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Porfirias Hepáticas Agudas. Relación con el estrés oxidativo y patologías 

asociadas. 
 

 

 

Las porfirias son desórdenes metabólicos causados por la deficiencia 

parcial primaria de alguna de las enzimas involucradas en el camino de 

biosíntesis del grupo hemo. En particular, las Porfirias Hepáticas Agudas, 

comprenden la Nueva Porfiria Aguda (NPA), Porfiria Aguda Intermitente (PAI), 

la Coproporfiria Hereditaria (CPH), y la Porfiria Variegata (PV). Individuos con 

estas patologías padecen ataques neuroviscerales. Por otra parte, en PV y CPH 

pueden aparecer además síntomas cutáneos. En cuanto a la naturaleza del ataque 

porfirico, si bien no se conoce exactamente el mecanismo por el cual se generan 

los disturbios neurológicos, se sabe que el precursor neurotóxico ALA puede 

autooxidarse generando ROS. 

Siendo estas enfermedades genéticas, se describieron diversas 

mutaciones en los genes que codifican las enzimas deficientes. En este trabajo 

nos focalizamos en el estudio molecular de la PV y diagnosticamos, mediante 

PCR y secuenciación automática, 10 nuevas familias Argentinas a nivel 

molecular. Encontramos 5 mutaciones nuevas en la literatura mundial y otras 5 

previamente descriptas.  

Estas familias, sumadas a las anteriormente diagnosticadas en el CIPYP, 

elevan el total de familias Argentinas PV a 36. Comparamos los tipos de 

mutaciones con el tipo de sintomatología en todas las familias, con el objeto de 

hallar alguna correlación entre dichos parámetros. Sin embargo, como ocurre en 

la mayoría de las poblaciones, no pudimos establecer una relación genotipo-

fenotipo en nuestros pacientes. 

Con el objetivo de comprobar que la alteración genética presente en cada 

paciente es efectivamente la causante de la patología, procedimos con la 

caracterización funcional de las mutaciones nuevas. Empleando un sistema de 

expresión procariotico en el caso de las mutaciones missense y un sistema de 
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minigenes en el caso de mutaciones de splicing, pudimos corroborar que las 

primeras reducen la actividad enzimática de la PPOX y que las segundas 

provocan la exclusión del exón afectado durante el procesamiento del ARNm de 

este gen. 

Las porfirias son patologías genéticamente heterogéneas y cada mutación 

es privativa de una o a lo sumo dos familias. En nuestro país se destaca la 

mutación c.1.042_1.043insT, dado que no sólo fue descripta únicamente en 

Argentina, sino que también está presente en el 40% de las familias 

diagnosticadas genéticamente. De esta forma, hipotetizamos la posible existencia 

de un ancestro común para la mutación en nuestra población y en función de ésta 

realizamos un análisis de haplotipos basado en microsatélites o STRs. 

Encontramos un haplotipo común a todos los pacientes portadores de la mutación 

en cuestión, el cual es significativamente diferente al de los controles y de otros 

pacientes PV. Así concluimos que existe un efecto fundador en nuestra población 

para esta mutación en particular. 

Por último, teniendo en cuenta la relación existente entre el ataque 

porfirico y el estrés oxidativo, nos propusimos estudiar parámetros de estrés 

oxidativo en pacientes y controles, con el fin de identificar algún marcador de la 

disfunción neurológica. Los resultados obtenidos no son concluyentes dado que 

el número de individuos analizados es aún bajo y además porque se trata de 

pacientes controlados y/o en tratamiento, cuyo sistema de defensa antioxidante 

ya logró, probablemente, adaptarse al cuadro porfirico. 

 

 

Palabras claves: 

Porfirias Hepáticas Agudas, Porfiria Variegata, diagnóstico genético, 

ensayo funcional, mutaciones, haplotipo, efecto fundador, estrés oxidativo.  
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Acute Hepatic Porphyrias. Relationship with oxidative stress and associated 

pathologies. 

 

 

 

The porphyrias are a group of metabolic disorders caused by the partial 

deficiency of one of the enzymes involved in the heme biosynthetic pathway. 

Particularly, acute hepatic porphyrias comprise ALA -D Deficiency Porphyria 

(ADP), Acute Intermittent Porphyria (AIP), Hereditary Coproporphyria (HCP), 

and Variegate Porphyria (VP). Individuals with these conditions suffer 

neurovisceral attacks. Moreover, in VP and HCP cutaneous symptoms may also 

appear. Regarding the nature of the porphyric attack, although the mechanism by 

which neurological disturbances are produced is not well characterized, it is 

known that the neurotoxic precursor ALA may oxidize itself resulting in the 

formation of ROS. 

As these diseases are genetic, various mutations in the genes that are 

responsible of each porphyria have been described. We focused on the genetic 

study of VP and we diagnosed, by means of PCR and automated sequencing, 10 

new Argentinean families at the molecular level. We found five novel mutations 

in the literature and another 5 previously described. 

These families, together with those previously diagnosed at the CIPYP, 

bring the total up to 36 Argentinean VP families. We compared the types of 

mutations with the type of symptom in all of these families, in order to find a 

correlation between these parameters. However, as in most populations, we could 

not establish a genotype-phenotype relationship in our patients. 

Aiming to ensure that the genetic alteration present in each patient is 

indeed the cause of the pathology we performed the functional characterization 

of the novel mutations. Using a prokaryotic expression system in the case of 

missense mutations and a minigene system in the case of splicing mutations, we 

describe the first ones reduce PPOX enzymatic activity and the second ones lead 

to the exclusion of the affected exon during the mRNA processing of this gene. 
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The porphyrias are genetically heterogeneous diseases and each mutation 

is exclusive to one or two families. Among the mutations responsible for VP, in 

our country c.1.042_1.043insT stands out, since it was described only in 

Argentina and is present in 40% of genetically diagnosed families. Thus, we 

hypothesized the possible existence of a common ancestor for the mutation in our 

population and thus we conducted a study based on microsatellite haplotypes or 

STRs haplotypes. We found a common haplotype in all of the patients carrying 

the mutation, which is significantly different from controls and other PV patients. 

Therefore we conclude that there is a founder effect in our population for this 

particular mutation. 

Finally, taking into account the relationship between the porphyric attack 

and oxidative stress, we decided to study oxidative stress parameters in patients 

and controls, in order to identify a marker of neurological dysfunction. Results 

obtained in this work were not conclusive since the number of individuals 

analyzed is still low and because the patients are either controlled or treated so 

their antioxidant defense system is probably adapted to the pathology. 

 

 

Keywords: 

Acute Hepatic Porphyrias, Variegate Porphyria, genetic diagnosis, 

functional assay, mutations, haplotype, founder effect, oxidative stress. 
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Capítulo I: Metabolismo del grupo hemo 

I.1: Las Porfirinas y el grupo hemo 
Las porfirinas, precursoras del hemo en el reino animal y de la clorofila 

en el reino vegetal (Nordmann et al, 2002), son moléculas de gran importancia ya 

que participan en procesos metabólicos esenciales que incluyen transferencia de 

electrones durante la respiración celular, fotosíntesis y catálisis enzimática (Layer 

et al, 2010). Probablemente sean el grupo prostético más antiguo de todos los 

organismos vivos y sus propiedades físicas, químicas y biológicas son las que les 

conceden un rol fundamental en el funcionamiento de los seres vivos (Mochizuki 

et al, 2010). Constituyen el requerimiento básico tanto en metabolismos 

aeróbicos como anaeróbicos y son por tanto consideradas, acertadamente, los 

pigmentos de la vida (Batlle, 1997). 

 Estas moléculas son macrociclos complejos formados por cuatro anillos 

pirrólicos (A, B, C y D) interconectados por cuatro puentes meteno (α, ȕ, Ȗ y į), 

que además contienen cadenas laterales sustituyentes en los carbonos ȕ de cada 

pirrol. Como se puede ver en la Figura I.1, estos compuestos poseen dobles 

enlaces conjugados y por lo tanto son coloreados. Son de estructura planar rígida, 

aromáticos y relativamente grandes y estas características le confieren a la 

molécula hidrofobicidad. Sin embargo, los sustituyentes laterales aportan grupos 

alifáticos y carboxílicos que modifican esta condición.  

 

 

  

 

 

 
 
 

Figura I.1: Estructura de una porfirina. A, B, C  y D corresponden a los cuatro anillos pirrólicos, unidos a 
través de los cuatro puentes meteno α, ȕ, Ȗ y į. R indica la posición de los sustituyentes. 
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Las porfirinas pueden coordinar metales, como hierro y magnesio  en su 

cavidad central generando así los grupos prostéticos de la hemoglobina y la 

clorofila, respectivamente. Por lo tanto son las porfirinas las que confieren el 

color rojo a la sangre y el color verde a las plantas (Heinemann et al, 2008). 

Los tetrapirroles cíclicos se subdividen en hemo, bacterioclorofilas, 

clorofilas, vitamina B12, coenzima F430, etc. (Thauer & Bonacker, 1994; Banerjee 

& Ragsdale, 2003; Heinemann et al, 2008). Estas moléculas cíclicas in vivo 

difieren entre sí en el estado de oxidación del anillo pirrólico, en la naturaleza del 

metal quelado y los sustituyentes presentes en el anillo (Frankenberg et al, 2003; 

Heinemann et al, 2008). Otra característica sobresaliente es la capacidad de 

quelar diferentes iones metálicos divalentes como  Fe2+, Mg2+, Ni2+ y Co2+. Por 

ejemplo, el Ni2+ está presente en la coenzima F430, de color amarillo, que 

participa en la formación de metano en las arqueas metanogénicas (Thauer & 

Bonacker, 1994). 

La hemoglobina es una hemoproteína cuyo grupo prostético es el ya 

mencionado grupo hemo, que contiene en su cavidad central un átomo de hierro. 

En este contexto, el grupo hemo coordina oxígeno molecular y dióxido de 

carbono, siendo así responsable de su transporte en el sistema cardiovascular 

(Heinemann et al, 2008). El grupo hemo también está presente en otras 

hemoproteínas tales como la mioglobina, citocromos y peroxidasas. Este tipo de 

proteínas cumplen diversas funciones biológicas que incluyen transporte y 

detección de gases, como la hemoglobina y la mioglobina; transporte de 

electrones, siendo ejemplo en este caso el citocromo c; catálisis química, donde 

se pueden mencionar a las peroxidasas y a la citocromo c oxidasa; y transporte 

activo a través de membrana, como es el caso de los citocromos. 

 

I.2: Biosíntesis del grupo hemo 

La síntesis de porfirinas ocurre en prácticamente todas las células vivas, 

y en células de mamíferos este proceso tiene lugar mayoritariamente en hígado y 

tejido eritropoyético (Nordmann et al, 2002). 
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Glicina 

Glutamato 

Succinil CoA

En humanos, el 85% del hemo es sintetizado en células eritroideas, 

donde la mayoría es utilizada para la formación de hemoglobina. Un 14% es 

sintetizado en hígado, donde el 80% de ese total es destinado a la creación de 

diferentes citocromos (Kauppinen, 2005). 

La síntesis de las porfirinas, que comienza en las mitocondrias, continúa 

en citoplasma y finaliza en las mitocondrias, requiere del trabajo coordinado de 8 

enzimas diferentes, lo cual muestra el amplio espectro de estrategias catalíticas 

empleadas (Heinemann et al, 2008). Las enzimas que participan de este camino 

de biosíntesis se estudiaron intensivamente, además todos los genes involucrados 

se clonaron y se determinaron las estructuras cristalográficas (Ajioka et al, 2006). 

El camino comienza con la formación de ácido į-amino levulínico 

(ALA), molécula que aporta todos los átomos de carbono y nitrógeno necesarios 

para la formación de las porfirinas (Heinemann et al, 2008; Layer et al, 2010). 

Existen en la naturaleza dos caminos alternativos que confluyen en la formación 

de ALA. El camino de Shemin fue el primero en ser descripto y es el empleado 

por animales, hongos y el grupo  de proteobacterias; en él la formación de ALA 

se obtiene por la condensación de succinil CoA y glicina, con la eliminación de 

CO2 (Fig. I.2; Shemin & Russel, 1953; Bisbis et al, 1997). La otra vía, llamada 

C5, ocurre a partir del C5 del esqueleto del glutamato; esta ruta es empleada por 

arqueas, la mayoría de las bacterias y plantas, donde es dependiente de la luz 

(Fig. I.2; Beale & Castelfranco, 1973; Avissar et al, 1989; Bisbis et al, 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura I.2: Síntesis del ácido -amino levulínico por dos vías diferentes: Shemin y C5. 



INTRODUCCIÓN  Capítulo I 
 

| 9  

 

Son ocho las enzimas involucradas en este camino metabólico, siendo la 

primera y las tres últimas mitocondriales y las cuatro restantes citoplasmáticas 

(Fig. I.3). En este proceso se generan, en primera instancia, ácido į-amino 

levulínico (ALA) y porfobilinógeno (PBG), que son los precursores del hemo. A 

partir de ellos se sintetizan los diferentes porfirinógenos, que son porfirinas 

reducidas sin dobles enlaces conjugados. Los intermediarios normales en la 

célula no son las porfirinas, sino los porfirinógenos. 

En mamíferos, la primer enzima de este proceso es la llamada ácido į-

amino levulínico sintetasa (ALA-S), que utiliza como sustratos a la glicina y al 

succinil CoA, para generar como producto ALA (Hunter & Ferreira, 2011; 

Dailey & Meissner, 2013). Es una enzima mitocondrial que posee una corta vida 

media, es lábil e inestable, características que le confieren un rol regulatorio en 

este camino biosintético, es decir, la reacción catalizada por ella es considerada el 

paso limitante fundamental de este proceso metabólico. 

Una vez sintetizado el ALA, éste es exportado fuera de la matriz 

mitocondrial de forma de encontrarse, en el citoplasma, con la segunda enzima 

de esta ruta biosintética (Dailey & Meissner, 2013), la ácido į-amino levulínico 

dehidrasa (ALA-D) o porfobilinógeno sintetasa (PBG-S) que cataliza entonces la 

condensación de dos moléculas de ALA para generar el monopirrol llamado 

porfobilinógeno (PBG). No se conoce el mecanismo exacto de transporte de 

ALA fuera de la mitocondria, pero existen evidencias que sugieren la presencia 

de una proteína transportadora en la membrana interna mitocondrial, SLC25A38, 

que sería la responsable de dicho transporte (Guernsey et al, 2009). 

El próximo paso es catalizado por la enzima porfobilinógeno deaminasa 

(PBG-D) o hidroximetilbilano sintetasa (HMB-S), que utiliza como sustrato a 

cuatro moléculas de PBG. En esta reacción, que ocurre en el citoplasma de la 

célula, las unidades de PBG se ensamblan en sentido ―cabeza-cola‖ generando 

así un tetrapirrol abierto, llamado hidroximetilbilano (HMB), el cual tiene un 

ordenamiento simétrico de sus sustituyentes laterales (Battersby et al, 1978; 

Jordan & Seehra, 1979).  
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En condiciones no enzimáticas el HMB es capaz de ciclarse 

espontáneamente, generando uroporfirinógeno I (urogen I), que no es el producto 

fisiológico (Dailey & Meissner, 2013). El porfirinógeno normalmente encontrado 

en la célula es el uroporfirinógeno III (urogen III) sintetizado por acción de la 

enzima isomerasa o uroporfirinógeno III sintetasa (UROgen III sintetasa), que 

rota el anillo pirrólico D del HMB, obteniéndose así una disposición asimétrica 

de los sustituyentes, que finalmente se cicla generando el urogen III. La 

isomerasa es citoplasmática, no utiliza cofactores y se encuentra en exceso 

respecto de la enzima PBG-D, asegurando de esta forma la síntesis casi exclusiva 

del intermediario fisiológico (urogen III). Dicha enzima es incapaz de actuar 

sobre el urogen I, con lo cual si este compuesto se forma, en condiciones 

patológicas, es directamente utilizado como sustrato en la siguiente etapa. 

El paso siguiente consiste en la decarboxilación progresiva de los cuatro 

restos de ácido acético (-CH2-COOH) del urogen III, que serán trasnformados en 

grupos metilo (-CH3), para finalmente obtener coproporfirinógeno III (coprogen 

III). La enzima que interviene en esta reacción es la última enzima citoplasmática 

involucrada en el camino, la uroporfirinógeno III decarboxilasa (URO-D), y 

como se dijo anteriormente, puede utilizar como material de partida al urogen III 

o al urogen I; por lo tanto, dependiendo del sustrato, se podrá obtener coprogen 

de la serie III o de la serie I, respectivamente. Esta enzima citoplasmática es 

incapaz de actuar sobre porfirinas, siendo los porfirinógenos sus sustratos 

fisiológicos. La decarboxilación en etapas de los sustituyentes laterales del 

urogen III, se realiza partiendo de un compuesto de ocho carboxilos (urogen III), 

pasando por intermediarios de siete (firia o heptaporfirinógeno III), seis 

(hexaporfirinógeno III) y cinco carboxilos (pentaporfirinógeno III), hasta llegar 

al compuesto de cuatro carboxilos (coprogen III). En presencia de altas 

concentraciones de urogen, esta enzima lleva a cabo la decarboxilación en forma 

azarosa, pero se cree que in situ la reacción procede siguiendo el sentido de las 

agujas del reloj comenzando por el anillo D (Dailey & Meissner, 2013) y con una 

velocidad mayor en el caso de los isómeros de la serie III que los de la serie I, 

asegurándose así que no se acumulen en la célula porfirinógenos no fisiológicos. 
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El coprogen III es transportado hacia el espacio intermembrana de la 

mitocondria, por un mecanismo que, si bien aún no se conoce, podría involucrar 

al transportador dependiente de ATP llamado ABCB6 (Krishnamurthy et al, 

2006; Krishnamurthy & Schuetz, 2011) o a una porina dado el tamaño de la 

molécula a transportar (Dailey & Meissner, 2013). En la mitocondria el coprogen 

III es sustrato de la siguiente enzima del camino biosintético del hemo, la 

coproporfirinógeno oxidasa (CPGasa), encargada de catalizar la decarboxilación 

oxidativa del coprogen III, para dar como producto protoporfirinógeno IX 

(protogen IX). En esta reacción sólo se ven afectados los anillos pirrólicos A y B 

cuyos restos de ácido propiónico (-CH2-CH2-COOH) son transformados en 

grupos vinilo (-CH=CH2). Si por alguna falla en este metabolismo se generan 

isómeros de la serie I (coprogen I), la CPGasa no es capaz de utilizarlos como 

sustrato y por lo tanto son excretados de la célula como coproporfirina I.  

En el penúltimo paso de la biosíntesis del hemo, el protogen IX es 

oxidado a protoporfirina IX (proto IX) gracias a la acción de la enzima 

mitocondrial protoporfirinógeno oxidasa (PPOX; Brenner & Bloomer, 1980; 

Dailey, 1990; Akhtar, 2003; Layer et al, 2010). En esta reacción donde la PPOX 

emplea como cofactor al FAD y al oxígeno molecular como último aceptor de 

electrones, se eliminan seis átomos de hidrógeno para generar el compuesto 

aromático y por tanto coloreado, proto IX (Heinemann et al, 2008).  

La última reacción de este camino metabólico también tiene lugar en 

mitocondrias y es catalizada por la enzima ferroquelatasa o hemo sintetasa 

(Dailey & Dailey, 2003), enzima asociada a la membrana interna de la 

mitocondria (Harbin & Dailey, 1985; Dailey & Meissner, 2013). Ésta inserta el 

hierro ferroso en el anillo porfirínico de su sustrato (proto IX), para generar el 

producto final de todo este proceso, el grupo hemo. 
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Figura I.3: Esquema de la biosíntesis del hemo. Se muestra dónde ocurre cada reacción y las enzimas 
involucradas (cursiva).  A: ácido acético (-CH2-COOH), M: metilo (-CH3), P: ácido propiónico   (-CH2-

CH2-COOH), V: vinilo (-CH=CH2). 
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Mientras que las porfirinas exhiben una estructura altamente conjugada, 

son coloreadas y emiten una intensa fluorescencia roja, los porfirinógenos, al no 

poseer dobles enlaces conjugados, no son coloreados ni emiten fluorescencia. 

Además, la solubilidad en agua de estos compuestos aumenta con el número de 

cadenas laterales acídicas, entonces es de esperarse que ALA, PBG y uro se 

excreten en orina, copro en orina y bilis, y proto sólo en bilis (Batlle, 1997).   

Como se dijo previamente, el 85% de esta síntesis se destina a la 

formación de hemoglobina (Fig. I.4). Esta hemoproteína está formada por cuatro 

cadenas polipeptídicas globulares, dos subunidades α y dos subunidades ȕ, cada 

una de las cuales se combina con un grupo hemo. El hierro del centro de la 

porfirina establece enlaces de coordinación con los nitrógenos de los anillos 

pirrólicos, con el nitrógeno de una histidina de la parte proteica y un último 

enlace de coordinación con la molécula de gas (O2 o CO2) a ser transportada. 

 

 

 

 

 
           

 

 

 
 
 

Figura I.4: Estructura tridimensional de la hemoglobina. En amarillo y rojo se muestran las subunidades 
protéicas y en verde los cuatro grupos  hemo. 

 

 

I.3: Regulación de la síntesis del hemo 

Los niveles celulares de hemo son estrictamente controlados y esto se 

logra gracias a un delicado balance entre su biosíntesis y su catabolismo (Ponka, 

1999). Los mecanismos de control de su biosíntesis difieren entre hígado y tejido 

eritroideo (Nordmann et al, 2002). La regulación de la síntesis de hemo comienza 

con la modulación de la actividad de la enzima ALA-S (Dailey & Meissner, 

2013). 
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Existen dos isoenzimas de ALA-S, las cuales son codificadas por genes 

diferentes, uno específico de células eritroideas, ALA-S2 ubicado en el 

cromosoma X, y otro ubícuo, ALA-S1 ubicado en el cromosoma 3 (Nordmann et 

al, 2002). Diferencias en el metabolismo del hierro y en los genes que codifican 

para estas isoenzimas, son responsables de las diferencias en la regulación y 

velocidad de síntesis del hemo (Ponka, 1999). De hecho, ALA-S1 está presente 

en células precursoras de células eritroideas, pero su gen deja de expresarse 

cuando comienza a expresarse ALA-S2 (Conder et al, 1991; Yin & Dailey, 

1998). Por lo tanto, las isoformas de ALA-S no pueden sustituir sus propias 

deficiencias entre ellas, dado que no se expresan al mismo tiempo (Dailey & 

Meissner, 2013). 

En hígado esta regulación se da por retroinhibición negativa ejercida por 

el pool de hemo libre sobre la enzima ALA-S1 (Nordmann et al, 2002; Ponka, 

1999). Este proceso puede tener lugar por dos mecanismos diferentes, uno a nivel 

transcripcional y otro a nivel post-traduccional. La represión de la transcripción 

del gen de ALA-S1 se da por activación, dependiente de hemo, de un represor de 

este gen. En cuanto a la represión post-traduccional, el hemo es capaz de unirse a 

la enzima en un sitio diferente al sitio activo, inhibiéndola, generándose así una 

retroinhibición negativa por producto final. También se ha descripto una 

regulación de los niveles del ARNm de ALA-S por el pool de hemo a nivel de la 

estabilidad del mensajero (Cable et al, 2000).       

En células eritroideas, la regulación es más compleja y el hemo induce la 

síntesis de hemoglobina (Kauppinen, 2005). δa región 5’ no traducible (5’ UTR) 

del ARNm de ALA-S2 contiene la secuencia de respuesta a hierro llamada IRE 

(iron responsive element) (Fig. I.5), que permite una regulación a nivel 

traduccional mediada por la concentración celular de hierro (Dierks, 1990; 

Bhasker et al, 1993; Melefors et al, 1993). La proteína IRP (iron regulatory 

protein) es capaz de reconocer estas secuencias y como resultado de esta 

interacción se controlará la traducción de los ARNm que contengan dichas 

secuencias. En condiciones de depleción de hierro, la forma libre de hierro de 

IRP puede unirse con alta afinidad a las secuencias IRE (Pérez et al, 2005; 
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Wallander et al, 2006), bloqueando la traducción del ARNm de ALA-S2 cuando 

la concentración celular de hierro es insuficiente para una síntesis óptima de 

hemo.  Cuando aumentan los niveles de hierro, IRP unido a hierro adopta una 

conformación que le impide interactuar con las secuencias IRE de los ARNm 

(Pérez et al, 2005; Wallander et al, 2006), con lo cual ALA-S2 se traduce. Por lo 

tanto, la máxima actividad de ALA-S2 requiere no sólo de inducción génica 

mediada por factores de transcripción eritro-específicos sino también de un nivel 

intracelular de hierro suficiente para soportar la síntesis de hemo (Dailey & 

Meissner, 2013). 

Existen dos proteínas claves en el metabolismo del hierro, que también 

están sujetas a este tipo de regulación: la ferritina, quien se encarga del 

almacenamiento de hierro y la transferrina, proteína que transporta el hierro en 

plasma. Como en el caso de ALA-S2, el ARNm de la ferritina contiene una 

región IRE en el 5’ UTR y en condiciones de depleción de hierro su traducción 

se ve impedida mientras que al aumentar los niveles del metal habrá traducción 

de este ARNm para posibilitar el almacenamiento de hierro (Fig. I.5). El ARNm 

del receptor de transferrina (RTf) cuenta con tres regiones IRE en su γ’ UTR, que 

impedirán la traducción frente a elevadas concentraciones de hierro y la 

permitirán al descender los niveles del metal (Fig. I.5). 

Entonces, las proteínas IRP, en su forma libre de hierro se unen a los 

IREs localizados en la región 5’ o γ’ UTR de cada ARNm. En condiciones de 

bajo Fe, IRP se une con alta afinidad a los IREs ubicados a 5’ del ARNm de 

ferritina y ALA-S2, reprimiendo su traducción, y en el caso de los IREs ubicados 

a γ’ del ARNm de RTf, esta unión activa su traducción. Cuando el hierro 

aumenta en la célula, IRP se une a éste, liberando los transcriptos de modo que se 

activa la traducción de ferritina y ALA-S2 y se reprime la traducción de RTf por 

degradación del mensajero (Wallander et al, 2006). 

De esta forma, cuando la célula necesita hierro, se favorece la traducción 

del receptor de la transferrina y se frena la utilización del metal al impedir la 

traducción de ALA-S2 y ferritina. En cambio, ante una sobrecarga de hierro es 

necesario aumentar su utilización y es allí cuando se favorece la traducción de 
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Figura I.5: Mecanismo de regulación de la biosíntesis del hemo en células eritroideas.  

 

 

Además de los mecanismos de regulación arriba mencionados, existen 

otros puntos de control que incluyen la interconexión con otros caminos 

metabólicos y efectos del medio celular. En el primer caso se puede mencionar la 

succinil CoA, que proviene del ciclo de Krebs. En cuanto a los efectos del medio 

ambiente, estos pueden ser la disponibilidad de O2, que afectará a los pasos que 

dependan de enzimas aeróbicas o anaeróbicas y la iluminación, ya que los 

porfirinógenos se oxidan a la luz (Batlle, 1997). 

 

I.4: Catabolismo del hemo 

Los glóbulos rojos, portadores de la hemoglobina, tienen un tiempo de 

vida media de 120 días y luego de este periodo son degradados. La parte proteica 

se hidroliza por la acción de proteasas pancreáticas (Pérez et al, 2005), mientras 

que el grupo hemo sufre transformaciones secuenciales, que tienen como 



INTRODUCCIÓN  Capítulo I 
 

| 17  

 

objetivo conservar el hierro y solubilizar el anillo porfirínico para convertirlo en 

un metabolito excretable.   

La fase inicial de esta secuencia de transformaciones se lleva a cabo en 

células del sistema retículo endotelial (SRE.), principalmente en hígado, bazo y 

médula ósea. El glóbulo rojo senescente es fagocitado por macrófagos del 

sistema retículo endotelial, como las células hepáticas de Kupfer (Knutson & 

Wessling-Resnick, 2003). En estas células el hemo es degradado por la acción de 

un complejo multienzimático llamado hemo-oxigenasa (HO). Este complejo 

forma parte de la familia de proteínas HSP (Heat Shock Protein), un grupo 

altamente conservado en la evolución y además es el principal sistema fisiológico 

efectivo en la catálisis de la oxidación del hemo (Maines, 2000). 

