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VALOR DE LA DETERMINACION DEL FENOTIPO
DEL SISTEMA Pi EN LA DEFICIENCIA DE
ALFA—L—ANTITRIPSINA (AL-AT)

INSTITUTO DE GASTROENTEROLOGIA

Dra. Trini Fragoso®, Dra. Bdtbira Barrios**, Dr. Carlos Castafeda®, Lic. Aracely Cenddn®**,
Dr. Gueotgui Shumkov-Nikelov**** y bp, Bduarde Sagaré®

Fragoso, T. y otros: Valer de la determinacién del fenotipe del sistema Pi en la deficiencia de alfa L-
antitripsing (A L-AT).

Se estudian 110 nifios con diversas enfermedades del higado: 16 hepatitis agudas virales, & hepatitis
crénicas persistentes, 31 hepatitis cronicas activas, 5 esteatosis hepiticas, 5 cirrosis hepaticas, 24 coles-
tasis del lactante, 3 enfeffiedad de Wilson, 2 fibrosis hepdticas congénitas, 5 enfermedades metabsli-
cas y 5 de otras causas, con edades cofprendidas entre 2 meses y 14 aftos, a los que se determing el
fenotipo del sistema Pi por enfoque isoeléctrico aif geles ultrafines de poliacrilamida segin el método
de Kueppers, con modificaciones como pesquissje de deficiencls de alfa-L-antitripsina {AL-AT), reali-
zéndose los niveles en suero a los que presentaban el fenotipe Pi ZZ, blopsia hepética con coloracion
de PAS con digestion de dlastasa y estudio familiar del fenotipo. Se encuentra el 3,6 % de positividad
del fenotipo Pi ZZ en los nifios estudiados, presentando disminucion sérica de AL-AT y la presencia
de inclusiones PAS positivas resistéiites a diastasa efi &l eltoplasma de los hepatocitos, teniendo 3 de
ellos antecedentes de ictericia en la etapa posnatal y el cuarto paclente hepatomegalia como forma de
presentacién. Se observa que el estudio del fenotipo a los padres resultd un patrdn heterocigotico
{MZ) y los hermanos normales (MM). Se insiste en la importancia del diagnéstico de la deficiencia

¢ AL-AT y el valor disgnéstico de la determinacién del fenotipo del sistema Pi en toda enfermedad
hepitica en la infancia y adolescencia.

INTRODUCCION

La alfa-L-antitcipsina es una glicoprotefna que se sintetiza en el higado y que se
encuentra en el suero. La sintesis de esta protefna es regulada por un sistema de alelos
miltiples codominantes autosémicos, el cual se encuentra en el brazo largo del cromeo-
soma 14,

Este sistema genético se denomina proteasa inhibidor (Pi} y se caracteriza por tener
30 alelos, los cuales reciben nombres de letras del alfabeto segin su movilidad electrofo-
rética. El método mas usado en la actualidad en el estudio de este polimorfismo es el
enfoque isoeléctrico, por su reproducibilidad y confiabilidad.!®

Los alelos S y Z regulan la sintesis de proteinas que presentan una disminucién de la
concentracién de alfa-L-antitripsina en el suero. El producto del gen 5 presenta una
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concentracién del 60 % con respecto al alelo normal de tipo M (100 ¥ de concentracién
en el suero); el producto del alelo Z presenta el 15 % de concentracién en el suero.”®

Desde que se describieron los primeros pacientes en 1969,” se han documentado
muchos casos de enfermedad del higado asociada con una deficiencia del alfa-L-antitrip-
sina, especialmente en lactantes y nifios.}*?** El fenotipo normal en el sistema Pl es Pi
MM, siendo el Pi ZZ el tinico asociado con enfermedad del higado.?’ * Los casos de enfer-
ml:da.gu hepdticas asociadas con los fenotipos MS, MZ 6 5Z no son determinantes de
estas,

Segin ¢l pesquisaje realizado por Sveger?en 200 000 nifios en Suecia, la colestasis
neonatal prolongada sélo ocurre en el 11 % de los nifios con fenotipo Pi ZZ asociado con
los niveles mds bajos de AL-AT en suero.

