Z y 	S e n e 1 	n m Ei Fon50% 

tiene entre 30 y  50 años; y  5.4% es menor a los 30 años. Esto se puede observar 

en la Tabla 5. Con base a estos valores, el genotipo Pi*MZ  con 81.0% (30/55) 

pacientes, se vio evidenciada, mayormente, en la población con un rango de edad 

mayor a 50 años y se puede apreciar con claridad en el Gráfico 4. 
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Tabla 5. Frecuencia Genotipado Z y S en el gen SERPINAI en la población 
estudiada, según edad. 

Resultado Moleculares 

Rango 	 PI*M1\i 	PI*MS 	PI*NIZ 	PI*S S 
Total de edad 	 (normal) (hetewcigoto) (hetewcigoto) (homocigoto) 

<30 

30-50 

>50 

Total 

Recuentos 	0.0 	1.0 	2.0 	 0.0 	3.0 

% dentro de 

	

0.0% 	5 0 . 0 	5 . 4 O/ 	Ø Ø 0  54% 
la columna 

Recuentos 	1.0 	0.0 	5.0 	 0.0 	6.0 

% dentro de 

	

6.6 	0.0 	13.5 	0.0% 	10. 
la columna 

Recuentos 	14.0 	1.0 	30.0 	1.0 	46.0 

% dentro de 

	

93.3% 	5 0 . 0 	81.0% 	100.0% 	8 3 
la columna 

Recuentos 	15.0 	2.0 	37.0 	1.0 	55.0 

% dentro de 
1 0 0 . 	1 0 0 . 0 	1 0 0 . 0 	100.0% 	l00.0°A 

la columna 

Sin embargo, se realiza la prueba exacta de Fisher para evaluar si existe relación 

entre la proporción de casos positivos para los genotipos y el rango de edad. La 

prueba demostró que no existe asociación (P= 0.413) entre la proporción de casos 

positivos para el genotipo Z y S e n e 1 	gí el mng8 	Ht1. N A 1 
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Gráfica 4. Frecuencia de 1 o s ge n ot i pos Z y S le neinw ¡ 	g e n 
población estudiada, según rango de edad p= >0 .05. 

• PI*MM (normal) 
• PI*MZ (heterocigoto) 
• PI*MS (heterocigoto) 
• PI*SS (homocigoto) 

a) 
o 

20 

'10 

O 
<30 	30-50 	>50 

Etnia 

En la población estudiada total, un 49.0% de los pacientes positivos para la 

frecuencia del genotipo Z y S e n e 1 	1 aire Si E Bc lb1 estos 

valores, el genotipo Pi*MZ  se vio mayormente evidenciado, en todos los grupos 

étnicos; en la población hispana con 48.6% (18/55) pacientes; seguido de la etnia 

negroide 29.7% (11/55) pacientes; caucásica, obtuvo el 10.8% (4/55); por último, 

con menos porcentaje, la población originaria y asiática, que resultó el (8.1% - 

2.7%). Se puede apreciar con claridad en el Gráfico 5. Sin embargo, se decidió 

realizar la prueba exacta de Fisher para evaluar si existe relación entre la proporción 

de casos positivos para los genotipos y los grupos étnicos. La prueba demostró que 

no existe asociación (P= 0.596) entre la proporción de casos positivos para el 

genotipo Z y S e n e 1 	9(bDsigr~ étrRcbsN A 1 
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Gráfica 5. Frecuencia Genot!pado Z y S en el gen SERPINAI en la población 
estudiada, según etnia p= >0.05. 
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Antes de entrar en detalle en el análisis de la Gráfica 6, es necesario precisar 

que el genotipo con mayor frecuencia se vio evidenciado en el Pi"*MZ  (62.16%) para 

la provincia de Panamá, seguido de Colón, Los Santos y Veraguas con un (8.1%) y 

Coclé y Herrera con un (5.4%); con menos frecuencia, Chiriquí con (2.7%), y  para 

Bocas del Toro y Darién no se obtuvieron pacientes. Se pueden observar valores 

altos que, generalmente, no son significativos a la distribución general de los otros 

genotipos. Se evalúa si existe relación entre los genotipos y la provincia de 

procedencia; esto nos mostró que el índice de probabilidad toma un valor de 21.375, 

el cual, comprobó que no existe asociación significativa p=0.617. 
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Gráfica 6. Frecuencia Genotipado Z  S en el gen SERPINAl en la población 
estudiada, según provincia de procedencia p= >0.05. 

