BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Porfirias hepaticas agudas : Relacién
con el estrés oxidativo y patologias
asociadas

Granata, Barbara Xoana

2013-12-09

Este documento forma parte de la coleccidon de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Granata, Barbara Xoana. (2013-12-09). Porfirias hepaticas agudas : Relacion con el estrés
oxidativo y patologias asociadas. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de
Buenos Aires.

Citatipo Chicago:

Granata, Barbara Xoana. "Porfirias hepaticas agudas : Relacion con el estrés oxidativo y
patologias asociadas". Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
2013-12-09.

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

-DE - By,
q_s.)"w E"’Oe.
N3 FACULTAD %
o )

.§\

S E
CIENCIAS EXACTAS

Y NATURALES

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Quimica Biologica.

Porfirias hepaticas agudas. Relacion con el

estrés oxidativo y patologias asociadas.

Tesis presentada para optar por el titulo de Doctor de la Universidad de

Buenos Aires en el area Quimica Biologica.

Barbara Xoana Granata

Director de tesis: Dra. Maria Victoria Rossetti.

Consejero de estudios: Dra. Maria Victoria Rossetti — Dr. Juan Carlos Calvo.

Lugar de trabajo: Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias, Hospital de Clinicas
José de San Martin, CONICET — Departamento de Quimica Biologica, FCEN, UBA.

Buenos Aires, 201 3.



Porfirias Hepaticas Agudas. Relacion con el estrés oxidativo y patologias

asociadas.

Las porfirias son desérdenes metabdlicos causados por la deficiencia
parcial primaria de alguna de las enzimas involucradas en el camino de
biosintesis del grupo hemo. En particular, las Posfillepaticas Agudas,
comprenden la Nueva Porfiria Aguda (NPA), Porfiria Aguda Intermitente (PAI),
la Coproporfiria Hereditaria (CPH), y la Porfiria Variegata (PV). Individuos con
estaspatologias padecen atagues newowales. Por otra parte, en PV y CPH
pueden aparecer ademas sintomas cutaneos. En cuanto a la naturaleza del ataque
porfirico, si bien no se conoce exactamente el mecanismo por el cual se generan
los disturbios neurolégicos, se sabe que el precursor neurotdéxico ALA puede
autooxidarse generando ROS.

Siendo estas enfermedades genéticas, se describieron diversas
mutaciones en los genes que codifican las enzimas deficiémesste trabajo
nos focalizamos en el estudio molecular de la PV y diagnosticamos, teedian
PCR y secuenciacion automatica, 10 nuevas familias Argentinas a nivel
molecular.Encontramos$ mutaciones nuevas en la literatura mundial y otras 5
previamente descriptas.

Estas familias, sumadas a las anteriormente diagnostiea@h<IPYP,
elevan el total de familias Argentinas PV a 36. Comparamos los tipos de
mutaciones con el tipo de sintomatologia en todas las familias, con el objeto de
hallar alguna correlacién entre dichos parametros. Sin embargo, como ocurre en
la mayoria de las poblaciones, no pudimos establecer una relaciéon genotipo-
fenotipo en nuestros pacientes.

Con el objetivo de comprobar que la alteracion genética presente en cada
paciente es efectivamente la causante de la patologia, procedimos con la
caracterizacion funcional de las taciones nuevas. Empleando un sistema de

expresion procariotico en el caso de las mutacionissensey un sistema de



minigenes en el caso de mutaciones de splicing, pudimos corroborar que las
primeras reducen la actividad enzimatica de la PPOX y que las segundas
provocan la exclusion del exén afectado durante el procesamiento del ARNm de
este gen.

Las porfirias son patologias genéticamente heterogéneas y cada mutacion
es privativa de una o a lo sumo dos familias. En nuestro pais se destaca la
mutacion ¢.1.042_1.043insT, dado que no sélo fue descripta Unicamente en
Argentina, sino que también esta presente e#n40% de las familias
diagnosticadas genéticamente. De esta forma, hipotetizamos la posible existencia
de un ancestro comun para la mutacién en nuestra poblacién y en funcién de ésta
realizamos unanalisis de haplotipos basado en microsatélites o STRs.
Encontramos un haplotipo comun a todos los pacientes portadores de la mutacion
en cuestion, el cual es significativamente diferente al de los controles y de otros
pacientes PV. Asi concluimos que existe un efecto fundador en nuestra poblacion
para esta mutacion en particular.

Por dltimo, teniendo en cuenta la relacion existente entre el ataque
porfirico y el estrés oxidativo, nos propusimos estudiar parametros de estrés
oxidativo en pacientes y controles, con el fin de identificar algan marcador de la
disfuncion neuroldgica. Los resultados obtenidos no son concluyentes dado que
el nimero de individuos analizados & bajo y ademas porque se trata de
pacientes controlados y/o en tratamiento, cuyo sistema de defensa antioxidante

ya logro, probablemente, adaptarse al cuadro porfirico.
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Porfirias Hepaticas Agudas, Porfiria Variegata, diagnostico genético,

ensayo funcional, mutaciones, haplotipo, efecto fundador, estrés oxidativo.



Acute Hepatic Porphyrias. Relationship with oxidative stress and associated

pathologies.

The porphyrias are a group of metabolic disorders causdidelpartial
deficiency of one of the enzymes involved in the heme biosynthetic pathway.
Particularly, acute hepatic porphyrias comprisieA-D Deficiency Porphyria
(ADP), Acute Intermittent Porphyria (AIRPHereditary CoproporphyrigHCP)
and Variegate Porphyria (VP). Individuals with these conditions suffer
neurovisceral attacks. Moreover, in VP andRHitaneous symptoms may also
appearRegarding 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 porphyrieve been describetlVe focused on the genetic
study of VP and we diagnosed, by means of PCR and automated sequencing, 10
new Argentinan families at the molecular level. We found five novel mutations
in the literature andnother 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 parametel@wvever, 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 péatient
indeed the cause of the pathology we perforttedunctional 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 secondamhes

to the exclusion of the affected exon durihgmRNA processing of this gene.

liii



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, sifticavas 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 andhuswe conducted a study based on microsatellite haplotypes or
STRs haplotypes. We found a common haplotypalliof 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 papulédr 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 isstill low and becausthe patients are either controlled or treated so

their antioxidant defense system is probably astijoithe pathology.

Keywords
Acute Hepatic PorphyriasVariegate Porphyria, genetic diagnosis,

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

[.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
gue participan en procesos metabdlicos esenciales que incluyen transferencia de
electrones durante la respiracion celular, fotosintesis y catélisis enzimatica (Layer
et al, 2010). Probablemente sean el grupo prostético mas antiguo de todos los
organismos vivos y sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas son las que les
concedenun rol fundamental en el funcionamiento de los seres Y{Mosghizuki
et al, 2010). Consituyen el requerimiento basico tanto en metabolismos
aerébicos como anaerdbicgsson por tanto consideradas, acertadamente, los
pigmentos de la vidéBatlle, 1997).

Estas moléculas son macrociclos complejos formados por cuatro anillos
pirrélicos (A, B, Cy D) interconectados por cuatro puentes meteno (a, B, Y y 0),
que ademas contienen cadenas laterales sustituyentes en los carbonos B de cada
pirrol. Como se puede ver en la Figurd, estos compuestos poseen dobles
enlaces conjugados y por lo tanto sotoreados. Son de estructura planar rigida,
aromaticos y relativamente grandes y estas caracteristicas le confieren a la
molécula hidrofobicidad. Sin embargo, los sustituyentes laterales aportan grupos

alifaticos y carboxilicos que modifican esta condicion

Figura I.1: Estructura de una porfirina. A, B, C y D corresponden audatro anillos pirrélicos, unidos a
través de los cuatro puentes meteno a, B, v y 6. R indica la posicidon de los sustituyentes.
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Las porfirinas pueden coordinar metales, como hierro y magnesio en su
cavidad central generando asi 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 ciclicos se subdividen en hemo, bacterifilas,
clorofilas, vitamina B,, coenzima Ik, etc. (Thauer & Bonacker, 1994; Banerjee
& Ragsdale, 2003; Heinemann et al, 200Bstas moléculas ciclicas in vivo
difieren entre si en el estado de oxidacion del anillo pirrélico, en la naturaleza del
metal quelado y los sustituyentes presentes en el anillo (Frankenberg et al, 2003;
Heinemann et al, 2008 Otra caracteristica sobresaliente es la capacidad de
quelar diferentes iones metalicos divalentes com6'’, R, Ni** y Co®*. Por
ejemplo, el Ni* estd presente en la coenzimaoFde color amarillo, que
participa en la formacion de metano en las arqueas metanogénicas (Thauer &
Bonacker, 1994).

La hemoglobina es una hemoproteina cuyo grupo prostético y&s el
mencionado grupo hemo, que contiene en su cavidad central un atomo de hierro.
En este contexto, el grupo hemo coordina oxigeno molecular y diéxido de
carbono, siendo asi responsable de su transporte sstesha cardiovascular
(Heinemann et al, 2008)El grupo hemo también esta presente en otras
hemoproteinas tales como la mioglobina, citocromos y peroxidasas. Este tipo de
proteinas cumplen diversas funciones biolégicas que incluyen transporte y
deteccion de gases, como la hemoglobina y la mioglokiexsporte de
electrones, siendejemplo en este caso el citocromacatalisis quimica, donde
se pueden mencionar a las peroxidasas y a la citocromo ¢ oxidagasporte

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

|.2: Biosintesis del grupo hemo

La sintesis de porfirinas ocurre en practicamente todas las células vivas,
y en células de mamiferos este proceso tiene lugar mayoritariamente en higado y

tejido eritropoyético (Nordmann et al, 2002).
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En humanos, el 85% del hemo es sintetizado en céluiasidmas,
donde la mayoria es utilizada para la formacién de hemoglobina. Un 14% es
sintetizado en higado, donde el 80% de ese total es destinado a la creacion de
diferentes citocromos (Kauppingk005).

La sintesis de las porfirinas, que comienza en las mitocondrias, continda
en citoplasma y finaliza en las mitocondrias, requiere del trabajo coordinado de 8
enzimas diferentes, lo cual muestra el amplio espectro de estrategias cataliticas
empleadas (Heinemann et al, 2008). Las enzimas que participan de este camino
de biosintesis se estudiaron intensivamente, ademas todos los genes involucrados
se clonaron y se determinaron las estructuras cristalograficas (Ajioka et al, 2006).

El camino comienza con la formacion de acido 6-amino levulinico
(ALA), molécula que aporta todos los atomos de carbono y nitrdgeno necesarios
para la formacion de las porfirinas (Heinemann et al, 2008; Layer et al, 2010).
Existen en la naturaleza dos caminos alternativoscqauyen en la formacion
de ALA. El camino de Shemin fue el primero en ser descripto y es el empleado
por animales, hongos y el grupade proteobacterias; en él la formacion de ALA
se obtiene por la condensacion de succinil CoA y glicina, con la eliminacion de
CO, (Fig. 1.2 Shemin & Russel, 1953; Bisbis et al, 1997a otra via, llamada
Cs, ocurre a partir del £del esqueleto del glutamato; esta ruta es empleada por
arqueasJa mayoria de las bacterias y plantas, donde es dependiente de la luz
(Fig. 1.2; Beale & Castelfranco, 1973; Avissar et al, 1989; Bisbis et al).1997

COH

Glutamato NH, COH

CO,H

° Shemin
Succinil CoA / H,N

SCoA
+

.« . S
Glicina H.N" "COH

Figura 1.2: Sintesis del acidé-amino levulinico por dos vias diferentes: Shemir,y C
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Son ocho las enzimas involucradas en este camino metabdlico, siendo la
primera y las tres ultimas mitocondriales y las cuatro restantes citoplasmaticas
(Fig. 1.3). En este proceso se generan, en primera instancia, &adono
levulinico (ALA) y porfobilin6geno (PBG), que son los precursores del hemo. A
partir de ellos se sintetizan los diferentes porfirinGgenos, que son porfirinas
reducidas sin dobles enlaces conjugados. Los intermediarios normales en la
célula no son las porfirinas, sino los porfirindbgenos.

En mamiferos, d primer enzima de este proceso es la llamada acido &-
amino levulinico sintetasa (ALA-S), que utiliza como sustratos a la glicina y al
succinil CoA, para generar como producto Al(Munter & Ferreira,2011;

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

media, es labil e inestable, caracteristicas que le confieren un rol regulatorio en

este camino biosintético, es decir, la reaccion catalizada por ella es considerada el
paso limitante fundamental de este proceso metabalico.

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, 2018)adid 6-amino levulinico
dehidrasa (ALA-D) o porfobilinogeno sintetasa (PBG-S) cataliza entoncela
condensacion de dos moléculas de ALA para generar el monopirrol llamado
porfobilindgeno PBG). No se conoce el mecanismo exacto de transporte de
ALA fuera de la mitocondria, pero existen evidencias que sugieren la presencia
de una proteintransportadoran la membrana interna mitocondrial, SLC25A38,
gue seria la responsable de dicho transporte (Guernsey et al, 2009).

El proximo paso es catalizado por la enzima porfobilinégeno deaminasa
(PBG-D) o hidroximetilbilano sintetasa (HMB-S), que utiliza como sustrato a
cuatro moléculas de PBG. En esta reaccion, que ocurre en el citoplasma de la
célula, las unidades de PBG se ensamblan en sentido “cabeza-cold’ generand
asi un tetrapirrol abierto, llamado hidroximetilbilano (HMB), el cual tiene un
ordenamiento simétrico de sus sustituyentes late@atiersby et al, 1978;
Jordan & Seehra, 197.9)
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En condiciones no enzimaticas el HMB es capaz de ciclarse
espontaneamest generando uroporfirindgeno | (urogen 1), que no es el producto
fisiologico (Dailey & Meissner, 2013)El porfirindgeno normalmente encontrado
en la célula es el uroporfirinégeno Ill (urogen lll) sintetizado por accion de la
enzima isomerasa o uroporfirinégeno Il sintetasa (UROgen lll sintetasa), que
rota el anillo pirrélico D del HMB, obteniéndose asi una disposicion asimétrica
de los sustituyentes, que finalmente se cicla generando el urogen lll. La
isomerasa es citoplasméatica, no utiliza cofactores y se encuentra en exceso
respecto de la enzima PBEy asegurando de esta forma la sintesis casi exclusiva
del intermediario fisioldgico (urogen lll). Dicha enzima es incapaz de actuar
sobre el urogen I, con lo cual si este compuesto se forma, en condiciones
patologicas, es directamente utilizado como sustrato en la siguiente etapa.