En Estados Unidos en 107 038 nifios!® se informa el 5,5 % de colestasis en los nifios
con fenotipo Pi ZZ,

MATERIAL Y METODO

Se estudiaron 110 pacientes ingresados en el instituto de Gastroenterologfa, cuyas
edades fluctuaron entre 2 meses y 14 afios. De ellos 71 son del sexo masculino ¥ 39 del
femenino. Todos los pacientes fueron ingresados por diversas enfermedades del hfgado y
fueron agrupados de la siguiente forma: 16 hepatitis viral aguda, 8 hepatitis crénica persis-
tente, 31 hepatitis crénica activa, 5 esteatosis hepdtica, 5 cirrosis hepdtica, 24 colestasis
del lactante, 3 enfermedad de Wilson, 2 fibrosis hepdtica congénita, 5 enfermedades meta-
bélicas y 5 de otras causas. Al diagnéstico de estos casos se llegd después de realizarles
estudio clfnico, bioqufmico, laparoscopia y biopsia hepitica. ;

A todos los pacientes se les realizé la determinacién del fenotipo del sistema Pi por
enfoque isoeléctrico en geles ultrafinos de poliacrilamida, segiin el método de Kueppers,
con modificaciones como pesquisaje de deficiencia de alfa-L-antitripsina. Se utilizé como
grupo de control un total de 585 donantes voluntarios obtenidos del Banco de Sangre
Provincial, con un promedio de edad de 25 * 2 afios, distribuidos en 300 masculinos y
285 femeninos, en los cuales se descartaron enfermedades pulmonares y hepiticas. Se les
realizé estudio del fenotipo; la distribucién encontrada se consideré como normal y se
utilizé para compararla con los pacientes de nuestro estudio.”

A todos los pacientes con fenotipo Pi ZZ se les realizé determinacién del poder anti-
tripsico del suero segin la técnica de Bi:th,”j para lo cual se utilizé como sustrato ben-
zoil-arginina-p-nitranilida (BAPNA) estudio histopatolégico con coloracién de icido
peryddico de Schiff (PAS) con digestién de diastasa'? y estudio del fenotipo a los fami-
liares.

RESULTADOS

El resultado del fenotipo del sistema Pi en los diversos grupos de enfermedades hepi-
ticas estudiadas se muestra en la tabla 1. Se hallan 4 fenotipos ZZ, de los cuales 3 eran en
nifios con colestasis del recién nacido y el otro era hepatitis crénica activa con hepatome-
galia aislada como forma de presentacién. De los pacientes con colestasis neonatal, 2 evo-
lucionaron hacia una hepatitis crénica activa, el segundo hacia una hipertensién portal
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precoz con cirrosis hepitica y muerte a los 2%/ afios, y el tercero hacia una recuperacién
clinica, endoscépica ¢ histopatolégica.

Tabla 1. Resultados de los fenotipos encontrados en los pacientes con enfermedades hepdticas estu-
diadag

Diagnésticos MM MS MZ * S§ ZZ Towl (M/F)
Hepatitis viral aguda 11 3 2 - - 16 13/3
Hepatitis crénica persistente & 1 1 - - 8 711
Hepatitis crénica activa 19 2 8 1 1 31 20/11
Esteatosis hepdtica 4 - 1 — - 5 1/4
Cirrosis hepdtica 4 3 4 - - 11 if8
Colestasis del lactante 13 3 5 - 3 24 18/6
Enfermedad de Wilson 2 - 1 - —~ 3 3/0
Fibrosis hepdtica congénita 2 - - - - 2 2/0
Enfermedades metabélicas 1 4 - — - 5 2/3
Otras 1 2 2 - - 5 2/3
Totales 63 18 24 1 4 110 71739

Se realiza prueba de xZ para conocer si la distribucién de los fenotipos estudiados en
los pacientes con hepatopatias se compoertaba de manera similar a los de la poblacién
general, y se observé que existen diferencias muy significativas entre ambas distribuciones
(p <0,001) (tabla 2).

Tabla 2. Distribucidn de las frecuencias obsrervadas entre log fenetipos de la poblacién general y los
pacientes con hepatopatias {x2, significative # <0,001)

Fenotipos del Grupo control " Pacientes Hepatopatias
sistema (Pi) No. de casos x No. de casos

MM 451 77,1 63 57.2

M3 61 10,4 18 16,4

MZ 70 11,9 24 21,8

55 2 0.3 1 0,9

ZZ 1 0,1 4 3.6
Total 585 100 110 100

Los 4 pacientes con fenotipo Pi ZZ tenian una disminucién sérica de AL-AT {rango
normal 1,50 * 30 UTl/ml). Se demostrd; ademis, la presencia de inclusiones PAS positi-
vas resistentes a diastasa en el citpoplasma de los hepatocitos.