El complejo HO cataliza la oxidación del hierro ferroso (Fe2+) y del 

puente meteno α, obteniéndose así, hierro férrico (Fe3+) y monóxido de carbono 

(CO). En esta reacción participan el O2 y el NADPH como poder reductor, y 

como consecuencia de ella se produce la apertura del anillo tetrapirrólico. Este 

compuesto obtenido por acción de la HO es un pigmento de color verde llamado 

biliverdina, constituido por una cadena de cuatro pirroles sin hierro (Bonkovsky 

et al, 2013). El hierro liberado es captado por la transferrina y luego por la 

ferritina y de esta forma se contribuye con el pool de almacenamiento de hierro. 

La siguiente reacción, en la que la biliverdina actúa como sustrato, la 

enzima involucrada es la biliverdina reductasa. Por una reducción entre los 

pirroles C y D, con participación de NADPH, se obtiene como producto 

bilirrubina. Éste es un pigmento de color amarillo, insoluble en agua y soluble en 

lípidos, por lo que es capaz de atravesar membranas celulares, incluyendo la 

barrera hematoencefálica, razón por la cual es importante que este compuesto sea 

excretado. Si la bilirrubina se acumula en sangre provoca una coloración anormal 

de tejidos, cuadro denominado ictericia. 

Debido a que la bilirrubina es insoluble debe unirse a proteínas 

plasmáticas como la albúmina y de esta manera es transportada por el torrente 

sanguíneo hasta el hígado. Una vez allí, la bilirrubina y la albúmina se separan y 

la primera ingresa al hepatocito. 
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La próxima reacción consiste en convertir a la bilirrubina en un 

metabolito hidrosoluble que pueda ser excretado por la bilis. Este paso es 

catalizado por la enzima bilirrubina-glucuronil transferasa (BGT), quien le 

adiciona a la bilirrubina restos de ácido glucurónico. El dador de este ácido es el 

uridinadifosfato-glucurónico (UDP-glucurónico), y como resultado se obtienen 

mono- y diglucurónido de bilirrubina; estos últimos sí son solubles en agua y son 

excretados por bilis. 

Una vez en intestino, el glucurónido de bilirrubina es hidrolizado y la 

bilirrubina es reducida por acción de las bacterias de la flora intestinal. El 

producto final de esta etapa es el estercobilinógeno, un compuesto incoloro que 

se elimina parcialmente con la materia fecal. Éste se oxida en contacto con el 

aire, transformandose en estercobilina, tomando así la coloración oscura 

característica de las heces (Fig. I.6). 

Como se puede ver en la Figura I.6, parte de los metabolitos generados 

en el intestino son reabsorbidos y alcanzan nuevamente el hígado. Allí se 

regeneran glucurónidos de bilirrubina, que otra vez se excretan con la bilis hacia 

el intestino, cerrando así el llamado ciclo enterohepático. 

Algunos de los pigmentos reabsorbidos pasan a circulación general y se 

excretan por orina, y en este caso el compuesto recibe el nombre de 

urobilinógeno y su forma oxidada, urobilina (Fig. I.6). 
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Figura I.6:  Esquema general del catabolismo del grupo hemo. Los eritrocitos senescentes son captados 
por el SRE y por una secuencia de reacciones se obtienen bilirrubina y el hierro (Fe). La bilirrubina 

generará los pigmentos biliares que serán finalmente excretados. El Fe es captado por la transferrina y 
llevado hacia el hígado, donde será utilizado en la síntesis de hemo o será almacenado por la ferritina; de 
allí puede ser transportado hacia médula ósea para proseguir con la síntesis de hemo que ocurre en ese 

órgano.  
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Capítulo II: Deficiencias en la biosíntesis del hemo 

II.1: Las Porfirias 

Cuando nos referirnos a desórdenes relacionados con el metabolismo del 

hemo, se deberían considerar tanto la síntesis como la degradación de este grupo 

prostético. Sin embargo, la degradación no ocurre en forma significativa en los 

glóbulos rojos (Dailey & Meissner, 2013) y en el hígado las hemoproteínas son 

rápidamente degradadas en respuesta a las necesidades metabólicas de la célula 

(Nordman & Puy, 2002). Es por ello que se presta especial atención a 

alteraciones en la síntesis del grupo hemo, proceso donde los glóbulos rojos y el 

hígado están involucrados en forma significativa.  

Los intermediarios de esta ruta de biosíntesis, los porfirinogenos, son 

compuestos relativamente reactivos que pueden resultar citotóxicos, debido a su 

fotoreactividad. De hecho, deficiencias en esta ruta metabólica producen también 

una enfermedad clínica en animales (Elder et al, 2009) y la inhibición de alguno 

de los pasos tardíos puede generar muerte foto-inducida en plantas o incluso en 

microorganismos (Dailey & Meissner, 2013). 

Estos desórdenes metabólicos, llamados porfirias, se presentan cuando se 

genera una deficiencia parcial primaria en alguna de las enzimas involucradas en 

la biosíntesis del hemo. Esto corresponde a fallas en este metabolismo luego de 

la etapa limitante del proceso, es decir, luego de la acción de la enzima ALA-S; 

por lo tanto son siete las enzimas que se pueden ver afectadas. Estos errores 

resultarán en la acumulación y excreción excesiva de porfirinas y/o sus 

precursores (Nordmann & Puy, 2002) y están, además, asociados a un aumento 

secundario en la actividad de ALA-S. 

Existen diferentes tipos de porfirias, dependiendo de cuál de estas 

enzimas esté afectada (Tabla II.1). Se trata en general de enfermedades genéticas 

y su herencia es principalmente autosómica dominante, pero también existen 

formas adquiridas o de herencia autosómica recesiva. La mayor parte de las 

mutaciones responsables de una porfiria en heterocigosis pueden causar pérdida 

de la función de una proteína específica, pero la actividad enzimática codificada 
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por el alelo normal usualmente es suficiente para mantener la demanda de hemo 

dentro de parámetros normales (Kauppinen, 2005). Además, es necesario 

considerar que las porfirias presentan una penetrancia variable, por tanto sólo el 

30%-40% de los individuos portadores de una falla genética padecen síntomas 

clínicos (Dailey & Meissner, 2013). También es importante tener en cuenta que 

en el desarrollo de estas enfermedades existe una significativa interrelación entre 

la carga genética y los factores ambientales, lo cual determinará la expresividad 

de los síntomas clínicos (Anderson & Kappas, 2010). 

 

Porfiria Enzima 

defectuosa 

Locus Modo de herencia Clasificación Características 

NPA ALA-D 9q33.1 Autosómica recesiva Hepática/aguda Muy rara. Ataques agudos o 

neuropatía crónica. 

PAI PBG-D 11q23.3 Autosómica 

dominante 

Hepática/aguda Muy común. Ataques agudos. 

PCE Isomerasa 10q25.3-

q26.3 

Autosómica recesiva Eritropoyética/cutánea Severa fotosensibilidad y 

hemólisis. 

PCT URO-D 1p34 Autosómica 

dominante/adquirida 

Hepática/cutánea Muy frecuente. Fragilidad cutánea 

y enfermedad hepática crónica. 

PHE URO-D 1p34 Autosómica recesiva Hepatoeritropoyética/ 

cutánea 

Variante homocigota de la PCT. 

Fotosensibilidad aumentada. 

CPH CPGasa 3q11.2-

q12.1 

Autosómica 

dominante 

Hepática/mixta Rara. Ataques agudos y fragilidad 

cutánea. 

PV PPOX 1q22-23 Autosómica 

dominante 

Hepática/mixta Ataques agudos y fragilidad 

cutánea. 

PPE Ferroquelatasa 18q21.3 Autosómica 

dominante 

Eritropoyética/cutánea Fotosensibilidad y en el 5% de los 

casos daño hepático. 

Tabla II.1 : Aspectos generales de las porfirias. Modificado de Kauppinen (2005), Poblete-Gutiérrez et al 
(2006a) y Poblete-Gutiérrez et al (2006b).  

 

 

Estos desórdenes se pueden clasificar según el órgano principalmente 

afectado por la deficiencia enzimática y/o según la sintomatología. En el primer 

caso, las porfirias pueden ser hepáticas, eritropoyéticas o hepatoeritropoyéticas. 

En cuanto al síntoma clínico primario, se las divide en cutáneas y agudas, 

existiendo además algunas porfirias de sintomatología mixta (Tabla II.1). 
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En las porfirias la deficiencia enzimática y la consiguiente acumulación 

de intermediarios de este camino metabólico se concentra en un dado tejido. Por 

tanto, cuando una porfiria es hepática esto indica que el principal sitio de 

acumulación de porfirinas es el hígado y cuando es eritropoyética, el principal 

sitio de acumulación son los eritrocitos. No obstante también existe una variante 

en la que estos intermediarios se acumulan tanto en hígado como en tejido 

eritroideo (PHE). 

Entre las porfirias hepáticas agudas se encuentran la nueva porfiria aguda 

(NPA) y la porfiria aguda intermitente (PAI). La porfiria variegata (PV) y la 

coproporfiria hereditaria (CPH), son desórdenes mixtos, es decir, son agudas y 

pueden también presentar síntomas cutáneos. Otra porfiria hepática es la porfiria 

cutánea tarda (PCT), que presenta sintomatología cutánea; existe una variante de 

ésta, de herencia autosómica recesiva, llamada porfiria hepatoeritropoyética 

(PHE), en la cual la sintomatología es también cutánea, pero no sólo se ve 

afectado el hígado si no también los eritrocitos. Dentro de las porfirias 

eritropoyéticas y cutáneas se encuentran la porfiria congénita eritropoyética 

(PCE) y la protoporfiria eritropoyética (PPE). 

Los pacientes con porfirias agudas pueden presentar un amplio espectro 

de síntomas, como dolores abdominales y cólicos crónicos, náuseas y vómitos, 

diarrea, taquicardia, hipertensión, convulsiones, debilidad muscular, paraplejia, 

tetraplejia, entre otros signos neurológicos (Poblete-Gutiérrez et al, 2006b). Los 

ataques agudos son similares en las cuatro porfirias hepáticas agudas (PAI, CPH, 

PV y NPA) y estos episodios pueden poner en riesgo la vida del paciente, aunque 

la baja penetrancia de estas enfermedades hace que los ataques sean infrecuentes 

(Puy et al, 2010). Las manifestaciones clínicas aparecen luego de la pubertad y 

son más comunes en mujeres de entre 18 y 40 años de edad (Kauppinen, 2005; 

Nordmann & Puy, 2002). Los ataques agudos se pueden  desencadenar por 

diversos factores como drogas porfirinogénicas, alcohol, cambios hormonales, 

infecciones crónicas o recurrentes e ingesta reducida de calorías (Poblete-

Gutiérrez et al, 2006b). El dolor puede ceder al cabo de una semana, pero si se 

suma al cuadro un factor precipitante, la neuropatía vuelve a manifestarse y esta 
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vez puede conducir a parálisis respiratoria (Kauppinen, 2005). Durante el ataque, 

los precursores ALA y PBG se excretan de forma masiva desde el hígado; éstos 

son neurotóxicos y tanto el sistema nervioso autónomo como el periférico, dado 

que no poseen barreras protectoras, son vulnerables a su acción (Kauppinen, 

2005). Si bien no se conoce con certeza el mecanismo por el cual estos 

precursores provocan disturbios neurológicos, se ha postulado una hipótesis para 

el posible mecanismo de acción del ALA. Este precursor puede autooxidarse 

generando especies reactivas del oxígeno (ROS), las cuales aumentan el grado de 

estrés oxidativo en la célula y esto sería la causa del cuadro observado (Demasi et 

al, 1997; Onuki et al, 2004). 

 Las porfirias cutáneas presentan sus síntomas en áreas del cuerpo 

expuestas al sol, ya que las porfirinas se acumulan debajo de la piel y se excitan 

con la luz solar, generando al volver a su estado basal, radicales libres. El daño 

celular provocado por los radicales libres es el responsable de las lesiones 

cutáneas y de la fotosensibilidad de los pacientes que padecen esta enfermedad. 

Entonces, en las áreas de la piel expuestas a la radiación solar aumenta la 

fragilidad cutánea, aparecen vesículas y ampollas, erosiones y excoriación, 

prurito, hipertricosis, hiperpigmentación y, en el caso de PCE y PHE, leve a 

severa mutilación (Poblete-Gutiérrez et al, 2006b). 

Como se mencionó anteriormente, las porfirias ocurren por deficiencias 

de las enzimas que actúan luego de la enzima limitante de esta ruta metabólica, 

ALA -S. No obstante, existe una variante llamada Protoporfiria ligada al 

cromosoma X (XLP) causada por mutaciones de ganancia de función en el gen 

de la ALA-S2. Ésta porfiria se presenta con fotosensibilidad desde la infancia y 

mientras en hombres es severa, en mujeres heterocigotas puede variar desde 

asintomática hasta severa (Whatley et al, 2008; Blawani et al, 2013).  

Además de los desórdenes hasta aquí descriptos, se han reportado 

combinaciones de porfirias, denominadas porfirias duales. En esta variante 

inusual, existen deficiencias simultáneas en dos enzimas del camino biosintético 

del hemo en un individuo o en una familia (Poblete-Gutiérrez et al, 2006b).  En 

la mayoría de los casos se encuentran defectos en la enzima URO-D en 
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combinación con defectos en PBG-D o CPGasa o PPOX, respectivamente 

(Rossetti et al, 2006), y, según Poblete-Gutiérrez et al (2006b), esto es razonable 

ya que la PCT (donde el gen de URO-D se ve afectado) es, en general,  el tipo de 

porfiria más frecuente. 

 

II.2: Porfirias Hepáticas Agudas 

Este grupo de porfirias, donde el principal órgano afectado por la 

deficiencia enzimática es el hígado, se asocia con ataques neuroviscerales, e 

incluyen a la porfiria aguda intermitente (PAI), la porfiria variegata (PV), la 

coproporfiria hereditaria (CPH) y la nueva porfiria aguda (NPA). Además del 

ataque neurovisceral, los pacientes con PV y CPH pueden presentar 

fotosensibilidad y ampollas en forma crónica (Anderson & Kappas, 2010). 

Las porfirias hepáticas agudas (PHA) son desórdenes raros, que afectan a 

ambos sexos y a todas las etnias por igual (Bickers & Frank, 2007). A excepción 

de la NPA, los síntomas no suelen aparecer hasta la pubertad o la edad adulta 

(Doss et al, 2004). Respecto de su prevalencia, este dato aún no se conoce con 

certeza, principalmente por las diferencias geográficas, los probables casos no 

diagnosticados o mal diagnosticados y la penetrancia incompleta característica de 

la PAI, PV y CPH (Frank & Christiano, 1998). 

Clínicamente, las PHAs pueden manifestarse con un amplio rango de 

síntomas no específicos, los síntomas neuroviscerales (Siegesmund et al, 2010). 

Estos incluyen dolor abdominal, náuseas y vómitos, diarrea, taquicardia, 

hipertensión, fiebre, debilidad muscular, parálisis respiratoria así como también 

diversos signos neurológicos y psiquiátricos (Batlle, 1997; Crimlisk, 1997; 

Bickers & Frank, 2007; Puy et al, 2010). La parálisis respiratoria puede llevar a 

coma y muerte cuando el paciente no es diagnosticado y/o tratado a tiempo (Lip 

et al, 1993; Bickers & Frank, 2007), dado que el ataque agudo puede evolucionar 

hacia una neuropatía motora aguda. Además de la sintomatología hasta aquí 

descripta, pacientes con PV y CPH pueden manifestar signos cutáneos, que 

clínicamente resultan muy similares a los presentados por pacientes con PCT, por 

tal motivo estas dos porfirias son también llamadas porfirias neurocutáneas 
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(Bickers & Frank, 2007; Siegesmund et al, 2010). Si bien la CPH también puede 

presentarse con manifestaciones cutáneas, éstas son más comunes y severas entre 

pacientes PV; por otra parte los ataques agudos no son tan comunes entre 

pacientes PV en comparación con PAI, NPA y CPH (Fig. II.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura II.1 : Características clínicas de las 4 porfirias hepáticas agudas. Modificado de Puy et al (2010). 
 

 

El mecanismo subyacente al ataque agudo aún no fue descripto con 

exactitud, sin embargo se conocen una serie de factores ambientales que pueden 

desencadenarlo, incluyendo el consumo de alcohol, cambios hormonales, 

infecciones crónicas o recurrentes, dietas o ayuno, así como también una extensa 

lista de drogas porfirinogénicas (Bieckers & Frank, 2007; Siegesmund et al, 

2010; Puy et al, 2010). Estas drogas se metabolizan en hígado a través del 

sistema citocromo P450, mediante dos posibles mecanismos: algunas drogas 

llevan a una inactivación potencialmente dañina del citocromo involucrado, 

mientras que otras sobreactivan la síntesis del citocromo. En ambos casos el 

efecto sobre el citocromo es acompañado por un aumento de la actividad de 

ALA -S, aumentando consecuentemente la producción de  porfirinas (Hift, 2012). 
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En algunas situaciones, la droga puede directamente activar a la enzima ALA -S 

(Thunell, 2006; Thunell et al, 2007). 

Por otra parte, existe evidencia acerca de un efecto tóxico directamente 

ejercido por los compuestos acumulados durante el ataque, especialmente el 

ALA, en neuronas, así como también un efecto indirecto de la deficiencia de 

hemo en estas mismas células (Lin et al, 2011). No obstante, un trasplante de 

hígado resulta efectivo en el tratamiento de la PAI y PV, lo que sugiere que 

alteraciones en el metabolismo del hemo a nivel hepático son responsables de las 

manifestaciones clínicas observadas (Soonawalla et al, 2004; Stojeba et al, 2004; 

Seth et al, 2007; Dar et al, 2010; Wahlin et al, 2010; Hift, 2012). 

Cuando se sospecha un ataque agudo, el primer test a realizar es detectar 

el exceso de PBG en orina, en forma cualitativa. Luego, se determina en forma 

cuantitativa ALA y PBG urinarios para confirmar el ensayo cualitativo de PBG y 

para detectar niveles elevados de ALA en pacientes con NPA (Balwani & 

Desnick, 2012). 

Un análisis de porfirinas en orina y heces puede sugerir el tipo de PHA 

padecida por el paciente (Balwani & Desnick, 2012), aunque este estudio en 

orina no es suficiente (Puy et al, 2010). La determinación de porfirinas totales en 

materia fecal, por otra parte, sí puede indicar más acertadamente el tipo de 

porfiria hepática aguda: protoporfirina IX es indicativo de PV, mientras que 

hallar coproporfirina indica el desarrollo de CPH y en el caso de PAI, los valores 

de porfirinas en materia fecal se mantienen normales (Puy et al, 2010). 

Otro ensayo empleado para determinar el tipo de porfiria es la 

determinación del índice de porfirinas plasmáticas (IPP), ya que un pico de 

emisión a 624-628 nm es característico de PV, sin embargo este índice no 

permite distinguir entre PAI y CPH cuyos picos de emisión son, en ambos casos, 

a 618-620nm (Da Silva et al, 1995; Batlle, 1997; Kuhnel et al, 2000; Hift et al, 

2004).  

Una vez establecido el diagnóstico bioquímico debe realizarse el análisis 

molecular de los genes involucrados, de modo de concluir definitivamente el 

diagnóstico diferencial del tipo de porfiria hepática aguda. Esto es especialmente 
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útil en casos de pacientes en los cuales el ataque agudo ya ocurrió y para 

identificar miembros de la familia portadores de la falla genética antes de que 

manifiesten la enfermedad. La descripción de portadores asintomáticos dentro de 

una familia es de vital importancia dado que de esa forma se los puede aconsejar 

sobre drogas precipitantes, cambios hormonales, dietas y otros factores que 

puedan precipitar el ataque agudo (Balwani & Desnick, 2012). 

El tratamiento del ataque agudo consiste en la administración de hemina 

en los casos moderados a severos. En los casos leves también puede emplearse 

cuando la administración de carbohidratos no es suficiente (Balwani & Desnick, 

2012), aunque es probable que cesen de forma espontánea. La hemina actúa en el 

hígado inhibiendo rápidamente la enzima ALA-S con la consecuente caída de la 

producción de precursores y porfirinas. Sin embargo, ésta no es capaz de revertir 

una neuropatía establecida, pero si puede prevenir su inicio y frenar su 

progresión si es administrada dentro de los primeros días luego del ataque 

(Melito et al, 2013). 

Además es importante suspender inmediatamente la administración de 

cualquier droga porfirinogénica y corregir dietas hipocalóricas, entre otros. El 

riesgo de hiponatremia severa, que puede llegar a provocar convulsiones, se evita 

controlando cuidadosamente el balance de fluidos. Complicaciones 

cardiovasculares como hipertensión y taquicardia esporádicamente se vuelven 

severos, casos en los cuales se torna necesario el tratamiento con -bloqueadores 

(Puy et al, 2010). Muy raramente se observan crisis adrenérgicas severas 

acompañando al ataque agudo, en forma de hipertensión, encefalopatía, 

convulsiones e isquemia; síntomas que pueden controlarse efectivamente con la 

administración de sulfato de magnesio. En los casos donde se observa parálisis 

de los músculos intercostales, es necesario recurrir a la ventilación artificial (Puy 

et al, 2010). 

Con el correcto cuidado médico, la mayoría de los pacientes nunca 

desarrollaran un ataque agudo. En el eventual caso de que esto ocurra, 

prácticamente en todos los casos se resuelve rápida y efectivamente si se brinda 

la atención médica adecuada antes de la aparición del daño neurológico (Hift et 
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al, 2004; Hift & Meissner, 2005; Hift, 2012). El ataque agudo se puede prevenir 

y es por esto que los ataques severos y/o recurrentes sólo ocurren en aquellos 

casos donde el paciente nunca fue diagnosticado como porfirico, el ataque no es 

tratado apropiadamente o no es reconocido a tiempo y en un pequeño número de 

pacientes con PAI que sufren de ataques frecuentes aun contando con un buen 

cuidado médico. En este último caso  los pacientes pueden llegar 

progresivamente a la parálisis neurológica y son considerados de mal pronóstico 

ya que, frecuentemente, luego de algunos años el daño neurológico culmina con 

la muerte del paciente (Hift, 2010).  

A continuación nos referiremos a los distintos tipos de PHAs, a 

excepción de la Porfiria Variegata, que será abordada en el próximo capítulo 

(Introducción, Capítulo III). 

 

II.2.1: Porfiria Aguda Intermitente 

La porfiria aguda intermitente es el tipo de PHA más frecuente y más 

severa. Se produce por mutaciones en el gen que codifica para la enzima PBG-D, 

que resultan en una deficiencia parcial de esta enzima, cuya actividad se reduce a 

un 50%. Es más común en mujeres que en hombres, debido a que los cambios 

hormonales y los ayunos prolongados son más habituales en el primer grupo. Se 

estima que afecta a 1 en 75.000 personas en Europa, con excepción de Suecia 

donde la frecuencia es aún mayor debido a un efecto fundador (Andersson et al, 

2003; Bylesjo et al, 2009; Siegesmund et al, 2010); mientras que en Argentina su 

prevalencia es de 1:125.000 (Parera et al, 2003) 

La típica manifestación clínica de esta enfermedad, que usualmente se 

relaciona con otros factores precipitantes como drogas y el estado nutricional, es 

una disfunción neurológica que puede afectar al sistema nervioso periférico, 

autónomo y central (Anderson & Kappas, 2010). El signo que inicia el ataque 

agudo es el dolor abdominal, pero también pueden aparecer vómitos, 

constipación o diarrea, distensión abdominal, retención urinaria, incontinencia, 

dolor en las extremidades, espalda y pecho. Normalmente, la neuropatía motora 

comienza con las extremidades superiores, con dolores y debilidad muscular. La 
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neuropatía axonal, que se presenta en forma de debilidad muscular, es 

característica de ataques severos o prolongados y puede evolucionar a 

cuadriparesia, parálisis respiratoria y paro. En ciertos casos aparecen 

convulsiones durante el ataque. Otras complicaciones a largo plazo incluyen falla 

renal crónica, carcinoma hepatocelular e hipertensión. En el caso de 

complicaciones renales serias puede producirse un descenso en la excreción de 

uroporfirina, lo que genera síntomas cutáneos, que normalmente no aparecen en 

el desarrollo de la PAI. La mayoría de los pacientes PAI experimentan uno o 

algunos pocos ataques durante su vida y solamente el 5%, principalmente las 

mujeres por las razones ya expuestas, pueden presentar ataques recurrentes que 

persistan con los años (Whatley & Badminton, 2005; Anderson & Kappas, 

2010). 

Los pacientes con PAI manifiesta excretan cantidades elevadas de ALA, 

PBG y porfirinas, principalmente uroporfirina, en la orina durante el ataque y en 

algunas ocasiones, entre ataques (Anderson & Kappas, 2010). También se 

emplea la determinación de la actividad enzimática PBG-D como herramienta 

diagnóstica, aunque este dato no resulta muy confiable, ya que existen individuos 

normales con bajos valores de actividad enzimática e individuos portadores de 

este defecto con valores de actividad altos. (Astrup, 1978; Lamon et al, 1979; 

Parera et al, 2003). En los familiares asintomáticos, el aumento de ALA y PBG 

en orina se observa sólo en el 10 % de los casos y la actividad enzimática PBG-D 

en eritrocitos no siempre se encuentra muy disminuida, con lo cual se vuelve de 

suma importancia el uso de técnicas moleculares para completar el diagnóstico 

diferencial en estos casos (Anderson et al, 2005; Anderson & Kappas, 2010). 

La enzima PBG-D, que cataliza la condensación de 4 moléculas de PBG 

para generar HMB, es la que se encuentra alterada en esta porfiria. El gen que 

codifica para esta enzima se encuentra en el cromosoma 11, posición 11q23.3. 

Presenta una longitud de 10024pb, con 15 exones y 14 intrones que pueden llegar 

a una extensión de 2kb (Yoo et al, 1993). Un único gen regula la expresión de 

dos isoformas de esta enzima, una ubicua y una eritroidea. La diferencia entre las 

isoenzimas es a nivel del splicing del mensajero, que en ambos tejidos ocurre en 
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modo diferente, permitiendo así distintos tipos de regulaciones del camino del 

hemo (Chretien et al, 1988). Este splicing diferencial se logra a partir de dos 

trasncriptos generados por dos promotores presentes en el gen, separados entre sí 

por 3kb: mientras que el promotor ubicado río arriba es activo en todos los 

tejidos, el promotor presente río abajo es especifico de células eritroideas 

(Dynan, 1986; Mignotte et al, 1989). Las dos isoformas difieren en 17 

aminoácidos ubicados en extremo N-terminal, residuos cuya finalidad aún se 

desconoce (Raich, 1986; Grandchamp, 1987). 

Se han descripto hasta el momento más de 300 mutaciones diferentes en 

este gen, responsables de PAI (Anderson & Kappas, 2010; Human Genome 

Mutation Database http://www.hgmd.org). Estas incluyen mutaciones missense, 

nonsense, mutaciones de splicing, deleciones e inserciones. La gran parte de estas 

fallas genéticas sólo se han hallado en una familia (Kauppinen et al, 1995; Puy et 

al, 1997), excepto en el caso de Noruega y Suecia donde se ha reportado un 

efecto fundador para la mutación p.W198X. Si bien existe otra mutación, 

p.R116W, también muy prevalente en varias poblaciones europeas, se demostró 

que no se debe a ancestralidad común sino a que se ubica en un dinucleotido 

CpG, el cual constituye un hot-spot mutacional (Tjensvoll et al, 2003). En 

Argentina, la mutación p.G111R es altamente prevalente (más del 50% de la 

población PAI del país) y se demostró que su origen se debe a un efecto 

fundador, al analizar una serie de marcadores moleculares intra y extra-génicos 

(De Siervi et al, 1999; Cerbino, 2011). 

Hasta el momento no se ha establecido una relación genotipo-fenotipo. 

Esto se debe a que una misma mutación, en individuos diferentes, produce 

distintos fenotipos (Grandchamp, 1998). 