El paso siguiente consiste en la decarboxilacion progresiva de los cuatro
restos de acido aceéticdOH2-COOH) del urogen lll, que serdrasnformados en
grupos metilo (-CHS3), para finalmente obtener coproporfirindgeno Il (coprogen
[l). La enzima que interviene en esta reaccion es la ultima enzima citoplasmatica
involucrada en el camino, la uroporfirinégeno Il decarboxilasa (URO-D), y
como se dijo anteriormente, puede utilizar como material de partida al urogen Il
o al urogen [; por lo tanto, dependiendo del sustrato, se podra obtener coprogen
de la serie Ill o de la serie |, respectivamente. Esta enzima citoplasmatica es
incapaz de actuar sobre porfirinasiendo los porfirinGgenos sus sustratos
fisiologicos La decarboxilacion en etapas de lostitugentes laterales del
urogen lll, se realiza partiendo de un compuesto de ocho carboxilos (urogen lIll),
pasando por intermediarios de siete (firia o heptaporfirindgeno lll), seis
(hexaporfirinogeno 1ll) y cinco carboxilos (pentaporfirinégeno Ill), hasta llegar
a compuesto de cuatro carboxilos (coprogen Ill). En presencia de altas
concentraciones de urogen, esta enzima lleva a cabo la decarboxilacién en forma
azarosa, @0 se cree que in situ la reaccion 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 isomeros de la serie Il que los de la serie |,

asegurandose asi que no se acumulen en la célula porfirinégenos no fisioldgicos.
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El coprogen Ill es transportado hacia el espacio intermembrata de
mitocondria, por un mecanismo que, si bien adn no se conoce, podria involucrar
al transportadordependiente de ATP llamado ABCRE&rishnamurthy et al,

2006; Krishnamurthy & Schuetz, 2011) o a una porina dado el tamafio de la
molécula a transportar (Dailey & Meissner, 2013). En la mitocondria el coprogen
lll es sustrato de la siguiente enzima del camino biosintético del hemo, la
copmoporfirinégeno oxidasa (CPGasa), encargada de catalizar la decarboxilacion
oxidativa del coprogen Ill, para dar como producto protoporfirinégeno IX
(protogen IX). En esta reaccidn sélo se ven afectados los anillos pirrélicos Ay B
cuyos restos de acido propionicaCH2-CH2-COOH) sontransformados en
grupos vinilo (-CH=CH2). Si por alguna falla en este metabolismo se generan
iIsbmeros de la serie | (coprogen 1), la CPGasa no es capaz de utilizarlos como
sustratoy por lo tanto son excretados de la célula como coproporfirina I.

En el pendltimo paso de la biosintesis del hemo, el protogen IX es
oxidado a protoporfirina IX (proto IX) gracias a la accion de la enzima
mitocondrial protoporfirinogeno oxidasa (PPOX; Brenner & Bloomer, 1980;
Dailey, 1990; Akhtar, 2003; Layer et al, 2010). En esta reaccion donde la PPOX
emplea como cofactor al FAD y al oxigeno molecular como ultimo aceptor de
electrones, se eliminan seis atomos de hidrogeno para generar el compuesto
aromatico y por tanto coloreado, proto IX (Heinemann et al, 2008).

La udltima reaccion de este camino metabdlico 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). Esta inserta el
hierro ferroso en el anillo porfirinico de su sustrato (proto IX), para generar el

producto final de todo este proceso, el grupo hemo.
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Figura 1.3: Esquema de la biosintesis del hemo. Se muestra dénde amlaneaccion y las enzimas
involucradas (cursiva). A: &cido acétic€H,-COOH), M: metilo (€Hs), P: acido propidnico GH,-
CH,-COOH), V: vinilo (-CH=CH).
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Mientras que las porfirinas exhiben una estructuranaltde conjugada,
son coloreadas y emiten una intensa fluorescencia roja, los porfirindgenos, al no
poseer dobles enlaces conjugados, no son coloreados ni dlmdeascencia.
Ademas, la solubilidad en agua de estos compuestos aumenta con el nimero de
cadenas laterales acidicas, entonces es de esperarse que ALA, PBG y uro se
excreten en orina, copro en orina y bilis, y proto sélo en bilis (Ba8&7).

Como se dijo previamente, el 85% de esta sintesis se destina a la
formacion de hemoglobina (Fig4). Esta hemoproteina esta formada por cuatro
cadenas polipeptidicas globulares, dos sidades o y dos subunidades B, cada
una de las cuales se combina con un grupo hemo. El hierro del centro de la
porfirina establece enlaces de coordinacion con los nitrogenos de los anillos
pirrélicos, con el nitrogeno de una histidina de la parte proteica y un ultimo

enlace de coordinacion con la molécula de(@a CQO,) a ser transportada.

Figura 1.4: Estructura tridimensional de la hemoglobina. En amaritlljeyse muestran las subunidades
protéicas y en verde los cuatro grupos hemo.

|.3: Requlacion de la sintesis del hemo

Los niveles celulares de hemo son estrictamente controladstoge
logra gracias a un delicado balance entre su biosintesis y su catabolismo (Ponka,
1999). Los mecanismos de control de su biosintesis difieren entre higado y tejido
eritroideo (Nordmanmt al, 2002). La regulacion de la sintesis de hemo comienza
con la modulacién de la actividad de la enzima ALA-S (Dailey & Meissner,
2013).
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Existen dos isoenzimas de AL3, las cuales son codificadas por genes
diferentes, uno esgifico de células eritroideas, AL82 ubicado en el
cromosoma X, y otro ubilo 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, somspensables de las diferencias en la regulacion y
velocidad de sintesis del hemo (Ponka, 1999). De hecho, ALA-S1 esta 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 higadcestaregulacion se da por retroinhibicidn 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 pestaduccional. La represion de la transcripcion
del gen de ALA-S1 se da por activacion, dependiente de hemo, de un represor de
este gen. En cuanto a la represion post-traduccional, el hemo es capaz de unirse a
la enzimaen un sitio diferente al sitio activo, inhibiéndola, generandose asi una
retroinhibicion negativa por producto final. También se ha descripto una
regulacion 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 regulaciéon es mas compleja y el hemo induce la
sinesis de hemoglobina (Kauppinen, 2005 .regioén 5’ no traducible (5° UTR)
del ARNm de ALA-S2 contiene la secuencia de respuesta a hierro llamada IRE
(iron responsive element) (Fig. 1.5), que permite una regulacién a nivel
traducional mediada por la concentracion celular de hierro (Dierks, 1990;
Bhasker et al, 1993; Melefors et al, 1993). La proteina IRP (iron regulatory
protein) es capaz de reconocer estas secuencias y como resultado de esta
interaccién se controlara la tradumci de los ARNm que contengan dichas
secuencias. En condiciones de deplecion de hikrrfigrma 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 traduccion del ARNm de AlS®-cuando

la concentracion celular de hierro es insuficiente para una sintesis Optima de
hemo. Cuando aumentan los niveles de hierro, IRP unido a hierro adopta una
conformacion que le impide interactuar con las secuencias IRE de los ARNm
(Pérez et al, 2005; Wallander et al, 2006), con lo cual A2&e traduce. Por lo
tanto, la maxima actividad de ALA-S2 requiere no sélo de induccién génica
mediada por factores de transcripcion eritro-especificos sino también de un nivel
intracelular dehierro suficiente para soportar la sintesis de hemo (Dailey &
Meissner, 2013).

Existen dos proteinas claves en el metabolismo del hierro, que también
estan sujetas a este tipo de regulacion: la ferritina, quien se encarga del
almacenamiento de hierro y teansferrina, proteina que transpoetehierro en
plasma. Como en el caso de ALA-S2, el ARNm de la ferritina contiene una
region IRE en el 5> UTR y en condiciones de deplecion de hierro su traduccion
se ve impedida mientras que al aumentar los niveles del metal habra traduccion
de este ARNm para posibilitar el almacenamiento de hierro (Fig. 1.5). El ARNm
del receptor de transferrina (RTf) cuenta con tres regiones IRE en su 3° UTR, que
impediran la traduccion frente a elevadas concentraciones de hierro y la
permitiran al descender los niveles del metal (Fig. 1.5

Entonces, las proteinas IRP, en su forma libre de hierro se unen a los
IREs localizados en la region 5° o 3° UTR de cada ARNm. En condiciones de
bajo Fe, IRP se une con alta afinidad a los IREsadbs a 5° del ARNm de
ferritina y ALA-S2, reprimiendo su traduccion, y en el caso de los IREs ubicados
a 3’ del ARNm de RTf, esta union activa su traduccién. Cuando el hierro
aumenta en la célula, IRP se une a éste, liberando los transcriptos de modo que se
activa la traduccion deefritina y ALA-S2 y se reprime la traduccion de RTf por
degradacion del mensajero (Wallander et al, 2006).

De esta forma, cuando la célula necesita hierro, se favorece la traduccion
del receptor de la transferrina y se frena la utilizacion del metal al impedir la
traduccion de ALAS2 y ferritina. En cambio, ante una sobrecarga de hierro es

necesario aumentar su utilizacién y es alli cuando se favorece la traduccion de
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ALA-S2 y ferritina, pero no se ve favorecido el transporte (se impide la sintesis

del receptor de transferrina) ya que la célula no necesita mas hierro.

4| Hierro bajo I { Hierro alto 17

Fe

IRP

IRP ARNm Ferritina @ .
@ ARNmM ALA-S2 »‘I\\F:‘:\lnr:l l;e:ztgza
i—l:l— 3 g e 3

o

Represion de la traduccion Activacion de la traduccion
IRP Fe
@ /~  RNAsa
ARNm RTf
5 3
Activacion de la traduccion Represion de la traduccion

Figura 1.5: Mecanismo de regulacién de la biosintesis del hemolelaséritroideas.

Ademas de los mecanismos de regulacion arriba mencionados, existen
otros puntos de control que incluyen la interconexibn con otros caminos
metabolicos y efectos del medio celular. En el primer caso se puede meteionar
succinil CoA, que proviene del ciclo de Krebs. En cuanto a los efectos del medio
ambiente, estos pueden ser la disponibilidad geg@e afectara a los pasos que
dependan de enzimas aerbbicas o anaerObicas y la iluminacion, ya que los

porfirinégenos se oxidan a la l(Batlle, 1997)

[.4: Catabolismo del hemo

Los globulos rojos, portades de la hemoglobina, tienen un tiempo de
vida media de 120 dias y luego de este persmimlegradados. La parte proteica
se hidroliza por la accién de proteasas pancreéticas (Pérez et al, 2005), mientras

que el grupo hemo sufre transformaciones secuenciales, que tienen como
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objetivo conservar el hierro y solubilizar el anillo porfirinico para convertirlo en
un metabolito excretable.

La fase inicial de esta secuencia de transformaciones se lleva a cabo en
células del sistema reticuendotelial (SE.), principalmente en higado, bazo y
médula Osea. El glébulo rojo senescente es fagocitado por macrofagos del
sistema reticulo endotelial, como las células hepaticas de Kufrfietspn &
Wessling-Resnick, 2003En estas células el hemo es degradado por la accion de
un complejo multienzimatico llamado hemo-oxigenasa (HO). Este complejo
forma parte de la familia de proteinas HSP (Heat Shock Protein), un grupo
altamente conservado en la evolucién y ademas es el principal sistema fisiologico
efectivo en la catélisis de la oxidacion del hemo (Maines, 2000).

El complejo HO cataliza la oxidaciéon del hierro ferroso®{(Fg del
puente meteno o, obteniéndose asi, hierro férrico (B y monéxido de carbono
(CO). En esta reaccion participan el @el NADPH como poder reductor, y
como consecuencia de ella se produce la apertura del anillo tetrapirrdlico. Este
compuesto obtenido por accion de la HO es un pigmento de color verde llamado
biliverdina, constituido por una cadena de cuatro pirroles smohiBonkovsky
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 reaccion, en la que la biliverdina actia como sustrato, la
enzma involucrada es la biliverdina reductasa. Por una reduccion entre los
pirroles C y D, con participacion de NADPH, se obtiene como producto
bilirrubina. Este es un pigmento de color amarillo, insoluble en agua y soluble en
lipidos, por lo que £ capaz de atravesar membranas celulares, incluyendo la
barrera hematoencefalica, razon por la cual es importante que este compuesto sea
excretado. Si la bilirrubina se acumula en sangre provoca una coloracion anormal
de tejidos, cuadro denominado icteaici

Debido a que la bilirrubina es insoluble debe unirse a proteinas
plasmaticas como la albumina y de esta manera es transportada por el torrente
sanguineo hasta el higado. Una vez alli, la bilirrubina y la albimina se separan y

la primera ingresa al hepatocito.
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La proxima reaccion consiste en convertir a la bilirrubina en un
metabolito hidrosoluble que pueda ser excretado por la bilis. Este paso es
catalizado por la enzima bilirrubirgducuronil transferasa (BGT), quien le
adiciona a la bilirrubina restake acido glucurdnico. El dador de este acideles
uridinadifosfato-glucurénico (UDP-glucurénico), y como resultado se obtienen
mono- y diglucurénido de bilirrubina; estos ultimos si son solubles en agua y son
excretados por bilis.

Una vez en intestino, el glucurénido de bilirrubina es hidrolizado y la
bilirrubina es reducida por accion de las bacterias de la flora intestinal. El
producto final de esta etapa es el estercobilinégeno, un compuesto incoloro que
se elimina parcialmente con la materia fecal. Este se oxida en contacto con el
aire, transformandose erestercobilina, tomando asi la coloracidbn oscura
caracteristica de las heces (Fig).l.6

Como se puede ver en la Figura 1.6, parte de los metabolitos generados
en el intestino son reabsorbidos y alcanzan nuevamente el higado. Alli se
regeneran glucuronidos de bilirrubina, que otra vez se excretan con la bilis hacia
el intestino, cerrando asi el llamado cieltterohepatico.

Algunos de los pigmentos reabsorbidos pasan a circulacion general y se
excretan por orina, y en este caso el compuesto recibe el nombre de

urobilindgeno ysuforma oxidada, urobilina (Fig. )6
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Aintesis de hemo
l 3.R.E.
Hix

Médula ésea Estercobilinégeno

Globina Bilirrubina
o !
aminoacidos

Fe- transferrina

|

Trobilinégeno

.

Trobilina

Estercobilinégeto (orina)

Intesting

)

Estercobilinégeno

Estecobilina (heces)

Figura 1.6: Esquema general del catabolismo del grupo hemo. Loscéiog@enescentes son captdo
por el SRE y por una secuencia de reacciones se abtidinaubina y el hierro (Fe). La bilirrubina
generara los pigmentos biliares que seran finalmente excrefdses captado por la transferrina y
llevado hacia el higado, donde sera utilizado en la sintebisnde o sera almacenado por la ferritina; de
alli puede ser transportado hacia médula 6sea para proseylarstotesis de hemo que ocurre en ese
6rgano.
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Capitulo II: Deficiencias en la biosintesis del hemo

I1.1: Las Porfirias

Cuando nos referirnos a desérdenes relacionados con el metabolismo del
hemo, se deberian considerar tanto la sintesis como la degradacion de este grupo
prostético. Sin embargo, la degradacién no ocurre en forma signifiestios
glébulos rojos (Dailey & Meissner, 2013) y en el higado las hemoproteinas son
rapidamente degradadas en respuesta a las necesidades metabdlicas de la célula
(Nordman & Puy, 2002). Es por ello que se presta especial atencién a
alteraciones en la sintesis del grupo hemo, proceso donde los globulos rojos y el
higado estan involucrados en forma significativa.

Los intermediarios de esta ruta de biosintesis, los porfirinogenos, son
compuestos relativamente reactivos que pueden resultar citotoxicos, debido a su
fotoreactividad. De hecho, deficienciasestia ruta metabolica producen también
una enfermedad clinica en animales (Elder et al, 2009) y la inhibicion de alguno
de los pasos tardios puede generar muerteirfdigzida en plantas o incluso en
microorganismos (Dailey & Meissner, 2013).

Estos desordenes metabdlicos, llamados porfirias, se presentan cuando se
genera una deficiencia parcial primaria en alguna de las enzimas involucradas en
la biosintesis del hemo. Esto corresponde a fallas en este metabolismo luego de
la etapa limitante del proceso, es decir, luego de la accion de la enzima ALA-S;
por lo tanto son siete las enzimas que se pueden ver afectadas. Estos errores
resultadn en la acumulacién y excrecion excesiva de porfirinas y/o sus
precursores (Nordmann & Puy, 2002) y estan, ademas, asociados a un aumento
secundario en la actividad de ALA

Existen diferentes tipos de porfirias, dependiendo de cual de estas
enzimasese afectada (Tablél.1). Se trata en general de enfermedades genéticas
y su herencia es principalmente autosémica dominante, pero también existen
formas adquiridas o de herencia autosomica recesiva. La mayor parte de las
mutacionegesponsabledge una poifia en heterocigosis pueden causar pérdida

de la funcién de una proteina especifica, pero la actividad enzimatica codificada
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por el alelo normal usualmente es suficiente para mantener la demanda de hemo
dentro de parametros normales (Kauppinen, 2005). Ademas, es necesario
considerar que las porfirias presentan una penetrancia variable, por tanto sélo el
30%-40% de los individuos portadores de una falla genética padecen sintomas
clinicos (Dailey & Meissner, 2013). También es importante tener en cuenta que
en el desarrollo de estas enfermedades existe una significedirralacion entre

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

de los sintomas clinicos (Anderson & Kappas, 2010).

