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RESUMEN



Introduccion

La Alfa-1-Antitripsina (AAT) es una proteina, cuya funcion principal es inhibir
las proteasas, especialmente, la Tripsina. La deficiencia de Alfa-1-Antitripsina es un
desorden genético comun, asociado con la retencion de la proteina Alfa-1-
Antitripsina producida en el higado y a los bajos niveles de Alfa-1-Antitripsina.
Clinicamente, la deficiencia severa de Alfa-1 Antitripsina consiste en la aparicion
temprana de enfisema, hepatitis crénica, cirrosis y el carcinoma hepatocelular.
Aproximadamente, 120 mutaciones alélicas han sido descritas, y solamente,
algunas, estan asociadas con enfermedad del pulmon.

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 cronica. Estos son los alelos mas frecuentes asociados con la
deficiencia de alfa-1 antitripsina.

Metodologia

Se realizé un estudio descriptivo transversal en pacientes con diagnéstico
clinico confirmado de Enfermedad Pulmonar Obstructiva crénica, atendidos en el
servicio de Neumologia del Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid, atendido
en un periodo de un ano, entre el 1 de octubre de 2022 y el 30 de septiembre de
2023. Se obtuvieron muestras de sangre de los pacientes para la realizacion de
pruebas enzimaticas de AAT y luego, se hizo una extraccion del ADN, utilizando el
equipo de Quiacube Blood (Qiagen); todo con la aprobacién del Comité de Bioética
de la CSS, Certificacion N° CBI-CHDrAAM-141-2022. Para caracterizar los

resultados, se procesaran con la técnica Alfa 1 antitripsina (AAT mpx RealFast™
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Assay), la cual, es una prueba PCR en tiempo real rapida y precisa para la deteccién
simultanea de las mutaciones del inhibidor de proteasa (Pl) *S y *Z del gen
SERPINA1. Los patrones observados se evaluaron, utilizando estadistica de
genotipo de muestra, que se calcula con base a las condiciones de la senal entre
los canales de recepcion. Por lo que, la senal es detectada con sondas especificas.
Resultados

Se encontraron en el estudio, 55 pacientes que tenian déficit de la enzima
AAT con diagnosticos confirmados de EPOC. Se obtuvo un 43.6 % del sexo
femenino y 56.4%, masculino; la mediana de edad fue de 65 afios. Con un 58.2%
exposicion a biomasa y el 25.4% con exposicion 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, resulté el 1.8% y alelos

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



La deficiencia de alfa-1-antitripsina es causada por mutaciones en el gen
SERPINA1. Se han identificado mas de 120 mutaciones hasta la fecha, pero las
mas comunes son Pi*Z y Pi*S, los portadores con deficiencia de alfa-1-antitripsina
tienen un mayor riesgo de desarrollar enfisema de aparicion temprana y, en
consecuencia, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (Martina Veith, 2019).

En Latinoamérica, de acuerdo con los datos del estudio Platino, la
prevalencia de la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC), varia entre
7.8% en México y 15% en Uruguay. La Organizacion Mundial de la Salud estima
que para el afio 2030, la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica atendidas, sera
la tercera causa de muerte mas importante a nivel mundial (Hatch, 2018).

La prevalencia en Panama para el 2019 fue del 4.4 % en mayores de 40
anos, siendo mas frecuente en el sexo masculino con el 56.4%; el 43.6% tenia 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 jovenes, menores de 40 anos, con o sin antecedente de tabaquismo y
suele haber una historia médica (MSc. dra. Mireya Fernandez Fernandez, 2015). Se
estima que en el mundo hay unos 116 millones de portadores de PiSyPiZy 3,4
millones de personas con alelos deficientes (FJ De Serres, 2012).

La evolucion clinica es variable y puede llevar a una muerte temprana, si no
se da un tratamiento especifico con la alfa 1 antitripsina que estéa disponible. Hoy se
recomienda en las guias realizar determinacion de alfa 1 antitripsina en todos los

pacientes con EPOC (MarcMiravitlles, 2022).
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En Panama, desconocemos la prevalencia de mutaciones Pi*S o Pi*Z en
pacientes con déficit de alfa 1 antitripsina y Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Cronica; esto ha despertado un gran interés por conocer la evolucion de esta

enfermedad, que inicia con la pérdida acelerada de la funcion pulmonar.
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FUNDAMENTO TEORICO
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I. Concepto de Déficit de Alfa 1 Antitripsina
La deficiencia de alfa-1 antitripsina (AATD) es un trastorno hereditario
autosoémico recesivo, clasificado como una enfermedad rara, caracterizada por una
disminucion de la concentracion sérica de alfa-1-antitripsina (AAT). La accién
inhibidora mas importante de la AAT es la elastasa de neutrofilos, una proteasa que
degrada la elastina de las paredes alveolares, asi como otras proteinas

estructurales de una variedad de tejidos.

Il. Epidemiologia

Afecta mas a los masculinos que a las femeninos, pero esta diferencia puede
cambiar a medida que mas y mas femeninos adopten el habito de fumar en los
paises desarrollados; y en los paises en desarrollo, las femeninos no fumadoras
estan expuestas a los productos de la combustion de biomasa (Martinez Luna,
2021). La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica (EPOC), con mas 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 exposicién continua a factores
de riesgo y al envejecimiento de la poblacion (Hatch, 2018).

Un estudio incluyo a 58 paises en todo el mundo y a una poblacion total de,
aproximadamente, 4.400 millones de habitantes obtuvo una estimacion, de al
menos, 116 millones portadores de AATD MS o MZ. Este mismo estudio reveld que
Italia, Espafa, Alemania, Francia, Reino Unido, Letonia, Suecia y Dinamarca tienen
el mayor numero de operadores ZZ (5000-15000) (. Blanco, 2006), siendo una

enfermedad hereditaria mas comun 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 61 157 genotipos Pi*ZZ, principalmente, en los USA. Redondeando las
cifras, habria 5500 Pi*ZZ en Canada, 4000 en México y 6500 en Brasil (de Serres,
2014).

Un 10% (x150.000) con riesgo de padecer enfermedades asociadas al

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

lll. Fisiopatologia del Déficit de Alfa -1 antitripsina

3.1 Alfa- 1 antitripsina

La AAT es una antiproteasas importante en el pulmén, pero, también, tiene
importantes efectos antiinflamatorios en multiples tipos de células. De hecho, puede
desempenar un papel importante en la modulacién de las actividades de células
inmunitarias claves y en la proteccion de los pulmones del dano causado por las
proteasas y la inflamacion ( Ca z z o | aAntifypsin addficiency and chronic
respiratory disorders, 2020). Su diana es la elastasa de neutrdfilos, que es capaz
de digerir la elastina, la membrana basal y otros componentes de la matriz
extracelular, aunque, también, inhibe la tripsina y la mayoria de las proteasas de
neutréfilos. Su funcién principal es inhibir a las proteasas, especialmente, a la
Tripsina (Garcia-Garcia R, 2018). Ver Figura 1.

La AAT es una glicoproteina de 52 kDa producida, principalmente, en
hepatocitos, pero, también, sintetizada por monocitos sanguineos, macréfagos,
células alveolares pulmonares y otras células en todo el cuerpo. La produccion

hepatica diaria de AAT de mas de 30 mg/kg de peso corporal da como resultado
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concentraciones que oscilan entre 90 mg/dL y 175 mg/dL, que aumentan aln, mas,
en momentos de estrés. Esta localizado en la region 14g31- 32,3 del extremo distal
del cromosoma 14.

Este gen esta constituido por siete exones, tres no codificantes (lA, IB, IC), cuatro
que codifican la informacién para sintetizar |la proteina (ll, lll, 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 Fisiopatologia de AATD
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causar dafio hepatico.

Tomado y Modificado de (Turner AM, 2018).

AAT no funcional

La AATD es un trastorno genético poco comun; esta enfermedad en si no es
una enfermedad, sino, mas bien, una predisposicion al desarrollo de diversas
enfermedades, especialmente, enfisema pulmonar y otras enfermedades

respiratorias cronicas con manifestaciones clinicas diferentes (Sieluk J, 2018).
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Figura 2. Localizacion del Gen SERPINA1 en el extremo distal del brazo largo
del cromosoma 14.
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3.2 Modificaciones Genéticas en el gen Serpina 1 y su correlacion
clinica

Se descubrid, que la mutacidon patoldgica del SERPINA1 eran deficientes o
ausentes. Las mutaciones ocasionales, que permiten la retencion de AAT en el
citoplasma, producen mutacion 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 unica en
la que las proteinas se denominan,ut i | i zando el putaibnes se
les asignan letras, segun la posicidon de las bandas de proteinas séricas, siendo M
la mutacion normal y Z la patégena mas comun (Choate R, 2018 ). Por ejemplo, la
mutacion Pi*MZ tiene un alelo M (un alelo que funciona normalmente) y una

mutacién Z que produce niveles bajos de AAT en suero (Strange, 2020).
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La mayoria de los genotipos de SERPINA1 resultan de combinaciones entre

el alelo inhibidor de la proteasa normal (Pi) M y los alelos de deficiencia mas
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-Gonzalez C, 2021).
El alelo Pi*M del gen codifica para niveles normales de AAT. Los dos alelos
deficientes mas comunes son Sy Z, siendo el Z el mas grave, (glu342 por lys); este
es el alelo mas 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 mutacion Pi*S, se
encontrd sustitucion de (valina para glutamico acido en posicion 264), dando como
resultado en pacientes homocigotos una disminucion de la concentracion 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 poblacion estadounidense, tienen un mayor riesgo
de EPOC si fuman o se tenga algunas exposiciones de biomasas en comparacion
con los normales de Pi*MM (Strange, 2020).

Alrededor del 95% de los casos clinicos en los que se identifican niveles bajos de
AAT estan asociados al genotipo con dos copias del alelo Z (Pi*ZZ); el 5% restante,
corresponde a los genotipos Pi*SZ, Pi *MZ, la combinacion de Pi*S o Pi*Z con otros
alelos nulos o deficientes extremadamente raros, habiéndose descrito hasta 120

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

riesgo de padecer EPOC (Figuera Gongalves, 2017).

IV. Manifestaciones Clinicas del Déficit de alfa -1 antitripsina

La AATD se diagnostica con mayor frecuencia en pacientes que ya han
desarrollado signos clinicos de enfermedad pulmonar, antes de que se identifique
la AATD. La deteccion temprana de signos de enfermedad pulmonar es fundamental
para el tratamiento destinado a prevenir un mayor desarrollo de la enfermedad
(Mostafavi B, 2018 ).

4.1Patologia Pulmonar

La proteina AAT inactiva la elastasa. Sin la proteina AAT, la elastasa ataca
las proteinas elasticas del tejido pulmonar y dafa los pulmones. La elastasa es
producida naturalmente por las células inmunitarias. Cuando se inhala sustancias
irritantes, como: polvo, humo, virus o productos quimicos, las células inmunitarias
viajan a los pulmones y comienzan a liberar elastasa. La elastasa descompone las
bacterias y los virus invasores, protegiéndonos asi de infecciones. Si no hay
proteina AAT presente, la elastasa atacara una proteina 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
respiracion. Los efectos de AAT pueden ser muy diferentes de persona a persona.

Con el tiempo, las personas AATD pueden desarrollar enfermedades pulmonares



obstructivas crénicas. La enfermedad pulmonar puede aparecer entre las edades
de 20 y 40 anos (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 degradacion y prevenir. La AAT sintetizada, principalmente, en el higado es un
inhibidor de la serina proteasa, que actua principalmente para inhibir la elastasa de
neutréfilos (NE) en el pulmodn, protegiendo asi, el tejido pulmonar de la degradacion
proteolitica. La AAT, también, inhibe otras proteasas derivadas de neutrofilos, como

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

Figura 3. Equilibrio Proteasa -antiproteasas en el liquido del
revestimiento epitelial respiratorio.
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Tomado y modificado de (Cormac McCarthy, 2015).

Pacientes con sintomas. Las pruebas de funcion pulmonar con frecuencia
muestran un aumento del volumen pulmonar y el atrapamiento de aire, asi como
cambios en la transferencia de gas. Como la limitacién del flujo aéreo no es fija, con

frecuencia, la respuesta broncodilatadora de estos pacientes varia
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significativamente. Lo que se puede rescatar es que, el deterioro del pulmén varia
mucho en el fenotipo AATD, que padece el paciente, aparte de los factores de riesgo
que pueden afectar la tasa de cambio en la funcion pulmonar (tabaquismo,
exposiciones ambientales, edad y funcién pulmonar basal) (Cazzola M, 2020).

La AATD sigue siendo el factor de riesgo monogénico mas comun para la
EPOC (Franciosi AN, 2020 ). El exceso de elastasa provoca el inicio, desarrollo y
mantenimiento del proceso, inflamacién crénica que conduce a la destruccién de los
alvéolos de los pulmones, sin embargo, en general, se considera que la progresion,
una vez establecida, es mas rapida 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, progresion y gravedad de la enfermedad pulmonar (Marc Miravitlles,
2017). Uno de los mayores estudios que se ha realizado sobre pacientes con AATD,
evalué a 1129 personas, demostrando que el sintoma mas caracteristico es la
disnea (84%), seguido de sibilancias (65%) y de tos de caracteristicas no
especificas (42%). Ademas, estos pacientes presentan alteraciones en la

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

Figura 4. Radiografia simple de torax de un paciente con déficitde alfa -
1 antitripsina que presenta EPOC.

- Se observan en ambas
f - proyecciones (postero-anterior y
% lateral) datos de atrapamiento
4 aéreo, con hiperclaridad pulmonar,
aplanamiento de los diafragmas, y
! aumento del espacio retroesternal.

Tomado de (Saltini C, 2019)




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 encontré que la presencia de proteina circulante de tipo salvaje se observo
en pacientes heterocigotos. Revelando, una correlacion entre la concentracion de
alelos y el desarrollo de la gravedad de los sintomas clinicos (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 comparoé 99 sujetos Pi*MM y 89 sujetos Pi*MZ no indexados, reclutados de
51 sujetos indice Pi*MZ con enfermedad pulmonar obstructiva crénica. Estos
resultados demuestran, de manera concluyente, que los individuos fumadores de
Pi*MZ tienen mas obstruccion del flujo de aire y EPOC clinica que los individuos de
Pi*MM (Molloy K, 2014).

4.1.3. El Riesgo en Individuos con genotipo SZ

El ndmero de individuos Pi*SZ en todo el mundo es menor que el de
Pi*MZ; sin embargo, el riesgo de EPOC aun no esta completamente dilucidado. En
un estudio de 94 personas con Pi*SZ, de las cuales, en 66 se encontré Pi*SZ y
tenian una supervivencia reducida. De manera similar, un estudio mas reciente
encontré que los sujetos Pi*SZ eran menos susceptibles al humo del cigarrillo que
Pi*ZZ, y que el patron de enfisema detectado en la tomografia computarizada en el
momento del diagnéstico era similar al observado en pacientes con EPOC
convencional en lugar de distribucién predominantemente basal (Marc Miravitlles,

2017).



4.2 Patologia Hepatica

La acumulacion de proteina AAT mutante en los hepatocitos activa una
cascada de dano intracelular que consiste en la muerte apoptética de las células
hepaticas y la proliferacion hepatocelular compensatoria, lo que conduce a dano a
los érganos diana (Anandini Suri MD D. P., 2022 ).

Los problemas hepaticos se dan casi, exclusivamente, en personas que
tienen un alelo Pi*Z en cualquiera de sus combinaciones, ya que esto provoca la
polimerizacion de la AAT mutada en los hepatocitos, dificultando su salida y
provocando que se acumule en su interior y los dane.