 

II.2.2: Coproporfiria Hereditaria 

La coproporfiria hereditaria se produce por deficiencias en la actividad 

de la enzima CPGasa, que cataliza la decarboxilación del coprogen III en el 

camino biosintético del hemo. Es un desorden de carácter autosómico dominante, 

de baja penetrancia y más frecuente en mujeres que en hombres, por los mismos 

http://www.hgmd.org/
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motivos que en PAI. No suele presentarse antes de la pubertad y su incidencia es 

muy baja, existen reportados menos de 50 casos (Siegesmund et al, 2010). En 

Argentina su prevalencia es muy baja, sólo se diagnosticaron 17 familias (Stella 

et al, 1998; Melito et al, 2006). 

La sintomatología neurovisceral característica no es distinguible de la 

sufrida por pacientes con otras porfirias agudas. Dolor abdominal, vómitos, 

constipación, neuropatías y manifestaciones psiquiátricas son comunes. Los 

mismos factores precipitantes de la PAI actúan en esta porfiria. Pueden aparecer 

lesiones cutáneas, pero más esporádicamente que en pacientes PV (Fig. II.1). A 

largo plazo, es recomendable controlar la función renal y hepática, así como 

también el monitoreo de carcinoma hepatocelular (Anderson & Kappas, 2010). 

Bioquímicamente, se caracteriza por una elevada excreción de 

coproporfirina, especialmente del isómero III, en orina y materia fecal. Durante 

el ataque agudo, se encuentran ALA y PBG en exceso en orina, que caen 

rápidamente luego del ataque, más aún que en pacientes con PAI (Anderson & 

Kappas, 2010). La excreción urinaria de coproporfirina es más persistente en el 

tiempo. En cuanto a la copro hallada en materia fecal, una elevada relación entre 

copro III y copro I puede ser útil para detectar casos latentes (Blake et al, 1992). 

El gen que codifica para esta enzima, la CPGasa, se encuentra en el 

cromosoma 3, específicamente en la posición 3q11.2-q12.1 (Cacheux et al, 

1994). El gen se extiende unas 14kb y consiste de 7 exones y 6 intrones, que 

pueden llegar a tener una longitud de 5kb (Delfau-Larue et al, 1994). 

Hasta la fecha se reportaron alrededor de 64 mutaciones responsables de 

CPH (Rosipal et al, 1999; Human Genome Mutation Database 

http://www.hgmd.org). Entre ellas encontramos mutaciones missense y nonsense, 

grandes deleciones, pequeñas deleciones e inserciones, indels y mutaciones de 

splicing.  

Como ya se mencionó, esta porfiria es de herencia autosómica 

dominante; sin embargo existen casos, aún más raros, donde se detectan 

mutaciones en homocigosis o heterocigosis compuesta. Esta variante recesiva, 

donde la actividad enzimática puede descender hasta un 98% del valor normal 

http://www.hgmd.org/
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(Grandchamp et al, 1980) y puede manifestarse antes de la pubertad, es llamada 

hardeporfiria dado que estas mutaciones impiden que se complete la 

decarboxilación catalizada por la CPGasa, formándose así la 

harderocopropofirina, una porfirina con 3 cadenas laterales carboxílicas. Esta 

porfirina atípica es hallada en orina y heces. Además, en esta variante de la CPH 

puede estar comprometido el tejido eritropoyético (Schmitt et al, 2005; Anderson 

& Kappas, 2010). 

 

II.2.3: Nueva Porfiria Aguda 

La nueva porfiria aguda es una enfermedad extremadamente rara, ya que 

hasta el momento hay reportados menos de 10 casos a nivel mundial 

(Siegesmund et al, 2010). De hecho, todos los casos descriptos hasta el momento 

son en hombres (Plewinska et al, 1991; Ishida et al, 1992; Akagi et al, 2000; 

Doss et al, 2004; Akagi et al, 2006) y la manifestación de la enfermedad puede 

ser tanto antes como después de la pubertad.  

Esta porfiria caracterizada por una deficiencia severa en la enzima ALA-

D se presenta con los mismos síntomas que las otras porfirias agudas. Además, 

no se observa el desarrollo de manifestaciones cutáneas. 

Bioquímicamente, se puede diferenciar de la PAI en función de la 

excreción de PBG, que en el caso de la NPA se mantiene prácticamente en 

valores normales. En orina se encuentra un aumento apreciable de copro III. La 

caída en la actividad enzimática de ALA-D es muy marcada tanto en eritrocitos 

como en otros tejidos, con valores menores al 2% de actividad residual 

(Anderson & Kappas, 2010). 

El gen de la ALA-D está ubicado en el cromosoma 9 (9q33.1) y su 

estructura genómica es de 16kb, con 12 exones. Cuenta con dos promotores y dos 

exones alternativos no codificantes, 1A y 1B, que generan el transcripto ubicuo y 

el eritroideo, respectivamente (Kaya et al, 1994); aunque ambos codifican para la 

misma secuencia de aminoácidos dado que la traducción comienza en el exón 2. 

Entre los casos reportados a nivel mundial se han descripto 12 alelos mutantes 

(Human Genome Mutation Database http://www.hgmd.org). Al ser una 

http://www.hgmd.org/
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enfermedad de herencia autosómica recesiva, el propósito debe heredar un alelo 

mutado de cada padre y aunque estos no son sintomáticos, normalmente sus 

valores de actividad enzimática son de alrededor del 50% (Anderson & Kappas, 

2010). 
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Capítulo III: Protoporfirinógeno oxidasa y Porfiria Variegata 

III.1: Caracterización de la enzima PPOX 

La PPOX es la enzima encargada de catalizar el séptimo paso del camino 

de biosíntesis del hemo, el cual consiste en la oxidación del protogen IX a proto 

IX. Esta reacción de aromatización ocurre mediante la eliminación de seis 

átomos de hidrógeno y requiere de oxígeno molecular y de FAD como cofactor 

(Dailey & Dailey, 1996). 

La PPOX es una flavoproteína de 477 aminoácidos y de un peso 

molecular de 50,8 kDa (Morgan et al, 2004), la cual es capaz de unir una 

molécula de FAD por monómero de forma no covalente. En eucariotas se 

encuentra anclada en la membrana interna de la mitocondria, con el sitio 

catalítico expuesto hacia el espacio intermembrana (Dailey & Dailey, 1996). De 

acuerdo a la estructura cristalográfica de la PPOX humana, esta proteína se 

compone por tres dominios: un dominio de unión al cofactor, un dominio de 

unión al sustrato y un dominio de unión a membrana (Fig. III.1); estos dominios 

presentan las mismas características que aquellos descriptos para Nicotiana 

tabacum (Koch et al, 2004; Qin et al, 2011).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura III.1 : Estructura de la PPOX humana. Se muestran el dominio de unión a sustrato (verde), unión a 
FAD (rojo) y de unión a membrana (amarillo). También se observan el cofactor FAD (celeste) y el 

inhibidor acifluorfen (violeta). N: extremo N-terminal; C: extremo C-terminal. Qin et al, 2011. 
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El dominio de unión al cofactor FAD está compuesto por 13 hojas 

plegadas  y 8 -hélices, involucrando a los residuos 1 a 91, 210 a 310 y 417 a 

477. La estructura de este dominio es similar al descripto para la misma enzima 

en otras especies como Nicotiana tabacum, Myxococcus xanthus y Bacillus 

subtilis (Koch et al, 2004; Corradi et al, 2006; Qin et al, 2010). La molécula de 

FAD, como se observa en la Figura III.1, se encuentra enterrada en el dominio y 

es reconocida por la estructura secundaria canónica (Wierenga et al, 1986). 

Además, la enzima humana comparte una homología significativa con un cierto 

número de oxidasas que contienen un motivo de unión a FAD en su extremo N-

terminal (Dailey & Dailey, 1996). 

El dominio de unión a sustrato, conformado por los aminoácidos 311 a 

416, consta de 5 hojas  rodeadas por 3 -hélices. El sustrato interactúa 

directamente con los aminoácidos  F98, G332 y R97, entre otros (Fig. III.2). 

Cierto número de aminoácidos aromáticos y alifáticos forman parte de este 

dominio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura III.2 : Bolsillo de unión a sustrato. Los principales residuos involucrados en la interacción con el 

sustrato se muestran en celeste. Qin et al, 2011. 
 

 

El dominio de unión a membrana contiene un canal en forma de U 

abierto de un lado, desde el sitio activo de la PPOX hacia la membrana de la 

mitocondria, que tendría como función canalizar a la proto para que ésta sirva 

como sustrato para la siguiente enzima de este camino biosintético, la 

Ferroquelatasa (Koch et al, 2004). Este dominio que comprende a los 
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aminoácidos 92 a 209, está conformado por 8 -hélices y 2 hojas  (Qin et al, 

2011). 

La PPOX había sido descripta como un homodímero en ensayos de 

cromatografía de exclusión por tamaño (Dailey & Dailey, 1996), sin embargo los 

estudios cristalográficos y de cromatografía en presencia de detergente realizados 

con la PPOX humana revelan la presencia de una única molécula. De esta forma, 

Qin y colaboradores (2011) concluyen que in vitro la PPOX se comporta como 

monómero, aunque no descartan la posibilidad de que in vivo forme dímeros, 

proceso que podría ser mediado por la ferroquelatasa en la membrana interna de 

la mitocondria (Ferreira et al, 1988; Proulx et al, 1993; Koch et al, 2004).   

En cuanto a su mecanismo de acción, éste requiere de tres moléculas de 

oxígeno como aceptor final de electrones, tanto en eucariotas como en la mayoría 

de los procariotas aeróbicos. Además involucra tres pasos de óxido-reducción de 

dos electrones cada una, que conforman finalmente  la eliminación de los seis 

átomos de hidrógeno (Dailey & Dailey, 1996). 

La mayoría de las proteínas destinadas a mitocondrias contienen una 

presecuencia, una secuencia clivable específica hacia el N-terminal que les 

confieren la señal de importación y localización mitocondrial. A pesar de que el 

extremo N-terminal de la PPOX contiene un posible dominio de importación y 

localización mitocondrial dado que está compuesto por tres aminoácidos básicos 

y ninguno ácido y además es capaz de formar una -hélice (von und zu 

Fraunberg, et al, 2003), no contiene una presecuencia clivable, sino que 

aparentemente contendría señales de importación mitocondrial en su extremo N-

terminal o bien señales más distales (Morgan, et al, 2004). Aún hoy no existe 

consenso acerca de cuáles son los residuos involucrados en esta señalización, 

pero aparentemente todos los autores estarían de acuerdo en que existe una señal 

principal en el N-terminal que interactuaría con otras señales internas (von und 

zu Fraunberg, et al, 2003; Morgan, et al, 2004; Davids, et al, 2006).   

Davids y colaboradores (2006) proponen un posible mecanismo de 

importación y localización en mitocondrias para la PPOX (Fig. III.3). La enzima 

se sintetiza en el citoplasma y post traduccionalmente se dirige a una zona central 
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de entrada a la mitocondria por una chaperona como Hsc 70. En esta zona está 

ubicado el complejo TOM (complejo de translocasas de la membrana 

mitocondrial externa). Los primeros 17 aminoácidos del N-terminal de la PPOX 

se unen al complejo TOM 20-22 y así transloca al compartimiento mitocondrial 

correcto, donde la asociación a membrana es dirigida por un motivo hidrofóbico 

o por una secuencia de localización interna. En ausencia de los primeros 17 

aminoácidos, la translocación ocurre por una vía alternativa que involucra al 

complejo TOM 34-70. Una vez atravesado el poro general de ingreso (GIP) la 

PPOX es dirigida por complejos de pequeñas translocasas de la membrana 

mitocondrial interna (TIM) a través del espacio intermembrana. Así se inserta en 

la membrana interna vía translocasas transportadoras (complejo TIM-22). Aún no 

se conoce en qué momento de la síntesis o de la translocación de la enzima se 

incorpora el FAD. 
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Figura III.3 : Mecanismo de targeting mitocondrial de la PPOX propuesto por Davids, et al (2006) 
(modificado). En el esquema se considera que el FAD se incorpora una vez que la PPOX ha pasado a 

través del poro general de ingreso. OM: membrana externa mitocondrial, IMS: espacio intermembrana, 
IM: membrana interna mitocondrial.  
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III.2: Biología molecular del gen PPOX 

El gen de la PPOX humana se ha mapeado en la banda 22-23 del brazo 

largo del cromosoma 1 (Roberts et al, 1995; Taketani et al, 1995). En una 

primera instancia, de acuerdo a los ensayos de ligamiento realizados por de 

Bissbort y colaboradores (1988), se pensó que este locus se encontraba ligado al 

gen de -1 antitripsina en el cromosoma 14, pero Taketani y colaboradores 

(1995), demostraron que esto no es así, argumentando que la posible diferencia 

de resultados se debería a que el producto de un gen del cromosoma 14 podría 

estar interactuando con la PPOX afectando su expresión o su actividad.  

El gen contiene 13 exones en una longitud de 5,5kb (Puy et al, 1996), de 

los cuales los últimos 12 son codificantes (Fig. III.4) y todas las uniones intrón-

exón contienen secuencias consenso de splicing (Roberts, et al, 1995; Taketani, 

et al, 1995). Se transcribe generando un ARNm de 1,8 kb (Dailey & Dailey, 

1996), el cual se sintetiza como el mismo transcripto en células eritroideas y no 

eritroideas, y además contiene dos posibles sitios de inicio de la transcripción 

(Taketani et al, 1995). Se ha demostrado que el exón 1 no codificante aumenta la 

actividad del promotor en tejido eritroideo gracias a que posee dos sitios de unión 

a GATA-1, un conocido modulador de la regulación transcripcional eritro-

específica. Estos sitios son esenciales para la expresión de la PPOX en este 

tejido, pero no poseen un rol regulatorio en la expresión constitutiva (de Vooght 

et al, 2007). 

Se han identificado una amplia variedad de mutaciones diferentes en el 

gen de la PPOX responsables de PV, que a la fecha se aproximan a 150 (Human 

Genome Mutation Database http://www.hgmd.org). Éstas incluyen mutaciones 

nonsense/missense (75), de splicing (24), pequeñas y grandes deleciones (31 y 1), 

pequeñas inserciones (16), pequeños indels (1) y grandes 

inserciones/duplicaciones (1). Esta gran variedad de mutaciones refleja el grado 

de heterogeneidad molecular de la enfermedad.  

http://www.hgmd.org/
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Figura III.4 : Organización del gen de la PPOX humana. Los rectángulos llenos representan a los exones 
codificantes, mientras que los rectángulos vacíos representan a regiones no codificantes. Se muestran 
también los codones de inicio (ATG) y de terminación (TGA). Modificado de Whatley et al, 1999. 

 

III.3: Porfiria Variegata 

Deficiencias en la actividad de la PPOX son responsables de la aparición 

de porfiria variegata (PV). Esta es una porfiria hepática mixta, de herencia 

autosómica dominante, de penetrancia incompleta y generalmente de 

manifestación adulta, en la cual la actividad de la enzima se encuentra 

disminuida aproximadamente al 50%. 

La manifestación clínica de esta enfermedad es variable, dado que los 

síntomas agudos y cutáneos ocurren en conjunto o por separado en los individuos 

afectados (Poblete-Gutiérrez et al, 2006a). Entre las manifestaciones cutáneas se 

pueden mencionar la fragilidad cutánea, fotosensibilidad, ampollas y cambios en 

la pigmentación en zonas expuestas a la luz solar (Batlle, 1997), debido a la 

acumulación debajo de la piel de copro y protoporfirina. En cuanto a los 

síntomas neurológicos se encuentran dolores abdominales intermitentes, 

trastornos agudos, constipación, vómitos, hipertensión, taquicardia, fiebre, entre 

otros (Kappas et al, 1995; Nishimura et al, 1995; Kauppinen et al, 2001). Los 

ataques agudos son frecuentemente el resultado de la exposición a agentes 

desencadenantes, como por ejemplo, drogas porfirinogénicas, ingesta de alcohol, 

dietas reducidas en calorías, hormonas, que finalmente logran estimular la 

síntesis del hemo por inducción de la ALA-S, lo cual lleva a la acumulación de 

ALA y PBG, que como se ha mencionado, son los responsables de dichos 

ataques (Frank, et al 2001; Kauppinen et al, 2001; Kauppinen, 2005). La 

sintomatología neurológica es idéntica a la observada en pacientes con PAI y 
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CPH; sin embargo, la fotosensibilidad es más común y las lesiones resultantes 

suelen ser más crónicas que en el caso de CPH (Sassa, 2002). 

Bioquímicamente se caracteriza por presentar concentraciones elevadas 

de copro y proto en materia fecal, copro en orina y, sólo durante el ataque, ALA 

y PBG en orina. Las porfirinas plasmáticas emiten fluorescencia a 626 nm 

cuando son excitadas por la luz UV lejana (máximo: 400 nm), lo que 

probablemente represente la formación de un conjugado proto-péptido (Sassa, 

2002). 

Dado que la acción de la PPOX en el camino de biosíntesis del hemo se 

produce con posterioridad a la formación de ALA y PBG (cuatro pasos luego de 

la formación de PBG), no resulta inmediata la explicación de por qué estos 

intermediarios se acumulan en la PV. El hecho de que ALA y PBG aumenten su 

excreción durante un ataque agudo sugiere que la reacción catalizada por la 

enzima PBG-D es el paso limitante. Se ha propuesto que este fenómeno puede 

deberse a la acumulación de algún producto inmediatamente posterior al PBG 

que inhibe a la PBG-D, así como también la existencia de mutaciones en el gen 

de la PBG-D. Ninguna de estas hipótesis parece correcta ya que, en el caso de la 

primera se observa que en la PCT la acumulación de urogen III no se relaciona 

con concentraciones elevadas de ALA y PBG. En el caso de la segunda hipótesis 

propuesta, sería improbable que un mismo individuo porte un defecto hereditario 

en dos genes codificados por diferentes cromosomas (Meissner et al, 1993), salvo 

que se trate de un caso de porfiria dual. 

Meissner y colaboradores (1993) postularon una tercera hipótesis en la 

cual el aumento de ALA y PBG tanto en pacientes con PV como en pacientes 

con CPH se debe a la acumulación de las porfirinas comúnmente observadas en 

estos dos tipos de porfirias. Se encontró que en pacientes PV existe una 

disminución en la actividad de la PBG-D, cuyas características cinéticas sugieren 

inhibición alostérica; este efecto fue abolido al remover los porfirinógenos del 

sistema y reproducido al adicionar coprogen III y protogen IX, pero no al agregar 

urogen III o porfirinas. Resultados similares se encontraron al adicionar protogen 
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a la enzima PBG-D humana purificada, sugiriéndose así que este porfirinógeno 

posee un efecto directo sobre la actividad de la PBG-D. 

A pesar de ser considerada una enfermedad de herencia autosómica 

dominante se han  reportado casos de PV en homocigosis, ya sea en heterocigosis 

compuesta (70% de los casos) o en homocigosis verdadera. Esta variante es de  

manifestación infantil y presenta una disminución de la actividad enzimática 

menor al 25% respecto de la actividad normal. El fenotipo de estos pacientes es 

severo e incluye síntomas como retardo mental y del crecimiento, braquidactilia, 

convulsiones y fotosensibilidad (Kordac et al, 1984; Hift et al, 1993; Roberts et 

al, 1998; Corrigall et al, 2000; Kauppinen et al, 2001; Palmer et al, 2001; 

Poblete-Gutierrez et al, 2006b). 

En general, todas las mutaciones responsables de PV se han encontrado 

solamente en una familia, sin embargo ciertas mutaciones están presentes en más 

de una familia no relacionada. Este es el caso de la mutación p.R59W, que en la 

población blanca sudafricana se ha hallado en una muy alta prevalencia 

(3:1.000), la cual se debe a un efecto fundador, generado cuando una pareja 

holandesa, portadora de la mutación se estableció en Ciudad del Cabo (Warnich, 

et al, 1996; Groenewald, et al, 1998). Fuera de la población antes descripta, la PV 

no es tan común, y dado que es una enfermedad de baja penetrancia y fácilmente 

confundible con otras porfirias hepáticas, estimar su frecuencia es una tarea 

complicada (Roberts, et al, 1995). 

 

III.4: Porfiria Variegata en la Argentina 

En la población Argentina, la prevalencia de la PV es de 1:500.000 

(Méndez et al, 2012). Ésta resulta baja comparada con la reportada para otras 

poblaciones, como por ejemplo la ya mencionada en Sudáfrica que es de 3:1.000 

(Warnich et al, 1996) y en Finlandia que resulta de 1,9:100.000 (von und zu 

Fraunberg et al, 2002), entre otras. 

En el Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias (CIPYP) en 

los últimos años se han diagnosticado bioquímica y genéticamente como PV a 

más de 100 individuos. Hasta el año 2008 el 28% presentan sólo sintomatología 
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aguda, mientras que el 35% sólo síntomas cutáneos y el restante 37% padecen 

síntomas mixtos (Rossetti et al, 2008). La enfermedad en nuestro país es más 

común en mujeres que en hombres (11:9; Parera et al, 2003). 

Según los resultados obtenidos hasta el momento, no habría evidencias 

de relación genotipo-fenotipo ya que no fue posible adjudicar a un defecto 

genético dado un solo tipo de síntoma clínico (Rossetti et al, 2008), resultados 

similares a los descriptos en otras poblaciones (Whatley et al, 1999). 

Contrariamente, von und zu Fraunberg y colaboradores (2002) encontraron una 

relación de este tipo para la población finlandesa.  

Se han encontrado en nuestra población una gran variedad de mutaciones 

en el gen de la PPOX, responsables de PV; algunas ya reportadas y otras nuevas 

(Rossetti et al, 2008; Méndez et al, 2012; resultados no publicados). De todas 

ellas, se destaca la mutación c.1.042_1.043insT, con una elevada prevalencia de 

alrededor del 40%. Esta pequeña inserción fue descripta por primera vez en el 

CIPYP (De Siervi et al, 2000) y nunca se ha descripto en otras poblaciones.  
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Capítulo IV: Porfirias Hepáticas Agudas y estrés oxidativo 

IV.1: Estrés oxidativo: ROS y sistema de defensa antioxidante 

En el metabolismo normal de las células se generan a partir de reacciones 

de óxido-reducción, radicales libres, moléculas que presentan un número impar 

de electrones y una alta tendencia a formar pares estables. 

Los radicales libres son altamente reactivos y, aunque son producto del 

metabolismo normal de la célula, en concentraciones elevadas pueden atacar a 

biomoléculas tales como proteínas, ADN y lípidos de membranas celulares 

(Bendich, 1990; Afonso et al, 1996; Ross et al, 2000; Smirnova et al, 2000, 

Halliwell & Gutteridge, 1999), provocando así daño celular y tisular. Esta 

situación, llamada estrés oxidativo, ocurre cuando existe un desbalance 

fisiológico entre la producción de prooxidantes y antioxidantes que conlleva a la 

acumulación de especie prooxidantes. 

Las especies reactivas del oxígeno (ROS) son una variedad de moléculas 

derivadas del O2 (Herrero et al, 2008) (Tabla IV.2) que pueden generarse durante 

reacciones enzimáticas implicadas en la cadena respiratoria por reducción 

incompleta del O2 (Han et al, 2001; Raha & Robinson, 2000), en la fagocitosis y 

en la síntesis de prostaglandinas, durante reacciones no enzimáticas entre el O2 y 

compuestos orgánicos, mediante la oxidación de ácidos grasos y peroxidación 

lipídica de membranas celulares, y por efecto de radiaciones ionizantes (Zorrilla 

García, 2002). Las ROS son agentes oxidantes y abarcan tanto especies 

radicalarias como no radicalarias que son fácilmente convertidas a radicales 

(Avello & Suwalsky, 2006). Por otras parte dos especies radicalarias al compartir 

sus electrones desapareados se vuelven no radicalarias (Birben et al, 2012). 
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Tabla IV.2: Especies reactivas del oxígeno. Se muestran algunos ejemplos de oxidantes tanto radicalarios 
como no radicalarios. 

 

 

El anión superóxido (O2
.-) es el precursor de la mayoría de las ROS. La 

dismutación de éste, catalizada por la superóxido dismutasa (SOD), genera peróxido de 

hidrógeno (H2O2), que gracias a la acción de diversas oxidasas, como la catalasa (CAT) 

y la glutatión peroxidasa (GPX), puede ser reducido a H2O. Sin embargo, en presencia 

de metales de transición, la reducción parcial del H2O2 genera el radical hidroxilo (HO.), 

uno de los más potentes oxidantes de la naturaleza (Herrero et al, 2008), que al ser tan 

reactivo puede dañar proteínas, carbohidratos, ADN y comenzar el proceso de 

peroxidación lipídica (Fig. IV.2). Cuando el metal involucrado es hierro, puede ocurrir 

tanto una reacción de Fenton (2) como una reacción de Haber-Weiss (2) (Kehrer, 2000): 

 
Fe3+ + O2

.- → Fe2+ + O2    (1) 
Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH- + OH.   (2) 
Reacción neta: O2

. + H2O2 → O2 + OH- + OH. 
 

 

 

 

 

 

  

 

 
 
 
 

Figura IV .2: Generación de ROS y principales enzimas de la defensa antioxidante (εu oz εorón   
Castilla-Cortázar, β01β). 
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Las células cuentan con un sistema de defensa antioxidante, tanto 

enzimático como no enzimático, encargado de mantener a las especies 

radicalarias dentro de niveles normales. Un antioxidante es una sustancia capaz 

de neutralizar la acción oxidante de los radicales libres, liberando electrones para 

que éstos los capten, manteniendo así su estabilidad (Avello & Suwalsky, 2006). 

Entre las defensas enzimáticas encontramos a las enzimas antioxidantes 

superóxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutatión peroxidasa (GPX) (Fig. 

II.2) que remueven anión superóxido y peróxido de hidrógeno antes de que, en 

presencia de metales, se produzcan especies más reactivas como el radical 

hidroxilo por reacciones de tipo Fenton o Haber-Weiss. Existen otras enzimas 

antioxidantes como la hemo-oxigenasa, la glutatión reductasa y la glutatión S 

transferasa.  

En cuanto al sistema de defensa antioxidante no enzimático, podemos 

destacar a las vitaminas E y C, los betacarotenos, los flavonoides y los licopenos, 

los cuales son incorporados mediante la dieta (Zorrilla García, 2002), además del 

glutatión (GSH), carotenos y ácido úrico, entre otros. Estos compuestos ejercen 

su acción antioxidante mediante la estabilización de los radicales libres. 

Los antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos, son considerados como 

la primera línea de defensa, pero, dado que no es un sistema totalmente efectivo, 

existe una segunda línea de defensa. Esta última involucra sistemas de reparación 

de daño al ADN y sistemas eliminadores de componentes celulares oxidados 

como las macroxiproteinasas y las endonucleasas (Pérez Gastell & Pérez de 

Alejo, 2000). 

El incremento del estrés oxidativo puede resultar de un aumento en la 

producción de precursores de ROS, de un aumento de ROS, de un incremento de 

las catálisis prooxidantes, de una reducción de los sistemas antioxidantes o de 

una combinación de todos los anteriores (Zorrilla & Fernández, 1999). Este 

proceso dará como resultado daño a membranas celulares mediante peroxidación 

lipídica, donde se genera como producto malondialdehído (MDA).  
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La determinación en plasma y sangre de los niveles de peróxido de 

hidrogeno, radical superóxido, glutatión oxidado, malondialdehído, etc. se 

pueden emplear como índices de estrés oxidativo (Birben et al, 2012).  

Niveles plasmáticos elevados de homocisteína también se pueden 

considerar como factor de riesgo para diversas patologías como enfermedades 

cardiovasculares, insuficiencia renal, impedimentos cognitivos, enfermedad de 

Alzheimer, entre otras (Glushchenco & Jacobsen, 2007; Sachdev, 2005) debido a 

su capacidad de generar ROS e inducir oxidación de proteínas (Sibrian-Vazquez 

et al, 2010). Este aminoácido azufrado es un producto intermediario del 

metabolismo de la metionina que no se incorpora con la dieta y tampoco a las 

proteínas (Sayar et al, 2007). La homocisteína es remetilada a metionina por la 5-

metiltetrahidrofolato S-metil-transferasa; también es metabolizada por la vía de 

la trans sulfuración catalizada por la cistationina  sintetasa (CS) a través de la  

condensación de homocisteína y L-serina para dar cistationina, la cual es clivada 

a cisteina y 2-cetobutarato por la cistationina liasa. La enzima CS, 

dependiente de fosfato de piridoxal que contiene hemo como cofactor, está 

presente en cerebro pero la cistationina  liasa no lo está, esto explica la elevada 

concentración de cistationina en dicho órgano (Dwyer et al, 2004). 