Porfiria Enzima Locus Modo de herencia Clasificacion Caracteristicas
defectuosa
NPA ALA-D 9q33.1 Autosomica recesiva Hepatica/aguda Muy rara. Ataques agudos o

neuropatia cronica.

PAI PBG-D 11q23.3 Autosomica Hepatica/aguda Muy comun. Ataques agudos.
dominante
PCE Isomerasa 10g25.3- = Autosomica recesiva = Eritropoyética/cutanea Severa fotosensibilidad y
q26.3 hemolisis.
PCT URO-D 1p34 Autosomica Hepatica/cutanea Muy frecuente. Fragilidad cutanea
dominante/adquirida y enfermedad hepatica crénica.
PHE URO-D 1p34 Autosomica recesiva | Hepatoeritropoyética/ = Variante homocigota de la PCT.
cutanea Fotosensibilidad aumentada.
CPH CPGasa 3qll.2- Autosomica Hepatica/mixta Rara. Ataques agudos y fragilidad
ql2.1 dominante cutanea.
PV PPOX 1q22-23 Autosomica Hepatica/mixta Ataques agudos y fragilidad
dominante cutanea.
PPE Ferroquelatasa 18q21.3 Autosémica Eritropoyética/cutanea = Fotosensibilidad y en el 5% de los
dominante casos dafio hepatico.

Tabla Il.1: Aspectos generales de las porfirias. Modificado de Kaupge@05), Poblete-Gutiérrez et al
(20063 y Poblete-Gutiérrez et al (2006b).

Estos desordenes se pueden clasificar segun el 6rgano principalmente
afectado por la deficiencia enzimatica y/o segun la sintomatologia. En el primer
caso, las porfirias pueden ser hepaticas, eritropoyéticas o hejpapusgéticas.

En cuanto al sintoma clinico primario, se las divide en cutaneas y agudas,
existiendo ademas algunas porfirias de sintomatologia mixta (Tdbla
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En las porfirias la deficiencia enzimatica y la consiguiente acumulacién
de intermediarios de este camino metabdlico se concentra en un dado tejido. Por
tanto, cuando una porfiria es hepatica esto indica que el principal sitio de
acumulacién de porfirinas es el higado y cuando es eritropoyética, el principal
sitio de acumulacién son los eritrocitos. No obstante también existe una variante
en la que estos intermediarios se acumulan tanto en higado como en tejido
eritroideo (PHE).

Entre las porfirias hepéticas agudas se encuentran la nueva porfiria aguda
(NPA) y la porfiria aguda intermitente (PAI). La porfiria variegata (PV) y la
coproporfiria hereditaria (CPH), son desérdenes mixtos, es decir, son agudas y
pueden también presentar sintomas cutaneos. Otra porfiria hepatica es la porfiria
cutanea tarda (PCT), que presenta sintomatologia cutanea; xasvariante de
ésta, de herencia autosémica recesiva, llamada porfiria hepatoeritropoyética
(PHE), en la cual la sintomatologia es también cutanea, pero no solo se ve
afectado el higado si no también los eritrocitos. Dentro de las porfirias
eritropoyétcas y cutaneas se encuentran la porfiria congénita eritropoyética
(PCE) y la protoporfiria eritropoyética (PPE).

Los pacientes con porfirias agudas pueden presentar un amplio espectro
de sintomas, como dolores abdominales y cdlicos cronicos, nauseas y vomitos,
diarrea, taquicardia, hipertension, convulsiones, debilidad muscular, paraplejia,
tetraplejia, entre otros signoguroldgicos (Poblet&utiérrezet al, 2006b). Los
ataques agudos seimmilares en las cuatro porfirias hepaticas 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 clinicas aparecen luego de la pubertad y
son mas comunes en mujeres de entre 18 y 40 afios de edad (Kauppinen, 2005;
Nordmann & Puy, 2002). Los ataques agudos se pueden desencadenar por
diversos factores como drogas porfirinogénicas, alcohol, cambios hormonales,
infecciones cronicas o recurrentes e ingesta redudalacalorias (Poblete-
Gutiérrezet al, 2006b). El dolor puede ceder al cabo de una semana, pero si se

suma al cuadro un factor precipitante, la neuropatia vuelve a manifestarse y esta
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vez puede conduca paalisis respiratoria (Kauppine2005). Durante el ataque,

los precursores ALA y PBG se excretan de forma masiva desde el higado; éstos
son neurotoxicos y tanto el sistema nervioso autbnomo como el periférico, dado
gue no poseen barreras protectoras, son vulnerables a su accién (Kauppinen,
2005). Si bien no se conoce con certeza el mecanismo por el cual estos
precursores provocan disturbios neuroldgicos, se ha postulado una hipétesis para
el posible mecanismo de accion del ALA. Este precursor puede autooxidarse
generando especies reactivas del oxigeno (ROS), las cuales aumentan el grado de
estrés oxidativo en la célula y esto seria la causa del cuadro observado (Demasi et
al, 1997; Onuki et al, 2004).

Las porfirias cutaneas presentan sus sintomas en &reas del cuerpo
expuestas al sol, ya que las porfiris@sacumulan debajo de la piel y se excitan
con la luz solar, generando al volver a su estado basal, radicales libres. El dafio
celular provocado por los radicales libres es el responsable de las lesiones
cutaneas y de la fotosensibilidad de los pacientespadecen esta enfermedad.
Entonces, en las areas de la piel expuestas a la radiacion solar aumenta la
fragilidad cutanea, aparecen vesiculas y ampollas, erosiones y excoriacion,
prurito, hipertricosis, hiperpigmentacion y, en el caso de PCE y PHE, leve a
severa mutilacion (Pobletdutiérrezet al, 2006b).

Como se mencion6 anteriormente, las porfirias ocurren por deficiencias
de las enzimas que actuan luego de la enzima limitante de esta ruta metabdlica
ALA-S. No obstante, existe una variante llamada Protoporfiria ligada al
cromosoma X (XLP) causada por mutaciones de ganancia de funcion en el gen
de la ALA-S2. Esta porfiria se presenta con fotosensibilidad desde la infancia y
mientras en hombres es severa, en mujeres heterocigotas puede variar desde
asintonatica hasta severs&fhatley et al, 2008; Blawani et al, 2013)

Ademas de los desérdenes hasta aqui descriptos, se han reportado
combinaciones de porfirias, denominadas porfirias duales. En esta variante
inusual, existen deficiencias simultaneas en dosrnaszdel camino biosintético
del hemo en un individuo o en una familia (Pobf@tdiérrezet al, 2006b). En

la mayoria de los casos se encuentran defectos en la enzima URO-D en
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combinacién con defectos en PBG-D o CPGasa o PPOX, respectivamente
(Rossetti eal, 2006), y, segun 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 mas frecuente.

[1.2: Porfirias Hepaticas Agudas

Este grupo de porfirias, donde el principal 6rgano afectado por la
deficiencia enzimatica es el higado, se asocia con ataques neuroviscerales, e
incluyen a la porfiria aguda intermitente (PAl), la porfiria variegata (PV), la
coproporfiria hereditaria (CPH) y la nueva porfiria aguda (NPA). Adembs de
ataque neurovisceral, los pacientes con PV y CPH pueden presentar
fotosensibilidad y ampollasn formacronica (Anderson & Kappas, 2010).

Las porfirias hepaticas agudas (PHA) son desordenes raros, que afectan a
ambos sexos y a todas las etnias por igual (Bickers & Frank, 2007). A excepcion
de la NPA, los sintomas no suelen aparecer hasta la pubertad o la edad adulta
(Doss et al, 2004). Respecto de su prevalencia, este dato aln no se conoce con
certeza, principalmente por las diferencias geograficas, rlasaples casos no
diagnosticados o mal diagnosticados y la penetrancia incompleta caracteristica de
la PAI, PV y CPH (Frank & Christiano, 1998).

Clinicamente, las PHAs pueden manifestarse con un amplio rango de
sintomas no especificos, los sintomas nesoavales (Siegesmund et al, 2010).
Estos incluyen dolor abdominal, naduseas y vomitos, diarrea, taquicardia,
hipertension, fiebre, debilidad muscular, pardlisis respiratoria asi como también
diversos signos neurologicos y psiquiatricos (Batlle, 1997; Crimlisk, 1997;
Bickers & Frank, 2007; Puy et al, 2010). La paralisis 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 neuropatia motora aguda. Ademas de la sintomatologia hasta aqui
descripta, pacientes con PV y CPH pueden manifestar signos cutaneos, que
clinicamente resultan muy similares a los presentados por pacientes con PCT, por

tal motivo estas dos porfirias son también llamadas porfirias neurocutaneas
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(Bickers & Frank, 2007; Siegesmund et al, 2010). Si bien la CPH también puede
presentarse con manifestaciones cutdneas, éstas son mas comunes y severas entre
pacientes PV; por otra parte los ataques agudos no son tan comunes entre
pacientes PV en comparacion con PAI, NPAy CPH (Fig. II.1).

[] Ataque agudo / neuropatia cronica
[] Sintomas mixtos (atague agudo + fotosensibilidad)

[ Fotodermatosis erosiva

100+ —

80— -

60 ]

Pacientes (%)

40

20+

0 | |
CPH P

PAI / NPA

Vv

Manifestaciones clinicas

Figura Il.1: Caracteristicas clinicas de las 4 porfirias hepatigadas. Modificado de Puy et al (2010).

El mecanismo subyacente al ataque agudo aun no dseripto con
exactitud, sin embargo se conocen una serie de factores ambientales que pueden
desencadenarlo, incluyendo el consumo de alcohol, cambios hormonales,
infecciones cronicas o recurrentes, dietas o ayuno, asi como mammaieextensa

lista de drogas porfirinogénicas (Bieckers & Frank, 2007; Siegesmund et al,
2010; Puy et al, 2010). Estas drogas se metabolizan en higado a través del
sistema citocromo P450nediante dos posibles mecanismos: algunas drogas
llevan a una inactivacion potencialmente dafiina del citocromo involucrado,
mientras que otras sobreactivan la sintesis del citocromo. En ambos casos el
efecto sobre el citocromo es acompafado por un aumento de la actividad de

ALA-S, aumentando consecuentemente la produccién de porfirinas (Hift, 2012)
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En alguna situacionesla droga puede directamente activar a la enAina-S
(Thunell, 2006; Thunell et al, 20R7

Por otra parte, existe evidencia acerca de un efecto toxico directamente
ejercido por los compuestos acumulados durante el ataque, abseete el
ALA, en neuronas, asi como también un efecto indirecto de la deficiencia de
hemo en estas mismas células (Lin et al, 2011). No obstanteagpantede
higado resulta efectivo en el tratamiento de la PAl y PV, lo que sugiere que
alteraciones e el metabolismo del hemo a nivel hepatico son responsables de las
manifestaciones clinicas 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 pa@nfirmar el ensayo cualitativo de PBG y
para detectar niveles elevados de ALA en pacientes con NPA (Balwani &
Desnick, 2012).

Un analisis 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 determinacion de porfirinas totales en
materia fecal, por otra parte, si puede indicar mas acertadamente el tipo de
porfiria hepatica aguda: protoporfirina 1X 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
determinacion del indice de porfirinas plasmaticas (IPP), ya que un pico de
emision a 624-628 nm esaracteristicode PV, sin embargo este indice no
permite distinguir entre PAl y CPH cuyos picos de emisién son, en ambos casos
a618-620nm (Da Silva et al, 1995; Batlle, 1997; Kuhnel et al, 2000; Hift et al,
2004).

Una vez establecido el diagnéstico bioquimico debe realizarse el analisis
molecular de los genes involucrados, de modo de concluir definitivamente el

diagnostico diferencial del tipo de porfiria hepatica aguda. Esto es especialmente
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atil en casos de pacientes en los cuales el ataque agudo ya ocurrié y para
identificar miembros deal familia portadores de la falla genética antes de que
manifiesten la enfermedad. La descripcién de portadores asintomaticos 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 atague agudo consiste en la administraciéon de hemina
en los casos moderados a severos. En los casos leves también puede emplearse
cuando la administracion de carbohidratos no es suficiente (Balwani & Desnick
2012), aunque es probable que cesen de feapantanea.a hemina actla en el
higado inhibiendo rapidamente la enzima ALA-S con la consecuente caida de la
produccion de precursores y ponas. Sin embargo, ano es capaz de revertir
una neuropatia establecida, pero si puede preva&nimicio y frenar su
progresion si es administrada dentro de los primeros dias luego del ataque
(Melito et al, 2013)

Ademas es importante suspender inmediatamente la administracion de
cualquier droga porfirinogénica y corregir dietas hipocaloricas, entre otros. El
riesgo de hiponatremia severa, que puede llegar a provocar convulsiones, se evita
controlando cuidadosamente el balance de fluidos. Complieio
cardiovasculares como hipertension y taquicardia esporadicamente se vuelven
severos, casos en los cuales se torna necesario el tratamiefitblogneadogs
(Puy et al, 2010). Muy raramente se observan crisis adrenérgicas severas
acompafiando al ataque agudo, en forma de hipertension, encefalopatia,
convulsiones e isquemia; sintomas que pueden controlarse efectivamente con la
administracion de sulfato de magnesio. En los casos donde se observa paralisis
de los musculos intercostales, es necesario recurrir a la ventilacion artificial (Puy
et al, 2010).

Con el correcto cuidado médico, la mayoria de los pacientes nunca
desarrollaran un atague agudo. En el eventual caso de que esto ocurra,
practicamente en todos los casos se resuelve rapida y efectivamente si se brinda

la atencidon médica adecuada antes de la aparicién del dafio neurolégico (Hift et

|32



INTRODUCCION |Capitulo II

al, 2004; Hift & Meissner, 2005; Hift, 2012). El ataque agudo se puede prevenir
y es por esto que los ataques severos y/o recurrsdliescurren en aquellos
casos donde el paciente nunca fue diagnosticado como porfirico, el ataque no es
tratadoapropiadamente no es reconocido a tiempo y en un pequefio niumero de
pacientes con PAI que sufren de atagues frecuentes aun contando con un buen
cuidado médico. En este Ultimo caso los pacientes pueden llegar
progresivamente a la paralisis neurologica y son considerados de mal pronostico
ya que, frecuentemente, luego de algunos afios el dafio neuroldgico culmina con
la muerte del paciente (Hift, 2010).

A continuacién nos referiremos a los distintos tipos de PHAs, a
excepcion de la Porfiria Variegata, que sera abordada en el préximo capitulo

(Introduccion, Capitulo 111).