30.0 

25.0 

u, 

20.0 

(a 

 

PI*MM (normal) 

PI*MS (heterocigoto) 

PIMZ (heterocigoto) 

PISS (homocigoto) 

10.0 
L  

50 

 

  

00 	1Ii 	111.1 

4. Estudios de Frecuencias genotipado Z y S en el gen SERPINAI, según 

tabaquismo, exposición a biomasa u otras partículas ambientales 

Uno de los objetivos secundarios del estudio fue analizar las potenciales 

diferencias en las exposiciones de riesgos de estos pacientes, comparando la 

genotipificación. En la Tabla 6, se ve que el genotipo que se expresa en mayor 

frecuencia es el Pi*MZ (75.6%) para el riesgo de exposición a biomasa, seguido del 

Pi*MM (53.2%) en el tabaquismo y para la exposición ambiental, se puede observar 

una distribución paralela. Se ve con claridad en la Gráfica 6. 
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Tabla 6. Frecuencia Genotipado Z y S en el gen SERPINAI en la población 
estudiada, según tabaquismo, exposición a biomasa u otras partículas 
ambientales 

Exposición 
de Riesgo 

Resultado Moleculares 

Total 
PI*MM 	PI*MS 	PI*MZ 	PFSS 
(normal) (heterocigoto) (heterocigoto) (homocigoto) 

Exposición 
de Biomasa 

Otras 
Partículas 
Ambientales 

Tabaquismo 
Activo 

Total 

Recuentos 
% dentro 
de la 
columna 
Recuentos 
% dentro 
de la 
columna 
Recuentos 
% dentro 
de la 
columna 
Recuentos 
% dentro 
de la 
columna 

4.0 

26.7% 

3.0 

20.0% 

8.0 

53.2% 

15.0 

100.0% 

0.0 

0.0% 

2.0 

100.0% 

0.0 

0.0% 

2.0 

100.0% 

28.0 

75.6% 

3.0 

8.1% 

6.0 

16.2% 

37.0 

100.0% 

0.0 

0.0% 

1.0 

100.0% 

0.0 

0.0% 

1.0 

100.0% 

32.0 

58.2% 

9.0 

16.4% 

14.0 

25.4% 

55.0 

100.0% 

Es importante señalar, que en este Gráfico 7, se observa el genotipo PÍ*MZ 

(58.2) con mayor frecuencia para las exposiciones de riesgo. No obstante, se 

decidió hacer la prueba exacta de Fisher para evaluar si la expresión del genotipo 

es dependiente a la exposición de riesgo y la prueba sí encontró una asociación 

significativa (P 0.003) entre la frecuencia de los genotipado Z y  S en el gen 

SERPINAI, según exposición de riesgo. 
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Gráfica 7. Frecuencia Genotipado Z y S en el gen SERPINAI en la población 
estudiada, según tabaquismo, exposición a biomasa u otras partículas 
ambientales p= <0.05. 
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DISCUSIÓN 



Este documento se enfoca en un estudio que tuvo como objetivo principal, 

investigar los genotipos del inhibidor de proteasa (Pi) S y Z en el gen SERPINAI en 

pacientes que padecen la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC) y que 

fueron atendidos en la sección de Neumología del Hospital Dr. Arnulfo Arias Madrid, 

durante el período comprendido entre octubre de 2022 y  septiembre de 2023. Esta 

investigación se propuso abordar una serie de objetivos específicos, a saber: 

describir las características demográficas de los participantes, analizar la frecuencia 

de los genotipos Z y S en función de diversas variables y examinar la posible 

relación entre estos genotipos y factores, como: el tabaquismo, la exposición a la 

biomasa y a otras partículas ambientales. 

La EPOC es una afección pulmonar crónica, caracterizada por la obstrucción 

parcialmente, reversible, de las vías respiratorias, lo que conlleva a una disminución 

significativa de la función pulmonar. Se ha establecido, previamente, una 

correlación sustancial entre la exposición a factores como el humo del tabaco y la 

deficiencia de Alfa 1 Antitripsina (AAT) en el desarrollo de esta enfermedad (Burney, 

2015). La AAT es una enzima que desempeña un papel fundamental en la 

protección de los pulmones contra el daño causado por proteasas, enzimas que 

pueden degradar el tejido pulmonar. Cuando existe una deficiencia grave de AAT 

debido a la herencia de dos alelos deficientes en el locus SERPINA1, esto se 

convierte en un factor de riesgo genético importante para el desarrollo de la EPOC 

(Auyon & Ghosh, 2022). 
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Con el fin de identificar a individuos con déficit de esta enzima, se ha utilizado 

el intervalo de confianza máximo, como punto de corte para los valores de AAT en 

sangre (Marmerpaul, 1996). Además, los pacientes debieron someterse a un 

genotipado para determinar su predisposición genética a la AATD (Deficiencia de 

Alfa 1 Antitripsina). Aunque, esta es una enfermedad genética rara, el uso del 

intervalo de confianza máximo ha permitido la reevaluación de un mayor número de 

pacientes y ha contribuido a la identificación de aquellos con AATD grave, leve y 

moderada (Auyon & Ghosh, 2022). 