 

IV.2: Neuropatía porfírica 

En las PHAs, como ya se mencionó, los precursores ALA y PBG se 

excretan en forma masiva durante el ataque. Estos, especialmente el ALA, son 

neurotóxicos. Si bien no se conoce con certeza el mecanismo por el cual estos 

precursores provocan disturbios neurológicos, se ha postulado una hipótesis para 

el posible mecanismo de acción del ALA. Este precursor puede autooxidarse 

generando ROS, las cuales aumentan el grado de estrés oxidativo en la célula y 

esto sería la causa del cuadro observado (Demasi et al, 1997; Onuki et al, 2004). 

La autooxidación del ALA es catalizada por hierro y de esta manera se genera el 

ácido 4,5 dioxovalérico (DOVA), un eficiente alquilante de ADN in vitro 

(Demasi et al, 1996; Atamna & Frey, 2004). 
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Si bien la relación entre el estrés oxidativo y el deterioro hepático en 

pacientes con PHAs cuenta con fuertes evidencias a favor, que indican que el 

mecanismo carcinogénico es mediado por radicales libres, particularmente por la 

autooxidación del ALA a DOVA (Doss et al, 1978; Hermes-Lima et al, 1991; Di 

Mascio et al, 2000), aún no se conoce con exactitud el mecanismo involucrado en 

la patogénesis de la disfunción neurológica.  

Existen dos hipótesis principales acerca del mecanismo de 

neurotoxicidad de la neuropatía porfírica y ambas contribuyen al desarrollo de la 

disfunción nerviosa. La primera propone que la deficiencia de hemo en hígado y 

probablemente en tejido neuronal, producida durante el ataque agudo, afectaría 

procesos celulares fundamentales dependientes de hemo proteínas, como puede 

ser la producción de energía por cadena de transporte de electrones. La segunda 

se relaciona con la acumulación de ALA, el cual tiene propiedades neurotóxicas 

y oxidativas, que influyen directamente en el daño neuronal. 

En cuanto a la última hipótesis mencionada, se ha reportado daño 

oxidativo a las mitocondrias, lisosomas, ADN y proteínas en modelos animales 

tratados con ALA exógeno, dado que este precursor, como se mencionó 

anteriormente, puede oxidarse mediante una reacción catalizada por hierro, 

generando ROS y DOVA (Demasi et al, 1996; Onuki et al, 2004). Además, las 

ROS generadas por ALA provocan la liberación del hierro de la ferritina (Oteiza 

et al, 1995; Onuki et al, 2004) y daño oxidativo a ésta (Rocha et al, 2000). Todos 

los factores hasta aquí expuestos llevarían a un aumento del grado de estrés 

oxidativo de la célula, con el consecuente aumento inicial de la capacidad 

antioxidante en plasma por inducción del sistema de defensa. 

No obstante, el ALA por sí solo no es suficiente para producir el ataque 

agudo dado que los niveles encontrados durante el ataque no correlacionan con la 

severidad de las manifestaciones clínicas observadas (Gorchein & Webber, 

1987); y por otra parte, la administración del precursor a individuos normales no 

produce síntoma alguno (Dowdle et al, 1968; Mustajoki et al, 1992). Esto indica 

que existen otros factores involucrados en la patogénesis y desarrollo de la 

neuropatía porfírica. De esta forma, ambas hipótesis se interrelacionan, ya que la 
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deficiencia relativa de hemo en estos pacientes en hígado y cerebro contribuye a 

la disfunción del sistema nervioso in vivo (Meyer et al, 2005). 

En cuanto a la insuficiencia de hemo, podemos decir que esto puede 

llevar a defectos en la distribución de energía por deficiencias en el transporte de 

electrones mitocondrial, afectando así la función neuronal y el transporte axonal 

(Sengupta et al, 2005; Chernova et al, 2006). Además, se ve afectada la 

capacidad mitocondrial de defensa frente al daño oxidativo (Meyer et al, 1998; 

Ferrer et al, 2010) y el sistema detoxificante de drogas citocromo P450 

(Anderson et al, 1976; Thunell et al, 2000; Lavandera et al, 2007). 

Aún no se conoce el mecanismo por el cual el ALA atraviesa la barrera 

hematoencefálica, pero algunos trabajos proponen a la difusión pasiva como 

posible mecanismo de acumulación en tejido neuronal (Ennis et al, 2003). Sin 

embargo, se ha demostrado la captación y acumulación de ALA en cerebelo y 

corteza cerebral de rata y la posterior inducción de perooxidación lipídica (Princ 

et al, 1994; Princ et al, 1998; Junkat et al, 1995), indicando que esta molécula es 

capaz de alcanzar dichos tejidos. 

Se ha descripto que la deficiencia o desregulación de hemo sería un 

componente importante del proceso neurodegenerativo (Atamna et al, 2002) 

encontrándose alteraciones de su biosíntesis en la enfermedad de Alzheimer 

(Atamna & Frey, 2004), donde el daño oxidativo se relaciona, desde etapas 

tempranas, con la disfunción neurológica (Siedlac et al, 2009). En pacientes con 

Alzheimer se encontraron niveles elevados de hemo oxigenasa y de bilirrubina en 

forma crónica, y disminución del complejo IV mitocondrial, formado por hemo, 

además de una disminución en la expresión de las enzimas ALAS y PBG-D en 

cerebros de estos pacientes (Atamna & Frey, 2004; Dwyer et al, 2009). Por lo 

tanto la desregulación observada en el metabolismo del hemo contribuiría con las 

alteraciones encontradas en cerebros con Alzheimer (Atamna & Frey, 2004). Por 

otra parte, se han descripto pacientes PAI con niveles plasmáticos de 

homocisteína elevados (To-Figueras et al, 2010), parámetro considerado de 

riesgo en la enfermedad de Alzheimer. 
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En condiciones de deficiencia de hemo se pierde la regulación óxido-

reducción necesaria para mantener activa a la enzima CS y por lo tanto se 

acumula homocisteína. Se sabe que ésta interfiere con la captación de hierro por 

la ferritina, lo cual llevaría a un aumento de Fe y del estrés oxidativo en la 

neurona explicando la formación de las placas  amiloides características de la 

enfermedad de Alzheimer. Esta situación además provoca una  inducción de la 

hemo oxigenasa agravando así la deficiencia de hemo y resultando en un círculo 

vicioso (Dwyer et al, 2004). 

 Considerando que la deficiencia de hemo tendría un importante rol en 

los procesos neurodegenerativos que resultan en enfermedades como el 

Alzheimer (Atamna et al, 2002), y que en los individuos con porfirias hepáticas 

agudas se genera un estado de estrés oxidativo debido a la acción del ALA y a la 

deficiencia de hemo, estos últimos constituirían factores de alto riesgo para la 

evolución hacia una enfermedad neurodegenerativa grave en estos pacientes 

(Dwyer et al, 2006). De ser así, resultaría posible, sería posible establecer una 

interrelación entre los mecanismos neuropatogénicos que ocurren en pacientes 

con porfirias agudas y con Alzheimer.  
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Capítulo V: Objetivos 

V.1: Objetivo general 

El objetivo general del trabajo es realizar un amplio estudio clínico, 

bioquímico y molecular de las PHAs prevalentes en nuestra población, 

fundamentalmente de la Porfiria Variegata, estudiando su relación con el estrés 

oxidativo. 

 

V.2: Objetivos específicos 

Los siguientes objetivos específicos serán abordados en esta Tesis: 

Identificación y caracterización de la mutación responsable de la Porfiria 

en el propósito y sus familiares, cuando sea posible, con el objetivo de detectar 

portadores asintomáticos y asesorarlos acerca del riesgo del contacto con los 

agentes desencadenantes de la enfermedad.  

La caracterización funcional de las nuevas mutaciones halladas mediante 

ensayos de expresión procariótica y de minigenes.  

Realizar un análisis de haplotipos en función de dilucidar el origen de la 

prevalente mutación c.1.042_1.043insT en nuestra población, empleando 

repeticiones en tándem como marcadores moleculares. 

Identificar biomarcadores de la disfunción neurológica hacia una 

enfermedad neurodegenerativa, estudiando en forma comparativa diferentes 

parámetros de estrés oxidativo en pacientes con PHAs y controles sanos. 



 

 

 

 

 

 

MÉTODO EXPERIMENTAL 
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Capítulo I: Análisis genético de pacientes PV 

I.1: Pacientes 

En este trabajo se incluyeron 36 familias con diagnóstico clínico y 

bioquímico de PV, conformándose un total de 139 individuos. Se respetaron los 

principios establecidos en el acuerdo de la 18º Asamblea Médica Mundial de 

Helsinki, Finlandia, 1964, revisado por la 52º Asamblea Médica Mundial de 

Edimburgo, Escocia, 2000. El protocolo de estudio fue aprobado por el comité de 

ética del Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias. Asimismo se 

dispone del consentimiento informado de los pacientes. La falta de relación entre 

familias se obtuvo a partir del interrogatorio oral. 

Todos los pacientes se diagnosticaron como PV en base a su historia 

clínica de al menos un ataque agudo y/o lesiones cutáneas asociadas con una 

excreción aumentada de porfirinas en orina y materia fecal. El diagnóstico 

bioquímico se realizó siguiendo la metodología descripta por Batlle (1997). El 

diagnóstico diferencial se completó con los estudios genéticos. 

Para el análisis de la relación genotipo-fenotipo, se los clasificó como PV 

cutáneos, agudos o mixtos en base a su historia clínica de al menos una 

manifestación cutánea, aguda o ambas, respectivamente. 

Para el análisis de mutaciones por categorías, éstas fueron definidas 

empleando el siguiente criterio. Mutaciones missense: cambio de nucleótido que 

conlleva a cambio de aminoácido; mutaciones de splicing: cambio de nucleótido 

que afecta el procesamiento del ARNm; deleciones: deleción de nucleótido/s que 

genera un codón finalización prematuro en la proteína; inserciones: inserción de 

nucleótido/s que genera un codón finalización prematuro en la proteína. 

 

I.2: Extracción y cuantificación de ADN genómico 

A partir de muestras de sangre periférica se procedió a la extracción del 

ADN genómico utilizando un kit comercial (GE Healthcare). Se siguieron las 

especificaciones del producto, el cual tiene como principio, luego de la lisis 
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celular, la adsorción del ADN a la matriz de sílica de una columna, el cual luego 

de las etapas de lavado es eluído empleando H2O desionizada.  

 Luego, se cuantificó la muestra de ADN obtenida empleando al 

fluorometro Qubit ® (Invitrogen). Esta técnica se basa en el uso de colorantes 

fluorescentes para determinar la concentración de las moléculas de interés, en 

este caso, ADN genómico. Se siguieron las especificaciones del producto, el cual 

incluye sus propios reactivos para el armado de una solución de trabajo que 

contiene colorante (dilución 1:200). A ésta finalmente se le adiciona entre 1 – 10 

l de la muestra incógnita. Variando los reactivos, el mismo dispositivo puede 

utilizarse para la cuantificación de ARN, ADN doble y simple cadena, y 

proteínas. 

 

I.3: Amplificación del gen de la PPOX 

Para la detección de mutaciones los exones junto con 50-100pb de sus 

regiones flanqueantes, regiones intrónicas, promotor del gen de la PPOX o el gen 

completo se amplificaron empleando los primers y condiciones descriptas en las 

Tablas I.1 y I.2. Cada tubo de amplificación contenía, en concentración final, 

buffer de amplificación 1X, 200 με de dNTPs, 0,2 με de cada primer, entre 50 

y 100 ng de templado (ADN) y 0,05 U/µl de Taq polimerasa (Taq Polymerase, 

Recombinant-Invitrogen o Platinum High Fidelity-Invitrogen), y se llevó a un 

volumen final de 50µl con H2O desionizada. 

Para comprobar que la reacción de PCR fue exitosa, se armaron geles de 

agarosa 1% en buffer TBE 1X. Se corrieron las muestras correspondientes a los 

fragmentos de cada individuo junto con un marcador de peso molecular (100 pb-

Invitrogen) durante 30 min. a 400 mA y 90 V y se revelaron con bromuro de 

etidio. 
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PCR SECUENCIA PRIMERS REGIÓN 

ABARCADA 

TAMAÑO 

AMPLICÓN 

[Mg
2+

] (mM) 

E1 
F: ccccagcagtgaaggttatgt 

Promotor – exón 1 861 pb 1,5 
R: tccgtgcacacttagtttccc 

FI 
F: gcttctggagcgcaggttgtcc 

Exón 2 - exón 4 758 pb 1,6 
R: aaggcatatgaggatgagggca 

FII 
F: aggtatgtcaggagcttcccc 

Exón 5 - exón 6 680 pb 1,6 
R: ccctcactttggcagtacttaa 

FIII 
F: tgctgggattacaggtgt 

Exón 7 - exón8 852 pb 2,5 
R: agcttttgcttctcactggtagg 

FIV 
F: cctaccagtgagaagcaaaagct 

Exón 9 321 pb 2 
R: gattacaggtgtgagccacca 

FV 
F: gccctttccttctgacgcatg 

Exón 10 - exón 13 1062 pb 2,5 
R: ttgtttggtgaaggaagccc 

 
Gen 

Completo 

F: tacccttccacctggaggc 
Promotor – poli A 5,8 kb 2 

R: ttgtttggtgaaggaagccc 

Tabla I.1: Condiciones de amplificación del gen de la PPOX. La secuencia de los primers se muestra en 
sentido 5’→γ’. δos primers fueron diseñados por De Siervi et al, 2000a y b, Rossetti et al, 2008 y 

Granata, 2008.  
 

 

 

ETAPA 
PCR 

E1 FI FII FIII FIV FV Gen completo 

Desnaturalización inicial 95 ºC 5 min 95 º C 5 min 95 ºC 5 min 95 ºC 5 min 95 ºC 5 min 95 ºC5 min 94 °C 2 min 

Desnaturalización 95 ºC 30 seg 95 º C 30 seg 95 ºC 30 seg 95 ºC 30 seg 95 ºC 30 seg 95 ºC 30 seg 94 °C 30 seg 

Annealing 60 ºC 20 seg 60 º C 30 seg 60 ºC 30 seg 62 ºC 20 seg 60 ºC 20 seg 62 ºC 20 seg 60 °C 30 seg 

Extensión 72 ºC 1 min 72 º C 30 seg 72 ºC 30 seg 72 ºC 30 seg 72 ºC 30 seg 72 ºC 30 seg 68 °C 6 min 

Extensión final 72 ºC 5 min 72 º C 5 min 72 ºC 5 min 72 ºC 5 min 72 ºC 5 min 72 ºC 5 min 68 °C 10 min 

# ciclos 30 30 30 35 30 35 30 

Tabla I.2: Programas de PCR empleados en la detección de mutaciones de familias PV. 

 

I.4: Purificación de los productos de PCR 

El producto de PCR se purificó y se secuenció. De acuerdo a lo 

observado en el gel de agarosa, se procedió a una purificación directa o a partir 

del taco de agarosa que contenía la banda de interés. En ambos casos se 
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emplearon kits comerciales (Bioneer), siguiendo las especificaciones del 

fabricante. Ambos tienen como principio la adsorción del ADN en la matriz de 

silica de una columna, que será eluido con H2O desionizada.  

 

I.5: Secuenciación de los productos de PCR 

Cada fragmento amplificado y purificado se secuenció de forma 

automática (ABI3730XL ADN analyzer - Macrogen) empleando los primers 

utilizados en las reacciones de PCR correspondientes (Tabla I.2). Todas las 

variantes genéticas halladas se confirmaron por secuenciación en ambos sentidos 

de al menos dos productos de PCR diferentes. Las mutaciones nuevas se 

validaron como tales, y no como polimorfismos o variantes de secuencia, 

comprobando su ausencia en por lo menos 50 individuos controles (100 alelos 

normales) y posterior análisis funcional (Método Experimental, Capítulo II; 

Resultados y Discusión, Capítulo II). 

 

I.6: Sistema de numeración y nomenclatura de mutaciones 

Los nucleótidos exónicos se nombraron a partir del primer nucleótido del 

codón de  iniciación de la traducción de acuerdo a la secuencia del ADNc 

derivado de la secuencia genómica mientras que los nucleótidos del promotor e 

intrones se nombraron según la secuencia  genómica completa (N acceso 

Genebank X99450). 

La correcta nomenclatura de las mutaciones se realizó de acuerdo a den 

Dunnen & Antonarakis, 2001; den Dunnen & Paalman, 2003 y Laros et al, 2011 

(guía de nomenclatura disponible en: http://www.hgvs.org/mutnomen/). 

Finalmente, la correcta denominación de la variante hallada se corroboró 

empleando el Mutalyzer 2 Name Checker y Syntax Checker 

(https://mutalyzer.nl/). 

http://www.hgvs.org/mutnomen/
https://mutalyzer.nl/


MÉTODO EXPERIMENTAL  Capítulo I 
 

|83 
 

I.7: Referencias 

Batlle AM del C. El laboratorio de las Porfirias y Porfirinas. Aspectos 

clínicos, bioquímicos y biología molecular (1997). Actualizaciones médico-

bioquímicas. Acta Bioquím Clín Latinoam. 145-170. 

 

De Siervi A, Parera VE, Batlle A, Rossetti MV. Two new mutations 

(H106P and L178V) in the protoporphyrinogen oxidase gene in Argentinean 

patients with Variegate Porphyria (2000a). Hum Mut. 16:532-534. 

 

De Siervi A, Parera VE, Varela LS, Batlle A y Rossetti MV: A novel 

mutation (1320InsT) identified in two Argentine families with Variegate 

Porphyria (2000b). Hum Mut. 16:96-98. 

 

den Dunnen JT, Antonarakis SE. Nomenclature for the description of 

human sequence variations (2001). Hum Genet. 109:121-124. 

 

den Dunnen JT, Paalman MH. Standardizing mutation nomenclature: why 

bother? (2003). Hum Mutat. 22(3):181-182. 

 

Granata, BX. Caracterización molecular de la Porfiria Variegata en la 

población Argentina (2008). Tesina de grado presentada en la Facultad de 

Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires para optar por el 

título Licenciatura en Ciencias Biológicas. 

 

Laros JF, Blavier A, den Dunnen JT, Taschner PE. A formalized 

description of the standard human variant nomenclature in Extended Backus-

Naur Form (2011). BMC Bioinformatics. 12 Suppl 4:S5. DOI: 10.1186/1471-

2105-12-S4-S5.  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21992071


MÉTODO EXPERIMENTAL  Capítulo I 
 

|84 
 

Rossetti MV, Granata BX, Giudice J, Parera VE, Batlle A. Genetic and 

biochemical studies in Argentinean patients with Variegate Porphyria (2008). 

BMC Med Genet. 9:54. DOI: 10.1186/1471-2350-9-54. 



MÉTODO EXPERIMENTAL  Capítulo II 
 

|85 
 

Capítulo II: Caracterización de mutaciones nuevas en el gen de la PPOX 

II.1.1: Análisis bioinformático de las nuevas mutaciones missense 

Para predecir el posible efecto de las nuevas mutaciones missense 

halladas en pacientes PV Argentinos, empleamos tres herramientas 

bioinformáticas: SIFT (http://sift.jcvi.org/; Ng & Henikoff, 2001), PROVEAN 

(http://provean.jcvi.org/; Choi  et al, 2012; Choi 2012) y PolyPhen-2 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/; Adzhubei et al, 2010). Estas predicen, a 

partir de un alineamiento múltiple, el posible efecto biológico de la sustitución de 

un aminoácido por otro en la proteína en estudio (PPOX, NP_001116236.1). 

Cada uno de estos programas calculará un score, el cual nos brinda una idea del 

efecto del cambio de residuo en una dada posición; dicho score es obtenido a 

partir del alineamiento. En comparación con un dado valor umbral (SIFT: <0.05; 

PROVEAN: <-2.5; PolyPhen-2: >0.5), el score para cada secuencia se considera 

significativo, es decir, el efecto de un cambio es deletéreo.  

 

II.1.2: Expresión de mutaciones missense 

Para el ensayo funcional de expresión de mutaciones empleamos al 

vector pHPPO-X (cortesía del Dr Peter Meissner,  Groote Schuur Hospital, 

Ciudad del Cabo, Sudáfrica). Éste se obtuvo mediante la inserción del ADNc 

normal de la PPOX en el vector pTrcHis B (Invitrogen) que contiene un gen de 

resistencia a ampicilina y es inducible por IPTG, metodología descripta por 

Dailey & Dailey (1996). El vector normal, es decir, pHPPO-X, se mantiene en 

bacterias E. coli JM109 y se designa pTrc-PPOX-wt.  

 

II.1.2.1: Preparación de los constructos mutantes 

Para generar los constructos mutantes, que contengan la mutación 

deseada en la posición correspondiente del ADNc, utilizamos la estrategia de 

mutagénesis sitio dirigida. En la Figura II.1 se muestra en forma esquemática la 

metodología empleada. En el caso de las mutaciones p.E34V, p.S76F, p.A159V, 

p.G332A y p.Y422C (Fig. II.1 a) la estrategia comprende tres reacciones de PCR. 

http://sift.jcvi.org/
http://provean.jcvi.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
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Las dos primeras reacciones de amplificación introducen la mutación con el 

primer reverse en PCR 1 y forward en PCR 2, y además aprovechan los sitios de 

restricción propios de la secuencia del ADNc de la PPOX presentes hacia 5’ de 

PCR 1 y γ’ de PCR β. En la PCR γ se utilizan los productos anteriores como 

templado y los primers forward de PCR 1 y reverse de PCR 2 para obtener un 

fragmento de mayor tamaño que contiene la mutación en su parte media y los dos 

sitios de restricción hacia los extremos. La mutación p.W224G, en cambio, se 

obtuvo mediante una única PCR donde el primer forward contiene un sitio de 

restricción y el reverse contiene la mutación y el sitio de restricción restante (Fig. 

II.1 b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.1:  Esquema de 
estrategia de mutagénesis sitio 
dirigida. a) Estrategia empleada 
con las mutaciones p. p.E34V, 
p.S76F, p.A159V, p.G332A y 
p.Y422C. b) Estrategia utilizada 
con la mutación p.W224G. 
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Para realizar los constructos correspondientes a las mutaciones p.E43V y 

p.S76F se emplearon las enzimas de restricción CpoI y SacI; en el caso de 

p.Y422C y p.G332A, XbaI y HindIII; para p.A159V, CpoI y XbaI, y finalmente 

para p.W224G se emplearon las enzimas SacI y XbaI. En la Tabla II.1 se 

muestran las secuencias de todos los primers usados. Todos los protocolos de 

PCR se realizaron en un volumen final de 50 l en presencia de 1,5 mM de Mg2+; 

0,2 mM de cada primer; 200 με de cada dNTP y 0,05 U/µl de Taq polimerasa 

(Taq Polymerase, Recombinant-Invitrogen). Los programas de amplificación 

contaron con una temperatura de annealing de 60 °C y entre 30 y 35 ciclos. 

Como templado se utilizaron entre 10 y 20 ng de pTrc-PPOX-wt para la PCR1 y 

PCR2. Para aquellas mutagénesis que se realizaron en 3 reacciones, los productos 

obtenidos en PCR 1 y PCR 2 se purificaron (según protocolo descripto en 

Método Experimental I.4) y se mezclaron en igual proporción, para ser utilizados 

como nuevo templado en la PCR 3 (entre 10 y 20 ng de esta mezcla). 

 

  PCR1 PCR2 

MUTACIÓN Primer Forward Primer Reverse Primer Forward Primer Reverse 

p.E34V atgggccggaccgtggt tcccagacgctcactgctcAccactagga tcctagtggTgagcagtgagcgtctg

gga 

atgctgagctcacggctgttgcct 

p.S76F atgggccggaccgtggt ccaagctcaAaaaccaggagca tgctcctggtttTtgagcttgg atgctgagctcacggctgttgcct 

p.A159V atgggccggaccgtggt ggctagagacAccacctcagg cctgaggtggTgtctctagcc ggcaacatctctagacctcc 

p.W224G tggagtgtttgcaggcaacagc

cgt 

aacatctctagacctccacgaagtgaccactggctcc

Cgcgct 

- - 

p.G332A agtggtcacttcgtggaggt ggcaccaaatgtGcaaatccctgga ccagggatttgCacatttggtgccatct

tc 

atccgccaaaacagccaagctttca

gc p.Y422C agtggtcacttcgtggaggt ccagtgacctagtgtaCactggggaat attccccagtGtacactaggtcactgg atccgccaaaacagccaagctttca

gc Tabla II.1:  Primers utilizados en la estrategia de mutagénesis sitio dirigida. Las secuencias se muestran 
en sentido 5’ – γ’, las regiones subrayadas corresponden a los sitios de restricción y las mayúsculas a los 
cambios nucleotídicos. Los últimos tres primers forward de PCR1 que no presentan en su secuencia sitios 

de restricción se debe a que el sitio se encuentra unas bases río abajo en el ADNc. 
 

 

Una vez obtenidos los amplicones con la mutación de interés, estos se 

digirieron con las enzimas de restricción mencionadas más arriba según 

especificaciones del fabricante (New England Biolabs). Se llevó a cabo, en todos 

los casos, la digestión doble de vector (pTrc-PPOX-wt) e inserto (amplicón 

mutado correspondiente) a 37 °C, O.N., en un volumen final de 50 l. Las 

condiciones de incubación fueron: 0,5 - 1 g de vector, 250 - 500 ng de inserto, 
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10 – 20 U de enzima y, en el caso de ser necesario  BSA 1X; la reacción se 

detuvo con calor: 65 °C durante 20 min. Posteriormente a la digestión de vector, 

éste se desfosforiló empleando 20 U de fosfatasa alcalina (CIP - New England 

Biolabs) en un volumen final de 60 l e incubando 1hr a 37 °C. Como paso 

siguiente, tanto inserto como vector, se purificaron y cuantificaron (Método 

Experimental I.4 y I.2, respectivamente).  

A continuación, se llevó a cabo la reacción de ligación vector-inserto, 

utilizando una relación molar entre 1:3 a 1:6 de vector:inserto. En un volumen 

final de 20 l se emplearon 100 ng de vector, la masa correspondiente de inserto 

para cumplir con la relación molar y 400 U de T4 ADN Ligasa (New England 

Biolabs), y se incubó a 16 °C O.N.  

Luego de la ligación, bacterias E. coli JM109 competentes (JM109 

Competent Cells, >108cfu/µg; Promega), se transformaron de acuerdo al 

siguiente protocolo: se mezclan 100 ml de bacterias competentes con 10 l del 

producto de ligación en un tubo eppendorf estéril, se homogeniza suavemente y 

se incuba por 20 min. en frío (4 °C). Luego, se incuban los tubos a 42 °C por 50 

segundos y finalmente en frío por 2 min. Al cabo del shock térmico, se agregan 

450 l de medio LB estéril y se mantiene en agitación (150 rpm 

aproximadamente) durante 90 min. Al finalizar dicha incubación, se centrifugan 

los tubos (6000 rpm, 2 min.) para disminuir el volumen a plaquear. 

Posteriormente, las bacterias obtenidas se sembraron en placas de Petri con LB + 

Ampicilina (100 g/ml) y se dejaron en estufa de incubación a 37 °C, O.N.. 

También se realizaron los controles correspondientes: de viabilidad, donde una 

alícuota de bacterias competentes se somete al proceso de transformación sin la 

adición de ADN, y de crecimiento, donde una alícuota de bacterias competentes 

se plaquea directamente. 