Puede ser un dano hepatico que ocurre desde el nacimiento hasta la edad
adulta. La mutacion Pi*SZ se asocio con un aumento de 3 y 7 veces en el riesgo de
fibrosis/cirrosis hepatica y cancer de higado, respectivamente. En individuos Pi*MZ,
en un 1,7 para fibrosis hepatica/cirrosis hepatica. Sin embargo, a pesar de la sobre
representacion 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 hepaticas AAT
mostré que las mutaciones heterocigotas de Pi*Z eran mas susceptibles a la cirrosis
y la enfermedad hepatica alcohdlica, lo que sugiere que el portador de Pi*Z, puede
actuar como un modificador de la enfermedad (Anandini Suri MD D. P., 2022). Ver
Figura 5.

El riesgo de enfermedad hepatica esté entre los 20 y los 40 afos es,

aproximadamente, del 2% y entre los 41 y los 50 anos, aproximadamente el 4%.
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4.3 Otras Patologias relacionadas
Se estima que la paniculitis afecta a una de cada 1.000 personas con AATD.
La paniculitis suele aparecer como nodulos cutaneos dolorosos, inflamatorios y
migratorios que pueden ulcerarse. Presumiblemente, al igual que el enfisema, la
paniculitis cutanea es causada por un dano proteolitico 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 5. La Deficiencia de alfa -1 antitripsina (AATD) es
una causa genética de Enfermedad Hepatica cronica
IFILL (18 TOrma rara ae Homocigotuco ae

AATD grave) puede causar una
lenfermedad hepatica cronica avanzada

0I5 1 — serema A re1000
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El genotipo PiMZ puede aumentar el riesgo de
una enfermedad hepdtica ¢ronica avanzada

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

V. Diagnoéstico del Déficit de alfa -1 antitripsina
La Organizacién Mundial de la Salud recomienda, que todos los pacientes
con diagnéstico de EPOC sean sometidos una vez a un cribado de AATD. Una

concentracion 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 diagnéstico se asocia
con un empeoramiento del estado clinico en el momento del diagndstico inicial
(Tejwani V, 2019).

El diagnéstico es importante para ayudar a las personas a tomar cambios en
el estilo de vida, reduccion de riesgos laborales y proporcionar acceso a nuevas
terapias, mientras que un diagnostico tardio, se asocia con un estado funcional
deficiente y resultados relacionados con EPOC (Bossé Y, 2019).

La espirometria es el método mas reproducible y objetivo para detectar la
limitacion del flujo aéreo. Una relacion FEV1/FVC. Sin embargo, su uso puede dar
lugar a que se diagnostique EPOC con mas frecuencia en individuos de edad
avanzada y con frecuencia menor en adultos con edad <45 anos (Guder G, 2012).

En esta actualizacion de 2017, la clasificacion de gravedad original ha sido
reemplazada por una clasificacion de riesgo mas simple (riesgo bajo o alto), basada
en la funcion pulmonar, el grado de disnea y el historial de exacerbaciones, mientras
que la determinacion mas especifica para el laboratorio, lo primero que se debe
hacer es la prueba de la medicién del nivel de AAT en suero. Esta medicion debe ir
acompanada de una valoracion de la proteina C reactiva, ya que la AAT es un
reactivo de fase aguda, que aumenta durante la infeccion o la inflamacion. Si el nivel
sérico de AAT es inferior a 116 mg/dl, el paso siguiente es realizar una PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa) y detectar los alelo-especifico paraSy Z, y

asi, 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 analisis de la secuencia
de ADN de los exones codificantes del gen Serpina 1 es la técnica de referencia
para el diagnéstico genético del AATD. En casos excepcionales, puede ser
necesario estudiar las secuencias intronicas y reguladoras del gen (Miravitlles M,
2017). Ver Figura 6.

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

% de
Caracteristica personas con Comentario
caracteristica
El patron y la distribucion del enfisema no
EPOC 60%-80% deben disuadir de considerar el diagnéstico
de DAAT.
La bronquiectasia esta presente en la TC
Bronquiectasias ~27% de térax en ~90% de los pacientes con
Pi*ZZ
Colestasis ~11% ~65% tendra una enfermedad hepatica
neonatal grave.
Cirrosis 12%-40% La enfermedad hepatica puede ser
subclinica.
Puede estar presente en fenotipos de
Paniculitis Poco comun AATD no asociados con enfermedad
pulmonar

Tomado y modificado de (Tejwani V, 2019).

VI. Tratamiento del Déficit de alfa -1 antitripsina

6.1 Prevencion

Dejar de fumar afecta la progresion 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 rehabilitacion respiratoria mejora los sintomas, la calidad

de vida y la actividad fisica y emocional en las actividades cotidianas.
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6.2Medidas Generales

El tratamiento farmacoldgico de la EPOC alivia los sintomas, reduce la
frecuencia y gravedad de las exacerbaciones, mejora la salud y la tolerancia al
ejercicio. No existen medicamentos que puedan revertir la disminucion a largo plazo
de la funcion pulmonar. Cada régimen de tratamiento debe individualizarse, porque
la relacion entre la gravedad de los sintomas, la limitacion del flujo aéreo y la
gravedad de la exacerbacion varia entre los pacientes (Vogelmeier CF, 2017 ).

El ensayo EXACTLE incluydé a 77 participantes con AATD graves, tratados
con infusiones semanales de AAT a 60 mg-'kg ' o placebo durante 2 afnos. Se
observé una fuerte tendencia hacia un menor deterioro de la densidad, de manera
consistente en los cuatro metodos analiticos diferentes utilizado (Dirksen A, 2009 ).

Un estudio realizado, mas recientemente (RAPID), incluyé a 180 pacientes
con enfisema secundario a AATD y FEV 1 del 35 al 70%, el cual, demostré que la
administracion intravenosa de preparaciones purificadas de AAT humana obtenida
de un donante aumenta los niveles de AAT vy la capacidad antielastasa relacionada
con la AAT del suero y del liquido 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
produccién del gen M-AAT humano normal en las células que secretan la proteina

en la sangre, lo que, en ultima instancia, aumenta la incidencia de los niveles
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pulmonares de AAT y previene la destruccién proteolitica alveolar (Chiuchiolo MJ,

2016).

Por lo tanto, actualmente, se estan explorando estrategias alternativas,
incluidas nuevas estrategias de administracion, el uso de terapia génica o iPSC,
estrategias sin aumento para prevenir la polimerizacion de AAT dentro de los
hepatocitos, el uso de farmacos que mejoran la autofagia y estrategias de
silenciamiento de ARN (Gruntman AM, 2017).

Otra tecnologia que ha estado revolucionando la investigacion para el
tratamiento de enfermedades genéticas es la edicion de genes CRISPR-Cas9
(repeticiones palindromicas cortas, agrupadas, regularmente, intercaladas
(CRISPR) asociadas a la nucleasa 9), basada en un sistema inmunologico
bacteriano natural, esta técnica permite alterar el ADN de un organismo agregado,
eliminando o cambiando una ubicacion especifica 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 aliviaria la proteina mal plegada que causa
la enfermedad hepatica y serviria como biofabrica para la produccion de M-AAT,
que se secreta en el sistema circulatorio y alivia la enfermedad pulmonar (Conor A.
Ruzycki, 2023).

Otro estudio de correccion Z-AAT utilizdé un sistema CRISPR-Cas9
administrado por un vector de adenovirus. El tratamiento con adenovirus-

CRISPR/Cas9 podria revertir el fenotipo patolégico del higado, incluida la reduccién
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de la agregacion de la proteina Z-AAT y los niveles de transaminasas hepaticas, al
tiempo que mejora la inflamacion histologica y la morfologia del higado y reduce la

fibrosis hepatica en el modelo de ratén Pi*Z (Bjursell M, 2018).

Figura 6. Algoritmo del Diagnéstico de Deéficit de alfa -1 antitripsina
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Tomado y modificado de  (Miravitlles M, 2017)

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

proteina C-reactiva; AATD: déficit de alfa-1 antitripsina.
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VIl. ElPapel en el Diagnéstico Molecular del Déficit de alfa -1 antitripsina

El enfoque del Genotipado. EI gen de la AAT posee dos alelos que se
transmiten por herencia mendeliana autosémica y codominante. La gran mayoria
de genotipos encontrados en |a practica clinica resultan de combinaciones del alelo
M normal y los alelos deficitarios mas comunes en nuestra poblacion, denominados
SyZ (Blanco | M. N.-D., 2016).

La mayoria de los genotipos son el resultado de la combinacion del alelo
normal My 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 poblacién 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 alelos S y Z en
caucasicos que en sujetos africanos, asiaticos o nativos americanos. Los niveles
séricos reducidos de la proteina AAT se asocian, comunmente, con los alelos Sy Z
deficientes, aunque, también, hay aproximadamente, 25 alelos deficientes. El
genotipado puede distinguir entre los alelos de AAT a nivel del ADN. El enfoque
genético inicial y mas comun en muchos laboratorios se basa en determinar la
presencia de los alelos mas frecuentes Pi*S y Pi*Z mediante pruebas especificas,

utilizando técnicas de deteccion aleloespecificas (IBlanco., 2017).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA



La deficiencia de alfa-1-antitripsina esta causada por mutaciones en el gen
SERPINA1. Se han identificado mas de 120 mutaciones hasta la fecha, pero las
mas comunes son Pi*Z y Pi*S, los portadores con deficiencia de alfa-1-antitripsina
tienen un mayor riesgo de desarrollar enfisema de aparicion temprana y, en
consecuencia, enfermedad pulmonar obstructiva cronica. (Martina Veith, 2019). Se
estima que para el afio 2030, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica atendidas
sera la tercera causa de muerte mas importante a nivel mundial (Hatch, 2018).

La prevalencia en Panama para el 2019 fue del 4.4 % en mayores de 40
anos, siendo mas frecuente en el sexo masculino con el 56.4%; el 43.6%, tenia 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 jovenes, menores de 40 afnos, con o sin antecedente de tabaquismo y
suele haber una historia médica similar en algun 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 Fernandez
Fernandez, 2015).

El EPOC por déficit de alfa 1 antitripsina, es una condicién que, aunque rara,
suele estar infradiagnosticada por falta de pruebas diagndsticas accesibles en la
clinica. Por lo tanto, se necesitan nuevas estrategias para mejorar la deteccion,
especialmente, porque la evidencia disponible respalda la eficacia clinica de la

terapia de aumento y actualmente, se estan investigando nuevas terapias
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alternativas prometedoras que pueden cambiar el panorama del tratamiento y la
enfermedad en los proximos anos (Maria Torres-Duran, 2018).

La evolucion clinica es variable y puede llevar a muerte temprana si no se da
un tratamiento especifico con la AAT que esta disponible. Hoy se recomienda en las
guias, realizar determinacion de alfa 1 antitripsina en todos los pacientes con EPOC
(MarcMiravitlles, 2022).

En Panama, se desconoce la prevalencia de mutaciones Pi*S o Pi*Z en
pacientes con déficit de alfa 1 antitripsina y Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Crénica; esto ha despertado un gran interés en conocer la evolucién de esta
enfermedad, que inicia con la pérdida acelerada de la funcion pulmonar, por ello,
nuestra pregunta de investigacion es:
¢ Cual es la prevalencia de mutaciones del inhibidor de proteasa (Pi) Sy Z en el gen
de SERPINA 1 en pacientes con diagnostico clinico de EPOC en el servicio de

Neumologia del Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid?
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JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
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La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica o EPOC, pertenece a las
enfermedades cronicas no transmisibles, presentes en Panama y que produce
disminucion de calidad de vida, aumento del uso de servicios de salud, por lo que,
esta incluida en la agenda nacional de prioridades de Investigacion para la Salud en
Panama 2016 -2025. (MINSA, 2016).

La EPOC causada por déficit de alfa 1 antitripsina, es considerada una
entidad no frecuente en Panama. Con este estudio, se obtuvo la prevalencia de
mutaciones de la alfa 1 antitripsina en pacientes con diagnéstico clinico establecido

de EPOC en nuestro medio.

Los resultados se presentaran en la Universidad como trabajo de
investigacion. Seran presentados, también, en los servicios participantes en el
estudio, Genética y Neumologia, asi como en la Direccion Médica del hospital y la
Asociacion Panamefia de Neumologia y Cirugia del Torax. Se presentaran,
ademas, en congresos y jornadas medicas y sera publicado como articulo en

revistas cientificas para que esté disponible a la poblacién cientifica global.

Estos resultados podran ser utilizados por los servicios clinicos y justificar
ante las autoridades de salud, la obtencion de pruebas clinicas de rutina para
diagnéstico del Déficit de alfa 1 antitripsina, y la obtencion del tratamiento especifico
y que se puedan beneficiar de forma directa, los pacientes participantes en el

estudio y otros pacientes con EPOC.
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OBJETIVOS
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Objetivo General

e Determinar los genotipos del inhibidor de proteasa (Pi) Sy Z en el gen de
SERPINA 1 en pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica,
atendidos en la seccion de Neumologia del Hospital Dr. Arnulfo Arias
Madrid mediante |a técnica de PCR tiempo real en el periodo de 1 octubre

del 2022 al 30 de septiembre del 2023.
Objetivos Especificos
e Describir caracteristicas demograficas de los participantes, sexo, edad,

etnia y provincia de procedencia.

e Conocer las frecuencias de los genotipados Z y S en el gen SERPINA1,
segun sexo, edad, etnia y provincia de procedencia.

* Conocer las frecuencias de los genotipados Zy S en el gen SERPINA1,

segun tabaquismo, exposicion a biomasa u otras particulas ambientales.
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METODOLOGIA
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1. Descripcion de la Muestra

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

consultas externas en el area de Neumologia.

Muestra: pacientes con diagnéstico clinico de EPOC, realizado por un especialista
en Neumologia del servicio de Neumologia del Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo

Arias Madrid.

Tamarno de la Muestra: se calculé una muestra para una poblaciéon de 4 millones
con una prevalencia de EPOC del 4.4 % (Noriega-Aguirre, Méndez, & Truijillo, 2021),
un intervalo de confianza del 95% con la ecuacion n = [EDFF*Np(1-p))/ [(d2/Z2 1-
al/ 2 N + p*(1-p)] en la herramienta digital
https://www.openepi.com/SampleSize/SSPropor.htm, obteniéndose una muestra

minima de 65 pacientes.
Criterios de Inclusion
e Mayores de 18 afnos
¢ Con diagnostico clinico de EPOC/ déficit de la AAT (enzimatico)

e Que acepte participar en el estudio mediante un consentimiento

informado.
Criterios de Exclusion

e Embarazo.
e Inmunosupresion medicamentosa o por cualquier otra causa.

¢ Proceso infeccioso agudo.
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e Pacientes oncoldgicos.
e Cualquier condicion que impida la comprension del estudio, ya sea, por
enfermedad neuroldgica o psiquiatrica.

e Barreras de idioma.

1.1 Procedimientos para la recoleccion de informacién, instrumentos a utilizar
y métodos para el control de calidad de los datos.

1. Captacion del paciente. El paciente con diagnéstico de EPOC fue identificado por
el médico especialista tratante y le indicara que se esta realizando un estudio para
verificar algunos componentes genéticos, que pueden estar relacionados a su

enfermedad EPOC.

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

aseguramos que la informacion fuese completa.

La presentacion del Formulario de Consentimiento Informado debe realizarse
antes de cualquier procedimiento de la investigacion. Consideraciones que se

tomaron para la aplicacion del consentimiento informado:

* El paciente con la intencion de participar.
e El paciente mayor de edad.
e Si el paciente mostraba interés, se continia con el proceso de

consentimiento informado.
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e Si el paciente no estaba interesado, no se continia ningun proceso
adicional. Se le agradecié por el tiempo prestado y no se colectara

ninguna informacion.