Es importante destacar que los pacientes con AATD grave suelen ser 

portadores de la mutación Pi*ZZ,  caracterizada por una menor cantidad de enzima, 

y sus niveles de AAT se sitúan por debajo del 15% del valor normal, lo que se asocia 

con un mayor riesgo de mortalidad, especialmente, cuando se combinan con 

factores como el tabaquismo y el deterioro del Volumen Espiratorio Forzado en 1 

segundo (VEF1) (Mengaa, 2020). Por otro lado, los pacientes con la mutación Pi*MZ 

tienen un mayor riesgo de desarrollar EPOC en comparación con los heterocigotos 

PÍ*SZ cuyos niveles de AAT se encuentran dentro del rango normal, oscilando entre 

el 31% y  el 40%, y esto depende, en gran medida, de su exposición a factores de 

riesgo, como, el tabaquismo (Mengaa, 2020) (Figura 7). Parecido al genotipo 

pi*MZ, que más se observó en el estudio. 

Los resultados de este estudio, también, se complementan con el análisis 

estadístico descriptivo de una muestra de 78 pacientes diagnosticados con EPOC. 

En este análisis, se evaluó la actividad enzimática de la AAT en los pacientes con 
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EPOC. Se observó que la mayoría de los pacientes con EPOC presentaban niveles 

reducidos de AAT, lo que corroboró la presencia de un déficit de esta enzima en 

estos pacientes. Además, los resultados revelaron una diferencia estadísticamente, 

significativa, entre los grupos de pacientes con EPOC, lo que respalda aún más, la 

asociación entre la AATD y la EPOC. 

Es esencial tener en cuenta que este estudio representa el primer intento de 

investigar la prevalencia de la AATD en pacientes con EPOC en la población 

panameña. Los resultados obtenidos se consideran de gran valor en el ámbito local, 

ya que brindan información crucial sobre la presencia de la AATD en esta población 

y su posible influencia en el desarrollo de la EPOC. No obstante, es necesario tener 

en cuenta ciertas limitaciones, como la falta de datos comparativos con otras 

poblaciones y  la Concentración de los pacientes en una región específica de 

Panamá, lo que dificulta la extrapolación de los resultados a .nivel nacional o 

internacional. 

Un aspecto relevante que se destaca en este estudio es la incidencia de la 

AATD en la población de pacientes con EPOC en Panamá, que resultó ser más 

elevada de lo esperado. Se identificó una alta proporción de heterocigotos para la 

mutación pi*MZ alcanzando el 67.3%. Además, se observaron mutación Pi*MS  en 

un 3.6% de los casos y homocigotos piSS  en un 1.8%. Cabe mencionar, que no 

se encontró evidencia de la mutación grave de la Alfa 1 Antitripsina (Pi*ZZ), pero se 

obtuvo una prevalencia del 27.7% de la mutación normal Pi*MM  en la población 

estudiada (Mengaa, 2020)  (Figura 8). Estos resultados confirman la importancia de 
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Es importante resaltar, que el riesgo de desarrollar EPOC se asocia a la 

mutación PI*MZ, lo que sugiere que los individuos con esta mutación tienen un 1.4% 

de probabilidad de adquirir esta enfermedad. Sin embargo, estos resultados deben 

ser interpretados con precaución, ya que la EPOC es una enfermedad multifactorial 

en la que intervienen numerosos factores genéticos y  ambientales. 

Además de la predisposición genética, es crucial abordar la influencia de 

otros factores de riesgo, Como el tabaquismo. El tabaquismo es ampliamente 
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reconocido como la principal causa de la EPOC, contribuyendo a más del 90% de 

los casos de la enfermedad. Sin embargo, se ha observado que solo un subconjunto 

de fumadores, aproximadamente, el 10-20%, desarrolla EPOC, lo que sugiere la 

presencia de factores genéticos y ambientales, que modula la susceptibilidad 

individual a esta enfermedad (Bergin, 2010). 

Resulta, particularmente interesante, destacar que, en los resultados del 

estudio, se identificó una alta exposición a la biomasa, que afectaba al 58.2% de los 

pacientes con EPOC en comparación con la exposición al humo del tabaco, que se 

situó en un 25.5%, comprendiendo tanto el tabaquismo activo (18.2%) como el 

tabaquismo pasivo (7.3%). Esta diferencia en las tasas de exposición puede 

relacionarse con la implementación de políticas de control del tabaco en Panamá a 

partir del año 2008 (Noriega-Aguirre et al., 2021). 

Diversas revisiones sistemáticas han señalado la exposición a la biomasa y 

otros combustibles utilizados para cocina como un factor de riesgo importante, 

especialmente, en países en desarrollo. Un estudio previo reveló que las personas 

expuestas al humo de leña, durante más de 10 años, tienen un mayor riesgo de 

desarrollar EPOC, lo que confirma la influencia significativa de la exposición a la 

biomasa en la aparición de la enfermedad un hallazgo respaldado por los 

resultados de este estudio en la población panameña. 

A pesar de que se ha documentado ampliamente la relación entre la 

exposición a la biomasa y el riesgo de desarrollar EPOC, el papel de los genotipos 

de deficiencia intermedia, como Pi*MZ y  Pi*MS, no ha sido objeto de un estudio 
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detenido en la investigación científica previa. Esto sugiere la necesidad de una 

mayor exploración para comprender mejor, cómo estos genotipos pueden influir en 

el desarrollo y la progresión de la EPOC. 