El resultado de los hallazgos clinicos, endoscépicos, histopatolégicos y bioguimicos
de estos 4 pacientes se muestra en la tabla 3, donde se resalta que ninguno de ellos pre-
sentaba alteraciones pulmonares y la electroforesis de las protefnas en suero tenfa la
alfa-Lglobulina en el limite inferior normal (rango normal 0,10-0,35 ¢ % ), oscilando
todos nuestros casos entre 0,15 yO0,18 ¢ %.
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Tabla 3. Resultado de los hallazgos clinicos, endoscépicos, histopatolégicos y bioquimicos en los

pacientes con fenotipo PIZE

Miveles PAE + dias-
Pacientes Edad de diag- Cuadro elinico Estudic Histologfa  ((-1-AT tasa (inchi-
Fenotipe néstico en Sexo  Alteraciones laparos- hepitica (1,60180) sones cito-
PiZE afios hepiticas chpico (BH) UTL/mi plasmdticas)
1 8 M Ietericia Colesta- Hepatitis 0,85 +
{(DM.R.) neonatal sis neo- neonatal
HCA natal HCA
HCA
2 2'y, M Iotericia Colesta- Hepatitis 0.36 +
{Y.P.M.) neonatal sis neo- neonatal
Hip. portal natal
precoz Cirrosls
Muerte hepiatica
3 1ty M Ietericia Normal Normal 0.85 +
(J.V.5)
4 1 M Hepatome-
{B.G.C.) galla
HCA HCA HCA 0,567 +
Leyenda:

UTIfmi Unidad de tripsina inhibida por mL
HCA: heparitis cronica activa.

El estudio del fenotipo familiar de los padres resulté un patrén heterocigético (MZ)

y los hermanos normales (MM} (rabla 4).

Tabla 4. Estudic familiar del sistema PP de los
pacicites con fenotipe ZZ

Pacientes Padre Madre Hermano

1 M Z M; Z M, M,
‘D.M.R.)

2 M, Z M, E no
(Y.P.M.)

3 Fallecido® MZ no
WJ.V.58.)

4 M, Z Mp2 MM,
(B.G.C.)

* 2 tios maternos =MZ y MM,

DISCUSION

Los fenotipos deficientes de alfa-anti-
tripsina se asocian con enfermedades de
diferentes causas. Las enfermedades con
una asociacién mds directa a la deficien-
cia de esta proteina son las enfermedades
pulmonares y hepdticas. El 60 % de los
sujetos con fenotipo ZZ mueren de enfer-
medades pulmonares obstructivas croni-
cas, 14 % de éstos mueren de enfermeda-
des hepiticas, principalmente hepatitis
neonatal, que evoluciona en cirrosis hepd-
tica en los primeros 5 afios.!?

Nuestro estudio demuestra el 3,6 % para el fenotipo ZZ entre los 110 pacientes estu-
diados, que representa una elevacién estadfsticamente significativa en relacién con el
grupo control, teniendo 3 pacientes con diagnéstico de colestasis neonatal, lo que coin-
cide con lo informado por otros autores,®"" ya que se sefiala a esta deficiencia como cau-
sante del 13 al 40 ¥ de todas las colestasis del lactante.
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Segin Alagille, la persistencia de ictero después del sexto mes de edad, la presencia
precoz de esplenomegalia y de hepatoesplenomegalia de consistencia firme, la persistencia
de anormalidades de la funcién hepitica, asi como una fibrosis portal precoz en el estudio
histopatolégico del higado en estos pacientes con colestasis neonatal, se pueden conside-
rar como signos de mal pronéstico, lo que se comprobé en el segundo caso de nuestra
serie (tabla 3).

El diagnéstico puede sospecharse por la clfnica, la electroforesis de las proteinas séri-
cas que muestra una alfa-L-globulina disminuida o ausente, por los niveles séricos de alfa-
-L-antitripsina, pero debido al amplio rango de estos niveles en los distintos fenotipos. la
mayorfa de los investigadores prefieren determinar el fenotipo de AL-AT."

El enfoque isoeléctrico presenta una sola desventaja: su costo elevado por muestra,
pero con las modificaciones planteadas por Barrios Garcia en nuestro pafs” se salva esta
desventaja, pues con solo 0,6 ml de anfolinas se pueden analizar 52 riuestras y 2 patrones
canocidos, lo que hace que el costo por muestra sea de 1 centavo dolar, por lo que consi-
deramos puede ser utilizada como una técnica de pesquisajc en la deteccién de deficien-
cia de AL-AT en toda enfermedad del higado. Debido a que estas técnicas son complejas
y pueden presentar dudas en su interpretacién, es recomendable realizar un estudio fami.
liar para asegurar el fenotipo con mayor precisién.

Un rasgo patolégico distintivo es la presencia en el citoplasma de los hepatocitos de
inclusiones positivas para el PAS resistente a diastasa, especialmente en los hepa:amtos
periportales, pero sélo después de las 12 semanas de edad.

La acumulacién de este material, que es antigénicamente similar a la AL-AT sérica
normal demostrado por métodos de inmunofluorescencia, ocurre en sujetos Pi ZZ haya
o no enfermedad del higado.