En el caso de gue el paciente esté interesado:

|. Se revisé, junto con el paciente, todos los elementos del Consentimiento
Informado. Se utilizo un lenguaje sencillo, facilitando la comprension del individuo;
pero, sin omitir informacién y manteniendo la veracidad y claridad: los propésitos de
la investigacion, beneficio al paciente, la duracién esperada de la participacién del
paciente, una descripcion de los procedimientos a seguir que, para este estudio,
son: responder las preguntas de la encuesta y una extraccion de sangre para
analizar.

1.2 Procedimientos para garantizar Aspectos Eticos en las investigaciones

con sujetos humanos

En el estudio se cumplio con los principios éticos y morales que deben regir
toda investigacion que involucre sujetos humanos, como lo son: pautas éticas
internacionales para la investigacion relacionadas con la salud con seres humanos
(2016); Declaracion de Helsinki, Informe Belmont, Buenas Practicas Clinicas,
pautas éticas del consejo de organizaciones internacionales de las ciencias
médicas, (CIOMS, 2016) , y las normas y criterios éticos establecidos en los cédigos
nacionales de ética y/o leyes vigentes. Todos los investigadores obtuvieron
capacitacion en buenas practicas clinicas para investigacién 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 revision y aprobacion por la institucion correspondiente, al Comité de
Etica del complejo hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid con el numero de

Certificacion: CBI-CHDrAAM-141-2022.

Toda la informacién personal sera confidencial y de acceso, unicamente, al

equipo de investigacion.

2. Toma de Muestra

e Se dio paso a documentar al Registro de Procesamiento de Muestras del
Laboratorio; el codigo unico del participante y el codigo de muestra que
corresponde. Dicho formulario incluia la fecha y hora de extraccion.

e Se etiquetaron los tubos y se volvio a verificar la informaciéon del cédigo de
muestra
con el participante.

e Se realizo la puncion en un angulo 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 visualizacion de la vena.

e Solo se hizo una sola puncion de sangre periférica con un total de 6 ml, la cual,
sera distribuida en un tubo de quimica con una cantidad de 4 mly EDTA con una
cantidad de 2 ml.

» Lostubos de quimica se colocaron en la centrifuga de manera equilibrada a 3400

rem por 10 minutos para obtener el suero.
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3. Determinacionde la Concentracion sérica de la AAT
De la muestra de suero se obtuvo la enzima AAT con reacciona
inmunoquimicamente del anticuerpo anti-AAT humana, formando complejos
inmunes. Cuando las proporciones de AAT y anticuerpos en el analisis son optimas,
los complejos inmunes resultantes son insolubles y precipitan. La intensidad de la
luz dispersada es proporcional al niumero de complejos inmunes. Si la cantidad de
anticuerpo permanece constante, la sefal sera proporcional a la cantidad de AAT
presente en la muestra (Marmerpaul D, 1996). Siemens Healthcare Diagnostics
Products. Sistema BN Il - Manual de instrucciones.
Sensibilidad del Equipo: |a sensibilidad analitica de la prueba se determino,
utilizando el limite inferior de la curva de referencia y, por tanto, dependi6 de la
concentracion de AAT en el estandar utilizado.
1. Preparacion de la curva de referencia: las curvas de referencia se generaron por
calibracion multipunto.
2. Controles de Calidad: todos los controles presentaron una concentracion de AAT
conocida en cada curva de referencia.
3. Creacion 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 medicion se transfirieron del analizador al sistema informatico.
Los resultados fueron reportados automaticamente en mg/dL.

4. Obtenciony Cuantificacion del ADN
En la obtencion 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 extraccion fue rapida y sencilla; es a base de silice sin fenol ni

cloroformo, practicos formatos de columna de centrifugacion. Utilizando, el Kit

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

NAGEL, 2023).

4.1 Extraccion de | ADN
Primero, se limpié el area de trabajo con etanol al 70%.
Luego, se saco una alicuota de proteasa y se posicioné abierta hasta que se
descongelara.
Se rotulé un eppendorf de 1.5 mL con el cédigo de la muestra.
Se afiadio 200 uL de la sangre periférica al eppendorf.
Seanadio20 ulL de soluci 6n de pseoezoldipor @aex
por 10 seg.
Seagregé200 pL de s ol luegd, semeztl@ bieh agdadosen vortex
o pipeteado para obtener una suspension uniforme.
Se incubé la muestra a 70 °C durante 10 minutos en el termobloque.
Seagregaron2 10 p L de -180%3ynluedo, s€ @exclo por pipeteo.
Luego, se transfirid la mezcla preparada a la columna spin (columna de silica).
Se centrifuga durante 1 minuto a 10000 RPM.
Se desecho el tubo de recoleccion. Y se pone la columna en un nuevo tubo de
recoleccion de 2 mL.
Seanaden500 pL de Buffer de | avado | .
Se centrifuga durante 1 min a 10,000 rpm. Se desecha el tubo colector y se

coloca la columna en un tubo de recoleccion nuevo.
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e Seanaden6 00 pL de Buffer de | avado |1 a | a col
e Se centrifugo durante 2 min a 10,000 rpm.
e Se desecha el tubo colector y se transfiere la columna a un tubo rotulado de 1,5
mL en un tubo de recoleccion nuevo.
e Seanaden100 pupuL de buffer de eluciédn (que deb
usarlos) al centro de la membrana de la columna para eluir el ADN.
e Y después, se incubo durante 2 minutos a temperatura ambiente y se centrifuga
durante 1 minuto 10,000 RPM.

Se descartod la columna de silica.

e EIADNfinalfueRe suspendi doseamacehdaB20L vy

4.2 Cuantificacion de ADN
La cuantificacion se llevé a cabo mediante el equipo epoch estandarizado (Biotek).

1. Se coloco la placa Take 3 vacia en el portaplacas del equipo. Realizada la revision

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

confiables.

2.Secolocaron2 plL de agua o buf fsemalizbEBl bardodeada poz
lecturas de 200- 300 nm a fin de verificar que los pozos se encuentren limpios y sin

particulas que interfieran el haz de luz.

3. Descongelado, se atempera a 20 °C y homogenizan las muestras en vortex a una

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

minicentrifuga.
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4.Secolocan2 puL de agua o buffer TE en | os
el resto de los pozos, cada una de las muestras por duplicado. Después, se realizé
el barrido de lecturas.

5. Se observaron las curvas de absorbancia obtenidas. Automaticamente, el
software del equipo proporciona los valores de absorbancia a 260nm, 280nm, la
relacion 260/280 y el valor de concentracion 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 concentracion de cada muestra

pozos

de ADN debié ajustar a una concentracionde 20-3 0 n g/ p Ldetgcaidn de Ids 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 esta 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 basé en el ensayo de 5' nucleasa fluorogénica, también conocida
como el Ensayo TagMan®-Assay. Cada reaccion contiene un par de primers
(cebadores) especificos de gen para la amplificacion de un fragmento 145 bp y de
153 bp en el gen SERPINA1, asi como cuatro sondas de hidrélisis especificas de
alelo doblemente marcadas, que estan 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
extensio6n de PCR3'| axeauclVedsd 8e | a

escinde el reporter de la sonda hibridada. La separacién espacial del fluoréforo del
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guencher ocasiona una senal de fluorescencia en tiempo real, la cual, es
proporcional a la cantidad de producto de PCR (Diagnostics, 2020).

5.1 Procedimiento del Genotipado

El ADN se amplific6 mediante la PCR, que es una técnica que consiste en una

reaccion de sintesis de ADN in vitro por la enzima Taq Polimerasa.

Preparacion de AAT mpx Master Mix
e EIl RealFast 2x mpx Probe Mix : contiene Tag ADN polimerasa y dNTPs en un
optimo sistema de tampdn o buffer.
» EI AAT mpx Assay Mix : consté de primers especificos del gen SERPINA1 y
cuatro sondas de hidrolisis doblemente marcadas especificas de alelo.
Los cebadores utilizados, fueron. 5" CTTGCTCGAGGCCTGGGATC3"’
5" ATGGAGGGGAGGGGTTGAGS' par a | a mut aci
S"CTTCCAAACCTTCACTCACCCCTGGTS3'’ y
5" CTCCTCATGGAGCATGGATGGCG3' pferTablaR.a mut aci 6n

Tabla N°2 Preparacion de AAT mpx RealFast Master Mix

Componentes Por reaccion
RealFast 2x mpx probe mix 10 ul
AAT mpx assay mix S ul
Master Mix 15 ul
e Se colocd, previamente, 1 5 | Master Mix en ,ppetdoeb reci pi

pl de ADN purificado o de Control 20on el f

p | Para luego, minimizar el riesgo de contaminacion, se utilizé la pipeta en este
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orden: en primer lugar, Negativo, las muestras y, por ultimo, los controles
positivos (Diagnostics, 2020).
e Se cerraron inmediatamente los recipientes de reaccion.
3 Para cada ensayo se proporcionaron Controles:
Se incluyo en cada ejecucion siempre un control negativo (CN) para inspeccionar la
posibilidad de una contaminacion potencial. Se utilizé CN, agua ultrapura en lugar
de ADN como duplicado. Para los controles positivos, se realizé en cada ejecucion,
siempre el AAT mpx WT-Control y el FV-PTH mpx MUT-Control como sefales 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, segun lo especificado por el fabricante para la
"Alélica Discriminacion”. Se fijan los depositos de PCR en el termociclador y se

ejecuto el siguiente programa. Ver Tabla 3.

Tabla 3. Programa del PCR en tiempo real CFX96TM.

Programa CFX96TM
Ciclos Temperaturas Tiempos Pasos
1 95 C° 3 min  Desnaturalizacion inicial
95C° 15seg Desnaturalizacion
40 60 C° {min Anidamiento/extensién —registro de datos en el

canal FAM, HEX, ROX y Cy5.

La sensibilidad se determiné con base a los 64 alelos, dando un resultado positivo
para el alelo PI*S y o PI*Z. En el ensayo AAT mpx RealFastTM Assay, se determino
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que los 64 alelos son positivos, o que equivale a una tasa de verdaderos positivos

del 100%.

La especificidad se determind con base a los 62 alelos, dando un resultado
negativo para el alelo PI*S y / o PI*Z. En el ensayo AAT mpx RealFastTM Assay, se
determind que los 62 alelos son negativos, lo que equivale a una tasa de verdaderos

negativos del 100%.
5.2 Interpretacion de los Resultados de la PCR

El genotipo de una muestra se calcul6 con base a las condiciones de la seial entre
los canales de recepcion. Por lo que, la senal detectada en el canal HEX o Cy5
(normal) se compara con la senal detectada en el canal FAM o ROX (mutado). La
mayoria de los programas de analisis de PCR en tiempo real proporcionan los datos
de ambos canales de forma automatica, como un grafico de dispersion (scatterplot).
Los puntos de datos a lo largo de los ejes X y Y, corresponden a genotipos
homocigotos mutantes o normales, mientras que los puntos de los datos en el centro

de los graficos de dispersion corresponden a genotipos heterocigotos.
6. Plan de Analisis de los Resultados

Dadas las caracteristicas del estudio, se llevd a cabo un analisis estadistico
de resultados de tipo descriptivo, siendo que, para las variables cuantitativas la
media o mediana con su valor de dispersion. En caso de variables cualitativas, se
calcularon las frecuencias absolutas y relativas para las variables. Para las

mutaciones, se reportaran como frecuencia de positivos y negativos. La asociacion
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entre la presencia o no de la mutacién y las variables de sexo, edad, procedencia y
tabaquismo, se realiz6 a través de la prueba de hipdtesis; para verificar la asociacion
entre el factor de riesgo y la presentacion de la enfermedad, se realizara a través
del x2 (chi cuadrado) para cruce entre dos variables cualitativas. (Guillermo

Mengaa, 2020).
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RESULTADOS
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1. Determinacion de los genotipos del inhibidor de proteasa (Pi) S y Z en el
gen de SERPINA 1 en pacientes con Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Cronica

Durante el periodo de estudio, se captaron 78 pacientes, que cumplieron
criterios de inclusion y de eso 55, se encontro déficit de alfa 1 antitripsina, definido

por nivel sérico menor de 116 mg/dl.

Figura 7 . Diagrama de Resultados Enzimatico y del estudio Genético

Pacientes
Captadoqn=78)

Pacientes
Excluidos(n=23)
v
Pacientedncluidos
(n=55)

Sin déficit de alfa 1 antitripsina
Mavor 116 mgdL

A4

Con déficit de alfa | antitripsina
(menor 116 mglL)

|

Genotipificacionen

Pi MM Normales(n=15)
P1MZ Heterocigotos(n=37)
PiMS Heterocigotogn=2)
PiSS Homocigotof=1)

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

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

Nivel de alfa 1 antitripsina

= Normal (Mayor a 116
mag/dL)

m Deficit (Menor a 116
mg/dL)

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

En la Grafica 2, se muestran los resultados de la expresion de alelos,
encontrandose que de la poblacion estudiada (N=55), expresaron alelos Pi*MM
27.27% (15/55) de los pacientes; para el alelo Pi*MZ resulté el 67.3% (37/55); Pi*MS
obtuvo el 3.6% (2/55); por ultimo, el Pi*SS resulté el 1.8% del total de la muestra
(1/55).

Grafica 2. Distribucion de Genotipos de Pacientes que resultaron con
Deficiencia de AAT en el Complejo Hospitalario de la CSS en ciudad de
Panama, octubre 2022 a septiembre 2023.
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2. Descripcion de las c aracteristicas demograficas de los participantes : sexo,
edad, etnia, provincia de procedenciay exposicion de riesgo

En |la Tabla 4, se pueden observar las variables demograficas 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
distribucién con un patrén especifico, muestra una mediana (RIC) de 65 (12.0) y
una desviacion estandar de +15.5. Para los grupos étnicos, se observa que, de la
poblacion estudiada, expresaron mas el grupo hispano, 49.1% (27/55) de los
pacientes; para el grupo negroide, resulté el 30.9% (17/55); por ultimo, con menos
porcentaje, la poblacion originaria y asiatica, que resulté el (5.5 - 1.8%) del total de
la muestra (4/55). En la poblacion estudiada, un 58.1% de los pacientes se
encontraban ubicados en la provincia de Panama, seguido de Colon, que resulté
con 10.9%; se vio evidenciada, mayormente, en la poblacién de Panama 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 caracteristicas descriptivas de
las exposiciones de riesgo, se aprecia que los pacientes con exposicion a biomasa
se caracterizaron por tener una mayor distribucion con un (58.2%); en relacién con
los pacientes que estuvieron expuestos al tabaquismo, el cual, obtuvo (25.4%) vy,

por ultimo, a la exposicion ambiental que presento un (15.4%).
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Tabla 4. Caracteristicas Demograficas de los Participantes : sexo, edad, etnia,
provincia de procedencia y exposicién de riesgo

Caracteristica

Paciente con EPOC

(N = 55)
Sexo, n (%)
Femenino 24 (43.6)
Masculino 31 (56.4)
Edad, Mediana (RIC)
Edad/afo 65 (12)
Etnia, n (%)
Asiatica 1(1.8)
Caucasica 7(12.7)
Hispana 27 (49.1)
Negroide 17 (30.9)
Poblacion Originaria 3 (5.5)
Distribucion Geografica n (%)
Chiriqui 2(3.6)
Coclé 2(3.6)
Coloén 6 (10.9)
Darién 1(1.8)
Herrera 4 (7.2)
Los Santos 3(5.4)
Panama 32 (58.1)
Veraguas 4 (7.2)
Exposicion de Riesgo n (%)
Tabaquismo 14 (25.4)
Exposiciéon a Biomasa 32 (58.2)
Exposicion Ambientales 9 (154)

3. Frecuencias de los Genotipado Zy S en el gen SERPINA1 , segun sexo,
edad, etnia, provincia de procedencia

Sexo

Para el genotipado Z y S 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 visualizacion esquematizada en el

Grafico 3, podria impulsar a creer que el alelo Pi*MZ se da, mayormente, en la
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poblacion masculina. Sin embargo, se decidid hacer la prueba exacta de Fisher para
evaluar si la expresion del genotipo es dependiente del sexo del paciente y la prueba
no encontré asociacion (p= 0.136) entre la frecuencia de los genotipado Zy S en el
gen SERPINA1, segun sexo.