Una cuestión importante que se plantea en este estudio es la posibilidad de 

discriminación genética, un tema que suele surgir en el contexto de cualquier 

enfermedad genética. Este aspecto está más allá del alcance del presente estudio, 

pero es fundamental reconocer su relevancia y considerar estrategias para abordar 

posibles problemas de discriminación genética en la atención médica y las políticas 

de salud pública relacionadas con la EPOC y la AATD. 

Además de los factores genéticos y ambientales, este estudio, también, 

arrojó luz sobre la relación entre la etnia y las frecuencias alélicas Z y S en la 

población panameña. Se encontró que los grupos étnicos no parecen tener una 

relación directa con la predisposición a la enfermedad, y este hallazgo se almea con 

estudios previos realizados en poblaciones hispanas, como el estudio llevado a 

cabo en México, por Pérez-Rubioa (2014). Esto indica que la deficiencia de Alfa 1 

AntitnPSifla es una condición que afecta a individuos de diversos grupos étnicos en 

todo el mundo. 

Es relevante mencionar, que se han realizado estudios de mapeo genómico 

los cuales, han sugerido que el alelo Pi*Z surgió en el norte de Europa hace varias 

generaciones, estimándose que ha existido durante 107 a 135 generaciones. Por 

su parte, el alelo Pi*S,  se estima que ha estado presente durante 279 a 470 

generaciones, y las frecuencias más altas se han encontrado tanto en África como 
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en Europa (Blanco, 2012). Estos descubrimientos respaldan la hipótesis de que las 

migraciones humanas, a lo largo de la historia, han contribuido a la mezcla de etnias 

y, por ende, a la diversidad genética observada en Panamá y en otras poblaciones. 

a nivel mundial. 

Es esencial subrayar que, para que las mutaciones genéticas, como PI*MZ  o 

Pi*MS tengan un impacto congruente en el desarrollo de la EPOC, los individuos 

deben estar expuestos de manera constante a factores de riesgo que afecten la 

función de la enzima AAT. Es decir, la predisposición genética es un factor de riesgo 

importante, pero la exposición continua a agentes perjudiciales, como el tabaco o la 

biomasa, juega un papel crucial en la manifestación de la enfermedad. 

En la actualidad, se ha establecido que las mediciones de la función 

pulmonar son una de las pocas aplicaciones clínicas en las que se tiene en cuenta 

la definición de raza (etnicidad) para determinar los parámetros de referencia del 

estado de salud. Esto refleja la influencia de la genética y la ascendencia étnica en 

la función pulmonar y la predisposición a enfermedades respiratorias. Los 

resultados de este estudio aportan más evidencia a esta conexión entre la genética 

y la salud pulmonar, especialmente, en el contexto de la EPOC y la AATD. 

Por otro lado, el análisis de la frecuencia de los genotipos Pi*S  y  Pi*Z  en el 

gen SERPINAI en la población panameña es un componente fundamental de este 

estudio, ya que permite comprender mejor la distribución de estas mutaciones 

genéticas en diferentes subgrupos de la población y su posible asociación con la 

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC). La investigación llevó a cabo 
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análisis específicos, teniendo en cuenta varios factores, como el sexo, la edad, la 

etnia y la región geográfica dé Panamá, para evaluar si existían diferencias 

significativas en la frecuencia de los genotipos en estos grupos. 

En lo que respecta al análisis por sexo, los resultados indicaron que no se 

encontraron diferencias significativas en la frecuencia de los genotipos Pi*S  y  Pi*Z 

entre masculino s y femeninos en la población estudiada. Esto sugiere que la 

presencia de estos genotipos no está relacionada, de manera significativa, con el 

género de los individuos. Es decir, tanto masculino s como femeninos en la 

población panameña tienen una probabilidad similar de llevar estos genotipos en su 

ADN en relación con la AATD (Deficiencia de Alfa 1 Antitripsina) y, potencialmente, 

con la EPOC. 

En lo que respecta a la edad, se observó que no existe una relación 

significativa entre la edad y la frecuencia de los genotipos Z y S en el gen 

SERPINA1. Esto Significa, que la presencia de estos genotipos no parece aumentar 

ni disminuir con la edad en la población estudiada. Sin embargo, se destacó que el 

genotipo Pi*MZ fue el más común en todos los grupos de edad. Este hallazgo 

sugiere que la mutación Pi*MZ podría ser predominante en la población panameña, 

y esto podría tener implicaciones en términos de predisposición genética a lá AATD 

y la EPOC. 

En cuanto a la etnia, los investigadores observaron que la mayoría de los 

participantes en el estudio se identificaron como hispanos, seguidos por el grupo 

negroide, mientras que las etnias caucásica y asiática tuvieron una menor 
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representación en la muestra. Aunque, no se identificaron diferencias clínicamente, 

significativas en la frecuencia de los genotipos Z y S, según la etnia de la población 

estudiada. Esto indica que la presencia de los genotipos Pi*S  y  Pi*Z no parece estar 

relacionada, de manera significativa, con la ascendencia étnica en la población 

panameña. En otras palabras, las personas de diferentes grupos étnicos tienen una 

probabilidad similar de llevar estos genotipos en su ADN en relación con la AATD y 

la EPOC. 