11.2.1: Porfiria Aguda Intermitente

La porfiria aguda intermitente es el tipo de PHA mas frecuente y mas
severa. Se produce por mutaciones en el gen que codifica para la enzima PBG-D,
gue resultan en una deficiencia parcial de esta enzima, cuya actividad se reduce a
un 50%. Es mas comun en mujeres que en hombres, debido a que los cambios
hormonales y los ayunos prolongados son mas habituales en el primer grupo. Se
estima que afecta a 1 en 75.000 personas en Europa, con excepcion de Suecia
donde la frecuencia es aun 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 tipica manifestaciorlinica de esta enfermedad, que usualmente se
relaciona con otros factor@secipitantes como drogas y el estado nutricional, es
una disfuncion neurolégica que puede afectar al sistema nervioso periférico,
auténomo y central (Anderson & Kappas, 2010). El signo que inicia el ataque
agudo es el dolor abdominal, pero también pueden aparecer vOmitos,
constipacion o diarrea, distension abdominal, retencidn urinaria, incontinencia,
dolor en las extremidades, espalda y pecho. Normalmente, la neuropatia motora

comienza con las extremidades superiores, con dolores y debilidad muscular. La
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neuropatia axonal, que se presenta en forma de debilidad muscular, es
caracteristica de ataques severos o0 prolongados y puede evolucionar a
cuadriparesia, paralisis respiratoria y paro. En ciertos casos aparecen
convulsiones durante el ataque. Otras complicaciones a largo plazo incluyen falla
renal cronica, carcinoma hepatocelular e hipertensiébn. En el caso de
complicaciones renales serias puede producirse un descenso en la excrecion de
uroporfirina, lo que genera sintomas cutaneos, que normalmente no aparecen en
el desarrollo de la PAI. La mayoria 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 afios (Whatley & Badminton, 2005; Anderson & Kappas,
2010).

Los pacientes con PAI manifiesta excretan cantidades elevadas de ALA,
PBG y porfirinas, principalmente urofioina, en la orina durante el ataque y en
algunas ocasiones, entre ataques (Anderson & Kappas, 2010). También se
emplea la determinacion de la actividad enzimatica PBG-D como herramienta
diagnostica, aunque este dato no resulta muy confiable, ya que existen individuos
normales con bajos valores de actividad enzimatica e individuos portadores de
este defecto con valores de actividad altos. (Astrup, 1978; Lamon et aj, 1979
Parera et al, 2003). En los familiares asintomaticos, el aumento de ALA 'y PBG
en orina se observa soélo en el 10 % de los casos y la actividad enzimatiéa PBG-
en eritrocitos no siempre se encuentra muy disminuida, con lo cual se vuelve de
suma importancia el uso de técnicas moleculares para completar el diagnostico
diferencial en estos casos (Anderson et al, 2005; Anderson & Kappas, 2010).

La enzima PBG-D, que cataliza la condensacion de 4 moléculas de PBG
para generar HMB, es la que se encuentra alterada en esta porfiria. EI gen que
codifica para esta eimaa se encuentra en el cromosoma 11, posicion 11g23.3.
Presenta una longitud d®024pb, con 15 exones y 14 intrones que pueden llegar
a una extension de 2kb (Yoo et al, 1993). Un uUnico gen regula la expresion de
dos isoformas de esta enzima, una ubicua y una eritroidea. La diferencia entre las

iIsoenzimas es a nivel dgplicing del mensajero, que en ambos tejidos ocurre en
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modo diferente, permitiendo asi distintos tipos de regulaciones del camino del
hemo (Chretien et al, 1988). Este splicing diferencial se logra a partir de dos
trasncriptos generad@®r dos promotores presentes en el gen, separados entre si
por 3kb: mientras que el promotor ubicado rio arriba es activo en todos los
tejidos, el promotor presente rio abajo es especifico de células eritroideas
(Dynan, 1986; Mignotte et al, 1989). Las dos isoformas difieren en 17
aminoacidos ubicados en extremo N-terminal, residuos cuya finalidad aln se
desconoce (Raich, 1986randchamp, 1987

Se han descripto hasta el momento mas de 300 mutaciones diferentes en
este gen, responsables de PAI (Anderson & Kappas, 2010; Human Genome

Mutation Databaséttp://www.hgmd.ory} Estas incluyen mutaciones missense,

nonsense, mutaciones siaicing deleciones e inserciones. La gran parte de estas
fallas genéticas solo 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 mutacion p.W198X. Si bien existe otra mutacion,
p.R116W, también muy prevalente en varias poblaciones europeas, se demostro
gue no se debe a ancestralidad comun sino a que se ubica en un dinucleotido
CpG, el cual constituye un hspot mutacional (Tjensvoll et al, 2003). En
Argentina, la mutacion p.G111R es altamente prevalente (mas del 50% de la
poblacion PAI del pais) y se demostré6 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 naetecion genotipdenotipo.
Esto se debe a que una misma mutacion, en individuos diferentes, produce

distintos fenotiposGrandchamp, 1998

[1.2.2: Coproporfiria Hereditaria

La coproporfiria hereditaria se produce por deficiencias en la actividad
de la enzima CPGasa, quataliza ladecarboxilaciéon del coprogen Il en el
camino biosintético del hemo. Es un desorden de caracter autosoémico dominante,

de baja penetrancia y mas frecuente en mujeregsmhembres, por los mismos
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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, solo se diagnosticaron 17 familias (Stella
et al, 1998; Melito et al, 2006).

La sintomatologia neurovisceral caracteristica no es distinguible de la
sufrida por pacientes con otras porfirias agudas. Dolor abdominal, vomitos,
constipacion, neuropatias y manifestaciones psiquiatricas son conuaes.
mismos factores precipitantes ldePAl actian en esta porfiria. Pueden aparecer
lesionescutédneas, pero mas esporadicamente que en pacientes PV (Fid 11.1).
largo plazo, es recomendable controlar la funcion renal y hepatica, asi como
también el monitoreo de carcinoma hepatocelular (Anderson & Kappas, 2010).

Bioguimicamente, se caracteriza por una elevada excrecion de
coproporfirina, especialmente del isdmero Ill, en orina y materia. fBecaibnte
el ataque agudo, se encuentran ALA y PBG en exceso en orina, que caen
rapidamente luego del ataque, mas aun que en pacientes con PAI (Anderson &
Kappas, 2010). La excrecion urinaria de coproporfirina es mas persistente en el
tiempo. En cuanto a la copro hallada en materia fecal, una elevada relacién entre
copro lll'y copro | puede ser util para detectar casos latentes (Blake et al, 1992).

El gen que codifica para esta enzima, la CPGasa&nseentra en el
cromosoma 3, especificamente en la posicion 2egj12.1 (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.orly} Entre ellas encontramos mutaciones missense y nonsense

grandes deleciones, pequefias deleciones e insercindels y mutaciones de
splicing

Comp ya se menciond, esta porfiia es de herencia autosdmica
dominante; sin embargo existen casos, aun mas raros, donde se detectan
mutaciones en homocigosis 0 heterocigosis compuesta. Esta variante recesiva,

donde la actividad enzimatica puede descender hasta un 98% del valor normal
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(Grandchamp et al, 198§)puede manifestarse antes de la pubertad, es llamada
hardeporfiria dado que estas mutaciones impiden que se complete la
decarboxilacion catalizada por la CPGasa, formandose asi Ila
harderocopropofirina, una porfirina con 3 cadenas latedéesoxilicas Esta
porfirina atipica es hallada en orina y heces. Ademas, en esta variante de la CPH
puede estar comprometido el tejido eritropoyético (Schmitt et al, 2005; Anderson
& Kappas, 2010).

I1.2.3: Nueva Porfiria Aguda

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

hasta el momento hayeportados menos de 10 casos a nivel mundial
(Siegesmund et al, 201@e 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 manifestacion 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 sintomas que las otras porfirias agudas.,Ademas
no se observa el desarrollo de manifestaciones cutaneas.

Bioquimicamente,se puede diferenciar de la PAI en funcion de la
excrecion de PBG, que en el caso de la NPA se meanpedicticamente en
valores normales. En orina se encuentra un aumento apreciable de copro lll. La
caida en la actividad enzimatica 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 ALAD estaubicado en el cromosoma 9 (9933.1) y su
estructura gendmica es de 16kbn 12 exones. Cuenta con dos promotores y dos
exones alternativos no codificantes, 1Ay 1B, que generan el transcripto ubicuo y
el eritroideo, respectivamente (Kaya et al, 1994); aunque ambos codifican para la
misma secuencia de aminoacidos dado que la traduccion comienza en el exén 2.
Entre los casos reportados a nivel mundial se han descripto 12 alelos mutantes

(Human Genome Mutation Databadd@tp://www.hgmd.oryy Al ser una
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enfermedad de herencia autosdmica recesivaropodsito debe heredar un alelo
mutado de cada padre y aunque estos no son sintomaticos, normalmente sus
valores de actividad enzimatica son de alrededor del 50% (Anderson & Kappas,
2010).
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Capitulo IlI: Protoporfirin6geno oxidasa y Porfiria Variegata

[11.1: Caracterizacion de la enzima PPOX

La PPOX es la enzima encargada de catalizar el séptimo paso del camino
de biosintesis del hemo, el cual consiste en la oxidacién del protogen IX a proto
IX. Esta reaccion de aromatizacion ocurre mediante la eliminacion de seis
atomos de hidrégeno y requiere de oxigeno molecular y de FAD como cofactor
(Dailey & Dailey, 1996).

La PPOX es una flavoproteina de 477 aminoacidos y de um pes
molecular de 50,8 kDa (Morgan et al, 2004), la cual es capaz de unir una
molécula de FAD por mondémero de forma no covalente. En eucariotas se
encuentra anclada en la membrana interna de la mitoapntbn el sitio
catalitico expuesto hacia el espacio intermembrana (Dailey & Dailey, 1996). De
acuerdo a la estructura cristalografida la PPOX humana, esta proteina se
compone por tres dominios: un dominio de union al cofactor, un dominio de
uniodn alsustratoy un dominio de unién a membrana (Fig. lll.1); estos dominios
presentan las mismas caracteristicas que aquellos descriptos para Nicotiana
tabacumKoch et al, 2004; Qin et al, 2011)

Figura lll.1 : Estructura de la PPOX humana. Se muestran el dominio de aisidstrato (verde), unién a
FAD (rojo) y de unidon a membrana (amarillo). También se obsegl/cofactor FAD (celeste) y el
inhibidor acifluorfen (violeta). N: extremo N-terminal; Gitireemo C-terminal. Qin et al, 2011.
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El dominio de unién al cofactor FAD esta compuesto por 13 hojas
plegada$} y 8 a-hélices, involucrando a los residuos 1 a 91, 210 a 310y 417 a
477. La estructura de este dominio es similar al descripto para la misma enzima
en otras especies como Nicotiana tabacMyxococcus xanthus/ Bacillus
subtilis (Koch et al, 2004; Corradi et al, 2006; Qin et al, 2010). La molécula de
FAD, como se observa en la Figura lll.1, se encuentra enterrada en el dominio y
es reconocida por la estructura secundaria can@nifgWierenga et al, 1986).
Ademas, la enzima humana comparte una homologia significativa con un cierto
namero de oxidasas que contienen un motivo de unién a FAD en su extremo N-
terminal (Dailey & Dailey, 1996).

El dominio de union a sustrato, conformado por los aminoacidos 311 a
416, consta de 5 hojag rodeadas por 3-hélices. El sustratanteractia
directamente con los aminoacidos F98, G332 y R97, entre otros (Fig. 111.2).
Cierto numero de aminoacidos aromaticos y alifaticos forman parte de este

dominio.

Protoporphyrinogen X
A455 - R97

Figura Ill.2 : Bolsillo de unién a sustrato. Los principales residuoslirtvados en la interaccién con el
sustrato se muestran en celeste. Qin et al, 2011.

El dominio de unién 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 tendria como funcidn 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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aminoacidos 92 a 209, esta conformado port&lices y 2 hojag (Qin et al,
2011).

La PPOX habia sido descripta como un homodimero en ensayos de
cromatografia de exclusion por tamafio (Dailey & Dailey, 1996), sin embargo los
estudios cristalogréaficos y de cromatografia en presencia de detergente realizados
conla PPOX humana revelan la presencia de una unica molécula. De esta forma,
Qin y colaboradores (2011) concluyen que in vitro la PPOX se comporta como
mondmero, aunque no descartan la posibilidad de que in vivo forme dimeros,
proceso que podria 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 accion, éste requiere de tres moléculas de
oxigeno como aceptor final de electrones, tanto en eucariotas como en la mayoria
de los procariotas aerobicos. Ademas involucra tres pasos derédidmion de
dos electrones cada una, que conforman finalmente la eliminacion de los seis
atomos de hidrégeno (Dailey & Dailey, 1996).

La mayoria de las proteinagdfinadas a mitocondrias contienen una
presecuencia, una secuencia clivable especifica hacia el N-terminal que les
confieren la sefial denportacion y localizacion mitocondrial. A pesar de que el
extremo N-terminal de la PPOX contiene un posible dominio de importacion y
localizacionmitocondrial dado que esta compuesto por tres aminoacidos basicos
y ninguno acido y ademas es capaz de formar anxiglice (von und zu
Fraunberg, et al, 2003), no contiene una presecuencia clivable, sino que
aparentemente contendria sefales de importaciéon mitocondrial en su extremo N
terminal o bien sefiales mas distales (Morgan, et al, 2004). Aun hoy no existe
consenso acerca de cuales son los residuos involucrados en esta sefalizacion,
pero aparentemente todos los autores estarian de acuerdo en que existe una sefal
principal en el N-terminal que interactuaria con otras sefiales internas (von und
zu Fraunberg, et al, 200Blorgan, et al, 2004; Davids, et al, 2006).

Davids y colaboradores (2006) proponen un posible mecanismo de
importacion y localizaciéen mitocondrias para la PPOX (Fig. 111.3). 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 esta
ubicado el complejo TOM (complejo de translocasas de la membrana
mitocondrial externa). Los primeros 17 aminoacidos del N-terminal de la PPOX
se unen al complejo TOM 20-22 y asi transloca al compartimiento mitocondrial
correcto, donde la asociacion a membrandigida por un motivo hidrofébico

0 por una secuencia decalizaciéninterna. En ausencia de los primeros 17
aminoacidos, la translocacion ocurre por una via alternativa que involucra al
complejo TOM 34-70. Una vez atravesado el poro general de ingreso (GIP) la
PPOX es dirigida por complejos de pequefias translocasas de la membrana
mitocondrial interna (TIM) a través del espacio intermembrana. Asi se iagerta

la membrané@nterna via translocasas transportadgcasplejo TIM-22). Adn no

se conoce en qué momento de la sintesis o de la translocacion de la enzima se

incorpora el FAD.
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Figura Ill.3 : Mecanismo de targeting mitocondrial de la PPOX propuestDavids, et al (2006)
(modificado). En el esquema se considera que el FAD se imaanpa vez que la PPOX ha pasado a
través del poro general de ingreso. OM: membrana extatoeomdrial, IMS: espacio intermembrana,
IM: membrana interna mitocondrial.
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[11.2: Biologia 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 penso6 que este locus se encontraba ligado al
gen dea-1 antitripsina en el cromosoma 14, pero Taketani y colaboradores
(1995), demostraron que esto no es asi, argumentando que la posible diferencia
de resultados se deberia a que el producto de un gen del cromosoma 14 podria
estar interactuando con la PPOXa&ando su expresion o su actividad.

El gen contiene 13 exones en una longitud de 5,5kb (Puy et al, 1996), de
los cuales los ultimos 12 son codificantes (Fig. 111.4) y todas las uniones intron-
exoén contienen secuencias consenso de spl{logerts, etl, 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 ademas contiene dos posibles sitios de inicio de la transcripcio
(Taketani et al, 1995). Se ha demostrado que el exon 1 no codificante aumenta la
actividad del promotor en tejido eritroideo gracias a que posee dos sitios de unién
a GATA-1, un conocido modulador de la regulacion transcripcional eritro-
especifica. Estositios son esenciales para la expresion de la PPOX en este
tejido, pero no poseen un rol regulatorio en la expresion 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 MutatiorDatabasehttp://www.hgmd.ordyy Estas incluyen mutaciones

nonsensanissens€75), desplicing (24), pequeias y grandes deleciones (31y 1),
pequeias inserciones (16), pequefios indeld) y grandes
inserciones/duplicaciones (1fsta gran variedad de mutaciones refleja el grado

de heterogeneidad molecular de la enfermedad.
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Figura l11.4 : Organizacion del gen de la PPOX humana. Los rectangulas llepresentan a los exones
codificantes, mientras que los rectangulos vacios reyegsa regiones no codificantes. Se muestran
también los codones de inicio (ATG) y de terminaciéBAJ. Modificado de Whatley et al, 1999.