Gif i 3.8recuenci@endoet ilpoposs Z y S en, ebesge&km SERPI
p= >0.05.

® PI*MM (normal)
O PI*MS (heterocigoto)
B PI*MZ (heterocigoto)
I | PI*SS (homocigoto)
I 1

Femenino Masculino

N w 4 %))
o o o o

Frecuencia del Genotipado
S

o

Edad

En la poblacion estudiada, un 83.6% de los pacientes positivos para la
frecuenciadelgenotipoZ y S en el @ean mayRRAcddnB00O%
tiene entre 30 y 50 anos; y 5.4% es menor a los 30 ainos. 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 poblacion con un rango de edad

mayor a 50 afios y se puede apreciar con claridad en el Grafico 4.

61



Tabla 5. Frecuencia Genotipado Z y S en el gen SERPINA1 en la poblacion
estudiada, segun edad.

Resultades Moleculares

Rango PI*MM PI*MS PI*MZ PI'SS Total
de edad (normal) (heterocigoto) (heterocigoto) (homocigoto)
Recuentos 0.0 1.0 2.0 0.0 3.0
<30 0
%dentrode o, 50.0 5.4 % 0.0 ©°54%
la columna
Recuentos 1.0 0.0 5.0 0.0 6.0
30-50 o .
mdeniode o 0.0 13.5 00% 10,
la columna
Recuentos 14.0 1.0 30.0 1.0 46.0
>50 0
% dentro de o 30, 50.0 81.0% 100.0% 83 .
la coumna
Recuentos 15.0 2.0 37.0 1.0 55.0
Total o _
o dentrode 6 100 0 100.0 100.0%  100.0%
la columna

Sin embargo, se realiza la prueba exacta de Fisher para evaluar si existe relacion
entre |la proporcion de casos positivos para los genotipos y el rango de edad. La
prueba demostré que no existe asociacion (P= 0.413) entre la proporcién de casos

positivos paraelgenotipoZ y S en el g@elnangs gefedad. NA 1
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Grafica 4. Frecuencia de  os genotipos Z y S 1enelnal

poblacion estudiada, segun rango de edad p=>0 .05.

® PI*MM (normal)

} 50 ® PI*MZ (heterocigoto)
% . ® PI*MS (heterocigoto)
2 m P|*SS (homocigoto)
o
o 30
©
B
£ 20
=2
6]
@
£ 10 I
<30 30-50 >50
Etnia

En la poblacion estudiada total, un 49.0% de los pacientes positivos para la
frecuenciadelgenotpoZ y S en el dJare 3E Bdplbdddeaiestos
valores, el genotipo Pi*MZ se vio mayormente evidenciado, en todos los grupos
étnicos; en la poblacion hispana con 48.6% (18/55) pacientes; seguido de la etnia
negroide 29.7% (11/55) pacientes; caucasica, obtuvo el 10.8% (4/55); por ultimo,
con menos porcentaje, la poblacion originaria y asiatica, que resulté el (8.1% —
2.7%). Se puede apreciar con claridad en el Grafico 5. Sin embargo, se decidid
realizar la prueba exacta de Fisher para evaluar si existe relacion entre la proporcion
de casos positivos para los genotipos y los grupos étnicos. La prueba demostro que
no existe asociacion (P= 0.596) entre la proporcion de casos positivos para el

genotipoZ y S en el g®ngrupos &ricbsN A 1
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Grafica 5. Frecuencia Genotipado Z y S en el gen SERPINA1 en la poblacion
estudiada, segun etnia p= >0.05.
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20
15 @PI*SS (homaocigoto)
10
5
0 —&
Asiatica PoblaciorCaucasicdNegroide Hispana
Originaria

Grupo Etnica

Provincia de procedencia

Antes de entrar en detalle en el analisis de la Grafica 6, es necesario precisar
gue el genotipo con mayor frecuencia se vio evidenciado en el Pi™*MZ (62.16%) para
la provincia de Panama, seguido de Colén, Los Santos y Veraguas con un (8.1%) y
Coclé y Herrera con un (5.4%); con menos frecuencia, Chiriqui 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 distribucion general de los otros
genotipos. Se evalla si existe relacién entre los genotipos y la provincia de
procedencia; esto nos mostré que el indice de probabilidad toma un valor de 21.375,

el cual, comprobé que no existe asociacion significativa p=0.617.
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Grafica 6. Frecuencia Genotipado Zy S en el gen SERPINA1 en la poblacion
estudiada, segln provincia de procedencia p= >0.05.
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4. Estudios de Frecuencias genotipado Z y S en el gen SERPINA1, segun
tabaquismo, exposicion a biomasa u otras particulas ambientales

Uno de los objetivos secundarios del estudio fue analizar las potenciales
diferencias en las exposiciones de riesgos de estos pacientes, comparando la
genotipificacion. 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 exposicion a biomasa, seguido del
Pi*MM (53.2%) en el tabaquismo y para la exposicién ambiental, se puede observar

una distribucién paralela. Se ve con claridad en la Gréafica 6.
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Tabla 6. Frecuencia Genotipado Z y S en el gen SERPINA1 en la poblacién
estudiada, segin tabaquismo, exposicion a biomasa u otras particulas
ambientales

Resultado Moleculares
Exposicion PI*MM PI*MS PI*MZ PI*SS Total
de Riesgo (normal) (heterocigoto) (heterocigoto) (homocigoto)
Recuentos 4.0 0.0 28.0 0.0 32.0
Exposicion % dentro
de Biomasa dela 26.7% 0.0% 75.6% 0.0% 582%
columna
Otras 5e§uen’sos 3.0 2.0 30 1.0 9.0
Particulas 0. GENHO o
Afibisntales dela 20.0% 100.0% 81% 100.0% 16.4%
columna
Recuentos 80 0.0 6.0 0.0 14.0
Tabaquismo % dentro
Activo dela 53.2% 0.0% 16.2% 0.0% 25.4%
columna
Recuentos 15.0 2.0 37.0 1.0 55.0
Total % dentro
dela 100.0% 100.0 % 100.0 % 1000% 100.0%
columna

Es importante sefialar, que en este Grafico 7, se observa el genotipo Pi*MZ
(58.2) con mayor frecuencia para las exposiciones de riesgo. No obstante, se
decidid hacer la prueba exacia de Fisher para evaluar si la expresién del genotipo
es dependiente a la exposicién de riesgo y la prueba si encontré una asociacion
significativa (p= 0.003) entre la frecuencia de los genotipado Z y S en el gen

SERPINA1, segun exposicién de riesgo.
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Grafica 7. Frecuencia Genotipado Z y S en el gen SERPINA1 en la poblacion
estudiada, seguln tabaquismo, exposiciéon a biomasa u otras particulas
ambientales p= <0.05.
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DISCUSION
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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 SERPINA1 en
pacientes que padecen la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) y que
fueron atendidos en la seccion de Neumologia del Hospital Dr. Amulfo Arias Madrid,
durante el periodo comprendido entre octubre de 2022 y septiembre de 2023. Esta
investigaciéon se propuso abordar una serie de objetivos especificos, a saber:
describir las caracteristicas demogréficas de los participantes, analizar la frecuencia
de los genotipos Z ¥y S en funcién de diversas variables y examinar la posible
relacion entre estos genotipos y factores, como: el tabaquismo, la exposicién a la

biomasa y a ofras particulas ambientales.

La EPQOC es una afeccién pulmonar crénica, caracterizada por la obstruccion
parcialmente, reversible, de las vias respiratorias, lo que conlieva a una disminucién
significativa de la funcién pulmonar. Se ha establecido, previamente, una
correlacion sustancial entre la exposicién 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 desempefia un papel fundamental en la
proteccion de los puimones contra el dafio 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, esfo 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 maximo, como punto de corte para los valores de AAT en
sangre (Marmerpaul, 1996). Ademas, los pacientes debieron someterse a un .
genotipado para determinar su predisposicién genética a la AATD (Deficiencia de
Alfa 1 Antitripsina). Aunque, esta es una enfermedad genética rara, el uso del
intervalo de confianza maximo ha permitido la reevaluacién de un mayor nimero de
pacientes y ha contribuido a la identificacién 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 mutacién Pi*ZZ, caracterizada por una menor cantidad de enzima,
y sus niveles de AAT se sitlian 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 mutacion Pi*MZ
tienen un mavyor riesgo de desarrollar EPOC en comparacion con los heterocigotos
Pi*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 exposicion a factores de
riesgo, como, el tabaquismo (Mengaa, 2020) (Figura 7). Parecido al genotipo

Pi*MZ, que mas se observé en el estudio.

Los resultados de este estudio, también, se complementan con el analisis
estadistico descriptivo de una muestra de 78 pacientes diagnosticados con EPOC.
En este analisis, se evalud la actividad enzimatica de la AAT en los pacientes con
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EPOC. Se observé que la mayoria de los pacientes con EPOC presentaban niveles
reducidos de AAT, lo que corroboré la presencia de un déficit de esta enzima en
estos pacientes. Ademas, los resultados revelaron una diferencia estadisticamente,
significativa, entre los grupos de pacientes con EPOC, lo que respalda ain mas, la

asociacion 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 poblacién
panamefia. Los resultados obtenidos se consideran de gran valor en el ambito local,
ya que brindan informacién crucial sobre la presencia de la AATD en esta poblacién
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 concentracion de los pacientes en una regién especifica de
Panamé, lo que dificulta la extrapolacién 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 poblacién de pacientes con EPOC en Panam4, que resulté ser mas
elevada de lo esperado. Se identificé una alta proporcidn de heterocigotos para la
mutacién Pi*MZ, alcanzando el 67.3%. Ademas, se observaron mutacién Pi*MS en
un 3.6% de los casos y homocigotos Pi*SS en un 1.8%. Cabe mencionar,-que no
se encontré evidencia de la mutacién grave de la Alfa 1 Antitripsina (Pi*ZZ), pero se
obtuvo una prevalencia del 27.7% de la mutacién normal Pi*MM en la poblacién
estudiada (Mengaa, 2020) (Figura 8). Estos regsultados confirman la importancia de
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la mutacién Pi*MZ como un subtipo clinica y biolégicamente, relevante de la EPOC,

en consonancia con investigaciones previas.

Figura 8. Modelo Conceptual del equilibrio entre alfa-1 antitripsina (AAT) y las

enzimas por genotipos.

Carga de elastasa
Normal de neutréfilos

o——1
AAT proteccién

i
| . AAT proteccion

Carga diferencial de
elastasa de neutrofilos
~— basada en los riesgos

3 de exposiciones

> _|

F@

A Carga de elastasa

de neutrcfilos

AAT proteccién

4

Carga de elastasa
de neutrofilos

Enzima Alfa 1 Antitripsina (Suero)

Bajo _
Genotipos del Inhibidor de |a Proteasa AAT

Es importante resaltar, que el riesgo de desarrollar EPOC se asocia a la

mutacion PI"MZ, lo que sugiere que los individuos con esta mutacion tienen un 1.4%

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

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

en la que intervienen numerosos factores genéticos y ambientales.

Ademas de la predisposicién genética, es crucial abordar la influencia de

otros factores de riesgo, como el tabagquismo. El tabaquismo es ampliamente
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reconocido como la principal causa de la EPOC, contribuyendo a méas 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 identificd una alta exposicion a la biomasa, que afectaba al 58.2% de los
pacientes con EPOC en comparacién con la exposicion al humo del tabaco, que se
situé en un 25.5%, comprendiendo tanto el tabaquismo activo (18.2%) como el
tabaquismo pasivo (7.3%). Esta diferencia en las tasas de exposicion puede
relacionarse con la implementacién de politicas de control del tabaco en Panama a

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

Diversas revisiones sisteméticas han sefalado la exposicié;n a la biomasa y
otros combustibles utilizados para cocina como un factor de riesgo importante,
especialmente, en paises en desarrollo. Un estudio previo revelé que las personas
expuestas al humo de lefia, durante mas de 10 afios, tienen un mayor riesgo de
desarrollar EPOC, lo que confirma la influencia significativa de la exposicién a la
biomasa en la aparicion de la enfermedad, un hallazgo respaldado por los

resultados de este estudio en la poblacién panameiia.

A pesar de que se ha documentado ampliamente la relacién entre la
exposicién 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 investigacion cientifica previa. Esto sugiere la necesidad de una
mayor exploracion para comprender mejor, como estos genotipos pueden influir en

el desarrollo y la progresion de la EPOC.

Una cuestion importante que se plantea en este estudio es la posibilidad de
discriminacién genética, un tema que suele surgir en el contexto de cualquier
enfermedad genética. Este aspecto esta mas alla del alcance del presente estudio,
pero es fundamental reconocer su relevancia y considerar estrategias para abordar
posibles problemas de discriminacioén genética en la atencién médica y las politicas

de salud publica relacionadas con la EPOC y la AATD.

Ademas de los factores genéticos y ambientales, este estudio, también,
arroj6 luz sobre la relacién entre la etnia y las frecuencias alélicas Zy S en la
poblacion panamefia. Se encontré que los grupos étnicos no parecen tener una
relacion directa con la predisposicién a la enfermedad, y este hallazgo se alinea 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
Antitripsina es una condicién que afecta a individuos de diversos grupos étnicos en

todo el mundo.

Es relevante mencionar, que se han realizado estudios de mapeo genémico
los cuales, han sugerido que el alelo Pi*Z surgié en el norte de Europa hace varias
generaciones, estiméndose 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 mas altas se han encontrado tanto en Africa como
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en Europa (Blanco, 2012). Estos descubrimientos respaldan la hipétesis 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 Panama 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
funcion de la enzima AAT. Es decir, la predisposicion genética es un factor de riesgo
importante, pero la exposicién continua a agentes perjudiciales, como el tabaco o la

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

En la actualidad, se ha establecido que las mediciones de la funcién
pulmonar son una de las pocas aplicaciones clinicas en las que se tiene en cuenta
la definicion de raza (etnicidad) para determinar los parametros de referencia del
estado de salud. Esto refleja la influencia de la genética y la ascendencia étnica en
la funcién pulmonar y la predisposicion a enfermedades respiratorias. Los
resultados de este estudio aportan méas evidencia a esta conexion entre la genética

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

Por otro lado, el analisis de la frecuencia de los genotipos Pi*S y Pi*Z en el
gen SERPINA1 en la poblacién panamefia es un componente fundamental de este
estudio, ya que permite comprender mejor la distribucién de estas mutaciones
genéticas en diferentes subgrupos de la poblacion y su posible asociacion con la

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC). La investigacion llevé a cabo
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analisis especificos, teniendo en cuenta varios factores, como el sexo, la edad, la
etnia y la region geografica de Panam4, para evaluar si existian diferencias

significativas en la frecuencia de los genotipos en estos grupos.