Este hallazgo es coherente con investigaciones previas, las cuales, han 

señalado que la deficiencia de Alfa 1 Antitnpsina es una condición que afecta a 

individuos de diversos grupos étnicos en todo el mundo. A pesar de las diferencias 

en la composición genética entre grupos étnicos, los genotipos Pi*S  y  Pi*Z,  parecen 

no estar vinculados de manera significativa a una etnia, particularmente, en la 

población panameña. Esto respalda la noción de que la AATD es una afección que 

puede afectar a personas de diferentes orígenes étnicos y subraya la importancia 

de abordarla en un Contexto médico más amplio. 

Además de analizar la frecuencia de los genotipos Pi*S  y Pi*Z en función del 

sexo, la edad y  la etnia, los investigadores, también, examinaron la posible relación 

entre estos genotipos Y factores de riesgos conocidos, como el tabaquismo y la 

exposición a la biomasa Y otras partículas ambientales. Estos análisis adicionales 

ayudaron a comprender cómo la genética puede interactuar con factores 

ambientales en la predisposición y el desarrollo de la EPOC en la población 

panameña. 
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Además, el análisis de la distribución geográfica de los pacientes con 

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC) en Panamá, reflejó información 

relevante sobre la ubicación residencial de los participantes en este estudio. La 

investigación mostró que la mayoría de los pacientes residían en la ciudad de 

Panamá, seguido por las regiones de Colón, Los Santos y Veraguas. Estos datos 

proporcionan una visión de dónde se concentra principalmente, la población de 

pacientes con EPOC en Panamá. Sin embargo, en lo que respecta a la distribución 

de los genotipos Z y S de SERPINAI, no se encontraron diferencias significativas 

entre las diferentes regiones geográficas del país. Esto sugiere que la presencia de 

estos genotipos genéticos no está relacionada significativamente con la ubicación 

geográfica de los pacientes en Panamá. 

El análisis por región geográfica es importante, porque puede ayudar a 

identificar posibles patrones de distribución de la EPOC y la deficiencia de Alfa 1 

Antitripsifla (AAT) en el país. Sin embargo, los resultados de este estudio sugieren 

que los genotipos Z y S de SERPINAI son, igualmente, prevalentes en diferentes 

áreas geográficas de Panamá. Esto puede deberse a la migración y la movilidad de 

la población dentro del país, lo que puede contribuir a la distribución homogénea de 

estos genotipos en todo el territorio. 

Un aspecto importante de este estudio fue analizar la relación entre los 

genotipos de déficit de AAT y factores de riesgo, conocidos para la EPOC, como el 

tabaquismo y la exposición a la biomasa u otras partículas ambientales. Los 

resultados revelaron asociaciones significativas que arrojaron luz sobre cómo estos 
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factores pueden interactuar con la genética en la predisposición a la EPOC en la 

población panameña. 

En primer lugar, se observó que tos pacientes con genotipo de déficit leve 

tenían una asociación significativa con la exposición a la biomasa. Esto significa que 

los individuos con genotipo Pi*MZ, que se considera una forma leve de deficiencia 

de AAT, eran más propensos a estar expuestos a la biomasa como factor de riesgo 

para la EPOC. La biomasa se refiere a materiales orgánicos, como la leña o el 

carbón utilizados para cocinar o calentar en áreas sin acceso a energía eléctrica o 

gas. La exposición crónica a humo de biomasa se ha relacionado, previamente, con 

un mayor riesgo de desarrollar enfermedades respiratorias, incluida la EPOC. 

En segundo lugar, los pacientes con genotipo moderado mostraron una 

mayor proporción en relación con el tabaquismo y la exposición ambiental. Esto 

sugiere que los individuos con genotipo Pi*MS o  Pi*SZ,  que representan una forma 

moderada de deficiencia de AAT, tenían una mayor incidencia de tabaquismo activo 

o exposición a otros factores ambientales. El tabaquismo es conocido como el 

principal factor de riesgo para la EPOC, y la exposición a sustancias ambientales 

nocivas, como la contaminación del aire, también puede contribuir al desarrollo de 

la enfermedad. 

Estos hallazgos tienen implicaciones importantes para la comprensión de la 

interacción entre la genética y los factores ambientales de la EPOC en la población 

panameña. Los individuos con diferentes genotipos de déficit de AAT pueden tener 

diferentes perfiles de riesgo en función de su exposición a factores ambientales 
79 



específicos. Por ejemplo, aquellos con genotipos leves pueden estar más expuestos 

a la biomasa, mientras que los individuos con genotipos moderados pueden tener 

un mayor riesgo relacionado con el tabaquismo y la exposición ambiental. 