I11.3: Porfiria Variegata

Deficiencias en la actividad de RPOXson responsables de la aparicion
de porfiria variegata (PV). Esta es una porfiria hepatica mixta, de herencia
autosomica dominante, de penetrancia incompleta y generalmente de
manifestacion adulta, en la cual la actividad de la enzima se encuentra
disminuida aproximadamente al 50%.

La manifestacion clinica de esta enfermedad es variable, dado que los
sintomas agudos y cutaneos ocurren en conjunto o por separado en los individuos
afectados (Poblet&utiérrez et gl2006a). Entre las manifestaciones cutaneas se
pueden mencionar la fragilidad cutanea, fotosensibilidad, ampollas y cambios en
la pigmentacion en zonas expuestas a la luz solar (Batlle, 1997), debido a la
acumulacién debajo de la piel de copro y protoporfirina. En cuanto a los
sintomas neuroldgicos sencuentran dolores abdominales intermitentes,
trastornos agudos, constipacion, vomitos, hipertension, taquaicéiebre, entre
otros (Kappas et al, 1995; Nishimura et al, 1995; Kauppinen et al, 2001). Los
ataques agudosos frecuentemente el resultado de la exposicion a agentes
desencadenantes, como por ejemplo, drogas porfirinogénicas, ingesta de alcohol,
dietas reducidas en calorias, hormonas, que finalmente logran estimular la
sintesis del hemo por induccién de la AlSAlo cual lleva a la acumulacion de
ALA y PBG, que como se ha mencionado, son los responsables de dichos
ataques (Frank, et &001; Kauppinen et al, 200Kauppinen, 2005). La

sintomatologia neuroldgica es idéntica a la observada en pacientes con PAIl y
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CPH; sin embargo, la fotosensibilidad es mas comdn y las lesiones resultantes
suelen ser mas crénicas que en el caso de CPH (Sassa, 2002).

Bioquimicamente se caracteriza por presentar concentraciones elevadas
de copro y proto en materia fecal, copro en orina y, s6lo durante el ataque, ALA
y PBG en orina. Las porfirinas plasmaticas emiten fluorescencia a 626 nm
cuando son excitadas por la luz UV lejana (maximo: 400 nm), lo que
probablemente represente la formacién de un conjugado proto-péptido (Sassa,
2002).

Dado que la accion de la PPOX en el camino de biosintesis del hemo se
produce con posterioridad a la formacion de ALA y PBG (cuatro pasos luego de
la formacion de PBG), no resulta inmediata la explicacion de por qué estos
intermediarios se acumulan en la PV. El hecho de que ALA y PBG aumenten su
excrecion durante un ataque agudo sugiere que la reaccion catalizada por la
enzima PBG-D es el paso limitante. Se ha propuesto que este fenOmeno puede
deberse a la acumulacion de algun producto inmediatamente posterior al PBG
gue inhibe a la PBG-D, asi como también la existencia de mutaciones en el gen
de la PBG-D. Ninguna de estas hipotesis patecectaya que, en el caso de la
primera se observa que en la PCT la acumulacion de urogen Ill no se relaciona
con conentraciones elevadas de ALA y PBG. En el caso de la segunda hipoétesis
propuesta, seria improbable que un mismo individuo porte un defecto hereditario
en dos genes codificados por diferentes cromosomas (Meissner et al, 1993), salvo
gue se trate de un caso de porfiria dual.

Meissnery colaboradores (1993) postularon una tercera hipoétesis en la
cual el aumento de ALA y PBG tanto en pacientes con PV como en pacientes
con CPH se debe a la acumulacion de las porfirinas cominmente observadas en
estos dos tipos de porfirias. Se encontr6 que en pacientes PV existe una
disminucion en la actividad de la PBG-D, cuyas caracteristicas cinéticas sugieren
inhibicion alostérica; este efecto fue abolido al remover los porfirinbgenos del
sistema y reproducido al adicionar coprogen lll y protogen IX, pero no al agregar

urogen Il o porfirinas. Resultados similares se encontraron al adicionar protogen
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a la enzima PBG-D humana purificada, sugiriéndose asi que este porfirinégeno
posee un efecto directo sobre la actividad de la BBG-

A pesar de ser considerada una enfermedad de herencia autosémica
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
manifestacion infantil y presenta una disminucion de la actividad enzimatica
menor al 25% respecto de la actividad normal. El fenotipo de estos pacientes es
severo e incluye sintomas 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;
PobleteGutierrezet al, 2006h

En general, todas las mutaciomesponsables de P§& han encontrado
solamente en una familia, sin embaojertas mutaciones estan presentes en mas
de una familia no relacionada. Este es el caso de la mutacion p.R59W, que en la
poblacion 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 mutacion se establecié en Ciudad del Cabo (Warnich,
et al, 1996; Groenewald, et al, 1998). Fuera de la poblacion antes descripta, la PV
no es tan comun, y dado que es una enfermedad de baja penetrancia y facilmente
confundble con otras porfirias hepaticas, estimar su frecuencia es una tarea

complicada (Roberts, et al, 1995).

I11.4: Porfiria Variegata en la Argentina

En la poblacién Argentina, la prevalencia de la PV es de 1:500.000
(Méndez et al, 2012). Esta resulta baja comparada con la reportada para otras
poblaciones, como por ejemplo la ya mencionada en Sudafrica 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 dltimos afios se han diagnosticado bioquimica y genéticamente como PV

mas de 100 individuos. Hasta el afio 2008 el 28% presentan sélo sintomatologia
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aguda, mientras que el 35% sélo sintomas cutaneos y el restante 37% padecen
sintomas mixtos (Rossetti et al, 2008). La enfermedad en nuestro pais es mas
comun en mujeres que en hombres (11:9; Parera et al, 2003).

Segun los resultados obtenidos hasta el momento, no habria evidencias
de relacién gnotipefenotipo ya que no fue posible adjudicar a un defecto
genético dado un solo tipo de sintoma clinico (Rossetti et al, 2008), resultados
similares a los descriptos en otras poblaciones (Whatley et al, 1999).
Contraiamente, von und zu Fraunberg y colaboradores (2002) encontraron una
relaciéon de este tipo para la poblacion finlandesa.

Se han encontrado en nuestra poblacion una gran variedad de mutaciones
en el gen de la PPOX, responsables de PV; algunas ya reportadas y otras nuevas
(Rossetti et al, 2008Véndez et al, 2012; resultados no publicados). De todas
ellas, se destaca la mutaciéa.042_1.043insT, con una elevada prevalencia de
alrededor del 40%Estapequeia insercion 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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Capitulo 1V: Porfirias Hepaticas 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 6xidoreduccidn, radicales libresmoléculas que presentan un namero 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 proteinas, ADN y lipidos de membranas celulares
(Bendich, 1990; Afonso et al, 1996; Ross et al, 2000;r&wa et al, 2000,
Halliwell & Gutteridge, 1999), provocando asi dafio celular y tisular. Esta
situacion, llamada estrés oxidativo, ocurre cuando existe un desbalance
fisiologico entre la produccidon de prooxidantes y antioxidantes que conlleva a la
acumulacién de especie prooxidantes.

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son una variedad de moléculas
derivadas del @(Herrero et al, 2008) (Tabl&12) que pueden generarse durante
reacciones enzimaticas implicadas en la cadena respiratoria por reduccion
incompleta del @(Han et al, 2001; Raha & Robinson, 2000), en la fagocitosis y
en la sintesis de prostaglandinas, durante reacciones no enzimaticas engre el O
compuestos organicos, mediante la oxidacion de acidos grasos y peroxidacion
lipidica de membnaas celulares, y por efecto de radiaciones ionizantes (Zorrilla
Garcia, 2002). Las ROS son agentes oxidantes y abarcan tanto especies
radicalarias como no radicalarias que son facilmente 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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Oxidante Férmula
Anién superoxido 0,
Especies Radical hidroxilo HO
Radicalarias Radical peroxilo ROO
Radical hidroperoxilo HOO
Peroxido de hidrogeno H,0,
Especies no
Hipoclorito HOCI
Radicalarias
Oxigeno singulete lO2

Tabla IV.2; Especies reactivas del oxigeno. Se muestran algunos egetepbxidantes tanto radicalarios
como no radicalarios.

El anion superéxido () es el precursor de la mayoria de las ROS. La
dismutacion de éste, catalizada por la superoxido dism(8&8), genera peroxido de
hidrégeno (HO,), que gracias a la accion de diversas oxidasas, coratalasa (CAT)

y la glutation peroxidasa (GPX), puede ser reducido@. ISin embargo, en presencia
de metales de transicion, la reduccion parcial déhienera el radical hidroxilo (HP
uno de los mas potentes oxidantes de la naturaleza (Hetrako2008), que al ser tan
reactivo puede dafar proteinas, carbohidratos, ADN y caneek proceso de
peroxidacion lipidica (Fig. IV.2). Cuando el metal involucradohierro, puede ocurrir

tanto una reaccion de Fenton (2) como una reaccion de Hadiss-(¥) (Kehrer2000:

FE" + 0" — FE + O, (1)
Fe* + H,0, — F€" + OH + OH (2)
Reaccién neta: £+ H,O0, — O, + OH + OH
Daio al
ADN
0, re Fe* / \
Dafio Muerte
\( H—Titocondria> celular
2H,0 Daio a proteinas
Ho ‘%2 Peroxidacion lipidica

Figura IV .2: Generacion de ROS y principales enzimas de la deferisgidante Mufioz Morén &
Castilla-Cortazar, 2012).
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Las células cuentan con un sistema de defensa antioxidante, tanto
enzimatico como no enzimatico, encargado de mantener a las especies
radicalarias dentro de niveles normales. Un antioxidante es una sustancia capaz
de neutralizar la accién oxidante de los radicales liilmsando electrones para
gue éstos los capten, manteniendo asi su estabilidad (Avello & Suwalsky, 2006).

Entre las defensas enzimaticas encontramos a las enzimas antioxidantes
superoéxido dismutag®OD), catalasa (CAT) y glutatién peroxidasa (GPX) (Fig.

[1.2) que remueven anion superoxido y peroxido de hidrégeno antes de que, en
presencia de metales, se produzcan especies mas reactivas como el radical
hidroxilo por reacciones de tipo Fenton o Haber-Weiss. Existen otras enzimas
antioxidantes @mo la hemo-oxigersa la glutatiéon reductasa y la glutation S
transferasa.

En cuanto al sistema de defensa antioxidante no enzimatico, podemos
destacar a las vitaminas E y C, los betacarotenos, los flavonoides y los licopenos,
los cuales son incorporados mediante la dieta (Zorrilla Garcia, 2002), ademas del
glutation (GSH), carotenos y acido Urico, entre otros. Estos compuestos ejercen
su accion antioxidante mediante la estabilizacion de los radicales libres.

Los antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos, son considerados como
la primera linea de defensa, pero, dado que no es un sistema totalmente efectivo,
existe una segunda linea de defensa. Esta ultima involucra sistemas de reparacion
de dafio al ADN vy 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
produccion de precursores de ROS, de un aumento de ROS, de un incremento de
las catalisis prooxidantes, de una reduccion de los sistemas antioxidantes o de
una combinacion de todos los anteriores (Zorrilla & Fernandez, 1999). Este
proceso dara como resultado dafio a membranas celulares mediante peroxidacion

lipidica, donde se genera como productdandialdehido (MDA).
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La determinacion en plasma y sangre de los niveles de perdxido de
hidrogeno, radical superoxido, glutation oxidado, malondialdehido, etc. s
pueden emplear como indices de estrés oxidativo (Birben et al, 2012).

Niveles plasméaticos elevados de homocisteina también se pueden
considerarcomo factor de riesgo para diversas patologias 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 oxidacion de proteinas (Sibrian-Vazquez
et al, 2010). Este aminoacido azufrado es un producto intermediario del
metabolismo de la metionina que no se incorpora con la dieta y tampoco a las
proteinas (Sayar et al, 2007). La homocisteina es remetilada a metionina por la 5-
metiltetrahidrofolato S-metiransferasa; también es metabolizada por la via de
la trans sulfuracion catalizada por la cistatiorfingintetasa (8S) a través de la
condensacion de homocisteina ygérina para dar cistationina, la cual es clivada
a cisteina y Zetobutarato por la cistationinaliasa. La enzima [ S,
dependiente de fosfato de piridoxal que contiene hemo como cofastor,
presente en cerebro pero la cistatianiniasa no lo estégstoexplica la elevada

concentracion de cistationina dicho organo (Dwyer et al, 2004).

IV.2: Neuropatia porfirica

En las PHAs, como ya se menciond, los precursores ALA y PBG se
excretan en forma masiva rdmte el ataque. Estos, especialmente el ALA, son
neurotoxicos. Si bien no se conoce con certeza el mecanismo por el cual estos
precursores provocan disturbios neuroldgicos, se ha postulado una hipétesis para
el posible mecanismo de accion del ALA. Estecprsor puede autooxidarse
generando ROS, las cuales aumentan el grado de estrés oxidativo en la célula y
esto seria la causa del cuadro observado (Demasi et al, 1997; Onuki et al, 2004).
La autooxidacion del ALA es catalizada por hierro y de esta manera se genera el
acido 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 relacion entre el estrés oxidativo y el deterioro hepatico en
pacientes con PHAs cuenta con fuertes evidencias a favor, que indican que el
mecanismo carcinogénico es mediado por radicales libres, particularmente por la
autooxidacion del ALA a DOVA (Doss et al, 1978; Herrhéima et al, 1991; Di
Mascio et al, 2000), alin no se conoce con exactitud el mecanismo involucrado e
la patogénesis de la disfuncién neurolégica.

Existen dos hipé6tesis principales acerca del mecanismo de
neurotoxicidad de la neuropatia porfirica y ambas contribuyen al desarrollo de la
disfuncion nerviosa. La primera propone que la deficiencia de hemo en higado y
probablemente en tejido neuronal, producida durante el ataque agudo, afectaria
procesos celulares fundamentales dependientes de hemo proteinas, como puede
ser la produccion de energia por cadena de transporte de electrones. La segunda
se relaciona con la acumulacion de ALA, el cual tiene propiedades neurotéxicas
y oxidativas, que influyen directamente en el dafio neuronal.

En cuanto a la dltima hipétesis mencionada, se ha reportado dafio
oxidativo a las mitocondrias, lisosomas, ADN y proteinas en modelos animales
tratados con ALA exdgeno, dado que este precursor, como Se menciono
anteriormente, puede oxidarse mediante una reaccion catalizada por hierro,
generando ROS y DOVA (Demasi et al, 1996; Onuki et al, 2004). Ademas, las
ROS generadas por ALA provocan la liberacion del hierro de la ferritina (Oteiza
et al, 1995; Onuki et al, 2004) y dafio oxidativo a ésta (Rocha et al, 2000). Todos
los factores hasta aqui expuestos llevarian a un aumento del grado de estrés
oxidativo de la célula, con el consecuente aumento inicial de la capacidad
antioxidante en plasma por induccién del sistema de defensa.

No obstante, el ALA por si 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 clinicas observadas (Gorchein & Webber,
1987); y por otra parte, la administracién del precursor a individuos normales no
produce sintoma alguno (Dowdle et al, 1968; Mustajoki et al, 1992). Esto indica
gue existen otros factores involucrados en la patogénesis y desarrollo de la

neuropatia porfirica. De esta forma, ambas hipétesis se interrelacionan, ya que la
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deficiencia relativa de hemo en estos pacientes en higado y cerebro contribuye a
la disfuncién del sistema nervioso in vivo (Meyer et al, 2005).