Como primer screening realizamos una colony PCR, analizando de 5 a 

10 colonias por placa de transformación, con los primers específicos utilizados 

anteriormente en el protocolo de mutagénesis sitio dirigida. La reacción de 

amplificación se realizó en un volumen final de 50 l con 1,5 mM de Mg2+, 0,2 

mM de cada primer, 200 με de cada dNTP, 0,05 U/µl de Taq polimerasa (Taq 
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Polymerase, Recombinant-Invitrogen) y una pequeña muestra (punta de tip) de 

cada colonia. La desnaturalización inicial se realizó a 94°C durante 8 min., la 

temperatura de annealing fue de 55 °C y se emplearon 30 ciclos. 

Las colonias positivas en esta primera etapa, se crecieron en suspensión 

(3 ml de LB liquido + ampicilina 100 g/ml) O.N. y al día siguiente se extrajo el 

ADN plasmídico con el kit miniprep Qiagen, siguiendo las instrucciones del 

fabricante, el cual tiene como principio la unión del ADN a la matriz de sílica de 

una columna en presencia de una elevada concentración de sal caotrópica y la 

recuperación selectiva durante la elución del ADN plasmídico. Las muestras se 

secuenciaron en forma automática (ABI3730XL ADN analyzer - Macrogen) con 

primers ubicados en el vector, de modo de determinar no sólo la presencia de la 

mutación sino también el correcto ensamble del inserto en el vector. 

 

II .1.2.2: Expresión de las proteínas mutantes 

Una vez identificado el clon que contiene la mutación en la posición 

buscada, proseguimos con la inducción de la expresión de la proteína defectuosa. 

Cada colonia positiva se inoculó en 2 ml de LB líquido, en presencia de 

ampicilina (100 μg/ml) para mantener la presión de selección y se incubó a γ7 °C 

O.N, con agitación. Se tomaron luego 200 µl de bacterias para inocular 10 ml de 

LB fresco con ampicilina (100 μg/ml). Se incubó a γ7 ºC hasta alcanzar la fase 

exponencial de crecimiento, es decir una densidad óptica del cultivo a 600 nm de 

0,5 aproximadamente. Al alcanzar la fase exponencial, 3 ml de cada cultivo se 

indujo con 5 mM de IPTG, durante 3hs. A continuación se centrifugaron a 

máxima velocidad y lavaron dos veces con PBS, y finalmente se centrifugaron a 

12.000 rpm durante 10 min. en frío (4 °C). Los pellets se resuspendieron en 0,02 

M de buffer Tris-Hcl (pH 8,7) conteniendo 2% de Tween 20 (v/v), esta 

suspensión se sonicó tres veces a 50 W/seg durante 10 segundos cada vez, en 

hielo. Luego los lisados se centrifugan y el sobrenadante se emplea como fuente 

enzimática. Las proteínas se cuantificaron por el método de Bradford (1976). 
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II.1.2.3: Sistema  de incubación in vitro  

El sistema de incubación se conforma de 1 mM de EDTA, 2 mM de GSH, 

20 µl de Tween 20, 560 µl de una solución de sustrato (protogen IX) de 

concentración 100 µg/ml y 820 µl de lisado de bacterias (0,5-3mg de proteína). 

La solución de sustrato se preparó a partir de una solución de proto IX en KOH 

0,5 M y etanol (1:1) reducida, en oscuridad y anaerobiosis, empleando amalgama 

de sodio 3%, en el momento de la experiencia. También se preparó un estándar 

para cada determinación (dilución 1:1.000 de solución 100 µg/ml de proto) a 

partir de la solución de porfirina a reducir. Los blancos de reacción se realizaron 

con 820 µl de buffer Tris-HCl 50 mM y los blancos de enzima con suspensión de 

lisado calentados a 75 ºC durante 10 min. Se incubó a 37 ºC con agitación 

durante 1 hr en estrictas condiciones de anaerobiosis y oscuridad, que se lograron 

empleando un sistema original especialmente diseñado para tal fin (Granata, 

2008). 

 

II.1.2.4: Determinación de la actividad enzimática 

Luego de la hora de incubación en estricta anaerobiosis y oscuridad, se 

determinó la formación de producto espectrofluorométricamente, según Brenner 

& Bloomer (1980). 

Se tomaron 30 l de la mezcla incubada y se llevó a volumen final 3 ml 

con una solución de fluorescencia compuesta por Tris-HCl 50 mM (pH 8,7), 

EDTA y GSH. Lego se determinó el espectro de fluorescencia con los siguientes 

parámetros: excitación =  400 nm; emisión entre 500 y 700 nm. 

Los resultados se expresaron como nmoles de protoporfirina formada por 

hora por mg de proteína según la siguiente ecuación:  

 

AE (nmoles/mg*h) =  FM * CST * VolF * Vol Inc *  

                                          FST * Volalicuota * PMProto * mg prot 

 

FM = Fmedida – FbcoR - FbcoE 
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FM: fluorescencia de la muestra, Fmedida: fluorescencia medida, FbcoR: 

fluorescencia del blanco de reactivos, FbcoE: fluorescencia del blanco de enzima, 

CST: concentración del estándar, VolF: volumen de la fracción, VolInc: volumen 

incubado, FST: fluorescencia del estándar, Volalicuota: volumen de la alícuota, 

PMProto: peso molecular de proto. 

 

II.2.1: Análisis bioinformático de mutaciones de splicing 

De la misma forma que con las mutaciones missense, las mutaciones que 

podrían afectar el splicing del ARNm de la PPOX se analizaron en una primera 

instancia mediante herramientas bioinformáticas. El posible efecto sobre la 

―fuerza‖ de los sitios donor (5’ ss) y aceptor (γ’ ss) de splicing se estudiaron con 

el programa NN Splice (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html; Reese MG 

et al, 1997). Este programa, se basa en el reconocimiento de los sitios consenso 

de splicing (GT y AG, para los sitios donor y aceptor, respectivamente) a partir 

de un set de secuencias, generando así un score de 0 a 1 sobre el potencial sitio 

de splicing que se desea analizar. Este score se compara con un valor umbral de 

0,1 para sitio donor y 0,4 para sitio aceptor de splicing. 

Además, se analizaron los posibles efectos sobre los enhancers exónicos 

de splicing (ESE, de su sigla en inglés exonic splicing enhancer) con los 

programas ESE Finder (http://rulai.cshl.edu/cgi-

bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home; Smith et al, 2006; Cartegni et al, 

2003) y Rescue ESE (http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/; Fairbrother et al, 

2002). Ambos programas identifican posibles ESEs, elementos estimulatorios 

exónicos en cis importantes para la correcta identificación de un sitio de splicing, 

mediante dos estrategias distintas. ESE Finder examina secuencias en busca de 

posibles elementos de respuesta a proteínas SR (Proteína rica en serina-arginina; 

familia de factores de splicing), por tanto, el efecto de una mutación se predice en 

función de la alteración o no de los sitios de unión a estas proteínas. Para cada 

proteína SR se genera un score el cual se considera significativo en comparación 

a un valor umbral dado para cada una de estas proteínas (SF2/ASF: 1.956; SC35: 

2.383; SRp40: 2.670; SRp55: 2.676). 

http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html
http://www.fruitfly.org/~martinr/index.html
http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home
http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=home
http://genes.mit.edu/burgelab/rescue-ese/
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Por otra parte, Rescue ESE, busca secuencias con actividad ESE mediante 

el análisis estadístico de la frecuencia de hexanucleótidos identificados 

previamente como dichos elementos. Así identifica motivos ESE putativos por 

comparación entre la frecuencia de dichos hexanucleótidos presentes en exones 

con sitios de splicing fuertes (consenso) y débiles (no consenso). 

 

II.2.2: Expresión de mutaciones de splicing 

Para llevar a cabo el ensayo funcional de expresión de mutaciones de 

splicing en células eucariotas empleamos el vector pTB Minigene (cortesía del 

Dr. Francisco Baralle,  ICGEB, Trieste, Italia). Este vector híbrido se contruyó 

utilizando el plásmido pBlueScritp, en el cual se insertaron exones de -globina 

y fibronectina bajo el control del promotor de -globina. El sitio de clonado, 

conformado por un sitio único para la enzima NdeI, está presente en el intrón que 

separa los dos exones de fibronectina (Vibe-Pedersen et al, 1884; Baralle & 

Baralle, 2005). 

 

II.2.2.1: Preparación de los constructos 

Para generar los vectores a transfectar en células eucariotas, es necesario 

diseñar una construcción WT y otra que contenga la mutación en estudio. Dicha 

construcción debe contar con el exón afectado por la mutación y sus dos intrones 

flanqueantes. De esta manera, diseñamos 3 PCRs para amplificar la región de 

interés a clonar en el vector pTB Minigene (Fig. II.2).  

Para cada reacción diseñamos primers específicos (Tabla II.2) para 

amplificar la región que contiene al exón 4 (para la mutación c.338+3insT), al 

exón 7 (para la mutación c.807 G>A) y al exón 8 (para la mutación c.808-1 

G>C). Estos primers cuentan además con un sitio NdeI, de modo que puedan 

insertarse en el sitio de clonado del vector de expresión pTB Minigene. 
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Figura II.2 : Diseño de PCRs para generar los constructos WT y mutante para cada región en estudio, a 
insertar en el vector de expresión pTB Minigene. Se muestra el exón a amplificar y sus intrones 

flanqueantes, con la posición de cada mutación en estudio y el lugar de inserción del fragmento en el 
vector pTB Minigene. Flechas negras sobre intrones: primers usados en las PCR de diseño de los 

constructos; flechas negras sobre vector: primers de amplificación por RT-PCR; flechas rosas: mutación y 
estrellas naranjas: sitios NdeI. 

 

MUTACIÓN Constructo Primer Forward Primer Reverse Peso del fragmento amplificado 

(pb) c.338+3 insT pTB-E4 ggaattccCATATGgtgggatgtctaggagag

gtt 

tggaaggCATATGaggatgag 310 pb 

c.807 G>A pTB-E7 ggaattcCATATGttcaagcaattctcctgcct ggaattcCATATGggcctaggattctggggtag 612 pb 

c.808-1 G>C pTB-E8 ggaattcCATATGgcctgggaaactgagagt

ga 

ggaattcCATATGcttctcactggtaggggttgg 226 pb 

Tabla II.2 : Primers específicos diseñados para amplificar cada región a clonar. En mayúscula se muestra 
el sitio NdeI introducido en cada primer, excepto en el primer forward para la mutación c.338+3insT, en 

el cual se aprovecha la secuencia de restricción existente en el intrón 4 del gen de la PPOX.  
 

Todos los protocolos de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 

50 l en presencia de 1,5 mM de Mg2+ para las mutaciones c.338+3insT y c.808-

1G>C y 0 8 mM para la mutación c.807G>A; 0,2 mM de cada primer; 200 με 

de cada dNTP y 0,05 U/µl de Taq polimerasa (Taq Polymerase, Recombinant-

Invitrogen). Los programas de amplificación contaron con una temperatura de 

annealing de 60 °C para las mutaciones c.338+3insT y c.808-1G>C y 61 °C para 

la mutación c.807G>A y 30 ciclos. Como templado se utilizaron entre 50 y 100 

ng de ADN de un paciente portador en heterocigosis de cada mutación, de modo 

de obtener un 50% de moléculas con la mutación y el restante 50% WT. El éxito 

de las reacciones de amplificación se chequeó en geles de agarosa al 1%, teñidos 

con bromuro de etidio. Posteriormente las muestras se purificaron empleando un 
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kit comercial  y finalmente se cuantificaron (Método Experimental I.4 y I.2, 

respectivamente). 

Los fragmentos de PCR así obtenidos se insertaron en el vector de 

clonado pGEM T-easy (Promega), aprovechando las A-overhang que la 

polimerasa deja en los extremos de los amplicones. La reacción de ligación se 

llevó a cabo en un volumen final de 10 l que cuenta con buffer de ligación 2X, 

3 U de T4 ADN Ligasa, 50 ng de vector y una masa de producto de PCR tal para 

mantener una relación molar vector:inserto 1:3. La incubación se realizó a 

temperatura ambiente durante 1 hora. De esta forma, obtuvimos los vectores 

recombinantes pTB-E4, pTB-E7 y pTB-E8, WT y mutante, correspondientes a 

las mutaciones c.338+3 insT, c.807 G>A y c.808-1 G>C, respectivamente. 

A continuación se transformaron las bacterias competentes E. coli JM109 

con los vectores recombinantes, según el protocolo ya descripto en Método 

Experimental II.1.2.1, realizando además los controles de viabilidad y 

crecimiento correspondientes. 

El primer screening sobre las colonias transformantes se realizó mediante 

colony PCR, empleando los primers de amplificación de cada constructo (ver 

Tabla II.2.2.1) y las condiciones descriptas en Método Experimental II.1.2.1. Se 

obtuvieron los plásmidos de las colonias positivas, luego de crecer O.N. dichas 

colonias en presencia de ampicilina (100 g/ml), mediante minipreps (Método 

Experimental II.1.2.1). La integridad de éstos se corroboró mediante 

secuenciación automática empleando los primers universales T7 y SP6. 

Una vez identificados los clones WT y mutante para cada región de 

interés, las bacterias transformadas con estos plásmidos se sembraron 

nuevamente en placa y luego en suspensión, siempre en presencia de ampicilina, 

para realizar la extracción del ADN plasmídico mediante un kit midiprep 

(Axygen), de modo de mejorar el rendimiento, para contar con más masa a la 

hora de transfectar las células eucariotas. Este kit se basa en la lisis alcalina en 

presencia de SDS de las bacterias en combinación con la unión selectiva del 

ADN plasmídico a una columna de purificación. 
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Para la mutación c.338+3insT se construyó un minigen más amplio. En 

este caso los exones 3, 4 y 5 y los intrones intermedios se insertaron en el vector 

de expresión eucariota pcDNA 3. La PCR diseñada para tal fin se realizó con los 

primers listados en la Tabla II.3, con las condiciones de amplificación antes 

descriptas (Método Experimental II.1.2.1) pero con una temperatura de annealing 

de 62 °C. Como templado se utilizó ADN genómico normal. Este fragmento, 

luego de ser purificado, se digirió simultáneamente con las enzimas KpnI (20 U) 

y XhoI (50 U) en los sitios introducidos con los primers de amplificación. La 

reacción se realizó en un volumen final de 100 l, en presencia de BSA y se 

incubó a 37 °C O.N. Una alícuota de vector pcDNA 3 (6 g) se digirió bajo las 

mismas condiciones. A continuación se ligaron ambas moléculas en una relación 

molar vector:inserto 1:3 con 50 ng de vector y el producto de ligación se empleó 

para transformar bacterias E. coli JM109 competentes (Método Experimental 

II.1.2.1). Como se describió anteriormente, el primer screening se realizó por 

colony PCR con un primer sobre el fragmento y otro sobre el vector. Las 

colonias positivas se secuenciaron para corroborar la integridad de la secuencia 

del inserto. De esta manera se obtuvo el constructo pcDNA E4 WT. 

 

 

MUTACIÓN Constructo Primer Forward Primer Reverse 

c.338+3 insT pcDNA E4 WT cggGGTACCgtggtcctagtggagagcag ccgCTCGAGctcaggtccaaggcggcgct 

c.338+3 insT pcDNA E4 M ctggcctcaggttaacaccagca tgctggtgttaacctgaggccag 

c.807 G>A snARN U1 E7 atggtatctcccctgcaaagtaggggagagatcttgggcctctg

ccccga 

tcggggcagaggcccaagatctctcccctactttgcagggga

gataccat 
Tabla II.3 : Primers específicos diseñados para amplificar la región comprendida entre el exón 3 y 5 del 
gen de la PPOX. En mayúscula se muestran los sitios de restricción KpnI (F) y XhoI (R) y en cursiva el 

cambio nucleotidico a introducir. 
 

  

El constructo mutante correspondiente (pcDNA E4 M) se obtuvo por 

mutagénesis sitio dirigida mediante el kit Quickchange Site-Directed 

Mutagenesis Kit (Stratagene), siguiendo las instrucciones del fabricante. Primero 

se realiza una reacción de PCR utilizando como templado al vector pcDNA E4 

WT y los primers listados en la Tabla II.3 (pcDNA E4 M), los cuales son 
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exactamente complementarios, de forma tal que la amplificación genera 

moléculas completas de vector, con cortes escalonados. Las condiciones de 

amplificación cuentan con un tiempo de extensión de 5 min. 20 segundos, una 

temperatura de annealing de 55 °C y de extensión de 68 °C, por 18 ciclos; 2,5 U 

de Pfu Turbo ADN Polymerasa (Promega), 50 ng de pADNc E4 WT, 150 ng de 

cada primer y 200 με de cada dNTP en un volumen final de 50 l. Luego de la 

amplificación el producto se digirió con la enzima de restricción DpnI, la cual 

digiere selectivamente moléculas de ADN metilado y hemimetilado, de modo 

que el ADN parental será digerido mientras que el recientemente amplificado no. 

La reacción se llevó a cabo agregando directamente al tubo amplificado 10 U de 

DpnI e incubando 1 hora a 37 °C. Con 1, 2 y 5 l de este producto 

transformamos 50 l de bacterias competentes, de acuerdo al protocolo ya 

descripto (Método Experimental II.1.2.1). Colonias de las tres placas se 

secuenciaron, previa extracción plasmidica por miniprep, para corroborar la 

presencia de la mutación. 

Por último, diseñamos un constructo para expresar U1 snRNA 

perfectamente complementario a la mutación c.807G>A y de esta manera poner 

en evidencia si el efecto de la mutación es a nivel del sitio de unión de este factor 

en el sitio donor de splicing. Utilizamos nuevamente el método Quickchange 

Site-Directed Mutagenesis con los primers listados en la Tabla II.3. En éste el 

tiempo de extensión fue de 4 min. y como templado se utilizaron 20 ng de un 

vector con la secuencia canónica de U1 ya insertada (Pagani et al, 2002). Una vez 

obtenido esto, se procedió a la digestión con DpnI ya descripta y posteriormente 

5 l de dicha reacción se emplearon para transformar 50 l de bacterias 

competentes. Los plásmidos de las colonias resultantes se secuenciaron para 

corroborar la presencia del cambio de nucleótidos introducido. En este caso 

también fue necesario realizar la extracción plasmídica mediante un kit de 

midiprep para aumentar la concentración de vector recombinante. 
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II.2.2.2: Expresión de los minigenes 

Una vez obtenidos todos los vectores recombinantes se procedió a 

transfectar células HeLa en forma transiente. Éstas se sembraron en medio 

completo (DMEM + glutamina) con 10% de suero fetal bovino y una mezcla de 

antibióticos y antimicóticos (Sigma). Los ensayos de transfección se realizaron 

en placas de 6 pocillos 

Se utilizaron 0,5 μg de cada constructo para transfectar 2,5 x 105 células 

HeLa, con ―Effectene Transfection Reagent‖ (Qiagen), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Éste se basa en la formación de complejos effectene-

ADN, donde el ADN se encuentra altamente condensando y recubierto por dicho 

reactivo formando así micelas de igual tamaño, que permiten lograr una 

transfección efectiva. 

En el caso del ensayo en presencia de U1 snRNA, se realizó una co-

transfección con el vector U1 con la secuencia canónica o mutada y el constructo 

pTB E4 WT o mutado, en las mismas condiciones descriptas anteriormente. 

A las 24 hs posteriores a la transfección se extrajo el ARN de las células 

empleando Eurogold Trifast. Este protocolo se basa en una extracción fenol-

cloroformo, donde el ARN se obtiene a partir de la fase acuosa.  

 

II.2.2.3: Análisis del perfil de expresión de ARNm 

Con las muestras de ARN obtenidas se llevaron a cabo reacciones de RT-

PCR. La retrotranscripción (RT) se realizó en un volumen final de 25l en 

presencia de 400 M de dNTPs, 8 g/l de random primers (Promega), 10 mM 

de DTT y 10 U/µl de MMLV-RT (Invitrogen); se incubó por 1 hora a 37 ºC. 

Posteriormente se realizó la amplificación por PCR, empleando primers 

específicos de cada vector utilizado en la transfección (Tabla II.4). La reacción se 

llevó a cabo en un volumen final de 50 l, con 400 M de dNTPs, 3 ng/l de 

cada primer específico, 3 l de ADNc obtenido en la reacción anterior y 1 U de 

Taq ADN Polimerase (New England Biolabs). El programa de amplificación 

consta de 35 ciclos y una temperatura de annealing de 58 °C. 
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Vector Primer Forward Primer Reverse 

pTB Minigene caacttcaagctcctaagccactgc ggtcaccaggaagttggttaaatca 

pcDNA 3 taatacgactcactataggg atttaggtgacactatag 

Tabla II.4 : Primers específicos utilizados en las reacciones de RT-PCR posteriores a los ensayos de 
transfección. Estos oligos son complementarios al vector correspondiente. Los primers empleados para 

amplificar el vector pcDNA 3 son los pirmers universales T7 promoter y SP6. 
 

 

Los resultados se visualizaron en geles de agarosa al 2%, teñidos con 

bromuro de etidio. 

Se realizaron 3 transfecciones independientes para cada ensayo. Los 

perfiles de expresión se analizaron con el programa Scion Image (Scion 

Corporation, USA) y los resultados se expresaron como media ± desvío estándar. 
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Capítulo III: Análisis de haplotipos 

III.1: Selección de marcadores moleculares: STRs 

Con el fin de elucidar el origen de la mutación c.1.042_1.043insT se 

realizó un estudio de haplotipos. Para esto se seleccionaron como marcadores 

moleculares las secuencias repetitivas en tándem, o STRs de su sigla en inglés 

short tandem repeats. 

Estudiamos un total de 5 STRs flanqueantes al gen de la PPOX, presentes 

en el cromosoma 1. Estos abarcan una distancia genética de 7,1 cM o una física 

de 3,5 Mb (Tabla III.1). Se seleccionaron en función de su utilización en estudios 

previos, en los cuales se describió que se encuentran en desequilibrio de 

ligamiento respecto del gen de la PPOX (Groenewald et al, 1998) y se los empleó 

en el análisis de haplotipos en pacientes PV en otras poblaciones (Frank et al, 

2001; de Villiers et al, 2005; van Tuyll van Serooskerke et al, 2009; van Tuyll 

van Serooskerken et al, 2012).   

La secuencia de nucleótidos de cada marcador molecular se obtuvo del 

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore). 

 

Locus 
Ubicación física en el 

cromosoma 1 (pb)
1
 

Ubicación mapa 

genético (cM)
2
 

Unidad de repetición
3, 4

 PM fragmento (pb)
5
 Heterocigosis

4, 6
 

D1S2707 160.072.222-160.072.611 168,52 

 

CA 135-159 0.82 

D1S484 

 

160.767.311-160.767.708 169,68 CA 136-142 0.63 

D1S2705 160.857.819-160.858.149 170,84 CA 130-162 0.75 

PPOX 161.136.181-161.141.010 — — — — 

D1S1679 162.361.764-162.362.074 170,84 TTCC / TC 144-172 0.8 

D1S104 163.636.907-163.637.064 175,62 CA 152-162 0.7 

Tabla III.1 : Ubicación de los STRs seleccionados y del gen de la PPOX (en cursiva) y otras 
características. 1 UCSC Genome Bioninformatics (http://www.genome.ucsc.edu/index.html); 2 Marshfield 
Genetic Map (http://research.marshfieldclinic.org/genetics/GeneticResearch/compMaps.asp); 3 GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore); 4 The ALlele FREquency Database 
(http://alfred.med.yale.edu/alfred/index.asp); 5 UniSTS (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unists); 6 Genethon 

Genetic Maps (http://www.bli.uzh.ch/BLI/Projects/genetics/maps/gthon.html). 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
http://www.genome.ucsc.edu/index.html
http://research.marshfieldclinic.org/genetics/GeneticResearch/compMaps.asp
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
http://alfred.med.yale.edu/alfred/index.asp
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unists
http://www.bli.uzh.ch/BLI/Projects/genetics/maps/gthon.html
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III.2: Pacientes y controles 

Se emplearon muestras de ADN genómico de pacientes PV y controles, 

previa obtención de su consentimiento informado. Además, se respetaron todas 

las consideraciones éticas antes establecidas (Método experimental, I.1). 

Los pacientes PV se dividieron en dos grupos para el análisis de 

haplotipos: pacientes PV portadores de la mutación c.1.042_1.043insT (ins; N= 

26) y pacientes PV portadores de otras mutaciones (otras; N= 51). Al analizar la 

segregación de alelos se incluyeron además los miembros disponibles de cada 

familia no portadores de la mutación, llegando a un N= 31 en el grupo ins y N= 

78 en el grupo otras. 

Respecto de los controles, se incluyeron 40 individuos provenientes del 

banco de ADN control del CIPYP.  

 

III.3: Genotipificación de STRs y análisis de los datos obtenidos 

La genotipificación de los STRs seleccionados se realizó mediante PCR 

fluorescente seguida de análisis del tamaño de los fragmentos por electroforesis 

capilar en un secuenciador automático (ABI3730XL, Macogen Genescan 

Service). 

La secuencia de todos los primers empleados en este ensayo se obtuvo de 

UCSC Genome Bioninformatics (http://www.genome.ucsc.edu/index.html) y 

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore). 

La estrategia de PCR de los marcadores D1S2707, D1S2705 y D1S104 se 

realizó utilizando primers específicos para amplificar la región de interés, donde 

el primer forward está marcado en el extremo 5’ con el fluoroforo 6-FAM (Tabla 

III.2). El programa de amplificación se detalla en la Tabla III.3. 

 

STR D1S2707 D1S2705 D1S104 

Primer Forward CCCCTTGGCATAGGGTT

CAA 

GGGCGTTTACCTCTACAC ATCCTGCCCTTATGGAGTGC 

Primer Reverse AGCCAGGCATCTGCAC

CTTC 

AAACAGGCCACACTCAATA CCCACTCCTCTGTCATTGTA 

Tabla III.2 : Primers específicos de amplificación de γ de los STRs estudiados. El extremo 5’ de 
cada primer forward se encuentra marcado con 6-FAM. 

 
 

http://www.genome.ucsc.edu/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore
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ETAPA Temperatura - tiempo # Ciclos 

Desnaturalización inicial 94 ºC - 5 min  

Desnaturalización 94 ºC - 30 seg 
10 

Annealing 60 ºC/ 57 °C - 30 seg 

Desnaturalización 94 ºC - 30 seg 
40 

Annealing 55 °C - 30 seg 

Extensión final 68 ºC - 10 min  

Tabla III.3 : Programa de amplificación empleado para los STRs D1S2707, D1S2705 y D1S104. 
La temperatura de annealing de 57 °C corresponde únicamente al marcador D1S2707. 

 

 

El protocolo de amplificación se llevó a cabo en un volumen final de 25 

l, con 1,5 mM de Mg2+; 1,5X de BSA o enhancer (Platinum Pfx DNA 

Polymerase, Invitrogen); 200 με de dNTPs; 0,16 με de cada primer; 0,5 U de 

Platinum Pfx DNA Polymerase (Invitrogen) y entre 100 y 150 ng de templado. 

En el caso de los STRs D1S484 y D1S1679, la estrategia de amplificación 

se realizó empleando la técnica del primer universal M13 marcado (Oetting et al, 

1995; Schelke, 2000; Boutin-Ganache et al, 2001; Hayden et al, 2008). Cada 

marcador molecular cuenta con sus primers forward y reverse específicos, sin 

embargo el primer forward posee una secuencia extra en su extremo 5’ 

perfectamente complementaria a la del primer universal M13 

(TGTAAAACGACGGCCAGT), el cual también es utilizado en la reacción de 

PCR dado que se encuentra marcado con el fluoroforo 6-FAM. De esta manera el 

único primer fluorescente necesario es el M13 y los amplicones incorporan la 

marca al tener una secuencia complementaria a éste en el primer forward. 

Teniendo esto en cuenta, el PM del fragmento obtenido por PCR es 18 

nucleótidos mayor que el informado en la Tabla III.1. En las Tablas III.4 y III.5 

se muestran los primers y condiciones de amplificación empleadas, 

respectivamente. 