Es relevante destacar, que estos resultados subrayan la importancia de 

abordar tanto los factores genéticos como los ambientales en la prevención y el 

tratamiento de la EPOC en Panamá. La identificación temprana de individuos con 

genotipos de deficiencia de AAT y la educación sobre los riesgos asociados, como 

la exposición a la biomasa o el tabaquismo, son pasos cruciales para reducir la 

carga de la EPOC en la población. Además, estos hallazgos resaltan la necesidad 

de estrategias de salud pública que aborden, tanto los determinantes genéticos 

como los ambientales de la EPOC en Panamá y promuevan un estilo de vida 

saludable y un entorno libre de riesgos para los pulmones de la población. 

Para concluir, es importante señalar, que el presente estudio representa un 

paso significativo en la comprensión de la relación entre la deficiencia de Alfa 1 

Antitripsina, los genotipos del inhibidor de proteasa (Pi) S y Z, y la Enfermedad 

Pulmonar Obstructiva Crónica (EPOC) en la población panameña. Los resultados 

obtenidos apuntan a una alta prevalencia de la AATD en pacientes con EPOC en 

Panamá, con una destacada proporción de individuos con el genotipo Pi*MZ.  

Además, se resalta la influencia de factores ambientales, como el tabaquismo y la 

exposición a la biomasa en la aparición de la enfermedad. Estos hallazgos 

contribuyen al conocimiento científico y tienen implicaciones importantes para la 

atención médica y las políticas de salud públ4ca relacionadas con la EPOC y la 
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AATD en Panamá y más allá. Sin embargo, es necesario realizar estudios 

adicionales con muestras más amplias y diversificadas para confirmar y ampliar 

estos resultados, así como abordar los desafíos potenciales de discriminación 

genética que puedan surgir en el contexto de esta investigación y la atención médica 

de pacientes con AATD y EPOC. 

Evidentemente, el estudio proporciona información valiosa sobre la 

frecuencia de los genotipos Pi*S  y Pi*Z en el gen SERPINAI en pacientes con 

EPOC en Panamá. Los resultados indican que no existen diferencias significativas 

en la frecuencia de estos genotipos, según el sexo, la edad o la etnia en la población 

estudiada. No obstante, se destaca la presencia predominante del genotipo Pi*MZ 

en todos los grupos de edad. Estos hallazgos respaldan la idea de que la AATD y 

la EPOC son afecciones que pueden afectar a personas de diversos grupos étnicos 

y sugieren la necesidad de investigaciones futuras para comprender mejor, cómo 

los genotipos de SERPINAI ¡nteractúan con otros factores genéticos y ambientales 

en la predisposición y el desarrollo de estas enfermedades respiratorias. 

Adicionalmente, proporciona información valiosa relacionada con la 

distribución geográfica de pacientes con EPOC en Panamá y su relación con los 

genotipos de deficiencia de AAT. Los genotipos Z y S de SERPINAI se distribuyen 

de manera uniforme en todo el país, independientemente, de la región geográfica. 

Además, se observaron asociaciones significativas entre los genotipos de déficit de 

AAT y factores de riesgo, como la exposición a la biomasa y el tabaquismo. Estos 

hallazgos contribuyen a una Comprensión más,  completa de cómo la genética y los 
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factores ambientales interactúan en la predisposición y el desarrollo de la EPOC en 

la población panameña. La información obtenida en este estudio puede ser de 

utilidad para orientar estrategias de prevención y tratamiento de la EPOC en el país, 

con el objetivo de mejorar la salud pulmonar de la población. 

82 



CONCLUSIONES 

83 



Una vez finalizada esta investigación, presento mis Conclusiones: 

• La realización de este trabajo se hizo con la finalidad de aportar información 

actualizada en cuanto al riesgo genético de la población panameña dirigido a 

los pacientes con EPOC. Hemos constatado una elevada frecuencia alélica Pi*S 

y Pi*Z  en la población panameña, lo que servirá de referencia para futuros 

estudios más amplios en la población panameña. 

• Según el sexo edad, etnia y distribución geográfica, estadísticamente, no se 

obtuvo una diferencia significativa que permita afirmar que un sexo en específico 

o un rango etano o grupo étnico tenga mayor riesgo genético, sin embargo, esta 

contrariedad a lo que reportan la mayoría de los estudios similares a nivel 

mundial, puede deberse al tamaño de muestra utilizada. 

• Sí hubo diferencia significativa detectado en mayor frecuencia por la mutación 

Pi*MZ, según su exposición a biomasa; esto tiene una asociación con otros 

estudios similares, pero, también, se debe tomar en cuenta el grado de 

exposición del paciente. 

• El AATD sigue estando infradiagnosticado. Por lo tanto, se necesitan nuevas 

estrategias para mejorar la detección, especialmente, porque la evidencia 

disponible respalda la eficacia clínica de la terapia de aumento y actualmente, 

se están investigando nuevas terapias alternativas prometedoras y que pueden 

cambiar el panorama del tratamiento y la enfermedad en los próximos años. 
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Comité Bioética Aprobado 

Caja de Seguro Social 
Opto. Nacional de Qpktpgil e Investigación 

Sección Investigación y Bioética Subdrrección 
Ad--a de Docencia e lnveligacidn Complejo 

Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid 

Comité de Ticétics de r;esgscin C131-CHOrAAM 

Certificación N' C811-CHDrAAM-141 -2022 
Panamá, 29 de noviembre de 2022 

A: Licda. Lydier De Gracia Muñoz 
Investigador (es) Principal (es) 
CHDrAAM - Caja de Seguro Social 

Reí.: Aprobación de Proyecto de Investigación para la salud. 