En cuanto a la insuficiencia de hemo, podemos decir que esto puede
llevar a defectos ela distribucién de energia por deficiencias en el transporte de
electrones mitocondrial, afectando asi la funcion neuronal y el transporte axonal
(Sengupta et al, 2005; Chernova et al, 2006). Ademas, se ve afectada la
capacidad mitocondrial ddefensa frente al dafio 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).

Aln no se conoce el mecanismo por el cual el ALA atraviesa la barrera
hematoencefalica, pero algunos trabajos proponen a la difusién pasiva como
posible mecanismo de acumulacion en tejido neuronal (Ennis et al, 2003). Sin
embargo, se ha demostrado la captacion y acumulacién de ALA en cerebelo y
corteza cerebral de rata y la posterior induccion de perooxidacion lipidica (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 desregulacion de hemo seria un
componente importante del proceso neurodegenerativo (Atamna et al, 2002)
encontrandose alteraciones de su biosintesis en la enfermedad de Alzheimer
(Atamna & Frey, 2004), donde el dafio oxidativo se relaciona, desde etapas
tempranas, con la disfuncion neurolégica (Siedlac et al, 2009). En pacientes con
Alzheimer se encontraron niveles elevados de hemo oxigenasa y de bilirrubina en
forma cronica, y disminucién del complejo 1V mitocondrial, formado por hemo
ademas de una disminucion en la expresion de las enzimas ALAS y PBG-D en
cerebros de estos pacientes (Atamna & Frey, 2004; Dwyer et al,. Z8@9)o
tantola desregulacion observada en el metabolismo del leentobuiria con las
alteraciones encontradas en cerebros con Alzheimer (Atamna & Frey, R6604).
otra parte, se han descripto pacientes PAIl con niveles plasmaticos de
homocisteina elevados (To-Figueras et al, 2010), parametro considerado de

riesgo en la enfermedad de Alzheimer.
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En condiciones de deficiencia de hemo se pierde la regulacion éxido-
reduccidnnecesaria para mantener activa a la enzifd& ¢ por lo tanto se
acumula homocisteina. Se sabe que ésta interfiere con la captacion de hierro por
la ferritina, lo cual llevaria a un aumento de Fe y del estrés oxidativo en la
neurona explicando la formacion de las pla@gaamiloides caracteristicas de la
enfermedad de Alzheimer. Esta situacién ademas provoca una induccion de la
hemo oxigenasa agravando asi la deficiencia de hemo y resultando en un circulo
vicioso (Dwyer et al, 2004).

Considerando que la deficiencia de hemo tendria 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 hepaticas
agudas se genera un estado de estrés oxidativo debido a la accion del ALA 'y a la
deficiencia de hemo, estos ultimos constituirian factores de alto riesgo para la
evolucion hacia una enfermedad neurodegenerativa grave en estos pacientes
(Dwyer et al, 2006)De ser asiresultariaposible, seria posible establecer una
interrelacion ent los mecanismos neuropatogénicos que ocurren en pacientes
con porfirias agudas y con Alzheimer.
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Capitulo V: Objetivos

V.1: Objetivo general

El objetivo general detrabajo es realizar un amplio estudio clinico,
bioquimico y molecular de las PHAs prevalentes en nuestra poblacion,
fundamentalmente de la Porfiria Variegata, estudiando su relacion con el estrés

oxidativo.

V.2: Objetivos especificos

Los siguientes objetivos especificos seran abordados en esta Tesis:

Identificacion y caracterizacion de la mutacion responsable de la Porfiria
en el proposito y sus familiares, cuando sea posible, con el objetivo de detectar
portadores asintomaticos y asesorarlos acerca del riesgo del contacto con los
agentes desencadenantes de la enfermedad.

La caracterizacion funcional de las nuevas mutaciones halladas mediante
ensayos de expresi@nocaridicay de minigenes

Realizar un analisis de haplotipos en funcion de dilucidar el origen de la
prevalente mutacionc.1.042_1.043insT en nuestra poblaciéon, empleando
repeticiones en tandem como marcadores moleculares.

Identificar biomarcadores de la disfuncion neurolégica hacia una
enfermedad neurodegenerativa, estudiando en forma comparativa diferentes

parametros de estrés oxidativo en pacientes con PHAs y controles sanos.
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Capitulo I: Analisis genético de pacientes PV

|.1: Pacientes

En este trabajo se incluyeron 36 familias con diagndstico clinico y
bioguimico de PV, conformandose un total de 139 individuos. Se respetaron los
principios establecidos en el acuerdo de la 18° Asamblea Médica Mundial de
Helsinki, Finlandia, 1964, revisado por la 52° Asamhiéédica 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 relacion entre
familias se obtuvo a partir del interrogatorio oral.

Todos los pacientes se diagnosticaron como PV en base a su historia
clinica de al menos un atague agudo y/o lesiones cutaneas asociadas con una
excrecion aumentada de porfirinas en orina y materia fecal. El diagndstico
bioguimico se realizo siguiendo la metodologia descripta por Batlle (1997). El
diagnostico diferencial se completo con los estudios genéticos.

Para el andlisis de la relacion genotipo-fenotipo, se los clasifico como PV
cutaneos, agudos o mixtos en base a su historia clinica de al meaos
manifestacion cutanea, aguda o ambas, respectivamente.

Para el analisis de mutaciones por categorias, éstas fueron definidas
empleando el siguiente criterio. Mutaciones missense: cambio de nucledétido que
conlleva a cambio de aminoacido; mutaciones de splicing: cambio de nucleotido
gue afecta el procesamiento del ARNm; deleciones: delecion de nucledtido/s que
genera un codon finalizacion prematuro en la proteina; inserciones: insercion de

nucleotido/s que genera un codaralizacidonprematuro en la proteina.

|.2: Extraccion y cuantificacion de ADN gendmico

A partir de muestras de sangre periférica se procedio a la extraccion del
ADN gendmico utilizando un kit comercial (GE Healthcare). Se siguieron las

especificaciones del producto, el cual #ecomo principio, luego de la lisis
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celular, la adarcion del ADN a la matriz de silica de una columna, el cual luego
de las etapas de lavado es eluido emplean@oddsionizada.

Luego, se cuantificé la muestra de ADN obtenida empleando al
fluorometro Qbit ® (Invitrogen). Esta técnica se basa en el uso de colorantes
fluorescentes para determinar la concentracién de las moléculas de interés, en
este caso, ADN gendémico. Se siguieron las especificaciones del producto, el cual
incluye sus propios reagtis para el armado de una solucién de trabajo que
contiene colorante (dilucién 1:200). A ésta finalmente se le adiciona entt@ 1
ul de la muestra incognita. Variando los reactivos, el mismo dispositivo puede
utilizarse para la cuantificacion de ARN, ADN doble y simple cadena, y

proteinas.

I.3: Amplificacion del gen de la PPOX

Para la deteccion de mutaciones los exones junto con 50-100pb de sus

regiones flanqueantes, regiones intronicas, promotor del gen de la PPOX o el gen
completo se amplificaron empleando los primers y condiciones descriptas en las
Tablas 1.1 y 1.2. Cada tubo de amplificacidontenia, en concentracion final,
buffer de amplificacion 1X, 200M de dNTPs, 0,2 uM de cada primer, entre 50

y 100 ng de templado (ADN) y 0,05 U/ul de Taq polimerasa (Taq Polymerase,
Recombinant-Invitrogen o Platinum High Fidelity-Invitrogen), y se llevo a un
volumen final de 50ul con 4@ desionizada.

Para comprobar que la reaccion 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 REGION TAMANO Mg’ (mM)

F: ccccagcagtgaaggttatgt
El Promotor — exén 1 861 pb 1,5
R: tccgtgceacacttagtttcee

F: gettctggagegeaggttgtee
FI Ex6n 2 - ex6n 4 758 pb 1,6
R: aaggcatatgaggatgagggca

F: aggtatgtcaggagcttccee
FII Ex6n 5 - ex6n 6 680 pb 1,6
R: cccteactttggeagtacttaa

F: tgctgggattacaggtgt
FIII Ex6n 7 - exdn8 852 pb 2,5
R: agcttttgcttctcactggtagg

F: cctaccagtgagaagcaaaagct
FIV Ex6n 9 321 pb 2
R: gattacaggtgtgagccacca

F: gecctttecttetgacgeatg
FV Ex6n 10 - exdn 13 1062 pb 2,5
R: ttgtttggtgaaggaagcce

Gen F: tacccttccacctggagge
Promotor — poli A 5,8 kb 2
Completo R: ttgtttggtgaaggaageec

Tabla I.1: Condiciones de amplificacién del gen de la PPOX. La se@iée los primers se muestra en
sentido 5°—3’. Los primers fueron disefiados por De Siervi et al, 2000a y beRossal, 2008 y
Granata, 2008.

PCR
ETAPA
El FI FII FIII FIV FV Gen completo

Desnaturalizacion inicial 95 °C 5 min 95°C 5 min 95°C5min = 95°CS5Smin = 95°C5min = 95 °C5 min 94 °C 2 min

Desnaturalizacion 95 °C 30 seg 95°C30seg  95°C30seg 95°C30seg 95°C30seg 95°C30seg 94 °C30seg
Annealing 60 °C 20 seg 60°C30seg  60°C30seg 62°C20seg 60°C20seg 62°C20seg 60 °C 30 seg
Extension 72 °C 1 min 72°C30seg | 72°C30seg 72°C30seg 72°C30seg 72°C30seg 68 °C 6 min

Extension final 72 °C 5 min 72°C5min | 72°CS5min = 72°CS5min = 72°CS5min = 72°C5min = 68 °C 10 min
# ciclos 30 30 30 35 30 35 30

Tabla I.2: Programas de PCR empleados en la deteccion de mutacidaeslides PV.

|.4: Purificacion de los productos de PCR

El producto de PCR se purific6 y se secuencio. De acuerdo a lo
observado en el gel de agarosa, se procedié a una purificacion directa o a partir

del taco de agarosa que contenia la banda de interés. En ambos casos se
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emplearon kits comerciales (Bioneer), siguiendo las especificaciones del
fabricante. Ambos tienen como princiga adsorcion del ADN en la matriz de

silica de una columna, que sera eluido ce® esionizada.

|.5: Secuenciacién de los productos de PCR

Cada fragmento amplificado y purificado se secuenci6 de forma
automatica (ABI3730XL ADN analyzer Macrogen) empleando los primers
utilizados en las reacciones de PCR correspondientes (Tabla 1.2). Todas las
variantes genéticas halladas se confirmaron por secuenciacion 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,
conprobando su ausencia en por lo menos 50 individuos controles (100 alelos
normales) y posterior analisis funcional (Método Experimental, Capitulo II;

Resultados y Discusion, Capitulo I1).

|.6: Sistema de numeracion y nomenclatura de mutaciones

Los nucledtidos exdnicos se nombraron a partir del primer nucleotido del
codon de iniciacion de la traduccion de acuerdo a la secuencia del ADNc
derivado de la secuencia gendmica mientras que los nucleétidos del promotor e
intrones se nombraron segun la secuencia gendmica completac@€so
Genebank X99450).

La correcta nomenclatura de las mutaciones se realiz6 de acuerdo a den
Dunnen & Antonarakis, 2001; den Dunnen & Paalman, 2003 y Laros et al, 2011

(guia de nomenclatura disponible ernttp://www.hgvs.org/mutnomehn/

Finalmente, la correcta denominacion de la variante hallada se corroboré
empleando el Mutalyzer 2 Name Checker y Syntax Checker

(https://mutalyzer.n)/
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Capitulo 1l: Caracterizacion de mutaciones nuevas en el gen de la PPOX

[1.1.1: Analisis bioinformatico de las nuevas mutaciones missense

Para predecir el posible efecto de las nuevas mutaciones missense
halladas en pacientes PV Argentinos, empleamos tres herramientas
bioinformaticas: SIFT Kttp://sift.jcvi.orgl Ng & Henikoff, 2001), PROVEAN
(http://provean.jcvi.org/ Choi et al, 2012; Choi 2012) y PolyPh2n-
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph&bzhubei et al, 2010). Estas predicen, a

partir de un alineamiento mdultiple, el posible efecto biolégico de la sustitucion de
un aminoacido por otro en la proteina en estudio (PPOX, NP_001116236.1).
Cada uno de estos programas calculard un score, el cual nos brinda una idea del
efecto del cambio de residuo en una dada posicion; dicho score es obtenido a
partir del alineamiento. En comparacion 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.

[1.1.2: Expresion de mutaciones missense

Para el ensayo funcional de expresion de mutaciones empleamos al
vector pHRPO-X (cortesia del Dr Peter Meissner, Groote Schuur Hospital
Ciudad del Cabo, Sudafrica). Este se obtuvo mediante la insercion del ADNc
normal de la PPOX en el vector pTrcHis B (Invitrogen) que contiene un gen de
resistencia a ampicilina y es induciblerplPTG, metodologia descripta por
Dailey & Dailey (1996). El vector normal, es decir, pHPPO-X, se mantiene en

bacterias E. coli IM109 y se designa pTrc-PPOX-wit.

[1.1.2.1: Preparacion de los constructos mutantes

Para generar los constructos mutantes, que contengan la mutacion
deseada en la posicién correspondiente del ADNc, utilizamos la estrategia de
mutagénesis sitio dirigida. En la Figura 1.1 se muestra en forma esquematica la
metodologia empleada. En el caso de las mutaciones p.E34V, p.S76F, p.A159V,
p.G332Ay p.Y422C (Fig. 1.1 a) la estrategia comprende tres reacciones de PCR.
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Las dos primeras reacciones de amplificacion introducen la mutacién con el
primerreverseen PCR 1y forward en PCR 2, y ademas aprovechan los sitios de
restriccion propios dé secuencia del ADNc de la PPOX presentes hacia 5° de

PCR 1y 3’ de PCR 2. En la PCR 3 se utilizan los productos anteriores como
templado y los primers forward de PCR leyversede PCR 2 para obtener un
fragmento de mayor tamafio que contiene la mutacion en su parte media y los dos
sitios de restriccién hacia los extremos. La mutacion p.W224G, en cambio, se
obtuvo mediante una Unica PCR donde el primer forweadtiene un sitio de
restriccion y efeversecontiene la mutacion y el sitio de restriccion restante (Fig.
1.1 b).

a)
PCR 1 PCR2
—_— 3
1 -
L2 [
— _H—
_ e
—% e
PCR3
— % — .
e % - Figura 1l.1: Esquema de
estrategia de mutagénesis sitio
i ,L dirigida. a) Estrategia empleada
con las mutaciones p. p.E34V,
N p.S76F, p.A159V, p.G332A Yy
x p.Y422C. b) Estrategia utilizada
con la mutacion p.W224G.
b)
—_— %
X
e
— %
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Para realizar losonstructos correspondientes a las mutaciones p.E43V y
p.S76F se emplearon las enzimas de restriccion Cpol y Sacl; en el caso de
p.Y422C y p.G332A, Xbal y Hindlll; para p.A159V, Cpol y Xbal, y finalmente
para p.W224G se emplearon las enzimas Sacl y Xbal. En la Tabla 1.1 se
muestran las secuencias de todos los primers usados. Todos los protocolos de
PCRserealizaronen un volumen final de 5@ en presencia de 1,5 mM de fg
0,2 mM de cada primer; 2Q@M de cada ANTP y 0,05 U/ul de Taq polimerasa
(Tag Polymerase, Recombinant-Invitrogen). Los programas de amplificacion
contaron con una temperatura a@enealing de 60 °C y entre 30 y 35 ciclos.
Como templado se utilizaron entre 10 y 20 ng de PROXwt 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 (segun protocolo descripto en
Método Experimental 1.4) y se mezclaron en igual proporcion, para ser utilizados

como nuevo templado en la PCR 3 (entre 10 y 20 ng de esta mezcla).