En lo que respecta al analisis 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 poblaciéon estudiada. Esto sugiere que la
presencia de estos genotipos no esta relacionada, de manera significativa, con el
género de los individuos. Es decir, tanto masculino s como femeninos en la
poblacién panamefia tienen una probabilidad similar de llevar estos genotipos en su
ADN en relacion con la AATD (Deficiencia de Alfa 1 Antitripsina) y, potencialmente,
con la EPOC.

En lo que respecta a la edad, se observd que no existe una relacién
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 poblacién estudiada. Sin embargo, se destaco que el
genotipo Pi*MZ fue el mas comun en todos los grupos de edad. Este hallazgo
sugiere que la mutacién Pi*MZ podria ser predominante en la poblacién panameiia,
y esto podria tener implicaciones en términos de predisposicion genética a la AATD

y la EPOC.

En cuanto a la etnia, los investigadores observaron que la mayoria de los
participantes en el estudio se identificaron como hispanos, seguidos por el grupo

negroide, mientras que las etnias caucésica y asidtica tuvieron una menor
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representacion en la muestra. Aungue, no se identificaron diferencias clinicamente,
significativas en la frecuencia de los genotipos Z y S, segun la etnia de la poblacion
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 poblacion
panamefia. En otras palabras, las personas de diferentes grupos étnicos tienen una
probabilidad similar de llevar estos genotipos en su ADN en relacién con la AATD y

la EPOC.

Este hallazgo es coherente con investigaciones previas, las cuales, han
sefalado que la deficiencia de Alfa 1 Antitripsina es una condicién que afecta a
individuos de diversos grupos étnicos en todo el mundo. A pesar de las diferencias
en la composicion genética entre grupos étnicos, los genotipos Pi*S y Pi*Z, parecen
no estar vinculados de manera significativa a una etnia, particularmente, en la
poblacion panamefia. Esto respalda la nocién de que la AATD es‘una afeccion que
puede afectar a personas de diferentes origenes étnicos y subraya la importancia

de abordarla en un contexto médico mas amplio.

Ademas de analizar la frecuencia de los genoctipos Pi*S y Pi*Z en funcién del
sexo, la edad y la etnia, los investigadores, también, examinaron la posible relacién
entre estos genotipos y factores de riesgos conocidos, como el tabaquismo y la
exposicion a la biomasa y otras particulas ambientales. Estos anlisis adicionales
ayudaron a comprender cémo la genética puede interactuar con factores
ambientales en la predisposicién y el desarrollo de la EPOC en la poblacion

panamena.



Ademas, el andlisis de la distribucion geografica de los pacientes con
Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) en Panama, reflejé informacién
relevante sobre la ubicacion residencial de los participantes en este estudio. La
investigacion mostré que la mayoria de los pacientes residian en la ciudad de
Panama, seguido por las regiones de Col6n, Los Santos y Veraguas. Estos datos
proporcionan una visién de donde se concentra principalmente, la poblacién de
pacientes con EPOC en Panama. Sin embargo, en lo que respecta a la distribucién
de los genotipos Z y S de SERPINA1, no se encontraron diferencias significativas
entre las diferentes regiones geograficas del pals. Esto sugiere que la presencia de
estos genotipos genéticos no esta relacionada significativamente con la ubicacion

geografica de los pacientes en Panama.

El analisis por regién geogréfica es importante, porque puede ayudar a
identificar posibles patrones de distribucion de la EPOC y la deficiencia de Alfa 1
Antitripsina (AAT) en el pais. Sin embargo, los resultados de este estudio sugieren
que los genotipos Z y S de SERPINA1 son, igualmente, prevalentes en diferentes
areas geograficas de Panama. Esto puede deberse a la migracion y la movilidad de
la poblacion dentro del pals, lo que puede contribuir a la distribucién homogénea de

estos genotipos en todo el territorio.

Un aspecto importante de este estudio fue analizar la relacién entre los
genotipos de déficit de AAT y factores de riesgo, conocidos para la EPOC, como el
tabaquismo y la exposicién a la biomasa u otras particulas ambientales. Los
resultados revelaron asociaciones significativas que arrojaron luz sobre como estos
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factores pueden interactuar con la genética en la predisposicién a la EPOC en la

poblacién panamena.

En primer lugar, se observd que los pacientes con genotipo de déficit leve
tenian una asociacion significativa con la exposicién a la biomasa. Esto significa que
los individuos con genotipo Pi*MZ, que se considera una forma leve de deficiencia
de AAT, eran mas propensos a estar expuestos a la biomasa como factor de riesgo
para la EPOC. La biomasa se refiere a materiales organicos, como la lefia o el
carb6n utilizados para cocinar o calentar en areas sin acceso a energia eléctrica o
gas. La exposicion cronica 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 proporcién en relacién con el tabaquismo y la exposicion ambiental. Esto
sugiere que los individuos con genotipo Pi*MS o Pi*SZ, que representan una forma
moderada de deficiencia de AAT, tenian una mayor incidencia de tabaquismo activo
0 exposicion a otros factores ambientales. El tabaquismo es conocido como el
principal factor de riesgo para la EPOC, y la exposicién a sustancias ambientales
nocivas, como la contaminacién del aire, también puede contribuir al desarrollo de

la enfermedad.

Estos hallazgos tienen implicaciones importantes para la comprensién de la
interaccién entre 1a genética y los factores ambientales de la EPOC en la poblacién

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

4

diferentes perfiles de riesgo en funcién de su 'exposicién a factores ambientales
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especificos. Por ejemplo, aguellos con genotipos leves pueden estar mas expuestos
a la biomasa, mientras que los individuos con genotipos moderados pueden tener

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

Es relevante destacar, que estos resultados subrayan la importancia de
abordar tanto los factores genéticos como los ambientales en la prevencion y el
tratamiento de la EPOC en Panama. La identificacién temprana de individuos con
genotipos de deficiencia de AAT y la educacion sobre los riesgos asociados, como
la exposicion a la biomasa o el tabaquismo, son pasos cruciales para reducir la
carga de la EPOC en la poblacién. Ademas, estos hallazgos resaltan la necesidad
de estrategias de salud publica que aborden, tanto los determinantes genéticos
como los ambientales de la EPOC en Panama y promuevan un estilo de vida

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

Para concluir, es importante sefialar, que el presente estudio representa un
paso significativo en la comprensién de la relacién entre la deficiencia de Alfa 1
Antitripsina, los genotipos del inhibidor de proteasa (Pi) S y Z, y la Enfermedad
Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) en la poblacién panamefia. Los resultados
obtenidos apuntan a una alta prevalencia de la AATD en pacientes con EPOC en
Panama, con una destacada proporcién de individuos con el genotipo Pi*MZ.
Ademas, se resalta la influencia de factores ambientales, como el tabaquismo y la
exposicion a la biomasa en la aparicién de la enfermedad. Estos hallazgos
contribuyen al conocimiento cientifico y tienen implicaciones importantes para la
atencién médica y las politicas de salud publica relacionadas con la EPOC y la
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AATD en Panama y mas alld. Sin embargo, es necesario realizar estudios
adicionales con muestras mas amplias y diversificadas para confirmar y ampliar
estos resultados, asi como abordar los desafios potenciales de discriminacion
genética que puedan surgir en el contexto de esta investigacion y la atencion médica

de pacientes con AATD y EPOC.

Evidentemente, el estudio proporciona informacion valiosa sobre la
frecuencia de los genotipos Pi*S y Pi*Z en el gen SERPINA1 en'pacientes con
EPOC en Panama. Los resultados indican que no existen diferencias significativas
en la frecuencia de estos genotipos, segun el sexo, la edad o la etnia en la poblacion
estudiada. No obstante, se destaca la presencia predominante del genotipo Pi*MZ
en todos l0s 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 oomprehder mejor, como
los genotipos de SERPINA1 interactian con otros factores genéticos y ambientales

en la predisposicién y el desarrollo de estas enfermedades respiratorias.

Adicionalmente, proporciona informacién valiosa relacionada con la
distribucion geografica de pacientes con EPOC en Panama y su relacién con los
genotipos de deficiencia de AAT. Los genotipos Z y S de SERPINA1 se distribuyen
de manera uniforme en todo el pais, independientemente, de la regién geogréfica.
Ademas, se observaron asociaciones significativas entre los genotipos de deficit de
AAT y factores de riesgo, como la exposicion a la biomasa y el tabaquismo. Estos
hallazgos contribuyen a una comprensién mas:completa de como la genética y los
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factores ambientales interactian en la predisposicion y el desarrollo de la EPOC en
la poblacién panamefia. La informacién obtenida en este estudio puede ser de
utilidad para orientar estrategias de prevencion y tratamiento de la EPOC en el pais,

con el objetivo de mejorar la salud pulmonar de la poblacién.
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CONCLUSIONES
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Una vez finalizada esta investigacion, presento mis Conclusiones:

La realizacion de este trabajo se hizo con la finalidad de aportar informacién
actualizada en cuanto al riesgo genético de la poblacién panamefia dirigido a
los pacientes con EPOC. Hemos constatado una elevada frecuencia alélica Pi*S
y Pi*Z en la poblacién panamerfia, lo que servird de referencia para futuros
estudios mas amplios en la poblacién panameria.

Segun el sexo, edad, etnia y distribucién geografica, estadisticamente, no se
obtuvo una diferencia significativa que permita afirmar que un sexo en especifico
o un rango etario o grupo étnico tenga mayor riesgo genético, sin embargo, esta
contrariedad a lo que reportan la mayoria de los estudios similares a nivel
mundial, puede deberse al tamafio de muestra utilizada.

Si hubo diferencia significativa detectado en mayor frecuencia por la mutacién
Pi*MZ, segln su exposicion a biomasa; esto tiene una asoéiacién con otros
estudios similares, pero, también, se debe tomar en cuenta el grado de
exposicion del paciente.

El AATD sigue estando infradiagnosticado. Por lo tanto, se necesitan nuevas
estrategias para mejorar la deteccién, especialmente, porque la evidencia
disponible respalda la eficacia clinica de la terapia de aumento y actualmente,
se estan investigando nuevas terapias alternativas prometedoras y que pueden

cambiar el panorama del tratamiento y la enfermedad en los préximos afios.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

85



Afolayan, A., Mann, M., Lategan, C., Smith, P, Bolton, J., & Denzil, R. (2009).
Antiplasmodial halogenated monoterpenes from the marine red alga Plocamium
cornutum. Phytochemistry, 70, 597-600.

Al Ashry HS, S. C. (2017). "EPOC en individuos con el genotipo PiMZ alfa-1 antitripsina"
.. Eur RespirRev , 26: 170068 .

Ames, B., Shigenaga, M., & Hagen, T. (1993). Oxidants, antioxidants, and the degenerative
disease of aging. Proc Natl Acad Sci USA, 90, 7915-7922.

Anandini Suri MD, D. P. (2022 ). Enfermedad hepética por deficiencia de alfa-1
antitripsina. Clinics in Liver Disease, 391-402.

Anandini Suri MD, D. P. (2022). Enfermedad hepética por deficiencia de alfa-1
antitripsina. Clinicas en enfermedades hepdticas, vol. 26.

Apel, K., & Hir, H. (2004). REACTIVE OXYGEN SPECIES: Metabolism; Oxidative
Stress, and Signal Transduction. Annu. Rev. Plant Biol., 55, 373-399.

Argandofia, V., Del Pozo, T., San-Martin, A., & Rovirosa, J. (2000). Insecticidal activity Y
OF Plocamium cartilagineum monoterpenes. Bol. Soc. Chil. Quim., 45(3).

Auyon J. Ghosh, B. D. (2022.). La heterocigosidad de alfa-1 antitripsina MZ es un endotipo
de enfermedad pulmonar obstructiva cronica. Revista Estadounidense de Medicina
Respiratoria y de Cuidados Criticos , 205 :3, 313-323.

Bahorun, T., Soobrattee, M., Luximon, V., & Aruoma, O. (2006). Antioxidants in
Cardiovascular Health and Disease. Internet Journal of Medical Free Radicals and
Update. Retrieved from
http://www.geocities.com/agnihotrimed/paper05_juldec2006.htm dec.2006.htm

Bakkali, F., Averbeck, S., Averbeck, D., & Idaomor, M. (2008). Biological effects of es
oils. 4 review. Food and Chemical Toxicology, 46, 446-475. .

Bergin DA, R. E. (2010). Antitrypsinregulateshumanneutrophil chemotaxis inducedby
soluble immune complexes and IL-8. . J Clin Invest., 120:4236-50.

Bhattacharyya A, C. R. (2014). Oxidative Stress: An Essential Factor in the Pathogenesis of
Gastrointestinal Mucosal Diseases. Physiol Rev, 94, 329-354.

Bindoli, A., Valente, M., & Cavallini, L. (1985). Accién inhibitoria de la quercetina sobre
la xantina oxidasa y la actividad de la xantina deshidrogenasa. Pharmacol. Res.
Commun., 17, 831-839.

Biotek. (n.d.). Lector de microplacas para Absorbancia y cuantificacién de ADN/ARN y
proteinas: EPOCH y EPOCH?2, junto con el accesorio TAKE3.

Bjursell M, P. M. (2018). Therapeutic Genome Editing With CRISPR/Cas9 in a
Humanized Mouse Model Ameliorates al-antitrypsin Deficiency Phenotype.
EBioMedicine., 29:104-111. .

Blanco L, B. P.-H.-M. ( 2017). Alpha-lantitrypsin Pi*SZ genotype: estimated prevalence
and number of SZ subjects worldwide. . Int J Chron Obs Pulmon Dis. .

Blanco I, M. N.-D. (2016). Alfa-1 antitripsina: estructura, gen,funciones, herencia y
nomenclaturaDéfi cit de Alfal antitripsina: fisiopatologia, enfermedades
relacionadas, diagnéstico y tratamiento. 2°edicién. Editorial Respira, SEPAR.
Barcelona, 41-74.

Bossé Y, L. M. (2019). Enfisema de aparicién temprana en un gran francés -Familia
canadiense: una investigacién genética. . Lanceta Respir Med, 7 :427-36.



Bruce N., A., Shigenaga, M., & Hagen, T. (1993). Oxidants, antioxidants, and the
degenerative diseases of aging. Proc. Natl. Acad. Sci. US4, 90, 71915-7922.

Burney, P. J.-P. (2015). The global burden of chronic respiratory disease in adults. The
International Journal of Tuberculosis and Lung Disease., 10-20.

Caballero, J. (2000). Revision: radicales libres, antioxidantes y el sistema inmune. Ann Clin
Lab Sci., 30(2), 145-158.

Cafiigueral, S., Dellacassa, E., & Bandoni, A. (2003). Plantas Medicinales y
Fitoterapia:jIndicadores de Dependencia o Factores de Desarrollo? Latin American
Journal of Pharmacy, 22(3), 265-78.

Carpenter, A., & Schoenfisch, M. (2012). Nitric oxide release: Part II. Therapeutic
applications. Chem. Soc. Rev., 41,3742-3752.

Carroll, T. O. (2011). La prevalencia de la deficiencia de alfa-1 antitripsina en Irlanda. .
Respir Res, 12,91 . )

Cazzola M, S. D. (2020). a1-Antitrypsin deficiency and chronic respiratory disorders. Eur
Respir Rev., 12;29(155.

Cazzola M, 8. D. (2020). a1-Antitrypsin deficiency and chronic respiratory disorders. Eur
Respir Rev. , 29(155):190073.

Céspedes Cabrera, T., & Serrano Sanchez, D. (2000). ALGUNOS ASPECTOS SOBRE EL
ESTRES OXIDATIVO, EL ESTADO ANTIOXIDANTE Y LA TERAPIA DE
SUPLEMENTACION. Rev Cubana Cardiol, 14(1), 55-60.