CONCLUSIONES

1. Se demuestra la importancia del estudio sistemdtico del fenotipo del sistema Pi en todo
paciente con enfermedad hepdtica como pesquisaje de deficiencia de alfa-L-antitrip-
sina.

2. Se hallé un 3,6 % para el fenotipo ZZ entre los 110 pacientes estudiados, que repre-
senta una elevacién estadisticamente significativa en relacién con lo esperado.

3. La técnica de enfoque isoeléctrico en geles de la poliacrilamida retine todas las condi-
ciones técnicas y de costo para ser utilizada como técnica de rutina en la deteccién
de deficiencia de alfa-L-antitripsina.

4. En todos los nifies con fenotipo ZZ se hallé una deficiencia cuantitativa de niveles
séricos de alfa-L-antitripsina, con la presencia en el citoplasma de los hepatocitos de
inclusiones positivas para PAS resistente a diastasa.

5. Recomendamos en todo nifio con colestasis neonatal, cirrosis hepitica y otras formas
de hepatopatia crénica, realizar antes de los 5 afios la determinacién del fenotipo de
alfa-L-antitripsina (Pi).

SUMMARY
Fragoso, T. et al.: Falie n_fdn’-'l'rmjfr;qﬁ.m of pfu';rruf)'pr in dpf|a—f—w|ﬂ:|‘r}rp‘fn d{‘ﬁffl"ﬂ(}l‘ (ALA t).

One hundred and ten children witl different liver diseases are studied. Distribution of discases was as
follows: 16 acute viral hepatitis, 8 chronic persisting hepatitis, 31 chronic active hepartiris, 5 hepatic
stenasis, 5 hepatic cirthosis, 24 chelestasis of the suckling infant, 3 Wilson's disease, 2 congenital hepa-
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tic fibrosis, 5 metabolic diseases and 5 due to other causes. The age of the children ranges between
2 months and 14 years. Pi phenotype was determined by isoelectric approach in ultrathin polyacry-
lamide gels according to Kueppers' method, with modifications such as screening for alpha-l-antitryp-
sin deficiency (Al-AT) and to those presenting Pi Z2Z phenotype at serum levels were performed hepa-
tic biopsy with PAS staining with diastase digestion and familial study of phenotype. Positiveness
found for Pi ZZ phenotype in the children studicd was 3,6 %, presenting decreased serum Al-AT and
presence of positive PAS inclusions resistent to diastase in the cytoplasma of hepatocytes. Three of
the children presented history of icterus at the postnatal stage and other patient presented hepatome-
galy. At the study of the phenotype of the parents, heterozygous pattern (MZ) was observed; siblings
were normal [MM). Importance of diagnosis or AL-AT deficiency and diagnostic value in
determination of Pi phenotype in all type of hepatic disease during infancy and adolescence in stressed.

RESUME

Fragoso, T. et al.: Valeur de la détermination du phénotype du systéme P dans le déficit en alphal-
antitrypsine (AFAT),

L'étude a porté sur 110 enfants, dgés entre 2 mois et 14 ans, atteines de diverses maladies du foie:
16 d'hépatite aigué virale, 8 d’hépatite chronique persistante, 31 d'hépatite chronigue acrive, 5 de stéa-
tose hépatique, 5 de circhose hépatique, 24 de cholestase du nourrisson, 3 de maladic de Wilson, 2 de
fibrose hépatique congénitale, 5 de maladies métaboliques et 5 d'autres causes. Il a été déterming le
phénotype du systéme Pi par mise au point isoélectrique en gels ultrafins de polyacrylamide, suivant
la méthode de Kueppers, avec des modifications telles que le dépistage du déficit en alpha-l-antitryp-
sine [Al-AT), en faisant le dosage sérique 4 ceux qui présentaicnt le phénotype Pi ZZ, de méme que
biopiic hépatique avec coloration PAS avec digestion de diastase et étude familiale du phénotype. il
est constaté 3,6 7 de positivité du phénotype Pi ZZ chex les enfants étudiés, ainsi que diminution séri-
que d'Al-AT et la presence d'inclusions PAS positives résistantes a la diastase dans le cytoplasme des
hépatocytes; 3 enfants avaient des antécédents d'ictére dans P'étape post-natale et chez le quatriéme
I'hépatomégalic avait été la forme de presentation. L'étude du phénotype chee les parents a révélé un
pattern hétérozygote (MZ), les fréres étant normaux (MM). Il est souligné 'importance du diganostic
du déficit en AL-AT et la valeur diagnostique de la détermination du phénotype du systéme Pi ches
tout enfant ou adolescent atteint d'une maladie hipatigue.
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Usted puede adquirir en la red de ventas de libros del Ministerio de
Cultura el Tratado de Cirugia Ortopédica y Traumatolégica def doctor
Rodrigo Alvarez Cambras.