STR D1S484 D1S1679 

Primer Forward TGTAAAACGACGGCCAGT 

AGTGATGAGGGCCTCTATTT   

TGTAAAACGACGGCCAGT 

GCCATCAAGAAAACTAGTACTG

C   Primer Reverse AGCTTCTGCCAACTATGTGC ACCATGGTACTCAGCAGTG 

Tabla III.4 : Primers específicos de amplificación de 3 de los STRs estudiados. En cursiva se muestran 
los nucleótidos complementarios al primer universal marcado M13. 
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ETAPA Temperatura - tiempo # Ciclos 

Desnaturalización inicial 95 ºC - 5 min  

Desnaturalización 95 ºC - 30 seg 

10 Annealing 68 ºC a 63 °C - 30 seg 

Extensión 68 °C – 30 seg 

Desnaturalización 95 ºC - 30 seg 

15 Annealing 63 °C - 30 seg 

Extensión 68 °C – 30 seg 

Desnaturalización 95 ºC - 30 seg 

10 Annealing 59 °C a 54 °C - 30 seg 

Extensión 68 °C – 30 seg 

Desnaturalización 95 ºC - 30 seg 

15 Annealing 53 °C - 30 seg 

Extensión 68 °C – 30 seg 

Extensión final 68 ºC - 10 min  

Tabla III.5 : Programa de amplificación empleado para los STRs D1S484 y D1S1679. En la 
primer y tercer etapa del programa se empleó PCR touchdown y se puede observar el rango de 

temperaturas de annealing en cada caso. La PCR de D1S484 se realizó eliminando el paso de extensión 
durante los ciclos. Optimizado a partir de Henegariu et al, 1997; Schelke, 2000; Hayden et al, 2008. 

 

 

En este caso, el protocolo de amplificación también se realizó en un 

volumen final de 25 l, con 1,5 mM de Mg2+; entre 1 y 1,5X de enhancer 

(Platinum Pfx DNA Polymerase, Invitrogen); 200 με de dNTPs; 0,5 U de 

Platinum Pfx DNA Polymerase (Invitrogen) y entre 100 y 150 ng de templado. 

En cuanto a la concentración de primers, ésta mantiene en los 3 casos la relación 

primer reverse > primer M13 > primer forward: D1S484= 200 M (R), 125 M 

(M13), 75 M (F); D1S1677= 125 M (R), 75 M (M13), 50 M (F); 

D1S1679= 125 M (R), 75 M (M13), 50 M (F).  

La reacción de PCR correspondiente a cada STR se visualizó 

posteriormente en geles de agarosa al 2%, teñidos con bromuro de etidio. Las 

muestras positivas se emplearon para la determinación de tamaño de los alelos 

(Genescan Service, Macrogen) por electroforesis capilar. Se empleó 500 LIZ 

como estándar interno de peso molecular.   

Los resultados del ensayo de determinación del tamaño del fragmento se 

analizaron con el programa PeakScanner (Applied Biosystems). Se consideraron 
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los picos cuyas unidades relativas de fluorescencia se encuentran entre 1.000 y 

20.000 (Hayden et al, 2008) y se analizaron sólo los picos presentes en el rango 

de peso molecular de la región de interés (Tabla III.1). 

Los resultados obtenidos se registraron en una tabla donde se asocian el 

grupo de individuos (ins, otras o controles), el individuo particular y los alelos 

que éste porta en peso molecular.  

Las frecuencias alélicas y genotípicas, el número total de alelos y 

genotipos y la heterocigosis esperada y observada se calcularon a partir de la 

tabla mencionada arriba utilizando el software R (The R Project for Statistical 

Computing, http://www.r-project.org/). También se utilizó este software para 

comparar las frecuencias alélicas entre los grupos de individuos, mediante 

pruebas estándar χ2 de contingencia y se consideró como diferencia significativa 

cuando p<0,05. 

Además, se calculó el equilibrio de Hardy-Weinberg para los controles, 

como representantes de la población general. Para esto se llevó a cabo un test χ2 

para cada STR dentro de este grupo de individuos, empleando nuevamente el 

programa R. Se consideró ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg cuando 

p>0,05. 

Los haplotipos se construyeron en función de la segregación de los alelos 

dentro de cada familia, sobre los pedigrees de éstas. Complementariamente, se 

utilizó el programa PHASE (http://stephenslab.uchicago.edu/software.html) para 

determinar el haplotipo más probable de cada individuo y para comparar los 

haplotipos de cada grupo de individuos (prueba caso-control, diferencia 

significativa cuando p<0,05). 

 

http://www.r-project.org/
http://stephenslab.uchicago.edu/software.html
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Capitulo IV: Determinaciones bioquímicas de estrés oxidativo 

IV.1: Pacientes y controles 

Se emplearon muestras de sangre anticoaguladas con EDTA o heparina, 

obtenidas de acuerdo a los principios éticos previamente descriptos (Método 

Experimental I.1). Todos los individuos incluidos en este estudio dieron su 

consentimiento escrito. Además fueron sometidos al siguiente interrogatorio: 

edad, sexo, horas de ayuno, uso de medicación, consumo de alcohol y/o cigarrillo 

e intervenciones quirúrgicas. 

Se obtuvo plasma partir de las muestras de sangre anticoagulada mediante 

centrifugación a 1.500g por 10 min. Posteriormente se las almacenó a -80°C 

hasta su utilización. 

Los grupos empleados corresponden a individuos con PAI (N= 22) y PV 

(N= 12), y por último, voluntarios sanos (N= 20).  

 

IV.2: Estado Oxidante Total 

La determinación del estado oxidante total se realizó de acuerdo al método 

de Erel (2005). Para obtener el blanco de reacción se mezclaron 225 μl del 

reactivo 1 (naranja de xilenol 150 με, NaCl 140 mε y glicerol 1,35 M en H2SO4 

25 mM, pH 1.75) y 35 μl de muestra y  se leyó la absorbancia a 560 nm. Luego 

se colocaron 11 μl de  reactivo 2 (sulfato de amonio ferroso -5 mM de ión 

ferroso- y o-dianisidina 10 mM en 25 mM H2SO4). La mezcla anterior se agitó y 

a los 4 min. se determinó nuevamente la absorbancia a 560 nm. Para cuantificar 

el estado oxidante total se realizó una curva de calibración utilizando H2O2 

(peróxido de hidrógeno) como estándar de referencia. Los resultados se 

expresaron como moles de H2O2/l. 

 

IV.3: Peroxidación lipídica: determinación de malóndialdehido 

La determinación de malóndialdehído (MDA) se realizó según el método 

de Grotto et al (2007). A  75 μl de plasma se le adicionaron 25 μl de agua o 
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estándar y 25 μl de NaOH 3N. Esta mezcla se incubó 30 min. a 60 ºC en baño de 

agua con agitación. Luego se agregaron 125 μl de H3PO4 6% y 125 μl de una 

solución 0,8% de ácido tiobarbitúrico. La solución se calentó 45 min. a 90 ºC. 

Luego se enfrió y se agregó 50 μl de dodecil sulfato de sodio y se realizó una 

extracción con 300 μl de n-butanol. Se agitó vigorosamente y se centrifugó a 

3000g durante 10 min. La cuantificación de MDA se realizó por HPLC en fase 

reversa. La separación se llevó a cabo en una columna Merck Lichospher 100-

RP-18 de 125 mm de longitud y 4 mm de diámetro interno, con un diámetro de 

partícula de 5 μm. El volumen de inyección fue 25 μl. La fase móvil fue una 

mezcla agua: metanol (50:50) el flujo se mantuvo isocráticamente a 0,6 ml/min. 

El eluído se monitoreó por absorbancia a 532 nm. Como estándar de referencia se 

utilizó bis malóndialdehído (dimetilacetal). Los resultados se expresan como 

nmoles de MDA/l. 

 

IV.4: Daño oxidativo a proteínas: determinación de grupos carbonilos 

La determinación del daño oxidativo a proteínas se realizó según el 

método de Reznick &Packer (1994). En dos tubos se colocaron 200 µl de plasma, 

a uno de ellos se le añadió 800 µl de 2,4-dinitrofenilhidrazina 10 mM en HCl 2,5 

M mientras que en el segundo se agregó solamente 800 µl de HCl 2,5M 

(control). Se incubaron ambos tubos 1 hora a temperatura ambiente, en 

oscuridad, agitando las muestras cada 15 min. Se centrifugaron a 10000 g por 10 

min. Se descartó el sobrenadante y al precipitado se le adicionó 1 ml de ácido 

tricloroacético (TCA) 20%, se colocó en hielo por 5 min. y se centrifugó 10.000 

g por 10 min. Se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 1 ml de 

TCA 10%, se colocó en hielo 5 min. y se centrifugó a 10.000 g por 10 min. Se 

descartó el sobrenadante y el precipitado se resuspendió en 1 ml de una mezcla 

de etanol: acetato de etilo (1:1), se centrifugó a 10.000 g por 10 min.. Este último 

paso se repitió 2 veces más. El precipitado obtenido luego de los lavados se 

resuspendió en Guanidina HCl 6 M en buffer 20 mM pH 2,3; se incubó 15 min. a 

37 °C con agitación. Se centrifugó a 10.000 g por 10 min. para eliminar el 
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material insoluble. Finalmente se midió absorbancia a 370 nm y se determinó el 

contenido de carbonilos según la siguiente ecuación: 

 

 

 

 

 

Am
370: absorbancia de la muestra a 370 nm; Ab

370: absorbancia del blanco 

de reactivos a 370 nm; Vf: volumen final; Vm: volumen de la muestra; İ: 

coeficiente de extinción 22.000 M-1 cm-1. 

 

IV.5: Determinación de glutatión reducido 

Los niveles de GSH se determinaron según el método de Rossi et al 

(1995). A una alícuota de plasma se le agregó EDTA hasta concentración final de 

5 mM. Se precipitaron las proteínas con ácido tricloroacético (TCA, 

concentración final de 5%), se centrifugó a 3.000 rpm durante 20 min. En el 

sobrenadante se midieron los niveles de GSH usando el reactivo de Ellman 

(ácido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico, DTNB), a la muestra se adicionó EDTA y 

DTNB disueltos en BFS 80 mM pH 8 en concentración final de 1,24 mM y 0,56 

mM, respectivamente, y en un volumen final de 1,8 ml. Luego de 15 min se 

midió la absorbancia a 410 nm. El contenido de GSH se calculó mediante la 

siguiente ecuación: 

 

 

 

 

Am
410: absorbancia de la muestra a 410 nm; Ab

410: absorbancia del blanco 

de reactivos a 410 nm; Vf: volumen final; Vm: volumen de la muestra; İ: 

coeficiente de extinción (obtenido por una curva de calibración)= 1.971.64 x 10-6 

με-1 cm-1; dil: dilución de la muestra. 

 

                         (Am
370 – Ab

370) x Vf x 109   
nmoles/ml  =  
                                             Vm x İ  
 

                         (Am
410 – Ab

410) x Vf x 10-3 x dil  
μmoles/ml  =  
                                             Vm x İ  
 



MÉTODO EXPERIMENTAL  Capítulo IV 
 

|111 
 

IV.6: Capacidad Antioxidante Total 

La capacidad antioxidante total se determinó a partir del método de Erel 

(2004). El blanco de reacción se obtuvo mezclando 200 μl del reactivo 1 (buffer 

acetato 0,4 mol/l pH 5,8) y 5 μl de muestra para leer la absorbancia a 660nm. 

Luego, a la mezcla anterior, se le añadió 20 μl de reactivo 2 (2,2´-azinobis -3-

etilbenzotiazolina- 6-sulfonato- en buffer acetato 30 mM pH 3,6) y se incubó 5 

min. antes de determinar nuevamente la absorbancia a 660nm. Para cuantificar la 

capacidad antioxidante total se realizó una curva de calibración utilizando Trolox 

como estándar de referencia. Los resultados se expresaron como moles de 

Trolox/l.  

 

IV.7: Actividad de Catalasa 

La actividad de Catalasa se determinó según el método cinético de Chance 

& Maehly (1965). El volumen final de la mezcla de reacción fue de 3 ml y se la 

realizó de forma tal como para obtener una lectura inicial de absorbancia a 240 

nm de 0,500 aproximadamente. A 2,9 ml de BFS 0,05M pH 7,4 conteniendo 

H2O2 30% se le agregaron 0.1 ml de solución enzimática H6. La actividad de la 

Catalasa se determinó midiendo el tiempo requerido para conseguir una 

disminución en la absorbancia del H2O2 desde 0,450 a 0,400. Se definió una UE 

(unidad enzimática) como la cantidad de enzima que cataliza el consumo de 1 

nmol de H2O2 en condiciones estándar de incubación y la AE (actividad 

específica) se expresó como UE/mg de proteína, a partir de la siguiente ecuación:  

 

 

 

 

Pend: valor de la pendiente obtenida con la caída de la absorbancia a 

240nm; Vf: volumen final; Venz: volumen de solución enzimática incubada; İ: 

coeficiente de extinción = 39,44 mM-1 cm-1; 60: factor de conversión de 

segundos a min. 

 

                                                                 Pend x 60 x Vf x 104 x dil 
nmoles de H2O2 consumidos/min.ml = 
                                                                          Venz x İ 
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IV.8: Determinación de homocisteína 

La determinación de los niveles plasmáticos de homocisteína  se realizó 

según el método de Krijt et al (2001). A 100 μl de plasma se agregaron 75 μl de 

agua, 25 μl de estándar interno (N-(2-mercaptopropionil)-glicina, 16 mg/l) y 25 

μl de tris (2-carboxietil) phosfina (TCEP: 120 g/L en PBS, pH 7,4). La mezcla se 

incubó 30 min. a temperatura ambiente. Luego se agregó 100 μl de una solución 

10% de ácido tricloroacético/1mM de EDTA. Se centrifugó 3 min. a 15.000 g. A 

25 μl de sobrenadante se le adicionó 100 μl de mezcla de derivatización 

conteniendo 70 μl de buffer borato 0.125M-EDTA 4mM (pH 9,5) y 30 μl de 7-

fluorobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-sulfonato de amonio (SBD-F: 1g/l en buffer 

borato EDTA). La muestra se incubó 30 min. a 60 °C en oscuridad. Luego de la 

derivatización, las muestras se mantuvieron en frío y protegidas de la luz. Se 

analizaron por HPLC en fase reversa con las siguientes condiciones 

cromatográficas: columna Merck Lichospher 100-RP-18 de 125 mm de longitud 

y 4 mm de diámetro interno, con un diámetro de partícula de 5 μm. El volumen 

de inyección fue 25 μl. La elución se realizó con un gradiente lineal desde 80% 

de solvente A (buffer fosfato 50mM, pH ajustado a 2,0 con H3PO4 a 70% de 

solvente B (buffer fosfato 50mM, pH 2,0 conteniendo 300 ml/l acetonitrilo) 

durante 5 min. a flujo 0,7 ml/min. Se mantuvo 2 min. a 70% de B y luego se 

reconstituyeron las condiciones iniciales con un gradiente lineal por 5 min. El 

análisis se realizó a temperatura ambiente y se monitoreó por fluorescencia: 

longitud de onda de excitación 385 nm y de emisión 515 nm. Para la 

cuantificación se realizó una curva de calibración utilizando homocisteína 

estándar. Los resultados se expresan como mmol/l. 

 

IV.9: Análisis de los resultados 

Las experiencias se realizaron por duplicado y los resultados se 

expresaron como el promedio ± el desvío estándar. El análisis estadístico se llevó 

a cabo mediante ANOVA de una vía para determinar la diferencia de los grupos 
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involucrados. Se consideró que la diferencia entre el grupo de pacientes y el 

grupo control fue significativa  cuando p < 0,05. 
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Capítulo I: Análisis genético de pacientes PV 

I.1: Detección de mutaciones en pacientes PV Argentinos 

Hasta el momento, en el CIPYP, se diagnosticaron a nivel molecular 36 

familias como PV, llegando a un total de 139 individuos.  

El 33% de los individuos hasta ahora estudiados resultaron normales para 

la alteración familiar, el 64,85% portan la mutación correspondiente y el restante 

2,15% aún comprende el porcentaje de individuos analizados a los que no se les 

ha podido encontrar la alteración genética responsable (Tabla A.1, Apéndice). 

Dentro de los individuos portadores de una mutación responsable de PV, el 

41,1% son asintomáticos y el 58,9% son sintomáticos (26,6% y 38% 

considerando el total de individuos analizados, respectivamente). En la Figura I.1 

podemos observar los diversos tipos de mutaciones halladas en nuestra 

población. Respecto de su representación, la mayor parte de las alteraciones 

encontradas son privativas de una o a lo sumo dos familias. También podemos 

apreciar la alta prevalencia de la mutación c.1.042_1.043insT (39% de las 

familias), la cual será abordada en el Capítulo III (Resultados y Discusión). 

 

Figura I. 1: Distribución de mutaciones en pacientes Argentinos PV. Se muestra la ubicación en el 
cromosoma 1 del gen de la PPOX, con sus intrones y exones (regiones codificantes en negro y no 
codificantes en blanco) y la ubicación de cada mutación hallada. Los recuadros negros muestran 

mutaciones exónicas, los rojos mutaciones intrónicas. El fondo blanco indica mutaciones privativas de 
una familia, fondo rosa presente en dos familias y fondo violeta en 14 familias. 
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Por otra parte, en nuestra población podemos distinguir 4 tipos de 

mutaciones: deleciones, inserciones, mutaciones missense y mutaciones de 

splicing. En la Figura I.2 se muestra la distribución de cada una de estas en los 

139 individuos PV estudiados, encontrándose un porcentaje elevado de 

mutaciones de tipo inserción de 1 o 2 bases (39%), seguida por alteraciones 

missense (35,5%). Del total de las inserciones, la mayoría corresponden a la 

mutación altamente prevalente c.1.042_1.043insT (88,7%), reportada únicamente 

en Argentina por el CIPYP (De Siervi et al, 2000). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.2: Porcentajes de los 4 tipos de mutaciones halladas en los individuos PV de la población 
Argentina. En el subgráfico, se muestran los porcentajes de las categorías de inserciones, tomando al 40% 

anterior como el total. 

 

I.2: Detección de nuevas mutaciones en pacientes PV Argentinos 

De los 139 individuos estudiados a nivel molecular, 61 fueron 

diagnosticados genéticamente en el marco del trabajo de esta Tesis.  

Este total de individuos incluye 10 familias nuevas, entre las cuales 5 

portan mutaciones descriptas con anterioridad en Argentina (c.995G>C y 

c.1.042_1.043insT). Las 5 familias restantes portan mutaciones nuevas en nuestra 

población. La mutación c.1.330_1.331delCT fue descripta previamente en Suecia 

(Wiman et al, 2003), al igual que la alteración c.1.384_1.385delAG que ha sido 

reportada en la población francesa (Whatley et al, 1999). Por otra parte, las 

mutaciones c.227C>T, c.1.265A>G y c.476C>T fueron descriptas únicamente en 
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nuestra población, por nuestro laboratorio (Méndez et al, 2012) y se trata de 

mutaciones missense (Tabla I.1). 

 

FAMILIA INDIVIDUO MUTACIÓN DEFECTO SINTOMATOLOGÍA REFERENCIA 

I propósito c.227C>T p.S76F aguda 

Méndez et al, 2012 
II 

propósito c.1.265A>G p.Y422C no 

hermana normal - no 

hermana normal - no 

hermana c.1.265A>G p.Y422C no 

III 

propósito c.1.330_1.331delCT p.L444fsX451 mixta 

Wiman et al, 2003 hijo normal - no 

hijo c.1.330_1.331delCT p.L444fsX451 no 

IV 

propósito c.476 C>T p.A159V cutánea 

Este trabajo madre c.476 C>T p.A159V no 

padre normal - no 

V propósito c.1.384_1.385delAG p.S462fsX475 cutánea Whatley et al, 1999 

VI 

propósito c.995G>C p.G332A no 
Rossetti et al, 2008 

hijo c.995G>C p.G332A no 

VII 

propósito c.1.042_1.043insT p.Y348fs349X mixta 

De Siervi et al, 2000 hijo c.1.042_1.043insT p.Y348fs349X no 

hijo normal - no 

VIII propósito c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 cutánea De Siervi et al, 2000 

IX propósito c.1.042_1.043insT p.Y348fs349X mixta De Siervi et al, 2000 

X 

propósito c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 aguda 

De Siervi et al, 2000 

hermano c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 aguda 

hijo c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 no 

hija normal - no 

hija c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 cutánea 

Tabla I.1: Diagnóstico genético realizado en las 10 familias nuevas estudiadas en esta Tesis. Se muestra 
la mutación encontrada, el defecto provocado por ésta, la sintomatología del paciente (no: no presenta 

síntomas) y la cita bibliográfica correspondiente. 
 

I.3: Relación genotipo-fenotipo 

La Porfiria Variegata, como vimos en la introducción, puede presentarse 

con sintomatología mixta o bien con síntomas agudos ó cutáneos en forma 
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aislada, dependiendo del individuo. En las Tablas I.1 y A.1 (Anexo) y en la 

Figura I.3, se observan los distintos síntomas que presentaron los pacientes PV.  

En la Figura I.3 A se muestra la sintomatología de los pacientes 

portadores de la mutación c.1.042_1.043insT comparado con otras mutaciones. 

De acuerdo a este gráfico, la mayoría de los pacientes no presenta ningún tipo de 

síntoma, ya sean portadores de la alteración más recurrente en la población 

(36,6%) como portadores de otras variantes genéticas (53%), o sea que se trataría 

de individuos PV latentes. En cuanto a los individuos que sí presentan 

sintomatología, la mayoría padecen afecciones de tipo cutáneas, sin haber 

diferencias apreciables entre los que portan la mutación más frecuente (30%) y el 

resto de las mutaciones (26,5%). 

En la Figura I.3 B y C se muestra la distribución de individuos que 

presentan síntomas divididos según el tipo de mutación que portan: missense, 

deleciones, inserciones y de splicing. En la parte B se consideraron todos los 

tipos de inserciones y en la C se separó la c.1.042_1.043insT de otras 

inserciones. 

Respecto de las mutaciones missense, que afectan directamente la 

actividad enzimática de la PPOX, vemos que tienen una distribución similar 

entre los 3 tipos de síntomas: 19,23% agudo; 21,3% cutáneo; 15,4% mixto (Fig. 

I.3 B y C). 

Las deleciones de 1 o 2 bases no se asocian nunca a síntomas agudos 

(0%); en un 20% de los casos presentan signos mixtos y en la mayoría de los 

individuos se relacionan con sintomatología cutánea (50%). 

Las variantes genéticas que afectan al proceso de splicing del ARNm de 

la PPOX se relacionan predominantemente con síntomas mixtos (44,4%), 

mientras que un 22,2% se asocian a signos cutáneos. 

En cuanto a las inserciones, las analizamos en conjunto (Fig. I.3 B) y 

separando la mutación c.1.042_1.043insT de otras inserciones (Fig. I.3C). El 

grupo que incluye todas las inserciones se asocian, con un porcentaje levemente 

mayor que en los otros casos, a las afecciones cutáneas (26,5%), mientras que las 

agudas y mixtas presentan la misma proporción (17,7% respectivamente). Al 
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A 

C 

B 

desglosar las inserciones, vemos que el perfil de distribución de la mutación 

c.1.42_1.043insT es similar al visto en la Figura I.3B (30% cutáneo; 13,3% 

agudo; 20% mixto) mientras que el resto de este tipo de variantes genéticas se 

asocian exclusivamente a sintomatología aguda (50%). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura I.3: Relación genotipo-
fenotipo, comparando tipos de 
mutaciones en función de la 
sintomatología. A) Comparación 
entre individuos portadores de la 
mutación c.1.042_1.043insT 
(inserción, barras amarillas) e 
individuos portadores de otras 
mutaciones (otras, barras violetas). 
B) Comparación utilizando las 
siguientes categorias de 
mutaciones: missense, deleciones 
(del), inserciones (ins + 
c.1043insT) y splicing. C) Ídem B, 
excepto para la categoría 
inserciones, que fueron separadas 
en la inserción más común 
(c.1043insT) y otras inserciones 
(ins – c.1043insT) 
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I.4: Discusión 

Hasta la fecha, en el CIPYP, diagnosticamos a nivel molecular 36 

familias Argentinas como PV. Entre los individuos que presentan alguna 

mutación podemos distinguir a los portadores asintomáticos o latentes (41,1%) 

de los portadores sintomáticos (58,9%). 

De la cantidad de portadores sanos detectados a partir del análisis 

genético surge la importancia de realizar dichos estudios en familiares 

asintomáticos de propósitos ya diagnosticados. De esta forma, es  posible 

aconsejar a estas personas acerca de drogas porfirinogénicas y otras conductas 

(ayuno, dietas, tratamientos hormonales, etc) que pueden llevar al 

desencadenamiento de la porfiria, para así poder evitarlas incluso antes de la 

manifestación de cualquier síntoma.  

Además, aproximadamente en un 2% de los individuos diagnosticados 

bioquímicamente como PV y estudiados genéticamente no ha sido posible hallar 

la presencia o no de una mutación en el gen de la PPOX. En algunos de ellos, 

esto se debe a que no nos fue posible, aún, secuenciar correctamente ciertas 

regiones del gen de ―difícil secuenciación‖ como las regiones con un alto 

contenido de di-nucleótidos CG que complican la tarea de secuenciación directa. 

En otros pacientes si bien logramos secuenciar con éxito el gen completo nos fue 

imposible detectar la alteración genética. Este último caso correspondería a un 

escenario donde, pese a emplear un método de detección de mutaciones tan 

confiable como la PCR seguida de secuenciación automática, estos individuos 

formarían parte del <1% de los casos no detectables mediante esta técnica 

(Grompe, 1993) debido a artefactos de la misma (Bevan et al, 1992). 

Cómo vimos en la Fig. I.1, la mayor proporción de las mutaciones 

detectadas en el gen de la PPOX son privativas de 1 o a lo sumo 2 familias, 

hecho que pone de manifiesto el alto grado de heterogeneidad molecular que 

caracteriza a las porfirias. Como excepción a esto, encontramos a la mutación 

c.1.042_1.043insT en una elevada prevalencia en nuestra población (39% de 

nuestras familias PV). 
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De esta Figura podemos concluir también que la mayoría de las 

mutaciones están presentes en exones del gen de la PPOX, a excepción de las 

alteraciones c.338+3insT y c.808-1G>C. Estas dos alteraciones intrónicas, junto 

con la c.807G>A, que afecta a la última base del exón 7 son mutaciones de 

splicing.  

Al agrupar las mutaciones halladas en 4 categorías (Fig. I.2) podemos 

observar que, como es de esperarse, las mutaciones por inserción incluida la 

c.1.042_1.043insT son las de mayor representación en nuestra población (39%). 

Sin embargo, al desglosar los distintos tipos de inserciones podemos ver que sólo 

un 11,4% de éstas se corresponden a inserciones diferentes a la altamente 

prevalente c.1.042_1.043insT. Todas las inserciones alteran la normal expresión 

del gen en estudio al generar un codón finalización prematuro río abajo. 

A continuación, las mutaciones missense, que provocan defectos a nivel 

proteico, afectan al 35,5% de los pacientes. Cómo se estudiará más adelante, 

estás mutaciones tienen efectos sobre la actividad enzimática en linfocitos de los 

pacientes así como también en un sistema procariótico de expresión de la 

proteína mutante. 

En términos de prevalencia, a continuación se ubican las mutaciones por 

deleción de 1 o 2 nucleótidos, con un 15,5%; las cuales, al igual que las 

mutaciones por inserción, generan un codón finalización prematuro que altera el 

correcto funcionamiento de la enzima. En cuanto al último grupo de mutaciones, 

las de splicing, éstas están representadas en un 10% de los pacientes y, como 

veremos más adelante, afectan el correcto procesamiento del ARNm de la PPOX 

al delecionar el exón afectado por la presencia de la alteración. 

En el marco de este trabajo se diagnosticaron a nivel genético 61 

individuos, 17 nuevos y 44 familiares de pacientes con diagnóstico previo. Los 

17 nuevos pacientes conforman 10 familias PV Argentinas, de las cuales 5 portan 

mutaciones ya descriptas y 5 mutaciones nuevas en el país. De estas 5 

mutaciones nuevas, como vimos en la Tabla I.1, 2 de ellas son mutaciones por 

deleción de 2 nucleótidos (c.1.330_1.331delCT y c.1.384_1.385delAG) ya 

reportadas en Europa (Wiman et al, 2003; Whatley et al, 1999) pero no en 
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nuestro país. Las 3 restantes, corresponden a mutaciones de tipo missense las 

cuales fueron descriptas por nuestro instituto por primera vez y fueron 

expresadas en el desarrollo de esta tesis (Méndez et al, 2012). 