Chapman KR, B. J. (2015). Tratamiento de aumento intravenoso y densidad pulmonar en la
deficiencia grave de alfal antitripsina (RAPID): un ensayo aleatorizado, doble ciego
y controlado con placebo. Lanceta, 386(9991): 360-368.

Chappell, J. (1995). The Biochemistry and Molecular Biology of 1soprenoid Metabolism.
Plant Physiol., 107, 1-6.

Chappell, J. (2002). The genetics and molecular genetics of terpene and sterol origami.
Current Opinion in Plant Biology, 5(2), 151-7.

Chelikani, P., Fita, I, & Loewen, P. (2004). Diversity of structures and properties among
catalases. Cell Mol Life Sci., 61, 192-208.

Chihuailaf, R., Contreras, P., & Wittwer, F. (2002, Diciembre). Patogénesis del estrés
oxidativo: Consecuencias y evaluacién en salud animal. Articulos de revision, 265-
281. Retrieved from http://www.medigraphic.com/pdfs/vetmex/vm-
2002/vm023f.pdf

Chiuchiolo MJ, C. R. (2016). Gene Therapy for Alpha-1 Antitrypsin Deficiency Lung
Disease. Ann Am Thorac Soc., 13:5352-S369. .

Choate R, M. D. (2018 ). Comparing Patients with ZZ Versus SZ Alpha-1 Antitrypsin
Deficiency: Findings from AlphaNet's Disease Management Program. Chronic
Obstr Pulm Dis, 30;6(1):29-39.

Condés Lara, M., Talavera Cuevas, E., & Martinez Lorenzana, G. (2003). Aspectos sobre
las funciones del éxido nitrico como mensajero celular en el sistema nervioso
central. dialnet, 26(2), 42-50.

Coneski, P., & Schoenfisch, M. (2012). Nitric Oxide Release Part ITl. Measurement and
Reporting. Chem Soc Rev. 2012 , 3753-3758.

87



Conor A. Ruzycki, D. M. (2023). Terapia génica para la deficiencia de alfa-1 antitripsina:
una actualizacion. Administracién por inhalacién de terapias génicas de dcidos
nucleicos en el desarrollo preclinico de farmacos , 1097-1113.

Constanza Corrales, L., & Muiioz Ariza, M. (2012). Estrés oxidativo: origen, evolucion y
consecuencias de la toxicidad del oxigeno. Cientifica en Ciencias Biomédicas,
10(18), 135 - 250.

Cormac McCarthy, E. P. (2015). El papel de los neutréfilos en la deficiencia de alfa-1
antitripsina. Sociedad Tordcica Americana, vol.13.

Coronado H., M., Vega, S., Rey Gutiérrez, L., Vizquez, M., & Radilla V., C. (2015).
Antioxidants: present perspective for the human health. Rev. chil. nutr., 42(2).

Cruz Hernandez, J., Licea Puig, M., Hernéndez Garcia, P., E., M., & Yanes Quesada, M.
(2011). Estrés oxidativo y diabetes mellitus. Rev Mex Patol Clin, 58(1), 4-15.

Da Costa, L., Badawi, A., & El-Sohemy, A. (2012). Nutrigenetics and modulation of
oxidative stress. Ann Nutr Metab, 60, 27-36.

Dalle-Donne, S., Scaloni, A., Giustarini, D., Cavarra, E., Tell, G., Lungarella, G, . . .
Milzani, A. (2003). PROTEINS AS BIOMARKERS OF
OXIDATIVE/NITROSATIVE STRESS IN DISEASES: THE CONTRIBUTION
OF REDOX PROTEOMICS. Mass Spectrometry Reviews, 24(1), 55-99.

DC., H. (1998). Alpha 1-antitrypsin deficiency in Europe: Geographical distribution of Pi
types S and Z. . Respir Med. , ;92:367-77.

De Marchi, E., Baldassari, F., Bononi, A., Wieckowski, M. R., & Pinton, P. (2013).
Oxidative Stress in Cardiovascular Diseases and Obesity: Role of p66Shc and
Protein Kinase C. Oxid Med Cell Longev.

de Oliveira C, C. L. (2012). Phenolic Enriched Extract of Baccharis trimera Presents Anti-
inflammatory and Antioxidant Activities . Molecules, 17.

de Oliveira, A., Barros, L., Oliveira Fonseca, M., Silva, C., Henriqués, E & Salles, M.
(2009). Fontes vegetais naturais de antioxidantes. Quim. Nova, Vol. 32, No. 3, 689-
702, 2009, 3, 689-702.

De Serres, F. (2002). Worldwide racial and ethnic distribution of alphal antitrypsin
deficiency Summary of an analysis of published genetic epidemiologic surveys.
chest, 122:1818-29.

Delgado Roche, L., Martinez Sanchez, G., & Diaz Batista, A. (2009). Determination of
oxidative stress markers in cardiovascular disease patients. Acta bioquim. ciin.
latinoam., 43(3).

Diagnostics, V. (2020). 44T mpx RealFastTM Assay. Vienna, Austria: ViennaLab
Diagnostics GmbH.

Dirksen A, P. E. (2009 ). Explorando el papel de la densitometria por TC: un estudio
aleatorio de la terapia de aumento en la deficiencia de alfal-antitripsina. Eur Respir
J, 33 : 1345-1353,

Dobado Jiménez, J., Garcia Calvo-Flores, F., Portal Olea, D., & Sanchez Gonzilez, A.
(2002-2004). Quiored. (J. Isac Garcia, A. Parra Sdnchez, S. Melchor Ferrer, & 1.
Vidal Daza, Eds.) Retrieved from Quiored:
http://Www.ugr. es/~quiored!pnam/terpenoides htm

Dreher, D. y. (1996). Role of oxygen free radicals i in cancer development. Eur J.Cancer.,
30-38.

88



Drogue, W. (2002). Free Radicals in the Physiological Control of Cell Function. Physiol
Rev, 82, 47-95.

El Assar, M., Angulo, J., & Rodriguez, L. (2013). Oxidative stress and vascular
inflammation in aging. Free Radic Biol Med., 65, 380-401.

Faulkner, K. a. (1993). Luminol y lucigenina como detectores para O2. Free Radical Biol.
Med, 15,447-451.

Fazlullah, K., Kamal, N., Faheem, M., Hassan, F., Mohammad, A., Nagulapalli, K, . ..
Bishayee, A. (2016). Objetivos moleculares que subyacen a los efectos
anticancerigenos de la quercetina: una actualizacién. Nutrientes., 8(9), 529.

Fearon, E. (1997). Sindromes de cancer humano: pistas sobre el origen y la naturaleza del
cancer. science, 278(5340), 1043-1050.

Ferry, D., Smith, A., Malkhandi, J., Fyfe, D., deTakats, P., Anderson, D., . . . Kerr, D.
(1996). Phase I clinical trial of the flavonoid quercetin: pharmacokinetics and
evidence for in vivo tyrosine kinase inhibition. Clin Cancer Res., 2(4), 659-68.

Figuera Gongalves, M. B. (2017). Déficit de alfa- Intitripsina asociado a alelos nulos.
Bronconeumologia, Vol. 53. '

Foreman MG, W. C. (2017). Investigadores de Epidemiologia Genética de la EPOC
(COPDGene). "El genotipo alfa-1 antitripsina PIMZ se asocia con enfermedad
pulmonar obstructiva crénica en dos grupos raciales . Ann Am Thorac Soc , 14.
1280 - 1287 .

Forstermann U., M. T. (2006, abril). Endothelial Nitric Oxide Synthase in Vascular
Disease. Circulation, 113, 1708-1714.
doi:10.1161/CIRCULATIONAHA.105.602532

Franciosi AN, H. B. (2020 ). Clarifying the Risk of Lung Disease in SZ Alpha-1
Antitrypsin Deficiency. Am J Respir Crit Care Med., 202(1):73-82.

Frazziano, G., Champion, H., & Pagano, P. (2012.). NADPH oxidase-derived ROS and the
reg_,l;lation of pulmonary vessel tone. Am J Physiol Heart Circ Physiol, 302, 2166~
2177.

Garcia-GarciaR, D. C. (2018). Solapamiento de asma grave y déficit de alfa-1-antitripsina:
a proposito. Rev 4sma., 3(3):96-100.

Gershenzon, J., & Dudareva, N. (2007). The function of terpene natural products in the
natural world. Nat Chem Biol., 3(7), 408-14.

Gershenzon, J., & Dudareva, N. (2007). The function of terpene natural products in the
natural world. Nat Chem Biol., 3(7), 408-14.

Gil del Valle, L. (2011). Oxidative stress in aging: theoretico outcomes and clinical
evidences in humans. Biomedicine and aging pathology, 1, 1-7.

Gloria Pérez-Rubioa, b. L.-V.-V. (2014. ). Prevalencia de mutaci6ns de alto riesgo de alfa-1
antitripsina en poblacién mestiza mexicana y su relacion con los valores de la
funcion pulmunar. Arch Bronconeumol.,
http://dx.doi.org/10.1016/j.arbres.2014.09.010.

Gokani, R. R. (2011). Evaluation of Anti-oxidant activity (In Vitro) of Clerodendrum
Phlomidis Linn.F. Suppl. root. Journal of Herbal Medicine and Toxicology, 1, 47-
53.

89



Gokani, R., Lahiri, S., & Santani, D. a. (2011). Evaluation of Anti-inflammatory and
Antioxidant Activity ofPremna integrifolia Root. Journal of Complementary and
Integrative Medicine, 8(1).

Gomar Aguilar, S. (2012). “Caracterizacion Electroferetica de Cepas de melanogaster
Deficientes en Antioxidantes Endogenos en Combinacién con radiacién de Gamma.
México: Universidad Auténoma del Estado de México.

Gonzilez Urbaneja, I. (2006). Radicales libres: Algunas consideraciones clinicas. Gac Méd
Caraca, 114(2), 1-9.

Gonzélez Urbaneja, I. (2015). Radicales libres: Algunas consideraciones clinicas. Gac Méd
Caraca, 114(2), 1-9.

Griendling K K., F. G. (2003, octubre 21). Oxidative stress and cardiovascular injury: Part
I: Basic mechanisms and in vivo monitoring of ROS. 108, 1912-1916.
doi;10.1161/01.CIR.0000093660.86242.BB i

Grob, S. (2017). © Molinspiration Cheminformatics 2017. (B. University., Producer)
Retrieved from http://www.molinspiration.com/

Gruntman AM, F. T. ( 2017). Terapéutica: terapia génica para la deficiencia de alfa-1
antitripsina. Métodos Mol Biol., 1639:267-75.

Guder G, B. S. (2012). GOLD or lower limit of normal definition? A comparison with
expert-based diagnosis of chronic obstructive . respir res, 13:13.

Guija, E., Inocente, M., Ponce, J., & Zarzosa, E. (2015). Evaluacién de la técnica 2,2-
Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH) para determinar capacidad antioxidante. Aoriz
med, 15(1), 57-60.

Guillermo Mengaa, M. F. (2020). Prevalencia de déficit de alfa-1 antitripsina en pacientes
con EPOC en Argentina. Estudio DAAT.AR. Arch Bronconeumol., 571-577.

Gutiérrez Salinas, J. (2006). What do you know about...free radicals? Revista Mexicana de
Ciencias Farmacéuticas, 37(4), 69-73.

Gutiérrez Salinas, J., & Morales Gonzélez, J. (2004). Produccién de radicales libres
derivados del oxigeno y el dafto hepatocito. Med Int Mex, 20(4), 287-95.

Gutiérrez Salinas, J., & Morales Gonzélez, J. (2004). Produccién de radicales libres
derivados del oxigeno y el dafio hepatocito. Medicina Interna de México, 20(4),
287-95.

Gutiérrez Venereo, J. (2002). DANO OXIDATIVO, RADICALES LIBRES Y
ANTIOXIDANTES. Rev Cubana Med Milit, 31(2), 1-7.

Hadzik-Blaszczyk M, Z. A.-W. (2018). SERPINA1 Mutaci6ns del gen en granulomatosis
con poliangeitis. Adv Exp Med Biol, 1070 :9-18,

Hazra B, B. S. (2008). Antioxidant and free radical scavenging activity of Spondias
pinnata. BMC Complementary and Alternative Medicine, 8(63), 1-10.

Henrotin, Y., Priem, F., & Mobasher, A. (2013). Curcumin: a new paradigm and
therapeutic opportunity for the treatment of osteoarthritis: curcumin for
osteoarthritis management. Springer Plus, 2(56), 1-9.

IBlanco. (2017). «Alpha-1 Antitrypsin Gene, Genetic Heritage, Phenotypes, and
Genotypes», en Blanco’s Overview of Alpha-1 Antitrypsin Deficiency. Academic
Press,, 39-49.

Ignacio Blanco, F. J.-B. (2012). Deficiencia de alfa-1 antitripsina Distribucién de
frecuencia de los genes PI*Z y PI*S en mapa$ del mundo mediante un método de

90



interpolacién multivariada de ponderacién de distancia inversa. Hepat lunes. ,
12(10HCC): e7434.

Ines, C., Argandofia, V., Rovirosab, J., San-Martin, A., Diaz-Marrero, A., Cueto, M., &
Gonzélez-Coloma, A. (2004). Cytotoxic Activity of Halogenated Monoter penes
from Plocamium cartilagineum. Z. Naturforsch, 59, 339- 344.

Joe, B., & Lokesh, B. R. (1994). Role of capsaicin, curcumin and dietary n-3 fatty acids in
lowering the generation of reactive oxygen species in rat peritoneal macrophages. .
Biochim. Biophys., 255-263. .

Joshua Mark Galanter, J. C.-L.-S.-R.-M.-S, (2012). Development of a Panel of Genome-
Wide Ancestry Informative Markers to Study Admixture Throughout the Americas.
plocs genetic, //doi.org/10.1371/journal . pgen.1002554.

Judkins C, S. C. (2006). NADPH-Induced Contractions of Mouse Aorta Do Not Involve
NADPH Oxidase: A Role for P2X Receptors. THE JOURNAL OF -
PHARMACOLOGY AND EXPERIMENTAL THERAPEUTICS, 317(2), 644-650.

Kassan M, M. M. (2009). Chronic treatment with pravastatin prevents early cardiovascular
changes in spontaneously hypertensive rats. British Journal of Pharmacology , 158,
541-547.

Kedare, S., & Singh, R. (2011). Genesis and development of DPPH method of antioxidant
assay. J Food Sci Technol, 48(4), 412-422.

Kirby, J., & Keasling, J. (2009). Biosynthesis of Plant Isoprenoids: Perspectives for
Microbial Engineering. Annu. Rev. Plant Biol., 60, 335-355.

Kumar, S., & Pandey, A. (2013). Chemistry and Biological Activities of Flavonoids: An
Overview . The Scientific World Journal, 1-16.

Lee SH, S. S. (2011). Acetylcholineterase inhibitory and antioxidant properties of
Rhododendron yedoense var. Poukhanense bark . Journal of Medicinal Plants
Research, 5(2), 248-254.

Leo, A., Hansch, C., & Elkins, D. (1971). Partition coeficients and their uses. Chemical
Reviews, 71(6).

Leopold, J., & Loscalzo, J. (2005). Oxidative Enzymopathies and Vascular Disease.
Arterioscler Thromb Vasc Biol., 25, 1332-1340.

LiY, Z. H. (1998). Validation of Lucigenin (Bis-N-methylacridinium) as a
Chemilumigenic Probe for Detecting Superoxide Anion Radical Production by
Enfyn;aotzlg and Cellular Systems. The Journal of Biological Chemistry, 273(4),
2015- ;

Li, H., & Horke, S. a. (2013). Oxidative stress in vascular disease and its pharmacological
prevention. Trends in Pharmacological Sciences, 1-7.