PCRI1 PCR2
MUTACION Primer Forward Primer Reverse Primer Forward Primer Reverse
p.E34V atgggccggaccgtggt tcccagacgetcactgetcAccactagga tectagtggTgageagtgagegtetg  atgetgagetcacggetgttgect
p.S76F atgggccggaccgtggt ccaagctcaAaaaccaggagea tgetectggtttTtgagettgg atgctgagctcacggetgttgect
p-A159V atgggccggaccgtggt ggctagagacAccacctcagg cctgaggtggTgtctctagee ggcaacatctctagacctcc

p-W224G  tggagtgtttgcaggcaacage = aacatctctagacctccacgaagtgaccactggetee

p-G332A agtggtcacttcgtggaggt ggcaccaaatgtGeaaatccetgga ccagggatttgCacatttggtgccatct = atccgccaaaacagccaagcetttca
p-Y422C agtggtcacttcgtggaggt ccagtgacctagtgtaCactggggaat attccccagtGtacactaggtcactgg = atccgccaaaacagccaagcetttca

Tabla Il.1: Primers utilizados en la estrategia de mutagénesigisitiada. Las secuencias se muestran

en sentido 5” — 3’, las regiones subrayadas corresponden a los sitios de restriccion y las mayuasculas a los

cambios nucleotidicos. Los ultimos tres primers forvaedPCR1 que no presentan en su secuencia sitios
de restriccion se debe a que el sitio se encuentra uressrimabajo en el ADNc.

Una vez obtenidos los amplicones con la mutacion de inteséssse
digirieron con las enzimas de restriccion mencionadas mas arriba segun
especificaciones del fabricanfNew England Biolabs). Se llevé a cabo, en todos
los casos, la digestion doble de vector (pPROXwt) e inserto (amplicon

mutado correspondiente) a 37 °C, O.N., en un volumen final dgl.5Das

condiciones de incubacion fueron50 1ug de vector, 250 - 500 ng de inserto,
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10 - 20 U de enzima vy, en el caso de ser neces&®A 1X; la reaccion se
detuvo con calor: 65 °C durante 20 min. Posteriormente a la digestion de vector,
éste se desfderildo empleando 20 U de fosfatasa alcalina (CIP - New England
Biolabs) en un volumen final de 4 e incubando 1hr a 37 °C. Como paso
siguiente, tanto inserto como vecta@e purificaron y cuantificaon (Método
Experimental 1.4 y 1.2, reggtivamente).

A continuacion, se llevd a cabo la reaccion de ligacion vector-inserto,
utilizando una relacién molar entre 1:3 a 1.6 de vector:inserto. En un volumen
final de 20ul se emplearon 100 ng de vector, la masa correspondiente de inserto
para cumplir con la relacion molar y 400 U de T4 ADN Ligasa (New England
Biolabs), y se incub6 a 16 °C O.N.

Luego de la ligacion, bacterias E. coli JM109 competentes (JM109
Competent Cells, >108cfu/ug; Promega), se transformaron de acuerdo al
siguiente protocolo: se mezclan 100 ml de bacterias competentes gbrdl0
producto de ligacion en un tuleppendoriestéril, se homogeniza suavemente y
se incuba por 20 min. en frio (4 °C). Luego, se incuban los tubos a 42 °C por 50
segundos Yy finalmente en frio por 2 min. Al cabo del shock térmico, se agregan
450 ul de medio LB estérii y se mantiene en agitacion (150 rpm
aproximadamente) duran® min. Al finalizar dicha incubacién, 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 ug/ml) y se dejaron en estufa de incubac#&B7 °C, O.N.
También se realizaron los controles correspondientes: de viabilidad, donde una
alicuota de bacterias competensessomete al proceso de transformacion sin la
adicion de ADN, y de crecimiento, donde una alicuota de bacterias competentes
se plaguea directamente.

Como primer screening realizamos una colony P&Rlizando de 5 a
10 colonias por placa de transformacion, con los prirespgcificos utilizados
anteriormente en el protocolo de mutagénesis sitio dirigida. La reacciéon de
amplificacién se realiz6 en un volumen final defd@on 1,5 mM de M@*, 0,2

mM de cada primer, 200M de cada dNTP, 0,05 U/ul de Taqg polimerasa (Taq
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Polymerase, Recombinant-Invitrogen) y una pequefia muestra (punfg de
cada colonia. La desnaturalizacion inicial se realizd6 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 suspension
(3 ml de LB liquido + ampicilina 10Qg/ml) O.N. y al dia siguiente se extrajo el
ADN plasmidico con el kit miprep Qiagen, siguiendo las instrucciones del
fabricante, el cual tiene como principiodaién del ADN a la matriz de silica de
una columna en presencia de una elevada concentracion de sal caotrépica y la
recupeacion selectiva durante la elucion del ADN plasmidico. Las muestras se
secuenciaroren forma automatica (ABI3730XL ADN analyzer - Macrogen) con
primers ubicados en el vector, de modo de determinar no solo la presencia de la

mutacion sino también el correcto ensamble del inserto en el vector.

11.1.2.2: Expresion de las proteinas mutantes

Una vez identificado el clon que contiene la mutacién en la posicion
buscada, proseguimos con la induccion de la expresion de la proteina defectuosa.
Cada colonia positiva se inoculé en 2 ml de LB liquido, en presencia de
ampicilina (100ug/ml) para mantener la presion de seleccion y se incub6 a 37 °C
O.N, con agitacion. Se tomaron luego 200 pl de bacterias para inocular 10 ml de
LB fresco con ampicilina (10Qg/ml). Se incub6 a 37 °C hasta alcanzar la fase
exponencial de crecimiento, esait una densidad Optica del cultivo a 600 nm de
0,5 aproximadamente. Al alcanzar la fase exponencial, 3 ml de cadia cel
indujo con 5 mM de IPTG, durante 3hs. A continuacién se centrifugaron a
maxima velocidad y lavaron dos veces con PBS, y finalmente se centrifugaron a
12.000 rpm durante 1@in. en frio (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
suspension se sonico tres veces a\BBeg durante 10 segundos cada vez, en
hielo. Luego los lisados se centrifugan y el sobrenadante se emplea como fuente

enzimatica. Las proteinas se cuantificaron por el método de Bradford (1976).
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[1.1.2.3: Sistema de incubacion in vitro

El sistema de incubacién se conforma de 1 mM de EDTA, 2 mM de GSH,
20 pul de Tween 20, 560 pl de una solucion de sustrato (protogen IX) de
concentraciéon 10@ug/ml y 820 pl de lisado de bacterias (0,5-3mg de proteina).
La solucién de sustrato se prepard a partir de una solucion de proto IX en KOH
0,5 My etanol (1:1) reducida, en oscuridad y anaerobiosis, empleando amalgama
de sodio 3%, en el momento de la experiencia. También se prepar6 un estandar
para cada determinaciéon (dilucién 1:1.000stducion 100ug/ml de proto) a
partir de la solucién de porfirina a reducir. Los blancos de reaccién se realizaron
con 820 ul de buffer Tris-HCI 5@M y los blancos de enzima con suspension de
lisado calentados a 75 °C durante 10 min. Se incub6 a 37 °C con agitacion
durante 1 hr en estrictas condiciones de anaerobiosis y oscuridad, que se lograron
empleando un sistema originabpecialmente disefiado para tal (Branata,
2008).

11.1.2.4: Determinacion de la actividad enzimatica

Luego de la hora dmcubacion en estricta anaerobiosis y oscuridad, se
determiné la formacion de producto espectrofluorométricamente, segun Brenner
& Bloomer (1980).

Se tomaron 3@l de la mezcla incubada y se llevé a volumen final 3 ml
con una solucién de fluorescencia compuesta por Tris-HCI 50 mM (pH 8,7),
EDTA y GSH. Lego se determiné el espectro de fluorescencia con los siguientes
parametroSieycitacisn= 400 NMAemisisnente 500 y 700 nm.

Los resultados se expresaron como nmoles de protoporfirina formada por

hora por mg de proteina segun la siguiente ecuacion:

AE (nmoles/mg*h) = i * Cst* VOlg * Vol e *

SF VOIaIicuota* I:)MProto* mg prOt

I:M = I:medida_ I:bcoR' I:bcoE
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Fv: fluorescencia de la muestra, wefiga fluorescencia medida, &R
fluorescencia del blanco de reactivogs.E fluorescencia del blanco de enzima,
Cst: concentracion del estandar, ¥ololumen de la fraccion, Vgl volumen
incubado, kr. fluorescencia del estandar, \jgloa volumen de la alicuota,

PMe,oto peSO molecular de proto.

[1.2.1: Andlisis bioinformatico de mutaciones de splicing

De la misma forma que con las mutaciones missense, las mutaciones que
podrian afectar edplicing del ARNm de la PPOX se analizaron en una primera
instancia mediante herramientas bioinformaticas. El posible efecto sobre la
“fuerza” de los sitios donor (5’ ss) y aceptor (3’ ss) de splicing se estudiaron con

el programa NN Splicentp://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.htmReese 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 asi un score de 0 a 1 sobre el potencial sitio
de splicing que se desea analizar. &storesecompara con un valor umbral de
0,1 para sitio donor y 0,4 para sitio aceptosplcing

Ademas, se analizaron los posibles efectos sobrenloancer®xaicos
de splicing (ESE, de su sigla en inglés exonic splicing enhancer) con los

programas ESE Finder ht€p://rulai.cshl.edu/cgi-

bin/tools/ESE3/esefinder.cgi?process=hpr8enith et al, 2006; Cartegni et al,

2003) y Rescue ESHtfp://genes.mit.edu/burgelab/resage] Fairbrother et al,

2002). Ambos programas identifican posibles ESEs, elementos estimulatorios
exonicos en cis importantes para la correcta identificacion de un sitio de splicing
mediante dos estrategias distintas. ESE Finder examina secuencias en busca de
posibles elementos de respuesta a proteinas SR (Proteina rica en serina-arginina;
familia de factores dsplicing), por tanto, el efecto de una mutacion se preglice
funcidén de laalteracion o no de los sitios de union a estas proteinas. Para cada
proteina SR se genera scoreel cual se considera significativo en comparacion

a un valor umbral dado para cada una de estas proteinas (SF2/ASF: 1.956; SC35:
2.383; SRp40: 2.670; SRp55: 2.676).
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Por otra parte, Rescue ESE, busca secuencias con actividad ESE mediante
el analisis estadistico de la frecuencia de hexanucleotidos identificados
previamente como dichos elementos. Asi identifica motivos ESE putativos por
comparacion entre la frecuencia de dichos hexanucleétidos presentes en exones

con sitios desplicingfuertes (consenso) y débiles (no consenso).

11.2.2: Expresion de mutaciones de splicing

Para llevar a cabo el ensayo funcional de expresién de mutaciones de
splicing en células eucariotas empleamos el vector pTB Minigene (cortesia del
Dr. Francisco Baralle, ICGEB, Trieste, Italia). Este vector hibrido se contruyé
utilizando el plasmido pBlueScritp, en el cual se insertaron exonesgtisina
y fibronectina bajo el control del promotor deglobina. El sitio de clonado,
conformado por un sitio Unico para la enzima Ndel, esta presente en el intron que
separa los dos exones de fibronectina (Vibe-Pedersen et al, 1884; Baralle &
Baralle, 2005).

[1.2.2.1: Preparacion de los constructos

Para generar los vectores a transfectar en células eucariotas, es necesario
disefiar una construccion WT y otra que contenga la mutacién en estudio. Dicha
construccion debe contar con el exén afectado pmultacion y sus dos intrones
flanqueantes. De esta manera, disefilamos 3 PCRs para amplificar la region de
interés a clonar en el vector pTB Minigene (Fig. 11.2).

Para cada reaccion disefiamos primers especificos (Tabla 11.2) para
amplificar la region que contiene al exon 4 (para la mutaciéon ¢.338+3insT), al
exon 7 (para la mutacion c.807 G>A) y al exdon 8 (para la mutacion &.808-
G>C). Estos primersuentan ademas con un sitio Ndel, de modo que puedan

insertarseen el sitio de clonado del vector de expresion pTB Minigene.
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Ndel - Poly a
—— - : (-
¢.338+3insT
i Exon 4 |
—
e
c.807G>A
’ Exon7 !
— _
= .
c.808-1G=>C
| Exon 8
i v
£ a

Figura 11.2: Disefio de PCRs para generar los constructos WT y mytareteada regiéon en estudio, a
insertar en el vector de expresién pTB Minigene. Se muglstpedn a amplificar y sus intrones
flanqueantes, con la posicion de cada mutacion eniestetllugar de insercion del fragmento en el
vector pTB Minigene. Flechas negras sobre intronemegps usados en las PCR de disefio de los
constructos; flechas negras sobre vector: primers géfiarcion por RT-PCR; flechas rosas: mutacion y
estrellas naranjas: sitios Ndel.

MUTACION = Constructo Primer Forward Primer Reverse Peso del fragmento amplificado
¢.338+3 insT pTB-E4  ggaattccCATATGgtgggatgtctaggagag tggaaggCATATGaggatgag 310 pb

c.807 G>A pTB-E7 ggaattcCATATGttcaagcaattctcctgect = ggaattcCATATGggcectaggattctggggtag 612 pb
c.808-1 G>C pTB-E8  ggaattcCATATGgcctgggaaactgagagt = ggaattcCATATGcttctcactggtaggggttgg 226 pb

Tabla 11.2: Primers especificos disefiados para amplificar cada ragitimar. En maylscula se muestra
el sitio Ndel introducido en cada primer, excepto en el prion@mard para la mutacion ¢.338+3insT, en
el cual se aprovecha la secuencia de restriccion exsardl intron 4 del gen de la PPOX.

Todos los protocolos de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de
50 ul en presencia de 1,5 mM de #Mgara las mutaciones ¢.338+3insT y ¢.808-
1G>C y 0 8 mM para la mutacion ¢.807G>A; 0,2 mM de cada primeru®D0O
de cada dNTP y 0,05 U/ul de Taq polimerasa (Taq Polymerase, Recombinant-
Invitrogen). Los programas de amplificacion contaron con una temperatura de
annealing de 60 °C para las mutaciones ¢.338+3insT y ¢.808-1G>C y 61 °C para
la mutacién ¢.807G>A y 30 ciclos. Como templado se utilizaron entre 50 y 100
ng de ADN de un paciente portador en heterocigosis de cada mutacion, de modo
de obtener un 50% de moléculas con la mutacion y el restante 50% WT. El éxito
de las reacciones de amplificacién se cheque6 en geles de agarosa al 1%, tefiidos

con bromuro de etidio. Posteriormente las muestras se purificaron empleando un
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kit comercial y finalmente se cuantificaron (Método Experimental 1.4 y 1.2,
respectivamente).

Los fragmentos de PCR asi obtenidos se insertaron en el vector de
clonado pGEM 7Teasy (Promega), aprovechando las A-overhang que la
polimerasa deja en los extremos de los amplicones. La reacciéon de ligacion se
llevé a cabo en un volumen final de 10que cuenta con buffer de ligacion 2X,

3 U de T4 ADN Ligasa, 50 ng de vector y una masa de producto de PCR tal para
mantener una relacibn molar vector:inserto 1:3. La incubacion se realiz6 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 ¢.338+3 insT, ¢.807 G>Ay ¢.808-1 G>C, respectivamente.

A continuacion se transformaron las bacterias competentes EMI®B
con los vectores recombinantes, segun el protocolo ya descripto en Método
Experimental 11.1.2.1, realizando ademas los controles de viabilidad vy
crecimiento correspondientes.