Como mencionamos previamente, la importancia de hallar estas 

alteraciones nuevas radica en la posibilidad de alertar a familiares de los 

pacientes con anticipación a la aparición de síntomas con el fin de evitar en ellos 

el desencadenamiento de la enfermedad. Además, hallar nuevas mutaciones a 

nivel mundial pone de manifiesto, nuevamente, la heterogeneidad molecular que 

representa a este tipo de enfermedades. 

De acuerdo a los resultados expresados en la Fig. I.3, la mayoría de los 

pacientes son portadores asintomáticos, lo cual demuestra, nuevamente, la 

importancia de la detección temprana de mutaciones dentro de una familia. No 

obstante, no fue posible extraer de estos gráficos de barras una posible relación 

entre un tipo de mutación, ya sea ésta missense, de splicing, por deleción o 

inserción (Fig. I.) o incluso la inserción más prevalente en nuestra población 

(Fig. I.3 C) y la sintomatología de los pacientes. Si bien observamos algunas 

tendencias, como por ejemplo, que las inserciones sin incluir c.1.042_1.043insT 

se relacionan exclusivamente con síntomas agudos o que las deleciones se 

relacionan en mayor porcentaje con manifestaciones cutáneas, no podemos 

aseverar que se trate de una relación genotipo-fenotipo dado que, en el primer 

caso, el número de individuos es muy pequeño para tener significancia estadística 

y en el segundo, también encontramos un 20% de pacientes que exhiben signos 

mixtos. 

A pesar de que una correlación genotipo-fenotipo pudo ser establecida en 

la población finlandesa (von und zu Fraunberg et al, 2002), no nos es posible 

establecerla en nuestro caso. Esta ausencia de relación genotipo-fenotipo, fue 

previamente reportada por el CIPYP (Rossetti et al, 2008), así como también en 

otras poblaciones (Whatley et al, 1999; Schneider-Yin & Minder, 2006; Di Pierro 

et al, 2009). En líneas generales podemos decir que, aparentemente, un dado 

genotipo no es el único determinante de la presentación clínica de la porfiria 
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(Schneider-Yin & Minder, 2006), hecho consistente con la naturaleza 

multifactorial de esta patología. 
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Capítulo II: Caracterización de mutaciones nuevas en el gen de la PPOX 

II.1.1: Análisis bioinformático de mutaciones missense 

En el marco de este trabajo, se describieron 3 mutaciones puntuales no 

halladas previamente en la población Argentina, las cuales generan un cambio de 

aminoácido a nivel proteico: c.227C>T, p.S76F; c.1265A>G, p.Y422C (Méndez 

et al, 2012) y c.476C>T, p.A159V. Al tratarse de mutaciones missense, es 

necesario realizar un estudio funcional para determinar su efecto sobre la 

proteína. 

Por otra parte, otras 3 alteraciones de tipo missense previamente 

reportadas en nuestro laboratorio (Rossetti et al, 2008), también requieren de 

estudios funcionales para su caracterización. Éstas son: c.101A>T, p.E34V; 

c.670T>G, p.w2224G; c.995G>C, p.G332A. 

Como paso previo a la caracterización funcional, realizamos el análisis 

de las mutaciones mediante herramientas bioinformáticas.   

En la Tabla II.1 se muestran los resultados obtenidos con los programas 

SIFT, PROVEAN y PolyPhen-2. Como se puede apreciar, las tres herramientas 

empleadas predicen para todas las mutaciones analizadas un efecto deletéreo 

sobre la función de la proteína, excepto en el caso c.995G>C, p.G332A, que 

resulta tolerable para SIFT mientras que sería deletérea para las otras dos 

herramientas. 

 

  

HERRAMIENTA 

SIFT PROVEAN PolyPhen-2 

MUTACIÓN PREDICCIÓN SCORE PREDICCIÓN SCORE PREDICCIÓN SCORE 

p.E34V Función afectada 0.00 Deletéreo -6.707 Probablemente dañina 1.00 

p.S76F Función afectada 0.02 Deletéreo -3.546 Probablemente dañina 0.99 

p.A159V Función afectada 0.03 Deletéreo -3.566 Probablemente dañina 1.00 

p.W224G Función afectada 0.00 Deletéreo -12.477 Probablemente dañina 1.00 

p.G332A Tolerable 0.15 Deletéreo -5.823 Probablemente dañina 0.99 

p.Y422C Función afectada 0.00 Deletéreo -8.776 Probablemente dañina 1.00 

Tabla II.1 : Predicciones bionformáticas para cada una de las mutaciones missense en estudio. Para cada 
herramienta se muestra la predicción realizada para cada sustitución y el score correspondiente. 
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II.1.2: Expresión de mutaciones missense 

A continuación, realizamos el ensayo funcional de caracterización de las 

6 mutaciones missense en estudio, mediante la expresión en bacterias de la 

enzima mutante, purificación de ésta y la determinación de su actividad en un 

sistema in vitro. 

En la Tabla II.2 se muestran los resultados de actividad enzimática de los 

6 constructos expresados. Además de la actividad específica y la actividad 

residual de las proteínas mutantes, a la derecha tenemos una columna extra con la 

información de la actividad enzimática específica y residual de los pacientes, 

para poder comparar los resultados del ensayo funcional con el efecto fisiológico 

en los individuos portadores de las fallas. 

Tabla II.2: Valores de actividad enzimática (± desvío estándar) correspondientes a la 
expresión de cada mutación estudiada. La actividad específica (AE) fue determinada en cuatro 

experimentos independientes. La actividad residual se calculó de la siguiente manera: 100 x (AE- AE 
pTRC) / (AE pTRC- wt - AE pTRC). Las 2 últimas columnas a la derecha corresponden a la actividad 

enzimática específica y residual obtenida a partir de linfocitos de los pacientes portadores de las 
mutaciones. Méndez et al, 2012 y resultados no publicados. ND: no determinado. 

 

 

 

II.2.1: Análisis bioinformático de mutaciones de splicing 

Del total de la mutaciones nuevas halladas, tres de ellas, descriptas en 

2008 (Rossetti et al, 2008), no generan alteraciones a nivel proteico dado que dos 

son intrónicas (c.338+3insT; c.808-1G>C) y la última, a pesar de ser exónica, 

genera un cambio sinónimo (c.807G>A). Por otra parte, la mutación c.808-1G>C 

Constructo 
Actividad específica 

(nmol PROTO/mg/h) 

Actividad residual 

(%) 

Actividad específica pacientes 

(nmol PROTO/mg/h) 

Actividad residual 

pacientes (%) 

pTrcHisB 0.21 ± 0.03 0 — — 

pTrc – PPOX-wt 13.27 ± 1.20 100 — — 

pTrc – PPOX- E34V 0.51 ± 0.02 2.29 18.48 55,58 

pTrc – PPOX – S76F 0.66 ± 0.03 3.44 16.67 47,13 

pTrc – PPOX – A159V 0.52±0.05 3.92 ND ND 

pTrc – PPOX – W224G 0.76 ± 0.03 4.21 16.95 50.98 

pTrc – PPOX – G332A 0.20 ± 0.02 0 15.84 47,64 

pTrc – PPOX – Y422C 0.62 ± 0.02 3.14 11.22 33,74 
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afecta directamente al dinucleótido 100% conservado AG presente en el sitio 

aceptor de splicing y la mutación c.338+3insT podría afectar al sitio donor de 

splicing correspondiente. Teniendo en cuenta todo lo anterior, se analizó el 

posible efecto de estas tres alteraciones sobre el proceso de splicing del gen de la 

PPOX. 

Previo al ensayo funcional, realizamos algunas predicciones empleando 

herramientas bioinformáticas. En la Tabla II.3 se muestran los score asignados 

para cada secuencia en ausencia y presencia de la mutación, para el caso del 

programa NN Splice y si afecta o no a algún elemento ESE, en el caso de los 

programas ESE Finder y Rescue ESE. Nótese que estos dos últimos sólo se 

empleados para el estudio de la mutación c.807G>A, dado que es la única 

exónica, lugar donde se ubican estos elementos ESE. 

Tabla II.3 : Análisis bioinformático de las mutaciones de splicing en estudio. Se muestran los 
score para la secuencia WT y a continuación para la secuencia mutada. No afecta implica que ningún 
elemento ESE es afectado por la presencia de la  mutación. 5’ ss: sitio donor de splicing; γ’ ss: sitio 

aceptor de splicing. 
 

 

Como se observa en la Tabla II.3, los sitios donor, en el caso 

c.338+3insT y c.807G>A, y aceptor de splicing, en el caso c. 808-1G>C, pierden 

su fuerza, afectando así al proceso de splicing. Además, para la mutación 

c.807G>A no hay efecto sobre los elementos ESE presentes, por tanto, si existe 

algún efecto sobre el correcto procesamiento del ARNm de la PPOX, no sería a 

través de la alteración de uno de estos elementos exónicos.  

 

II.2.2: Expresión de mutaciones de splicing 

El ensayo de caracterización de las 3 mutaciones de splicing halladas se 

comenzó transfectando células HeLa con los constructos pTB. El resultado de 

 HERRAMIENTA 

Mutación NN Splice ESE Finder Rescue ESE 

c.338+3insT 5’SS de 0.96 a 0.25 — — 

c.807 G>A 5’SS de 0.85 a 0 No afecta No afecta 

c.808-1 G>C 3’SS de 0.93 a 0 — — 
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dicho ensayo se muestra en la Figura II.1. Observando los perfiles 

correspondientes a los constructos mutantes para los 3 casos en estudio, es claro 

que el efecto de cada mutación es excluir al exón del ARNm (exon skipping). Por 

otra parte, las construcciones WT correspondientes a las mutaciones c.807G>A y 

c.808-1G>C muestran una fuerte inclusión del exón afectado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura II.1 : Transfección con los constructos pTB. WT= constructo wild type, M= constructo 
mutante, 247 pb= exclusión exón correspondiente, 308 pb= inclusión exón 8, 363 pb= inclusión exón 4, 

438 pb= inclusión exón 7.  
 

En el caso de la mutación c.338+3insT, la construcción WT sólo alcanza 

un 37±5,8% de inclusión del exón 4. No obstante esto, el efecto de la mutación 

en el procesamiento de dicho exón es evidente dado que, como ya se mencionó, 

se obtiene un 100±0% de skipping. Con el objeto de investigar si el efecto de esta 

mutación sigue siendo igual de severo en un contexto homólogo más amplio, 

dónde quizás la secuencia WT alcance valores de inclusión más semejantes a los 

esperados, diseñamos un minigen (pcDNA E4) que cuenta con una mejor 

definición de exón. En la Fig. II.2 se muestran los resultados de dicho ensayo. 

En este escenario, nuevamente, obtuvimos una fuerte exclusión del exón 

4 (98,5±1,5%) en presencia de la mutación. Sin embargo, a pesar de haber 

ampliado el contexto homólogo, la situación del constructo WT sigue siendo 

similar a la anterior ya que obtuvimos una inclusión del exón del 43,5±6,5%. 

Además se visualizaron otras bandas no esperadas en el gel de agarosa. Al 
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secuenciarlas hallamos que la más pesada corresponde al fragmento clonado 

completo (exón 3, 4 y 5 y los intrones correspondientes) y la más liviana a los 3 

exones más el intrón 3. A pesar de que dichas bandas se secuenciaron, aún 

desconocemos su origen; sólo podemos especular que se trataría de 

contaminación con ADN durante la extracción de ARN en el caso de banda 

pesada y en el caso de la banda liviana que la secuencia WT necesitaría un 

contexto homólogo aún mayor que éste para que el splicing proceda 

correctamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura II.2 : Transfección con constructo pcDNA E4. WT= wild type, M= mutado. 431bp= 

inclusión exón 4, 315 bp= exclusión exón 4. 

 

 

Por último, nos propusimos investigar si el efecto de la mutación 

c.807G>A es sobre el sitio de unión al factor U1 snRNA, la primer pequeña 

ribonucleotproteína nuclear en unirse al sitio donor de splicing, disparando así la 

formación del spliceosoma. Para poner a prueba esta hipótesis co-transfectamos 

las células con el constructo pTB E7 mutante, junto a un vector conteniendo ya 

sea la secuencia canónica de U1 (WT) o una secuencia perfectamente 

complementaria al sitio 5’ de splicing del exón 7 en presencia de la mutación en 
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estudio. En la Fig. II.3 podemos observar que la co-transfección del constructo 

pTB E7 mutante y U1 complementario resulta en un rescate parcial del splicing 

del exón, dado que la inclusión alcanzada en este ensayo fue del 22±2%. Este no 

fue el caso al emplear U1 WT y pTB E7 mutado, donde la inclusión del exón fue 

de 3±2%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura II.3 : Co-transfección U1 snRNA + pTB E7 (c.807 G>A). WT= pTB E7 wild type, M= 
pTB E7 mutante, M+U1= pTB E7 mutante y U1 snRNA, M+U1*= pTB E7 mutante y U1 snRNA 

complementario a la mutación, 247 pb= exclusión exón 7, 438 pb= inclusión exón 7. 
 

 

II.3: Discusión 

De las 6 mutaciones missense que afectan a la proteína PPOX, 3 fueron 

descriptas con anterioridad, p.E34V, p.W224G, p.G332A (Rossetti et al, 2008); y 

las últimas 3 fueron descriptas durante la realización de este trabajo, p.S76F, 

p.A159V, p.Y422C (Méndez et al, 2012; Granata 2013 no publicado). Todas 

ellas se estudiaron a nivel bioinformático y a nivel funcional, resultados que 

demuestran el efecto deletéreo en la estructura y/o la función de la enzima 

(Méndez et al, 2012). Además, contamos con los valores de actividad enzimática 

de los pacientes portadores de cada una de las alteraciones aquí estudiadas, 

encontrándose que en todos los casos, los resultados de actividad enzimática del 

sistema procariótico son comparables con los valores presentados por los 
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pacientes, teniendo en cuenta que en el caso de estos siempre está presente el 

alelo normal que aporta enzima funcional. 

La mutación p.E34V, como vimos, lleva a un importante descenso de la 

actividad enzimática, tanto en el sistema de expresión procariota como en los 

linfocitos de pacientes portadores de dicha alteración (TablaII.2). El análisis 

bioinformático, por su parte, revela un efecto deletéreo sobre la función de la 

enzima (Tabla II.1). Además sabemos que el aminoácido E34 se encuentra 

altamente conservado a través de la evolución y que forma parte del dominio de 

unión al cofactor FAD (Qin et al, 2011). De hecho este glutamato interactúa 

directamente con el FAD, por lo que su reemplazo por un aminoácido 

hidrofóbico como la valina reduce esta interacción y afecta de forma severa la 

unión al cofactor (Méndez et al, 2012). 

En cuanto a la mutación p.S76F, la predicción bioinformática nos alerta 

sobre un efecto deletéreo (Tabla II.1), dato que fue corroborado con el ensayo 

funcional de expresión en bacterias de la enzima mutante (Tabla II.2). Este 

aminoácido no es tan conservado como el E34, pero sí está presente en algunas 

especies de mamíferos como Macaca fascicularis (mono), Bos Taurus (bovino), 

Mus musculus (ratón) y Rattus novergicus (rata) (Méndez et al, 2012), y al igual 

que el residuo E34, S76 se encuentra en el dominio de unión a FAD (Qin et al, 

2011). Este residuo está dentro de una de las -hélices del dominio, donde 

probablemente afecte la estructura secundaria y la estabilidad de la proteína 

(Méndez et al, 2012). 

Continuando con la mutación p.A159V, las predicciones alertan sobre un 

efecto deletéreo confirmado por los resultados experimentales. Este aminoácido 

presenta el mismo nivel de conservación que el último analizado y se ubica 

dentro del dominio de unión a membrana (Qin et al, 2011). Aunque el reemplazo 

de una alanina por una valina no es tan drástico, pudimos observar un importante 

descenso de la actividad enzimática en presencia de esta mutación.  

El residuo W224 no es altamente conservado en la evolución y se ubica, 

también, en el dominio de unión a FAD (Qin et al, 2011). Se localiza, más 

precisamente, en el núcleo hidrofóbico del dominio, núcleo esencial para el 
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correcto plegamiento y estabilidad de la enzima. Su reemplazo por una glicina 

confiere una cadena lateral hidrofílica que probablemente desestabilice al núcleo 

afectando la estabilidad conformacional del dominio (Méndez et al, 2012), por 

ende de la proteína, generando así un importante descenso de la actividad 

catalítica. Esta información fue corroborada, primero, por herramientas 

bioinformáticas que predicen un efecto perjudicial (Tabla II.1) y luego mediante 

los valores disminuidos de actividad enzimática obtenidos en el sistema de 

expresión y en los linfocitos de pacientes (Tabla II.2), los cuales se condicen con 

la mínima actividad catalítica de la proteína mutante hallada por Qin et al (2011). 

Es probable también que este residuo se ubique en el péptido de señalización 

mitocondrial (Morgan et al, 2004; Davids et al, 2006), con lo cual una alteración 

en esta posición podría afectar el correcto transporte hacia mitocondrias. Otra 

mutación missense en esta misma posición (p.W224R) fue descripta previamente 

como responsable de PV (Lecha et al, 2006), hecho que nos lleva a concluir que 

dicho aminoácido es esencial para el correcto funcionamiento de la PPOX. 

El aminoácido G332 sí es un residuo altamente conservado a través de la 

evolución (Méndez et al, 2012). Se encuentra ubicado en el dominio de unión a 

sustrato e interactúa directamente con éste y su reemplazo por alanina cambia la 

conformación de la cadena principal de la glicina, antes unida al sustrato, 

irrumpiendo la interacción sustrato-residuo (Qin et al, 2011). La enzima mutante 

en esta posición descripta por Qin et al (2011) no muestra actividad enzimática 

dado que la unión a sustrato se ve completamente impedida. Esto fue 

corroborado por nuestros estudios, dado que también obtuvimos una actividad 

enzimática nula de la proteína mutante y una actividad residual en pacientes de 

alrededor del 50% (tabla II.2). En cuanto a las predicciones bioinformáticas, una 

de ellas describe al cambio como tolerable aunque las otras dos empleadas lo 

describen como deletéreo o dañino (Tabla II.1); esto nos indica la importancia de 

utilizar más de una herramienta predictiva y de realizar los ensayos funcionales 

correspondientes de modo de determinar sin lugar a dudas el efecto de cada 

variante genética. 
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La mutación p.Y422C afecta a un aminoácido altamente conservado a 

través de la evolución (Méndez et al, 2012) y este residuo se localiza en el 

dominio de unión al cofactor FAD, específicamente en una de las hojas plegadas 

 de éste (Qin et al, 2011). El cambio de esta tirosina por un aminoácido como la 

cisteína, provoca un descenso de la actividad enzimática tanto en el sistema de 

expresión procariótico como en pacientes (Tabla II.2), además de ser predicho 

como un cambio no tolerable por las herramientas bioinformáticas (Tabla II.1). 

Una posible explicación sería que el cambio de un aminoácido aromático, como 

la tirosina, por otro también polar pero conformado por un grupo sulfhidrilo 

como la cisteína, provocaría un cambio conformacional en la estructura del 

dominio de unión al cofactor FAD. Aun cuando éste no es el aminoácido que se 

une directamente al FAD, el posible cambio conformacional llevaría a una 

interacción incorrecta del cofactor con el residuo correspondiente, generando así 

un descenso en la actividad enzimática de la proteína. 

En cuanto a las mutaciones c.338+3insT, c.807 G>A y c.808-1 G>C, 

pensamos que su efecto es sobre el proceso de splicing del ARNm de la PPOX 

dado que la primera podría alterar la definición del sitio 5’ de splicing, la 

segunda siendo la única exónica no lleva a un cambio de aminoácido y la última 

afecta directamente a uno de los dinucleótidos universalmente conservados del 

sitio γ’ de splicing. Como una primera aproximación estudiamos a estas 

alteraciones mediante RT-PCR con muestras de ARNm de los pacientes 

adecuados, no obstante sólo obtuvimos la banda correspondiente al alelo normal 

o ninguna banda (Rossetti et al, 2008). Es por esto que nos propusimos 

estudiarlas empleando un ensayo funcional de minigenes, que al igual que en el 

caso de las mutaciones missense se complementó con un análisis bioinformático. 

Tanto el ensayo de transfección con los constructos pTB (Fig.II.1) como 

el ensayo de transfección con los constructos pcDNA (Fig. II.2) mostraron que 

hay defectos a nivel del splicing de la región que contiene a la mutación 

c.338+3insT dado que observamos un 100% de skipping del exón 4 de la PPOX. 

No obstante, el constructo WT de ambos ensayos muestra una pobre inclusión 

del exón, en contraposición al 100% esperado. Pese a los inconvenientes que 
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tiene la secuencia WT para realizar correctamente el proceso de splicing, es 

evidente el efecto de exon skipping que produce la mutación; dato experimental 

que se complementa con el dato bioinformático de descenso de la fuerza del sitio 

5’ (Tabla II.γ). De hecho, esta mutación ubicada en la tercera base del intrón 4 

afecta a una purina, que en humanos se encuentra conservada en un 95% (Zhang, 

1998; Baralle & Baralle, 2005) y que al ser reemplazada por una pirimidina como 

la timina este porcentaje baja drásticamente a 3% (Zhang 1998). Perder este exón 

genera la aparición de un codón finalización prematuro en el exón 4, con la 

consecuente degradación del transcripto anómalo por el mecanismo de ―non-

sense mediated decay‖ (NMD), que detecta y degrada selectivamente a estos 

ARNm defectuosos (Maquat, 2004). 

En cuanto a la mutación c.807G>A, los resultados muestran en forma 

clara que su efecto es provocar el skipping del exón 7 (Fig. II.1). Considerando 

también que ningún enhancer exónico de splicing (ESE) es afectado por esta 

alteración (Tabla II.3), hipotetizamos que ésta podría estar afectando al sitio de 

unión de U1snRNA. Esta pequeña ribonucleoproteína nuclear es el primer factor 

que se une al transcripto naciente, específicamente en el sitio donor de splicing 

por complementariedad de bases, para comenzar con el ensamblado del 

spliceosoma (Wahl et al, 2009). En este aspecto, el ensayo en presencia de U1 

complementario a la mutación (Fig. II.3) mostró un rescate parcial del splicing 

respecto de la construcción mutante en ausencia de U1 o en presencia de U1 WT. 

Asimismo, esta mutación afecta a la última base del exón 7, reemplazando una G, 

con un porcentaje de conservación del 77%, por una A, con una conservación del 

12% (Zhang, 1998). Por tanto, concluimos que esta mutación tiene como 

consecuencia la pérdida del exón 7, lo que genera la aparición de un codón 

finalización prematuro en el exón siguiente y la consecuente degradación del 

mensajero anómalo por NMD (Maquat, 2004), mediante la irrupción del sitio de 

unión del factor U1snRNA. 

La mutación c.808-1G>C afecta al dinucleótido AG presente en el sitio 

γ’ de splicing que se encuentra 100% conservado en humanos (Zhang, 1998; 

Baralle & Baralle, 2005). En este trabajo encontramos experimentalmente que 
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esta alteración provoca la pérdida del exón 8 (Fig. II.1), dato soportado por la 

predicción bioinformática de pérdida total de la fuerza del sitio aceptor de 

splicing (Tabla II.3). La consecuencia de este evento de skipping genera, como 

en los casos anteriores, la aparición de un codón finalización prematuro que 

llevará al mensajero a su degradación. 
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Capítulo III: Análisis de haplotipos 

III.1: Caracterización de STRs en la población normal 

Como paso previo al análisis de haplotipos en nuestros pacientes PV, 

procedimos con la caracterización de los marcadores moleculares seleccionados 

en la población normal Argentina. En la Tabla III.1 podemos observar las 

principales características de los 5 STRs estudiados. Asimismo, en la Figura III.1 

se muestran en forma gráfica las frecuencias alélicas para cada marcador 

molecular. 

Todos los alelos hallados se condicen con los PM encontrados en las 

bases de datos (ver Método Experimental, III.1), considerando, en el caso que 

corresponda, los 18 nucleótidos extra que aporta el primer M13. 

También se analizó el equilibrio de Hardy-Weinberg, encontrándose que 

en la población normal Argentina, todos estos STRs se ajustan a dicho equilibrio. 

En la Tabla III.1 se observan los valores p hallados. 

 

STR # alelos # genotipos Heterocigosis observada Heterocigosis esperada p 

D1S2707 7 18 0,617 

 

0,805 

 

0,1017 

 

D1S484 

 

4 9 0,735 

 

0,704 

 

0,769 

 

D1S2705 9 21 0,725 0,828 0,5705 

 

D1S1679 8 21 0,875 0,833 0,724 

 

D1S104 9 17 0,875 0,785 0,8626 

 

Tabla III.1 : Características de los STRs en la población normal Argentina. 
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Figura III.1 : Frecuencias alélicas de los STRs en la población normal Argentina. 
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III.2: Caracterización de STRs en pacientes PV 

Los pacientes PV Argentinos se dividieron en 2 grupos: portadores de la 

mutación c.1.042_1.043insT (ins) y pacientes PV portadores de otras mutaciones 

(otras). En estos 2 grupos, también analizamos las características de los 5 STRs 

seleccionados. Los resultados obtenidos se pueden observar en la Tabla III.2 y 

los gráficos correspondientes a las frecuencias alélicas en las Figuras III.2 y III.3. 

 

Grupo STR # alelos # genotipos Heterocigosis observada Heterocigosis esperada 

ins 

D1S2707 6 8 0,7 

 

0,725 

 

D1S484 

 

4 5 0,92 

 

0,653 

 

D1S2705 5 5 0,538 

 

0,441 

 

D1S1679 7 7 0,769 

 

0,589 

 

D1S104 6 9 0,961 

 

0,753 

 

otras 

D1S2707 7 16 0,91 

 

0,8 

 

D1S484 

 

4 7 0,538 

 

0,653 

 

D1S2705 6 14 0,47 

 

0,687 

 

D1S1679 8 14 0,902 

 

0,748 

 

D1S104 8 19 0,843 

 

0,792 

 

Tabla III.2 : Características de los STRs en pacientes PV Argentinos portadores de la mutación 
c.1.042_1.043insT (ins) y portadores de otras mutaciones (otras). 

 

 

Por otra parte, las frecuencias alélicas de cada STR se compararon entre 

los 3 grupos de individuos y no encontramos diferencias significativas en ningún 

caso. Sin embargo, analizando los gráficos de frecuencias observamos que los 

alelos D1S2707-153, D1S484-158, D1S2705-146, D1S1679-180, y D1S104-154 

tienen una frecuencia mayor en el grupo de portadores de la mutación 

c.1.042_1.043insT que en los otros 2 grupos de individuos, por tanto inferimos 

que estos alelos se asocian de manera preferencial a la mutación más abundante 

en nuestra población PV. 
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Figura III.2 : Frecuencias alélicas de los STRs en el grupo de individuos PV con la mutación 

c.1.042_1.043insT (ins). 
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Figura III.3 : Frecuencias alélicas de los STRs en el grupo de individuos PV con otras mutaciones (otras). 
 

 

De las Figuras III.1, III.2 y III.3 también se desprende que hay 

diferencias entre la cantidad de alelos entre los 3 grupos de individuos 

analizados. De esta forma, considerando a todos los individuos genotipificados, 
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encontramos que el STR D1S2707 presenta un total de 8 alelos (141-143-145-

147-149-151-153-155), D1S484 con 4 alelos (152-154-156-158), D1S2705 9 

alelos (136-144-146-148-150-152-154-156-158), D1S1679 9 alelos (160-164-

168-172-176-180-184-188-192) y finalmente D1S104 10 alelos (152-154-156-

158-160-162-164-166-168-170).  

Por último, al analizar las distribuciones de frecuencias alélicas en los 3 

grupos de individuos, observamos que ésta es similar entre el grupo ins y otras 

pero que es diferente de la del grupo control para todos los STRs estudiados, 

excepto para D1S484. En este caso, la distribución de frecuencias alélicas es 

diferente en los 3 grupos de individuos. 