Liberman J ,3W- B. (1986). Tipos alfa 1 antitripsina Pi en 965 pacientes con EPOC. Pecho,
370-3.

Lin HY, C. C. (2004). Antioxidative activities of water soluble disaccharide chitosan
derivates. Food Research International, 37, 883-889.

Lin, J. (2007). MOLECULAR TARGETS OF CURCUMIN. In B. Aggarwal, Y. Surh, & S.
Shishodia, The Molecular Targets and Therapeutic Uses of Curcumin in Health and
Disease (pp. 227-243). Springer.

91



Lipinski, C., Lombardo, F., Dominy, B., & Feeney, P. (2001). Experimental and
computational approaches to estimate solubility and permeability in drug discovery
and development settings. Advanced Drug Delivery Reviews, 46, 3-26.

LJ Donato, R. K. (2015). Cuantificacién de alfa-1-antitripsina de tipo salvaje circulante en
portadores heterocigotos de los alelos de deficiencia S y Z. Respir Res, 16 , 96.

Lépez Luengo, T. (2004). Los aceites esenciales Aplicaciones farmacoldgicas, cosméticas y
alimentarias. Ambito Farmaceuticos Fisioterapia, 23 (7).

Lorenz Balcar, B. S. (2022). Alpha-1 antitrypsin Pi*Z allele is an independent risk factor
for liver transplantation and death in patients with advanced chronic liver disease.
JHEP Reports, vol. 4.

Lorincz R, C. D. (2020). Advances in Alpha-1 Antitrypsin Gene Therapy. Am J Respir Cell
Mol Biol. , 63:560-570.

Macedo-Marquez, A. (2012). The reactive oxygen species (ROS) production in the
mitochondria of Saccharomyces cerevisiae. 7IP. Revista especializada en ciencias
quimico-bioldgicas, 15 (2).

MACHEREY-NAGEL. (2023). Genomic DNA from tissue NucleoSpin® Tissue. Germany
Valencienner Str. 11 - 52355 Diiren: Rev. 20 User manual Genomic DNA from
tissue.

Mahmoud Rafieian, K., Baradaran, A, & Rafieian, M. (2013). Plants antioxidants: From
laboratory to clinic. Journal of Nephropathology, 2(2), 152-153.

Mahmoud, S., & Croteau, R. (2002). Strategies for transgenic manipulation of monoterpene
biosynthesis in plants. TRENDS in Plant Science, 7(8), 366-373.

Maldonado Saavedra, O., Jiménez Vazquez, E. N., Bernabé Guapillo Vargas, M. R.,
Ceballos Reyes, G. M., & Méndez Bolaina, E. (2010). Radicales libres y su papel en
las enfermedades crénico-degenerativas. Revista Médica de la Universidad
Veracruzana, 34.

Maldonado Saavedra, O., Jiménez Vézquez, E. N., Bernabé Vargas, M. R., Ceballos Reyes,
G. M., & Méndez Bolaina, E. (2010). Radicales libres y su papel en las
enfermedades crénico-degenerativas. Revista Médico Universidad Veracruzana, 34.

Maldonado Saavedra, O., Jiménez Vézquez, E. N., Bernabé Vargas, M. R., Ceballos Reyes,
G. M., & Méndez Bolaina, E. (2010). Radicales libres y su papel en las
enfermedades cronico-degenerativas. Revista Médica de la Universidad
Veracruzana, 35.

Mangge, H., Becker, K., Fuchs, D., & y M. Gostner, J. (2014). Antioxidantes, inflamacién
y enfermedad cardiovascular. Mundo J Cardiol, 6(6), 462-477.

Marc Miravitlles, A. D. (2017). Declaracién de la Sociedad Europea de Respiracion:
diagnostico y tratamiento de la enfermedad pulmonar en la deficiencia de a.1 -
antitripsina. european respiratory , 50: 1700610.

Mariaca, C., Zapata, M., & Uribe, P. (2016). Oxidacién y antioxidantes: hechos y
controversias. Rev Asoc Colomb Dermatol., 162-173.

Mariaca, C., Zapata, M., & Uribe, P, (2016). Oxidation and antioxidants: facts and
controversies. Rev Asoc Colomb Dermatol, 24(3), 162-173,

Marmerpaul D, H. E. (1996). «Nephelometric and turbidimetric immunoassay»,. en
Immunoassay. , 363-387.

92



Martinez Luna, M. R. (2021). Martinez Luna, Monserrat, Rojas Granados, Adelina, Lazaro
Pacheco, Ricardo Isidro, Meza Alvarado, José EnriEnfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC). Revista de la Facultad de Medicina (México), 63(3),
28-35. .

Martinez Vésquez, J. B. (2007, Junio). “evaluacién de la actividad antioxidante de extractos
organicos de semillas de heliocarpus terebinthinaceus”.

Martinez-Flérez, S., Gonzilez, J., Culebras, J., & Tufién, M. (2002). Los flavonoides:
propiedades y acciones antioxidantes. Nutr. Hosp., 17(6), 271-278.

Martinez-Gonzalez C, B. L. (2021). Estimated Prevalence and Number of PIMZ Genotypes
of Alpha-1 Antitrypsin in Seventy-Four Countries Worldwide. /nt J Chron Obstruct
Pulmon Dis., 16:2617-2630,

Mayor Oxilia, R. (2010). Estrés Oxidativo y Sistema de Defensa Antioxidante. Rev.
Inst.Med. Trop., 5,23-29. _

Mayor Oxilia, R. (2010). Oxidative Stress and Antioxidant Defense System. Rev. Inst. Med.
Trop., 5(2).

McCall, M., & Frei, B. (1999). Pueden las vitaminas-antioxidantes reducir materialmente el
dafio oxidativo en humanos. Free Radic Biol Med, 26 , 1034-53.

Menezes AM, P.-P. R. (2005). Chronic obstructive pulmonary disease in five Latin
American cities (the PLATINO study): a prevalence study. PLATINO Team. ,
366(9500):1875-1881.

Menezes, L., Barreto, C., Antoniolli, A., Santos, M., & De Sousa, D. (2010.). Hypotensive
activity of terpenes found in essential oils. J Bioscience, 65, 562-566.

Mero, A. (2016). Evaluacién de la activida vascular y antioxidante de productos tipos
terpenos. Panama: Universidad de Panama.

Mesa, M. D, Ramirez, M. C., Aguilera, C. M., & Ramirez, A. y. (2000). Pharmacological
and nutritional effects of Curcuma longa L.extracts and curcuminoids. A4rs
Pharmaceutica, 41(3), 307-321.

Mewalal R, R. D. (2016). Terpenos derivados de plantas: Una materia prima para
biocombustibles especialidad. pubmed, abstrat.

Miravitlles M, S.-C. J. (2017). Spanish Guidelines for Management of Chronic Obstructive
Pulmonary Disease (GesEPOC). Pharmacological Treatment of Stable Phase. Arch
Bronconeumol, 324-335.

Molloy K, H. C. (2014). Aclaracion del riesgo de enfermedad pulmonar obstructiva crénica
en heterocigotos PIMZ con deficiencia de al-antitripsina". Am J Respir Crit Care
Med, 189 : 419 -427 .

Mostafavi B, D. S. (2018 ). Lung function and CT lung densitometry in 37- to 39-year-old
individuals with alpha-1-antitrypsin deficiency. Int J Chron Obstruct Pulmon Dis,
13:3689-3698.

Motterlini, R., Foresti, R., Bassi, R., & Green, C. (2000). La curcumina, un agente
antioxidante y antiinflamatorio, induce hemo oxigenasa-1 y protege a las células
endoteliales contra el estrés oxidativo. Free Radic Biol Med., 28(8), 1303-1312.

Muiliz, P., Séez, G., & Valls, V. (2000). Funcién y mecanismos antioxidantes. Importancia
durante la transicién feto-neonato. Radicales libres y estrés oxidativo en
biomedicina importancia y utilidad de los antioxidantes en la prevencién de

93



procesos fisiopatoldgicos relacionados. . FundacionValenciana de Estudios
Avanzados., 63-70. .

Myhrea, O., Andersena, J., Aarnesc, H., & Fonnuma, F. (2003). Evaluation of the probes
20,70-dichlorofiuorescin diacetate, luminol, and lucigenin as indicators of reactive
species formation. Biochemical Pharmacology, 65, 1575-1582.

Nimse S, P. D. (2015). Free radicals, natural antioxidants, and their reaction mechanisms.
Royal Society of Chemistry, 5, 27986-28006.

Noriega-Aguirre, L. I, Méndez, J., & Tryjillo, A. (2021). Prevalence and characteristics of
chronic obstructive pulmonary disease in Panama Republic. Neumologia y cirugia
de torax. -

Novoa Cardenas, A., & Pinedo, A. (2016). “Evaluacion de antioxidantes a partir de las
hojas, flores y tallos de la especie Lippia dulcis Trev. (MENTA DULCE)". Peri:
Universidad Nacional De Le Amzonia Peruana. _

Nufiez Sellés, A. (2011). Antioxidant therapy, oxidative stress and antioxidant products:
challenges and opportunities. Rev Cubana Salud Publica, 37.

Olfert, E., Cross, B., & McWilliam, A. (1998). Manual sobre el cuidado y uso de los
animales de experimentacién . Canada: Consejo Canadiense de Proteccion de los
Animales .

Oprea, T., Davis, A., Teague, S., & Leeson, P. (2001). Is There a Difference between Leads
and Drugs? A Historical Perspective. J. Chem. Inf. Comput. Sci. , 41, 1308-1315.

Organizacién Mundial de la Salud. (2013). Informacién general sobre la HIPERTENSION
en el mundo. Organizacién Mundial de 1a Salud.

Ortega VE, L. X. (2020). Subpopulations and Intermediate Outcomes Measures in COPD
Study (SPIROMICS). The Effects of Rare SERPINA 1 Variants on Lung Function
and Emphysema in SPIROMICS. Am J Respir Crit Care Med., 201(5):540-554.

Pacher, P., Beckman, J., & Liaudet, L. (2007). Nitric oxide and peroxynitrite in health and
disease. Physiol Rev., 87(1), 315-424.

Paduch, R., Kandefer Szerszen, M., Trytek, M., & Fiedurek, J. (2007). Terpenes:
substances useful in human healthcare. Arch Immumol Ther Exp., 55(5), 315-27.

Page, H., Salmon, A., Leiser, S., Robb, E., Brown, M., Milter, R, & Stuart, J. (2009).
Mechanisms of stress resistence in snell dwarf mouse fibroplast: enhanced
antioxidant and DNA base excision repair capacity, but no differences in
mitochondrial metabolism. Free Radical Biology and Medicine, 46, 1109-1118.

Park, S., You, X., & J.A, L. (2005). Substantial DNA damage from submicromolar
intracellular hydrogen peroxide detected in Hpx-mutants of Escherichia coli. Proc
Natl Acad Sci US A., 102, 9317-9322.

Peixoto, D., Alves, K., Gomes, M., Lima, F., Lahlou, S., Magalhges, P., . . . Leal, J. (2010).
Efectos vasorelajantes de los isémeros de fenol monoterpénicos, carvacrol y timol,
en la aorta aislada de rata. Fundam Clin Pharmacol., 24(3), 341-50.

Podsedek, A. (2007). Antioxidantes naturales y capacidad antioxidante de los vegetales
Brassica. a review, Swiss Society of Food Science and Technology, 40, 1-11.

Puddu, P., Puddu, G. M,, Cravero, E., & Rosati, M. &. (2008). The molecular sources of
reactive oxygen species in hypertension. Blood Pressure, 17, 70-77.



R. Garcia-Palenzuelaa, R. T.-B. (2016). Detecci6n del déficit de alfa-1 antitripsina: estudio
en pacientes con enfermedad pulmonar obstructivacronica diagnosticados en
atencion primaria. SEMERG, 6.

Rahman, K. (2007). Studies on free radicals, antioxidants, and co-factors. Clin Interv
Aging, 2(2), 219-236.

Rahman K. (2007). Studies on free radicals, antioxidants, and co-factors. Clin Interv
Aging., 2,219-236.

Rahman K. (2007). Studies on free radicals, antioxidants, and co-factors. Clin Interv
Aging., 2,219-236.

Ramirez-Tortosa, C., Andersen, M., Cabrita, L., Gardner, P., Morrice, P., Wood, S., . ..
Duthie, G. (2001). Anthocyanin-rich extract decreases indices of lipid peroxidation
and DNA damage in vitamin E-depleted rats. Free Radic Biol Med., 31(9), 1033-7.

Reddy, A., & Lokesh, B. (1994). Alteraciones en los peroxidos lipidicos en €l higado de
rata por acidos grasos n-3 dietéticos: modulacién de las enzimas antioxidantes por la
curcumina, eugenol y vitamina E. Jowrnal of Nutritional Biochemistry, 5, 181-188.

Rice-Evans, C., Miller, N., & Paganga, G. (1996). Structure-antioxidant activity
relationships of flavonoids and phenolic acids. Free Radic Biol Med., 20(7), 933-56.

Rodrigo, R., Russo, Z. L., Junior, G. S., Augusto, N. O., Jardim, J. R, Uchoa, S. M., &
Amorim Alves, M. (2016). Prevalencia de deficiencia de alfa-1 antitripsina y
frecuencia de alelos en pacientes con EPOC en Brasil. Sociedad Brasileria de
Neumologia y Fisiologia.

Rovirosa, J., Soler, A., Blanca, V., Leén, R., & San Martin, A. (2013). Bioactive
monoterpenes from antarctic PLOCAMIUM CARTILAGINEUM. J. Chil. Chem.
Soc, 58(4), 2025-2026.

Rybczynska, M. (1994). Biochemical aspects of free radical mediated tissue injury. Postepy
Hig Med Dows, 48(4), 419-41.

Saltini C, K. K. (2019). Mechanisms of lung disease MLBaRB (ed) al-Antitrypsin
Deficiency (monograph) . European Respiratory Society , Chapter 5.

Sénchez Lépez, F. (2013). Estrés oxidativo como marcador de severidady prondstico en
pacientes con enfermedad de Huntington. Cérdoba, Espafia: Universidad de
Cérdoba.

Sangwan, N., Faroogqi, A., Shabih, F., & Sangwan, R. (2001). Regulation of essential 0il
production in plants. Plant Growth Regulation, 34, 3-21.

Santos, M., Moreira, F., Fraga, B., De Souza, D., LBonjardim, L., & Quintans, L. (2011).
Efectos cardiovasculares de los monoterpenos: una revisién. Rev. bras. farmacogn.,
21(4).

Satish Balasaheb, N., & Dilipkumar, P. (2015). journal The Royal Society of Chemistry.
é?:dacafes lrbres antioxidantes naturales y sus mecanismos de reaccion, 5, 27986-

006

Shapumba, C., Knott, M., & Kapewangolo, P. (2017). Antioxidant activity of a halogenated
monote:pene isolated from a Namibian marine algal Plocamium species. J Food Sci
Technol.

Siddhuraju, P., & Becker, K. (2007). Las actividades antioxidantes y de eliminacién de
radicales libres de los extractos de semillas de caupi procesados ( Vigna unguiculata
(L.) Walp.). Comida Chem., 101, 10-19. <

95



Sieluk J, L. J. (2018). Costs of Medical Care Among Augmentation Therapy Users and
Non-Users with Alpha-1 Antitrypsin Deficiency in the United States. Chronic Obstr
Pulm Dis. , 8,6(1):6-16.

Siemens Healthcare Diagnostics Products. Sistema BN II - Manual de instrucciones. (n.d.).