Reciba un cordial saludo. En reunión ordinaria del Comité Bioética de la 

Investigación del Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid (CBI-CHDRAAM), 

El día 13 de octubre de 2022 en segunda revisión ética los miembros revisaron, 

evaluaron y consideraron el estado decisión de: Aorobacórn. Condicionado- del 

Protocolo de investigación titulado: Detección de los genotipos del inhibidor de 

proteasa (Pl) S y Z en el gen de SERPINA 1 en pacientes con enfermedad 

pulmonar obstructiva crónica. Atendidos en la sección de Neumología del 

Hospital Dr. Arnulfo Arias Madrid mediante la técnica de PCR tiempo real en 

el periodo de 1 octubre del 2022 al 30 de septiembre del 2023. V2.0 OCT 2022. 

En calidad de Investigador (es.)_Prinf.iDaI (es) responde de forma ordenada, 

coherente los aspectos determinados en nota de evaluación del día 25-Oct-2022; 

Mismas son analizadas hoy 29 de noviembre de 2022, consecuentemente sustenta 

la implementación de modificaciones menores sobre la documentación sometida a 

revisión y/o evaluación C131-CHDrAAM;  por consiguiente, se emite certificación de 

Aprobación  
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Formulario de Recolección de Datos 

Título de la Investigación: Detección de los genotipos del inhibidor de proteasa 
(Pl) S y Z en el gen de SERPINA 1 en pacientes con Enfermedad Pulmonar 
Obstructiva Crónica. Atendidos en la sección de Neumologia del Hospital Dr. 
Arnulfo Arias Madrid mediante la técnica de PCR tiempo real en el periodo de 1 
octubre de 2022 al 30 de septiembre del 2023. 

Investigador Principal: Lydier De Gracia 
Servicio de Laboratorio de Genética 
CHDrAAM Código de Paciente: 	  
Fecha de llenado de formulario:,J..j 
Fecha de obtención de la muestra: 
Correo electrónico: 
Total, de sangre periférica: 6 mililitros que equivale a 120 gotas de sangre. 

Demográficos 
Sexo 
(Femenino-Masculino) 

Edad 
(años) 

Femenino 
EJ 

Masculino 
EJ 

DIM/A 

Etnia 
Caucásica 
EJ 

Negroide 
EJ 

Asiática 
El 

Población originaria 
iJHispana 

Provincias 
(ubicación) 

Exposición de Riesgo 

Tabaquismo 

EJ 

Exposición a biomasa 

EJ 

Otras partículas ambientales 

EJ 

Resultados de la detección Inhibidor de proteasa (PI) S y Z en el gen de 
SERPINA 1: 
Positivo 	Negativo 	  

Firma de la Investigadora: 
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jvdi  61 eitudi,z ' rciktr tmi cúpia t1fl dccumxii. 

2. Se k SCtLcL1D. púr çunc del  inicstlgzí-c pnncçuL te rcspondz pretmus 
rcLaconi&s con us dite 	ilud 	:o ! tLi. 	r.ua. Finoncia  de 
pedez»i. Iiitoria tic hzr ímn10 o ctu c.puc*u a huinc 	qui.ni  
u utTa, su tncW mihíuk 

1 	PL'SLCÑIrTnCIIW se 	cdcra rnmw una muttn de snte xenosa en el brazo de 
unas 6 nüliLnzoi. que se coLcin ui  2 	& 1-iboruiLrio el -iI cireonde 4 
ir.iliInx & src que eqwks 14{J ww  de 	a'tcs 	mLhItii, & sinr 
que cquz%aLc a 30 na de un cuiew % tm total  t*e  i.:o rkn» de 

4 11 t.mro de que le  tcttur3  re  is.0  ftmiai el canwumicnt responder tis 
'. Li hxn.i de 	sra de 	niathm -te 61) fl! 

S. eiu  vez se Icpn los ~ uJ&n de su çmcba 	dekci1in de lnhi('.3x dc 
pnitas PIl 5  1 en el ven de  S[RPNA  1 se k erruzi pr tu core ekiuco 
pari que puc& Urirk' con su  fflé1b3.IC i 1tniz ls mc .bs de tri1xnienD en caso 
Jwt-e$snzl 

\árn,u, loial 4 	 Un itinrnic di  frS  p 	;pn!es.  .cfl La tnrnru 
cnfcrrncda4  k(Tflfl j-.r del cc stud en el lwrw  Lk  cnct1c Ci iDr'i.M 

1kadicins y ricsas: 

8c.cfieso,: Su partacpación  M <st9 csiud» ptdxn encrneíteios dirciui u uRcd 
pinesetita la n1Uciñn lcziibioen las sustimU tdtzi±is, 	que c 	a  canibioti 
en ,d trafami~ de forma jnm±ju 