 

III.3: Haplotipos 

A continuación se detallan los datos obtenidos de la segregación de 

alelos en cada familia PV y del programa PHASE, que fue utilizado 

principalmente para determinar el haplotipo más probable en aquellos individuos 

sin familiares disponibles para analizar y/o en aquellos casos donde no fue 

posible obtener los alelos empíricamente. En la Tabla III.3 se observan los 

haplotipos de los individuos con la mutación c.1.042_1.043insT, mientras que en 

la Tabla III.4 se muestran los haplotipos de los PV portadores de otras 

mutaciones. 

El haplotipo central D1S484-158, D1S2705-146, D1S1679-180 

cosegrega con la mutación c.1.042_1.043insT en el 100% de las familias PV, 

mientras que ese haplotipo en las familias con otras mutaciones aparece 

solamente en el 10,5% de los casos. Asimismo, el programa PHASE encuentra 

una diferencia significativa mayor para el haplotipo central definido en la Tabla 

III.3 (p=0,01) respecto del más probable definido con los 5 STRs (p=0,02), entre 

los controles y los individuos con la mutación recurrente y entre los PV con otras 

mutaciones y con la inserción (p=0,01 en ambos casos). Por otra parte, 10 

familias portadoras de la mutación recurrente extienden el haplotipo compartido 

al alelo D1S2707-153 (71,4% de las familias), mientras que sólo 1 familia 

portadora de otra mutación cuenta con éste (5,2% de las familias). 
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Familia 
VII VIII IX X XI XII XIII XIV XV XVI XVII XVIII XIX XX 

STR 

D1S2707 143 143 153 153 153 153 153 153 153 151 153 153 153 143 

D1S484 158 158 158 158 158 158 158 158 158 158 158 158 158 158 

D1S2705 146 146 146 146 146 146 146 146 146 146 146 146 146 146 

PPOX c.1.042_1.043insT 

D1S1679 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 180 

D1S104 160 154 154 156 154 158 154 154 160 154 162 154 156 154 

Tabla III.3 : Haplotipos de pacientes PV con la mutación más frecuente (familias VII a XX). En rojo se 
muestra el haplotipo central compartido por los individuos de este grupo y subrayado el haplotipo 

extendido presente en 10 de las familias. En cursiva se observa el gen de la PPOX con la mutación en 
estudio. 

 
 

 Familia 
I II III V VI XXI 

XXI

I 

XXI

II 

XXI

V 

XX

V 

XX

VI 

XX

VII 

XXI

X 

XX

X 

XX

XI 

XX

XII 

XX

XIII 

XX

XIV 

XX

XV STR  

D1S2707 151 151 145 151 151 153 151 147 153 149 153 149 149 151 143 143 141 153 151 

D1S484 158 152 156 154 158 158 156 154 154 154 154 154 154 152 154 154 154 158 154 

D1S2705 148 146 146 152 146 146 146 150 148 148 146 148 150 154 146 146 152 146 146 

PPOX Mutación 

D1S1679 180 176 180 180 180 176 180 172 176 164 180 180 180 180 188 180 176 180 176 

D1S104 154 160 160 156 154 164 154 162 164 160 156 160 162 160 154 156 168 154 160 

Tabla III.4 : Haplotipos de pacientes PV con otras mutaciones (familias I a III, V, VI, XXI a XXVII, 
XXIX a XXXV). En rojo se muestra el haplotipo central y subrayado el haplotipo extendido. En cursiva 

se observa el gen de la PPOX con la mutación que corresponda a cada familia.  
 

 

III.4: Discusión 

Con el fin de elucidar el origen de la elevada prevalencia de la mutación 

c.1.042_1.043insT en nuestro país, nos propusimos realizar un estudio de 

haplotipos. Como marcadores moleculares seleccionamos 5 STRs flanqueantes al 

gen de la PPOX, cuyo desequilibrio de ligamiento respecto del gen ya se había 

descripto (Groenewald et al, 1998). Además, estos marcadores también se 

utilizaron en estudios previos de haplotipos en otras poblaciones (Frank et al, 

2001; de Villiers et al, 2005; van Tuyll van Serooskerke et al, 2009; van Tuyll 

van Serooskerken et al, 2012).   
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Como primer paso, caracterizamos a estos marcadores en la población 

normal, hallando que presentan entre 8 y 9 alelos, con una distribución de 

frecuencias que nos permite decir que se trata de polimorfismos variables e 

informativos, a diferencia de 7 SNP (polimorfismos de nucleótido simple) 

analizados previamente (Granata, 2008). En ese trabajo, al no resultar 

informativos los marcadores moleculares seleccionados, no pudimos descartar ni 

corroborar la hipótesis del efecto fundador para la mutación c.1.042_1.043insT. 

Todos los STRs estudiados presentan un alto número de genotipos 

posibles y una hetorocigosis apreciable (Tabla III.1). También observamos que 

todos se ajustan al equilibrio de Hardy-Weinberg, lo que implica que representan 

polimorfismos estables en la Argentina. 

En cuanto a los grupos de individuos PV, si bien también pudimos 

observar variabilidad entre los alelos posibles, estos son diferentes entre los 

grupos. Es decir, algunos alelos están representados en 1 ó 2 de los grupos y no 

en todos, haciendo esto que quizás en un grupo haya más alelos para un mismo 

STR que en el otro. Por lo tanto, si consideramos a todos los individuos que 

conforman los 3 grupos de estudio, la cantidad de alelos descripta es mayor a la 

informada sólo para la población normal. 

La distribución de las frecuencias alélicas entre el grupo de controles y 

los otros 2 grupos en estudio es diferente, destacándose principalmente la elevada 

proporción del alelo D1S2707-153, D1S484-158, D1S2705-146 y D1S1679-180 

en el grupo con la mutación c.1.042_1.043insT. No obstante, al realizar las 

pruebas de contingencia χ2 correspondientes, no encontramos diferencias 

significativas entre las frecuencias de ningún grupo. 

Finalmente, la segregación de alelos realizada dentro de cada familia (ver 

Apéndice, Pedigrees y Haplotipos) nos permitió confeccionar los haplotipos 

representados en las Tablas III.3 y III.4, con ayuda también del software PHASE. 

De esta forma pudimos observar que existe un haplotipo central compartido por 

el 100% de las familias PV con la mutación más común, el cual llega sólo a un 

10,5% en las familias PV con otras mutaciones y que también existe un haplotipo 

más extenso que contiene al alelo D1S2707-153 que alcanza el 71,4% de las 
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familias con la inserción y sólo el 5,2% en otras familias PV. Además, existen 

diferencias significativas entre las frecuencias haplotípicas de los 3 grupos de 

individuos.  

Considerando que los marcadores moleculares analizados resultaron 

informativos, es altamente improbable que todas las familias compartan 

exactamente el mismo haplotipo. De esta forma concluimos que el haplotipo 

central D1S484-158, D1S2705-146, D1S1679-180 estaría asociado en un 100% a 

la mutación responsable de PV más frecuente de la Argentina, y por tanto, que 

existiría un ancestro común a partir del cual esta alteración se diseminó 

únicamente en nuestro país. 

Como dato adicional, la segregación de alelos en aquellos individuos en 

los cuales no se ha determinado aún el genotipo para el gen de la PPOX (ver 

Resultados y Discusión I.1) nos sirve como método indirecto para determinarlo. 

Por ejemplo, en la Familia XXX (ver Apéndice, Pedigrees y Haplotipos) el 

primer hombre no determinado de la segunda generación y el primer hombre no 

determinado de la tercera podrían de esta forma resultar portadores de la 

mutación familiar (c.745delG). 
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Capítulo IV : Relación de las PHAs con el estrés oxidativo 

IV.1: Evaluación de parámetros de estrés oxidativo 

Se estudiaron diversos parámetros de estrés oxidativo en plasma de 

pacientes PAI y PV, como representantes de PHAs, en comparación con 

individuos control. 

Se evaluó el estado oxidativo de los individuos mediante la capacidad 

oxidante total y marcadores de daño oxidativo como la peroxidación lipídica 

(niveles de MDA) y el daño oxidativo a proteínas. En ningún caso observamos 

diferencias significativas entre los pacientes y los controles (Tabla IV.1). 

Respecto de la defensa antioxidante, se cuantificaron los niveles de GSH, 

capacidad antioxidante total y actividad de catalasa, encontrándose valores 

similares entre pacientes y controles (Tabla IV.1). 

Determinamos los niveles plasmáticos de homocisteína total, como 

marcador de daño neurológico, sin encontrar diferencias significativas entre los 

grupos analizados (Tabla IV.1). 

 

MARCADOR CONTROL PV PAI 

Estado oxidativo 

Capacidad oxidante total 

 (moles/l) 
15,19 ± 3,16 17,63 ± 4,05 19,22 ± 4,96 

MDA (nmles/ml) 0,68 ± 0,05 0,75 ± 0,06 0,82 ± 0,06 

Daño a proteínas (nmoles/ml) 150,13 ± 34,53  175,34 ± 45,12 193,23 ± 51,26 

Defensa antioxidante 

GSH (moles/ml) 0,39 ± 0,03 0,52 ± 0,04 0,48 ± 0,04 

Capacidad antioxidante total (moles/l) 939 ± 103 752 ± 124 735 ± 143 

Catalasa (nmoles/min.ml) 16,7 ± 4,7 20,5 ± 7,0 20,3 ± 7,2 

Daño neurológico Hcy (mmol/l) 10,7 ± 3,2 14,6 ± 4,3 15,2 ± 3,9 

Tabla IV.1: Marcadores de estado oxidativo, defensa antioxidante y daño neurológico en pacientes PAI y 
PV. Los valores se expresan como promedio ± desvío estándar. 
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IV.2: Discusión 

La PAI y la PV, se caracterizan por presentar acumulación de 

precursores de la biosíntesis del hemo en hígado fundamentalmente. Se ha 

demostrado que la acumulación de estos precursores constituye una fuente 

endógena de ROS capaz de producir daños irreversibles a los componentes 

celulares (Monteiro et al, 1986; Monteiro et al, 1989; Pereira et al, 1992). 

Además, el aumento de ROS se relaciona con la patogénesis de la disfunción 

neurológica en enfermedades como el Alzheimer (Vitte et al, 2004). 

En trabajos previos, tampoco se detectaron alteraciones en el sistema de 

defensa antioxidante en plasma de pacientes PV encontrándose sólo un ligero 

aumento de MDA (Ferrer et al, 2009a). Sin embargo se describieron alteraciones 

de algunos marcadores de estrés oxidativo e inflamación en eritrocitos, 

neutrófilos y linfocitos de pacientes PV (Ferrer et al, 2009a; Ferrer et al, 2009b; 

Ferrer et al, 2010), así como una disminución del sistema de defensa antioxidante 

y aumento en la capacidad de producción de ROS en neutrófilos y linfocitos 

estimulados (Ferrer et al, 2009a; Ferrer et al, 2010). Asimismo, en pacientes PAI 

se han reportado niveles elevados de homocisteína en plasma, sin encontrar una 

relación entre éstos y los niveles de precursores del hemo excretados en orina o la 

presentación clínica de la enfermedad (To-Figueras et al, 2010). 

Por otra parte, en modelos animales de porfirias, se observó una 

situación de estrés oxidativo severo en los órganos principalmente afectados por 

la acumulación de intermediarios del hemo (Lelli et al, 2005; Rodriguez et al, 

2005; Faut et al, 2013). 

En este trabajo tampoco pudimos hallar diferencias significativas en 

plasma de individuos porfíricos y controles, en ninguno de los parámetros 

estudiados. Es probable que el diagnóstico temprano de la porfiria en los 

pacientes incluidos en el análisis y su permanente control lleve a que los niveles 

de ROS y el estado del sistema de defensa antioxidante estén balanceados. De 

hecho, Ferrer et al (2013) reportan que la suplementación con vitaminas C y E en 

concentraciones adecuadas durante 6 meses, disminuyó el daño oxidativo en 
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plasma, aumentó las actividades de catalasa y GR en eritrocitos  y las actividades 

de GR y SOD en linfocitos. 

Además, trabajando con pacientes nos encontramos con la imposibilidad 

de evaluar el estado óxido-reducción y las defensas antioxidantes directamente en 

los órganos. Evaluar estos parámetros en muestras biológicas como suero u orina, 

quizás no refleje de forma irrefutable lo que ocurre en los órganos hasta que el 

deterioro de estos sea severo. También consideramos que la cantidad de 

individuos incluidos en el estudio debe aumentar así como complementar con 

ensayos realizados en otros tipos celulares provenientes de pacientes, en líneas 

celulares y en modelos animales. 
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En este trabajo estudiamos la genética molecular de la Porfiria Variegata 

en nuestro país y el estado de estrés oxidativo en pacientes con Porfirias 

Hepáticas Agudas. 

En relación al diagnóstico genético, pudimos determinar la mutación 

responsable de la porfiria en el paciente, llegando así al diagnostico diferencial 

de éste. En muchas oportunidades los parámetros bioquímicos brindan resultados 

que no permiten aseverar de qué porfiria se trata, volviéndose entonces 

imprescindible el uso de técnicas moleculares como la PCR y secuenciación en la 

determinación precisa del tipo de porfiria. Por otra parte, se hallaron familiares 

portadores asintomáticos, cuyo diagnóstico temprano permite alertarlos acerca de 

la exposición a agentes desencadenantes antes de la aparición de manifestaciones 

clínicas, hecho respaldado por la amplia proporción de individuos de esta 

naturaleza hallados en el transcurso de este trabajo. El diagnóstico diferencial 

permite no sólo aconsejar a los portadores asintomáticos acerca de los agentes 

precipitantes, sino también a los pacientes sintomáticos quienes pueden mejorar 

considerablemente su calidad de vida con el correcto cuidado y/o tratamiento. 

No obstante la precisión del método de PCR y posterior secuenciación, 

hallamos un 2% de individuos a los cuales no se les pudo adjudicar el genotipo 

debido a dificultades inherentes a esta técnica (Bevan et al, 1992; Grompe, 

1993). 

El tipo de mutación más común en nuestro país, exceptuando las 

inserciones, son las mutaciones missense, donde la actividad de la enzima se ve 

comprometida. En cuanto a las mutaciones por inserción de una o dos bases, 

éstas son las más numerosas en nuestra población PV fundamentalmente por la 

inusual elevada prevalencia de la mutación c.1.042_1.043insT, presente en 

aproximadamente el 40% de las familias con diagnóstico genético. Debido a este 

porcentaje tan elevado, es que se incluye a la región que contiene a esta mutación 

en el screening inicial del gen de la PPOX en pacientes nuevos. 

Aún estudiando la relación de tipos de mutaciones, en vez de genotipos 

específicos, con la sintomatología del paciente no nos fue posible describir una 

correlación genotipo-fenotipo. Este escenario, ya descripto para PV (Whatley et 
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al, 1999; Schneider-Yin & Minder, 2006; Rossetti et al, 2008; Di Pierro et al, 

2009), es consistente con la naturaleza multifactorial de la patología dado que un 

genotipo, o en nuestro caso, un tipo de mutación, no es el único factor que 

determina la sintomatología del individuo (Anderson et al, 2001). 

Como ya se mencionó, en nuestra población el tipo de mutación más 

importante es el missense. En este trabajo estudiamos el efecto de 6 de estas 

alteraciones en un sistema de expresión procariótico. Estos ensayos revelaron que 

las mutaciones estudiadas llevan a un descenso importante de la actividad de la 

enzima demostrando el efecto deletéreo que éstas tienen sobre la estructura y/o la 

función de la PPOX (Méndez et al, 2011). Por lo tanto, estas mutaciones son 

responsables del descenso de la actividad enzimática detectada en los pacientes 

que las portan.  

También hallamos mutaciones que, en principio, parecerían no afectar 

directamente a la proteína, por estar presentes en intrones o por producir cambios 

sinónimos. Estudiando entonces su efecto en un sistema de minigenes 

observamos que cada una de ellas provoca la pérdida del exón correspondiente. 

Esto, a su vez, corre el marco de lectura abierto, haciendo que aparezca un codón 

finalización prematuro en el exón siguiente.  Este codón finalización prematuro 

será detectado por una maquinaria celular, llamada ―nonsense mediated decay‖ 

(NMD), la cual degradará selectivamente al mensajero proveniente del alelo 

mutado (Maquat, 2004). Este último evento nos permite explicar por qué nunca 

pudimos detectar el transcripto proveniente del alelo mutado mediante ensayos 

de RT-PCR empleando como templado muestras de pacientes (Granata, 2008; 

Rossetti et al, 2008). Entonces, mediante el uso de minigenes, demostramos que 

estas mutaciones son responsables de la patología en los pacientes que las portan, 

dado que alteran el splicing normal del ARNm de la PPOX. 

La mutación c.1.042_1.043insT está presente en el 40% de las familias 

PV Argentinas y hasta el momento sólo ha sido descripta en nuestro país; esto 

nos llevó a plantear la hipótesis de efecto fundador. Previamente, analizamos 

polimorfismos de nucleótido simple intragénicos (Granata, 2008) pero éstos no 

resultaron variables en nuestra población, haciendo que la hipótesis siguiera sin 
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ser corroborada ni refutada. En este trabajo analizamos STRs y efectivamente 

encontramos que estos son marcadores muy variables e informativos en la 

población. De hecho, pudimos describir un haplotipo central común a todos los 

individuos con la mutación recurrente, el cual es significativamente diferente en 

los otros 2 grupos de individuos analizados. Esto nos permitiría corroborar la 

hipótesis de efecto fundador para esta mutación en la Argentina, es decir que 

existiría un ancestro común portador de esta alteración a partir del cual se 

diseminó exclusivamente en nuestro territorio. 

Respecto a las determinaciones bioquímicas de estrés oxidativo, se 

realizaron con el objetivo de hallar marcadores de la disfunción neurológica. Sin 

embargo, muy probablemente debido a que el número de individuos incluídos 

fue bajo y que se trata de pacientes tratados y controlados, no nos fue posible 

encontrar ningún parámetro que sirva a tal fin. De todos modos, éste es un 

estudio preliminar que en el futuro se complementará con más individuos y con 

estudios in-vitro en líneas celulares e in-vivo en animales. 

Las Porfirias son consideradas enfermedades raras en el mundo. Es por 

esto que también no son muy conocidas por médicos ni por la población general. 

Los resultados de este trabajo constituyen un importante aporte para ampliar el 

conocimiento sobre los mecanismos moleculares e inician el avance sobre los 

conocimientos fisiológicos de estas patologías. De esta forma los profesionales 

de la salud cuentan cada vez con más herramientas a la hora de arribar al 

diagnóstico diferencial de las mismas, asegurando así un pronto y correcto 

tratamiento de los pacientes, mejorando su calidad de vida. 
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Pacientes PV: mutación y síntomatología 
 

A continuación, se muestra una tabla conteniendo la información 

correspondiente a las familias PV Argentinas: 

FAMILIA INDIVIDUO MUTACIÓN DEFECTO SINTOMATOLOGÍA 

XI propósito c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 cutánea 

  madre c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 cutánea 

  hija normal — no 

  hijo normal — no 

  padre normal — no 

XII propósito c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 cutánea 

  hermano c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 no 

  hermana normal — no 

  madre normal — no 

  padre c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 no 

XIII propósito c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 cutánea 

  hija c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 no 

  hija normal — no 

  hijo normal — no 

  hermana c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 no 

  hija c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 no  

XIV propósito c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 mixta 

  hija c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 no 

  hija c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 aguda 

  nieta normal — no 

XV propósito c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 cutánea 

  madre normal — no 

  hija c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 no 

  hija normal — no 

  hermana c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 no 

  hermana normal — no 

  hermana c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 cutánea 

  sobrina c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 no 

  sobrina c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 no 

  sobrina normal — no 

  prima normal — no 
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FAMILIA INDIVIDUO MUTACIÓN DEFECTO SINTOMATOLOGÍA 

XVI propósito c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 mixta 

XVII propósito c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 mixta 

XVIII propósito c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 mixta 

XIX propósito c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 cutánea 

XX propósito c.1.042_1.043insT p.Y348fsX349 aguda 

XXI propósito c.101A>T p.E34V aguda 

  padre normal — no 

  madre c.101A>T p.E34V no 

  hermano normal — no 

XXII propósito c.133delT p.S45fsX67 cutánea 

XXIII propósito c.694G>C p.G232R aguda 

  hijo c.694G>C p.G232R no 

  hijo normal — no 

XXIV propósito c.101A>T p.E34V cutánea 

  hermana c.101A>T p.E34V cutánea 

  hermano c.101A>T p.E34V mixta 

  hija normal — no 

  hija c.101A>T p.E34V no 

  hija c.101A>T p.E34V no 

  hija c.101A>T p.E34V no 

  hija c.101A>T p.E34V no 

XXV propósito c.925delA p.I309fsX314 mixta 

XXVI propósito c.808-1G>C r.EX8del mixta 

  prima c.808-1G>C r.EX8del no 

  prima c.808-1G>C r.EX8del no 

  tio c.808-1G>C r.EX8del mixta 

  sobrina normal — no 

  prima normal — no 

  hermano normal — no 

XXVII propósito c.317A>C p.H106P cutánea 

XXVIII propósito c.670T>G p.W224R mixta 

  hija normal — no 

  hija c.670T>G p.W224R no 

  prima c.670T>G p.W224R mixta 

  hija prima normal — no 
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FAMILIA INDIVIDUO MUTACIÓN DEFECTO SINTOMATOLOGÍA 

XXIX propósito c.338+3_insT r.EX4del mixta 

XXX propósito c.1.082_1.083insC p.G362fsX380 aguda 

  hermana c.1.082_1.083insC p.G362fsX380 aguda 

  sobrina  c.1.082_1.083insC p.G362fsX380 no 

  hija normal — no 

  sobrino  normal — no 

  hermana c.1.082_1.083insC p.G362fsX380 no 

  hijo sobrina normal — no 

XXXI propósito c.807G>A r.EX7del mixta 

XXXII propósito c.995G>C p.G332A aguda 

  padre c.995G>C p.G332A no 

  hija normal — no 

  hermana c.995G>C p.G332A no 

  tia c.995G>C p.G332A aguda 

  prima normal — no 

  prima c.995G>C p.G332A no 

  tia normal — no 

  hijo normal — no 

  hijo normal — no 

  hermana normal — no 

XXXIII propósito c.532C>G p.L178V cutánea 

  hija c.532C>G p.L178V no 

XXXIV propósito c.745delG p.V249fsX272 cutánea 

  madre c.745delG p.V249fsX272 cutánea 

  padre normal — no 

  primo  normal — no 

  tia  c.745delG p.V249fsX272 cutánea 

  prima  c.745delG p.V249fsX272 no 

  primo  c.745delG p.V249fsX272 no 

  prima  normal — no 

  prima  c.745delG p.V249fsX272 no 

  primo  c.745delG p.V249fsX272 no  

  tio  ND — — 

  prima  c.745delG p.V249fsX272   

  hermano  ND — — 
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FAMILIA INDIVIDUO MUTACIÓN DEFECTO SINTOMATOLOGÍA 

  abuela  c.745delG p.V249fsX272 no  

  prima  ND — — 

XXXV propósito c.471G>A r.EX5del cutánea 

  madre c.471G>A r.EX5del no 

  padre normal — no 

  hermana c.471G>A r.EX5del cutánea 

XXXVI propósito c.503G>A p.R168H mixta 

  hijo c.503G>A p.R168H no 

  hijo normal — no 

  hermana c.503G>A p.R168H cutánea 

  hijo c.503G>A p.R168H no 

  sobrina normal — no 

  sobrina  normal — no 

  nieta  normal — cutánea 

Tabla A.1: Información de todos los pacientes PV, excepto las 10 familias reportadas en Resultados y 
Discusión I.2. Se muestra la mutación familiar, el defecto provocado por ésta y la sintomatología del 

paciente. ND: no determinado, no: no presenta síntomas. 
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Mutaciones nuevas en la literatura y nuevas en Argentina. 
 

A continuación, se muestran las secuenciaciones correspondientes a las 

mutaciones informadas en la Tabla I.1 de Resultados y Discusión: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura A.1: Esferogramas del análisis de secuencia correspondientes a las 10 familias reportadas en 
Resultados y Discusión, sección I.2. Se muestra la mutación y debajo su contraparte WT. Las mutaciones 

c. 227C>T, c.1.042_1.043insT, c.227C>T y c.995G>C se secuenciaron en sentido antisense. 
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Pedigrees y haplotipos 
 

 Los pedigrees de las familias PV compuestas por al menos 2 individuos 

se utilizaron para estudiar la segregación de alelos en función de la confección de 

haplotipos. —: alelo WT; Ins: alelo con la mutación c.1.042_1.043insT; M: alelo 

con otra mutación responsable de PV; mujer afectada;  hombre 

afectado; X individuo no disponible en este estudio; ?: genotipo PPOX no 

determinado; () genotipo y fase determinada a través del programa PHASE.  
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Abreviaturas  

 

6-FAM: 6-carboxifluoresceina 

ADN: Ácido desoxirribonucleico 

ADNc: Ácido desoxirribonucleico copia 

AE: actividad específica 

ALA: Ácido -amino levulínico 

ALA -D: Ácido į-amino levulínico dehidrasa  

ALA -S: Ácido į-amino levulínico sintetasa 

ARN: Ácido ribonucléico 

ARNm: Ácido ribonucléico mensajero 

BFS: buffer fosfato de sodio 

BSA: seroalbúmina bovina 

CAT: catalasa 

CS: cistationina  sintetasa 

cM: centimorgan 

Coprogen I: Coproporfirinógeno I 

Coprogen III: Coproporfirinógeno III  

CPGasa: Coproporfirinógeno oxidasa  

CPH: Coproporfiria Hereditaria 

dNTP: Desoxirribonulcéotido trifosfato 

DOVA: ácido 4,5 dioxovalérico 

DTNB: ácido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico 

DTT: ditiotreitol 

EDTA: ácido etilendiaminotetraacético 

ESEs: Enhancers exónicos de splicing 

FAD: Flavín-adenín dinucleótido 

GPX: glutatión peroxidasa 

GSH: glutatión reducido 

HMB: Hidroximetilbilano  

HMB-S: Hidroximetilbilano sintetasa 
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HPLC: cromatografía líquida de alta performance 

kb: kilobases 

kDa: kiloDalton 

LB: medio Luria-Bertani 

Mb: megabases 

MDA: malondialdehido 

MMLV -RT: Retrotranscriptasa del virus moloney de leucemia murina 

NPA: Nueva Porfiria Aguda 

PAI: Porfiria Aguda Intermitente 

pb: pares de bases 

PBG: Porfobilinógeno 

PBG-D: Porfobilinógeno deaminasa (PBG-D) 

PBG-S: Porfobilinógeno sintetasa 

PCE: Porfiria Congénita Eritropoyética 

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 

PCT: Porfiria Cutánea Tarda 

PHA: Porfiria Hepática Aguda 

PHE: Porfiria Hepatoeritropoyética 

PM: Peso Molecular 

PPE: Protoporfiria Eritropoyética 

PPOX: Protoporfirinógeno oxidasa 

Proto IX: Protoporfirina IX 

Protogen IX: Protoporfirinógeno IX  

PV: Porfiria Variegata 

ROS: especies reactivas del oxígeno 

RT: Retrotranscripción 

RT-PCR 

SBD-F: 7-fluorobenzo-2-oxa-1,3-diazol-4-sulfonato de amonio 

SNP: Polimorfismo de nucleótido simple 

SOD: superóxido dismutasa 

SR: proteína rica en arginina de familia de factores de splicing 
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STR: short tandem repeat (marcador microsatélite)  

TCA: ácido tricloroacético 

TCEP: tris (2-carboxietil) fosfina 

U1 snRNA: ARN nuclear pequeño U1 

UE: unidad enzimática 

URO-D: Uroporfirinógeno III decarboxilasa 

Urogen I: Uroporfirinógeno I  

UROgen III sinetatsa: Uroporfirinógeno III sintetasa (Isomerasa) 

Urogen III: Uroporfirinógeno III 

WT: wild type 

XLP: protoporfiria ligada al cromosoma X 
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