Sies, H., Stahl, W., & Sevanian, A. (2005). el estrés oxidativo nutricional, dietético y
postprandial. J Nutr., 135(5), 969-72.

Stavric, B. (1994). Antimutagens and anticarcinogens in foods. Food Chem Toxicol., 32,
79-90.

Stockley, N. R. (2019). al-antitryps indeficiency . Clinical manifestations and natural
history.

Stoller JK, H. V. (2023). Deficiencia de alfa-1 antitripsina. GeneReviews, Actualizado el 1
de junio de 2023.

Strange, C. (2020). EPOC asociada al déficit de alfa-1 antitripsina. Clinicas de medicina
tordcica,, 41 (3), 339-345.

Tejwani V, N. A. (2019). El impacto del retraso en ¢l diagnostico de la deficiencia de alfa-1
antitripsina: la asociacion entre el retraso en el diagnéstico y el empeoramiento del
estado clinico. Cuidado respiratorio. , 64 ..

Thun GA, F. L. (2012). "SERPINA 1 Heterocigotos PiZ y PiS y disminucién de la funcién
pulmonar en la cohorte SAPALDIA ". PLoS One , 7: e42728 .

Turner AM, S. J. (2018). Hepatic-targeted RNA interferenceprovides robust and persistent
knockdown of alpha-1 antitrypsinlevels in ZZ patients. . J Hepatol. , 378-84.

Venereo Gutiérre, J. (2002). DANO OXIDATIVO, RADICALES LIBRES Y
ANTIOXIDANTES. Rev Cubana Med Milit, 31(2), 126-33,

Vicente, L., Prieto, M., & Morales, A. (2013). Eficacia y seguridad de la quercetina como
complemento alimenticio. Rev. Toxicol, 30, 171-181.

Vogelmeier CF, C. G.-R. (2017 ). Global Strategy for the Diagnosis, Management, and
Prevention of Chronic Obstructive Lung Disease 2017 Report: GOLD Executive
Summary. . Arch Bronconeumol. , 128-149. .

Wencker M, M. A. (2002). Screening for 1-Pi deficiency in patients with lung diseases. .
Eur Respir J., 20:319-24.

Wise, M., & Croteau, R. (1999). Comprehensive Natural Products Chemistry Isoprenoids
Including Caroteinoids and Steroids. Elsevier, Amsterdam, 2, 97-135.

Wojtunik, K., Ciesla, L., & Waksmundzka, M. (2014). Model Studies on the Antioxidant
Activity of Common Terpenoid Constituents of Essential Oils by Means of the 2,2-
Diphenyl-1picrylhydrazyl Method. Journal of Agricultural and Food Chemistry.

Yoshimoto, T., Furukawa, M., Yamamoto, S., Horie, T., & Watanabe, S. (1983).
Flavonoids: potent inhibitors of arachidonate 5-lipoxygenase. . Biochemical and
biophysical research communications, 116(2), 612-18.

Yunbo, L., Hong, Z , Periannan, K., Valerie, R.,Jay L., Z., & and Michael A., T. (1998).
Validation of Lucigenin (Bis-N-methylacridinium) as a Chemilumigenic Probe for
Detecting Superoxide Anion Radical Production by Enzymatic and Cellular
Systems. THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 273(4), 2015-2023, .

Zamora, J. (2007). ANTIOXIDANTS: M]CRONUTRIENTS FIGHTING FOR HEAL TH.
Rev Chil Nutr, 34(1).

96



Zhang, D., & Gutterman, D. (2007). Mitochondrial reactive oxygen species-mediated
signaling in endothelial cells. J Physiol Heart Circ Physiol, 292 ,2023-2031.

Zulak, K., & Bohlmann, J. (2010). Terpenoid Biosynthesis and Specialized Vascular Cells
of Conifer Defense. Journal of Integrative Plant Biology, 52(1), 86-97.

Zulak, K., & Bohimann, J. (2010). Terpenoid Biosynthesis and Specialized Vascular Cells
of Conifer Defense. Journal of Integrative Plant Biology, 52(1), 86-97.

97



ANEXOS



Comité Bioética Aprobado

Caja de Seguroc Social
§ _ Dpto. Nacional de Qgsensia e Investigacion
] Seccion Investigacion y Bioética Subdireccion
Médica de Docencia e Investigacién Complejo
Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid

Comité de Bioética de la Investigacion CBI-CHDrAAM

Certificacion N* CBI-CHDrAAM-141-2022
Panama, 29 de noviembre de 2022
A: Licda. Lydier De Gracia Muiioz
Investigador (es) Principal (es)
CHDrAAM — Caja de Seguro Social

Ref.: Aprobacion de Proyecto de Investigacion para la salud.

Reciba un cordial saludo. En reunion ordinaria del Comité Bioética de la
Investigacion del Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Arias Madrid (CBI-CHDRAAM),
El dia 13 de octubre de 2022, en segunda revision ética los miembros revisaron,
evaluaron y consideraron el estado decision de: Aprobacion Condicionada, del
Protocolo de Investigacién titulado: Deteccion de los genotipos del inhibidor de
proteasa (Pl) S y Z en el gen de SERPINA 1 en pacientes con enfermedad
pulmonar obstructiva cronica. Atendidos en la seccion de Neumologia 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) Principal (es) responde de forma ordenada,
coherente los aspectos determinados en nota de evaluacion del dia 25-Oct-2022;

Mismas son analizadas hoy 29 de noviembre de 2022, consecuentemente sustenta
la implementacion de modificaciones MeNores sobre la documentacion sometida a
revision y/o evaluacién CBI-CHDrAAM:; por consiguiente, se emite certificacion de:

Aprobacion




Formulario de Recoleccion de Datos

Titulo de Ia Investigacion: Deteccion de los genotipos del inhibidor de proteasa
(Pl) Sy Z en el gen de SERPINA 1 en pacientes con Enfermedad Pulmonar
Obstructiva Cronica. Atendidos en la secciéon de Neumologia del Hospital Dr.
Arnulfo Anias 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 Cédigo de Paciente:
Fecha de llenado de formulario:_/_/

Fecha de obtencion de la muestra:

Correo electrénico:

Total, de sangre periférica: 6 mililitros que equivale a 120 gotas de sangre.

Demograficos
Sexo Edad
(Femenino-Masculino) (afios)
Femenino Masculino D/M/A
0 0
Etnia
Caucasica Negroide Asiatica Poblacién originaria
0 ) 0 {0 Hispana
Provincias
(ubicacion)
Exposicion de Riesgo
Tabaquismo Exposicion a biomasa Otras particulas ambientales
0 m) )

Resultados de |a deteccion Inhibidor de proteasa (Pl) S y Z en el gen de
SERPINA 1:

Positivo Negativo

Firma de la Investigadora: Fecha:




CAJA DE SEGURQ SOCIAL
DEPARTAMENTO NACIONAL DE DOCENCIA E INVESTIGACION
SECCION DE INVESTIGACION Y BICETICA

Timbo del Presocelo: Deteccidn de los genotipes del inhubndor de proteasa (PFT)S y Zen el
gende SERPINA ) en paciesses com enfermedad pulmenar obstrucniva crdmca. Arendidios
en fia severim de Nevmolvgia def Hosprsal Dr Armilfo Arias Madnd mediante lo téomica
de PCR tempo real e el perivdo de 1 octubre ded 2022 @l 30 de septiembre deld 2023,

Investigador (a) Pnncipal. Lic. Lydier De Gracia

Lugar del Estudio: Departaments de Gemética - Servicio de laberatorio de penctica
CHDrAAM (Complejo Haspitalario Dr. Arualfo Arias Madrid).

Telelono del centro: 30366997 3016789

HOIA DE INFORMACION DEL PACIENTE FORME LAKIO DE CONSEN TIMIENTO
INVORMADO
INFORMACION QUE DEBE CONOCER ANTES DE ACEPTAR PARTICIPAR

EN ELESTUDIO

Les estamos solicitando ss psrucgpaciin a m estudio de myestizacxa Los estndios de
mveshigaoon xluyen solo 2 las personas que deaiden fomuar pante del misimo. Este
documensto s llama coasentmienao informade. Por favor, lea cukdsdosamenie esta
mformacion y teeve su Lo para tomar su decisitn con respecto a s partipanion.
Siemtase hibre de pedir a la persona encargada del estudio el discutir esie docunsento de
conscmtimeento con uwsaed Puade sobiourle que le exphque cualquir pulabra o
mfoemacin que esied po enmionds chramente. La namnleza del osmdio, objetives,
beneficios, y otra mfcrmacra mmpetante sobre la mvestigacioa se descniben 3
CONtNUACION en ewic Socumenio

Este estudio ot siemdo realizado come trabago de tess de i estigaciia coeno soguisito
para obtener ¢l titalo de Master en Buologia Molecular en ¢l Complejo Mewopolitano
Amulfo Arias Madnd (CHDRAAM) Caja de Seguro Social por la Investigadom Princgal
Lic. Lydier De Grocia, quien ¢s 12 pevsona encangada de este estudio. Ella estara siendo
asesorada poe D, Luis Sotillo - Giemctisia v por la Dra. Lorema Noriega Neamdloga
CHDRAARM

Este estudio ha sido apeobado por Comuie de Biotica de la Investigacidn Complejo
Hospetalanio Dr. Arsalfio Arias Madnd - CBLCHDrAAM de 1a Cag de Seguro Social de
Panami. whicado on ol Piso 9, Hospital General. Poeria 936

h“. iInvestizacson s levard s cabe @ B secoiin de Genéica en ol Complep
Metropolitana Armslfo Arias Madnid CHDRAAM-CSS

Objetives del Estudio 1 sundio sc raliza con o objeivo de medir cambios
herediinnos. on wa sustancia que crcula gn sangre v que prodece deficiencia de uns
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sustancia llamads alfa- | astitripsima que tene gos ver con b salud puimonas v se puede
encoatrar en pactentes con la enfomedad gor waad podece. enfermuadad pulmooar
obstructiva cronica o EROC.

Procedimientos del Fstudio:

Si usted devide formar parie en este estudio, se le solicitard y'o raalizan lo spmente:

|. Se¢ femsari el presente documento de consentimiento informado como prumera
actividad del estudio v recibura s cogua Sl documento.

2 Sc le schcan, por parie del investigador pancipal, que responda progunms
refacionadas con sus dstos v salud comwo sea Tdad seno, rasa. provinca de
peocedencia. Historia de haber fumado o estar expuesto a humo de lefia 0 quema
u otras sustancias ambientales

3 Posteriormente se procederd 2 womar una muestra de sangre venosa en el brazo de
unos 6 mildatres. que se colocarun a2 oo de Laboratenio el caal coresponde 4
mulilrros de sangre que equivales a ¥ gotas de wn goteros v I mulilires de sangre
que equivale 3 40 gotas de un gotero ¥ ea wial hace 120 potas de sangre.

4 Fl tempo de que le tomard revisar y fimar el consestimiento. responder las
preguntas v ka tomss de sangre sen de aproximadamente 60 mun-

5. Uma vez sz temgan los resubtados de su pruchs reguendz. deteccion de Inhibedor de
proteasa {Pl) S v Z en el pen de SERPINA 1 s¢ le enviara por via corseo clecronico
para que pueda Hevark con su médico v tomar Las modadas de tratemicmo o caso
necesano.

Namero Total de Participastes: La minmo de 65 parcpantes. coo la nusma
enfermadad formarin pane del este cstudio en ol labormornio de genético CHDrAAM

Bemeficios y ricsgos:

Bemeficios: Su parncgacion co este estudio pudicra iener beneficios direcios 51 wsted
presenta la mstacian (cambio) en las sustancias estucdhadas, va que et llevaria a cambios
en o tratamiceso de forma inmediat.

También tenc un beneficio indirecto pam tods la poblacicn asepurada ya que onentaria
a que se realizarin estis prachas de rutma o8 t0dos los pacwentes com enfermedad

Riespos: Se clmsifica en 13 categoria de nesgo poco mayor al minimo. Esto simifica que
h@pumm;e_mmngmmaﬁnmﬁm aguclhos que
parucipun en b mvestigacion. Pero em acasiones despoés de ln puncidn venosa pademos
w‘aqumqmumnnmmwdehpwl !‘(‘mlﬂ sangre se puode
acumslar bap dila com hamumsomas grandes | de color purpsra).

No representa nesgo direcio o adicional como pacieme Complejo Hospemiano Dr
Aldﬁ&.rilw"(m&&ﬁﬁﬁfljl*hmwj
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Efectos scemndarios. Los efectos secundanios que pudiena preseniar sea: Dolor en ¢l sio
de 12 tema de sangre y posde ponerse de color momdo wm pequena 2o en el sitio d
puncion. Estos scm efectos esperadie para cualquier puncion de cbtencion de masesiza de

Sangre.

Compensacion: » le¢ entregard un resuludo del estudio. No reabaod amgem
compensaciin econdmica por formar pante en este estudio.

Privacidad v Confidencialidad. Todes b dimos recoridos serd objewn de myvestigacion
mientras dare o estudio (octubre 3ol 2022 al septiembec del 2023) y se zlmacccarin en e
departamenio de Genética del Senacio del laboraono de penctics CHODRAARM-CSS.
Cuando bos resulnides 3z b investizacion se publiquen o se diszutan eo conferencias. no
se incluirk mformacidn que puods revelar su identidad o el momemo que usted solicme
mformaciwn relacomada cce ¢l proyecto. [z mvestigadea y los ncsores de la

mvestizacion se 1a podrim proporcioestr.

Aspectos étices: Sc utdizaran codipos de nameros para proteger su idenndad en todo
momento; Los dsios del estudio que poedan ideambicarhy como caduly v firmas, serdn
guardadas y prosegdas dajo [lave. en el servics del laboraseno de genctica duramie (S)
cinco adios on o CHDAAM-CSS. despads de transcarmide este persada de tempo, serin
destruidas procedimientos vizentes on lz mstitoiion hosprabiria de ba Cam de Segwo
Socal

Participacién Voluntaria Retiro

Su participacién on esta myestigacion o3 volutana, Usiod no deberia sentir ninguna clase
de presica para toemar parie de este estudio. Su decision de parucipar o no m este proyecio
no afectara sus relacwaes actuakes o futaras coo su medico o de manera general con b
Caja de Scguro Socal. Si usted docide panticipar en este ostodic v luepo cambi de
opimion, wed podrd retwarse en cualguir momesio o dejar de respomder cualquicr
pregunta de la emcuesta sin enfrentar ningun tipo de penalizacion por parte del equipo de

Usted pueds obtener las respuestas a sus prepumtas. proxcupacuones v quejas

Si duranie ¢l desarrolls de la encuesta o postenor 2 ella usted ticne alguna duds puode
contatarse coa investigador princigal de este proyecio: Lic. Lydier De Gracta, al teléfono.
6202.7771 o 2l correo chectronicn: fynicdis goail com

Si asted dosen discutit con alguien mis que no forme parse del grupo de mvestigacion.
commiguese con ¢l Comise de Biwodtica de la lovesugacion CHDRAAM. Cosreo
clecwomico: Jhibdoanisnal oy Telefona: SOL685|
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Consemtimiento para Participar co este Estudio de Investigacion

Si desea pastacipar en este estedo. favee feme o formealano. st las siguientes afimacxass
scm verdaderas:

“Libremente Soy mi comsentimicnio pama panicipar en esae estudio”. Eztiendo que al
Firmar este Scemalano estoy de acuerdo coa panticipar ea la swlestigacion ademas de
haber recibido una copea de este feemalanio.

Nombree ;unm}ia. e ¢ estodn Fuma participante en ¢l estadio
Fechx

Hoa: =

Nombre del Testigo * Firma del Testigo o
Parcotesco: Fecha
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