Tjímh¡¿r tiene un nefjo rnductao 3TL tciii  ti  pohIi.jt asctnatb a que oflenUru 
i  quealtzMlsI estás priebas de ruttfl1  et  idoi k,s, picieruci 	citiad1 
r'  " fl!tb5tflKUVa 

usos Se cLisaíiici en la cana de ncs p0j4 IfllO,  Al tIflflflL'. trn 	utica fpx 

k's ¡iCiI 41CLb&6 a cs4 	 t)CIICII nrsços adjiicinaics pan 	uclk 
çun en La mw4&wk *011.  Pav  es ec S*0UC tks de )a punción cs& pcdemos 

ten«' •a equimosis que ca un 54n&  dcn$q de la piel va que b 	e puode 
ha c4I3, tkL1TL* 	es 

%ú rqwrwnu n~ áretio o adic-mW cww pic  Crnnpjo HospuLsno Dr 
.%rias M3JnJ (RI-C}lDrA 	CI 
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flraos ssdcio b- 	cuinc qui padii prenr %o< Doi« n ci sato 

de i. wru £k iniue pxik ~rw de c4or mP.T-a3a mi pqucha &Nw cm ci ílbo J 

punción. Estos wa cfecio ipaa& urz CiuiqWCT punción de cbcncón dc rwxsfm de 

Cepensación: se le entriri un rsuLudo del emubo. No rtihs 

cornpziicifl «COOflLLC3 Nor forma pne m este eçudio. 

Privacidad Y CunfidccIitfjd. T.,din km, iLios movidos ser c.jcv de 	gio 

,t,aitz dure c4 istu dio (eçuti; 1 	j 1  wpti,:ntbtc ud 	s 	i.urin en el 

duiirnc1ii de (*nctia dl Sido del Latm-iii,no de ecncla (1IDRAAR¼1-CSS 
Cwndu k ruhides d: Li megtzic,iri se publiquen o se dii:uUn en conIcrui. no 
se ncIwri ímocc cp puiii r\dbr 3dentidid 1 el 	nem que us*eii so,zw 

Lníonlu. lDfl nbL1cida me el ptoslecio. Li iii' c 	s Li 1iires de Li 

LIe1tt non c 1.3 ~ rwurortwu. 

Aspecli» étic.i. Se uiibr.zrin c&hpas de*==res peri prcpr su iJcimdJ en todo 

irito Leus 4ilios del ciiuho que pwdm id nFi.irk .tn  ccduLi y 	srn 
rui1u.i)d s rdas bijo ILse. cm el s~10 del 	rwino de gcnétwa dur*c 4 51 
curo 	r el CH0AM.C55 drqxa¿s de trinscumihi este peri± de tiempo, seria 
dc•uidas pnxedimicnk» 'uixntes 	Li nstutt:ion hpahru de Li C.0 de Seçim, 

Prtjranuóa 'oluntaruRctIfG 

Su Fuirtcipwtm cm cit3 øtiiueión c 	i. UÑ no debsii scntir ningunu ck'çe 

de vesioi pa'it.qnu pule de este tstuiiu. Su decisuon de pamc Vur o no en esle p1oto 
no aítt.iri IW C»41 jettiiki o ru^ con su medico o de minern ~l con ti 
CJpa de Scvura ScuI Se usted dos& Funicipm  en este ctudio v lucoo cbu de 
°P°- A1 rfrá fetsirc «t cuq*r momo o deja de rcxakr cualquicir 
prt,r~ de Li euci sin itfrnIjr ntrtgUfl tipo de pni1iricsón poi pxic del cqup de 
tZDctçanon. 

UMod ~ obtener Li r Ie1is 1 sus pte 	cxup.ei.es  y  quejas 

Si jmntc el &sarreU, de 1J 	o pos,Mv a ella usted tiene ileima duda piode 
cont»ursie ma incsUkir pnnntul de c pt'o: Lii. [dw I) thta. al IL4é fono 

&102.77I o ale -rreoc irónco;  Ji1i..2 

Si usim .kt.ea dttuirv c alfulos nais qw no forme prarw del grupo de 
cnmt&cst m ci (omiié de fl'tsa de La kicsriiión (1Il)R'ti\I. (oncvu 
eIttun,u.  ..h 	'unniU 	TcIéfis' 5(UUI 
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Conscatimicnto para Participar en c%1c Estudio de Ics*igcián 

Si -5: se 1  JI 	e  ea Lrcstui. Í'c Írn 	:r r.hw. i Iai siuzics 
sx 

Librcnxnw 6 ni ccccnLiminIo pira  Funi,:ipx en c: estudio—. EicnJo 'que al 
esteJj& ci» de acuerda  co 	 ti tvÇst,cción a&más de 

haber recibido una .opu de este ín.luic. 

NrtnT pinicip::': en d 

110Q1- 

hrTTIa  Jl1tiJIiC  Cfl  u  C5UL)O 

Noit,ru del Testígo 	 Fimu  dci resura  

Fc u 
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