El primer screening sobre las colonias transformantes se realiz6 mediante
colony PCR, empleandlms primers de amplificacion de cada constructo (ver
Tabla 11.2.2.1) y las condiciones descriptas en Método Experimental 11.1.2.1. Se
obtuvieron los plasmidos de las colonias positivas, luego de crecer O.N. dichas
colonias en presencia de ampicilifeDQ ug/ml), mediante minipreps (Método
Experimental 11.1.2.1). La integridad de éstos se corrobor6 mediante
secuenciacion automatica empleandgpiomers universales T7 y SP6.

Una vez identificados los clones WT y mutante para cada region de
interés, las bactms transformadas con estos plasmidos se sembraron
nuevamente en placa y luego en suspension, siempre en presencia de ampicilina,
para realizar la extraccion del ADN plasmidico mediante un kit midiprep
(Axygen), de modo de mejorar el rendimiento, para contar con mas masa a la
hora de transfectar las células eucariotas. Este kit seebdadisis alcalina en
presencia de SDS de las bacterias en combinacion con la unién selectiva del

ADN plasmidico a una columna de purificacion.
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Para la mutacion ¢.338+3insT se construy0d un minigen mas amplio. En
este caso los exones 3, 4 y 5y los intrones intermedios se insertaron en el vector
de expresion eucariota pcDNA 3. La PCR disefiada para tal fin se realiz6 con los
primers listados en la Tabla 11.3, condacondiciones de amplificacion antes
descriptas (Método Experimental 11.1.2.1) pero con una temperatura de annealing
de 62 °C. Como templado se utiliz6 ADN gendémico normal. Este fragmento,
luego de ser purificado, se digirié simultdneamente con las enzimas Kpnl (20 U)
y Xhol (50 U) en los sitios introducidason los primers de amplificacion. La
reaccion se realiz6 en un volumen final de 100en presencia de BSA y se
incubd a 37 °C O.N. Una alicuota de vector pcDNA 3u@p se digirié bajo las
mismas condiciones. A continuacion se ligaron ambas moléculas en una relacion
molar vector:inserto 1:3 con 50 ng de vector y el producto de ligacion se empled
para transformar bacterias E. coli JM109 competentes (Método Experimental
[1.1.2.1). Como se describié anteriormente, el primer screening se realizé por
colony PCR con un primer sobre el fragmento y otro sobre el vector. Las
colonias pogivas se secuenciaron para corroborar la integridad de la secuencia

del inserto. De esta manera se obtuvo el constructo pcDNA E4 WT.

MUTACION Constructo Primer Forward Primer Reverse
c.338+3 insT pcDNA E4 WT cggGGTACCgtggtcctagtggagagcag ccgCTCGAGctcaggtccaaggeggegcet
c.338+3 insT  pcDNA E4 M ctggcctcaggtraacaccagea tgctggtgttaacctgaggecag

c.807 G>A snARN Ul E7 atggtatctccectgcaaagtaggggagagatettgggcectetg — tcggggecagaggeccaagatetctcecctactttgeagggga

Tabla 11.3: Primers especificos disefiados para amplificar la regidiprendida entre el exén 3y 5 del
gen de la PPOX. En mayuscula se muestran los sitios deaiést Kpnl (F) y Xhol (R) y en cursiva el
cambio nucleotidico a introducir.

El constructo mutante correspondiente (pcDNA E4 9d)obtuvo por
mutagénesis sitio dirigida mediante el kit Quickchange Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene), siguiendo las instrucciones del fabricante. Primero
se realiza una reaccion de PCR utilizando como templado al vector pcDNA E4

WT vy los primerslistados en la Tabla 11.3p(DNA E4 M), los cuales son
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exactamente complementarios, de forma tal que la amplificacion genera
moléculas completas de vector, coartes escalonados. Las condiciones de
amplificacién cuentan con un tiempo de extensién de 5 min. 20 segundos, una
temperatura de annealing de 55 °C y de extension de 68 °C, por 18 ciclos; 2,5 U
de Pfu Turbo ADN Polymerasa (Promega), 50 ng de pADNc E4 WT, 150 ng de
cadaprimer y 200uM de cada dANTP en un volumen final de 50l. Luego de la
amplificacién el producto se digiri6 con la enzima de restriccion Dpnl, la cual
digiere selectivamente moléculas de ADN metilado y hemimetilado, de modo
gue el ADN parental sera digerido mientras que el recientemente amplificado no.
La reaccion se llevd a cabo agregando directamente al tubo amplificado 10 U de
Dpnl e incubando 1 hora a 37 °C. Con 1, 2 yul5de este producto
transformamos 5Qul de bacterias competentes, de acuerdo al protocolo ya
descripto (Método Experimental 11.1.2.1). Colonias de las tres placas se
secuenciaron, previa extraccion plasmidica poniprep para corroborar la
presencia de la mutacion.

Por dltimo, disefiamos un constructo para expresar Ul snRNA
perfectamente complementario a la mutaciéon c.807G>A y de esta manera poner
en evidencia si el efecto de la mutacion es a nivel del sitio de union de este factor
en el sitio donor desplicing. Utilizamos nuevamente el método Quickchange
Site-Directed Mutagenesis con los priméissados en la Tabla 11.3. En éste el
tiempo de extension fue de 4 min. y como templado se utilizaron 20 ng de un
vector con la secuencia canonica de Ulngartada (Pagani et al, 2002). Una vez
obtenido esto, se procedi6 a la digestion con Dpnl ya descripta y posteriormente
5 ul de dicha reaccion se emplearon para transformanl5@de bacterias
competentes. Los plasmidos de las colonias resultantes se secuenciaron para
corroborar la presencia del cambio de nucleétidos introducido. En este caso
también fue necesario realizar la extraccion plasmidica mediante un kit de

midipreppara aumentar la concentracion de vector recombinante.
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[1.2.2.2: Expresion de losinigenes

Una vez obtenidos todos los vectores recombinantes se procedid a
transfectar células HeLa en forma transiente. Estasesgbraron en medio
completo (DMEM + glutamina) con 10% de suero fetal bovino y una mezcla de
antibiéticos yantimicdticos (Sigma). Los ensayos de transfeccion se realizaron
en placas de 6 pocillos

Se utilizaron 0,5ug de cada constructo para transfectar 2,5 °xc&lulas
HelLa, con “Effectene Transfection Reagént(Qiagen), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este se basa en la formacion de conefffiejtsne-

ADN, donde el ADN se encuentra altamente condensando y recubierto por dicho
reactivo formando asi micelas de igual &m que permiten lograr una
transfeccion efectiva.

En el caso del ensayo en presencia de Ul snRNA, se realizé una co-
transfeccion con el vector Ul con la secuencia canénica o mutada y el constructo
pTB E4 WT o mutado, en las mismas condiciones descaptasiormente.

A las 24 hs posteriores a la transfeccion se extrajo el ARN de las células
empleando Eurogold Trifast. Este protocolo se basa en una extraccion fenol-

cloroformo, donde el ARN se obtiene a partir de la fase acuosa.

[1.2.2.3: Analisis del perfil de expresion de ARNm

Con las muestras de ARN obtenidas se llevaron a cabo reacciones de RT-
PCR. La retrotranscripcion (RT) se realizé en un volumen final dé @5
presencia de 400M de dNTPs, &.g/ul de random primers (Promega), 10 mM
de DTT y 10 U/ul de MMLV-RT (Invitrogen); se incubo por 1 hora a 37 °C.

Posteriormente se realizé la amplificacion por PCR, empleando primers
especificos de cada vector utilipaen la transfeccion (Tabla 11.4). La reaccion se
llevé a cabo en un volumen final de R0) con 400uM de dNTPs, 3 ngd de
cadaprimer especifico, 31l de ADNc obtenido en la reaccion anterior y 1 U de
Tag ADN Polimerase (New England Biolabs). El programa de amplificacion

constade 35 ciclos y una temperatura de annealing de 58 °C.
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Vector Primer Forward Primer Reverse
TB Minigene caacttcaagctcctaagccactge tcaccaggaagttggttaaatca
p g g g g gg ggaagiigg
pcDNA 3 taatacgactcactataggg atttaggtgacactatag

Tabla I.4: Primersegecificos utilizados en las reacciones de RT-PCR possréolos ensayos de
transfeccion. Estos oligos son complementarios abvectrespondiente. Los primers empleados para
amplificar el vector pcDNA 3 son los pirmers universdlégpromoter y SP6.

Los resultados se visualizaron en geles de agarosa al 2%, tefidos con
bromuro de etidio.

Se realizaron 3 transfecciones independientes para cada ensayo. Los
perfiles de expresiorse analizaon con el programa Scion Image (Scion

Corporation, USA) y losesultadosseexpreseon como media + desvio estandar.
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Capitulo IlI: Andlisis de haplotipos

I11.1: Seleccion de marcadores moleculares: STRs

Con el fin de elucidar el origen de la mutaciéon c.1.042_1.043insT se
realizd un estudio de haplotipos. Para esto se seleccionaron como marcadores
moleculares las secuencias repetitivas en tandem, 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 fisica
de 3,5 Mb (Tabla Ill.1)Seseleccioneon en funcién de su utilizacion en estudios
previos, en los cuales se describi6 que se encuentran en desequilibrio de
ligamiento respecto del gen de la PPOX (Groenewald et al, 1998) y se los empled
en el analisis 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 nucledtidos de cada marcador molecular se obtuvo del

GenBank lttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucco)e

Ubicacion fisica en el Ubicacion mapa Unidad de repetici(’)nS’ ‘' PM fragmento (pb)5 HeterocigosiSA' 6
cromosoma 1 (pb)1 genético (cM)2
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 Ill.1 : Ubicacion de los STRs seleccionados y del gen de@REn cursiva) y otras
caracteristicas. UCSC Genome Bioninformatichkt{p://mww.genome.ucsc.edu/index.hjnfl Marshfield

Genetic Maplttp://research.marshfieldclinic.org/genetics/GeneticesécompMaps.a3p® GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccojg* The ALlele FREquency Database

(http://alfred.med.yale.edu/alfred/index.SpUniSTS http://www.ncbi.nlm.nih.gov/unisjs® Genethon

Genetic Mapshttp://www.bli.uzh.ch/BLI/Projects/genetics/maps/gthon.html
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[11.2: Pacientes y controles

Se emplearon muestras de ADN gendmico de pacientes PV y controles,
previa obtencion de su consentimiento informado. Ademas, se respetaron todas
las consideraciones éticas antes establecidas (Método experimental, 1.1).

Los pacientes PVse dividieron en dos grupos para el analisis de
haplotipos: pacientes PV portadores de la mutaciéon ¢.1.042_1.043insT (ins; N=
26) y pacientes PV portadores de otras mutaciones (otras; N= 51). Al analizar la
segregacion de alelos se incluyeron ademés los miembros disponibles de cada
familia no portadores de la mutacion, 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.

111.3: Genotipificacion de STRs y analisis de los datos obtenidos

La genotipificacion de los STRs seleccionados se realiz6 mediante PCR
fluorescente seguida de analisis del tamafio de los fragmentos por electroforesis
capilar en unsecuenciador automatico (ABI3730XL, Macogen Genescan
Service).

La secuencia de todos los primers empleados en este ensayo se obtuvo de

UCSC Genome Bioninformaticshtfp://www.genome.ucsc.edu/index.hjmy

GenBank littp://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucco}e
La estrategia de PCR de los marcadores D1S2707, D1S2705 y D1S104 se

realizo utilizandgprimersespecificos para amplificar la region de inted&s)de

el primer forwardesta marcado en el extremo 5’ con el fluoroforo 6-FAM (Tabla

[11.2). El programa de amplificacion se detalla en la Tabla Il1.3.

STR D1S2707 D1S2705 D1S104
Primer Forward | CCCCTTGGCATAGGGTT GGGCGTTTACCTCTACAC ATCCTGCCCTTATGGAGTGC

Primer Reverse AGCCAGGCATCTGCAC AAACAGGCCACACTCAATA CCCACTCCTCTGTCATTGTA

Tabla IIl.2 : Primersespecificos de amplificacion de 3 de los STRs estudiados. El extremo 5° de
cada primer forward se encuentra marcado con 6-FAM.
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ETAPA Temperatura - tiempo # Ciclos
Desnaturalizacion inicial 94 °C - 5 min
Desnaturalizacion 94 °C - 30 seg 0
Annealing 60 °C/ 57 °C - 30 seg
Desnaturalizacion 94 °C - 30 seg 20
Annealing 55°C-30seg
Extension final 68 °C - 10 min

Tabla II.3 : Programa de amplificacién empleado para los STRs D1S27@&215 y D1S104.
La temperatura de annealing de 57 °C corresponde Unicamemdecaddor D1S2707.

El protocolo de amplificacion se llevd a cabo en un volumen final de 25
ul, con 1,5 mM de MgG; 1,5X de BSA oenhancer(Platinum Pfx DNA
Polymerase, Invitrogen); 20@M de dNTPs; 0,16 uM 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 amplificacion
se realizdé empleando la técnica del primer universal M13 marcado (Oetting et al,
1995; Schelke, 2000; Bouti@anache et al, 200Hayden et al, 2008). Cada
marcador molecular cuenta con sus primers forwardverseespecificos, sin
embargo el primer forward posee una secuergira en su extremo 5’
perfectamente complementaria a la del primer universal M13
(TGTAAAACGACGGCCAGT), el cual también es utilizado en la reaccion de
PCR dado que se encuentra marcado con el fluoroforo 6-FAM. De esta manera el
unico primerfluorescentenecesario es el M13 y los ampliconiasorporan 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
nucleotidos mayor que el informado en la Tabla Ill.1. En las Tablas 1.4 y 111.5

se muestran los primers y condiciones de amplificacion empleadas,

respectivamente.
STR D1S484 D1S1679
Primer Forward TGTAAAACGACGGCCAGT TGTAAAACGACGGCCAGT

AGTGATGAGGGCCTCTATTT = GCCATCAAGAAAACTAGTACTG

Primer Reverse AGCTTCTGCCAACTATGTGC ACCATGGTACTCAGCAGTG

Tabla Ill.4 : Primers especificos de amplificacion de 3 de los STRsliastos. En cursiva se muestran
los nucledtidos complementarios al primer universal marb&i3.
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ETAPA Temperatura - tiempo # Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 °C - 5 min
Desnaturalizacion 95 °C - 30 seg
Annealing 68 °C a 63 °C - 30 seg 10
Extension 68 °C — 30 seg
Desnaturalizacion 95°C - 30 seg
Annealing 63 °C - 30 seg 15
Extension 68 °C — 30 seg
Desnaturalizacién 95 °C - 30 seg
Annealing 59°C a 54 °C - 30 seg 10
Extension 68 °C — 30 seg
Desnaturalizacion 95 °C - 30 seg
Annealing 53°C - 30 seg 15
Extension 68 °C — 30 seg
Extension final 68 °C - 10 min

Tabla IIl.5 : Programa de amplificaciéon empleado para los STRs D1SB84$679. En la
primer y tercer etapa del programa se empleé PCR touchdssvpuede observar el rango de
temperaturas de annealing en cada caso. La PCR de D1S484zsealeninando el paso de extensién
durante los ciclos. Optimizado a partir de Henegariu et al, 129¢éjlk&, 2000; Hayden et al, 2008.

En este caso, el protocolo de amplificacion también se realizé en un
volumen final de 25ul, con 1,5 mM de M; entre 1 y 1,5X de enhancer
(Platinum Pfx DNA Polymerase, Invitrogen); 2QM de dNTPs; 0,5 U de
Platinum Pfx DNA Polymerase (Invitrogen) y entre 100 y 150 ng de templado.
En cuanto a la concentracion de primers, ésta mantiene en los 3 casos la relacion
primer reverse> primer M13 > primer forward: D1S484= 20 (R), 125uM
(M13), 75 uM (F); D1S1677= 125uM (R), 75 uM (M13), 50 uM (F);
D1S1679= 12uM (R), 75uM (M13), 50uM (F).

La reaccibn de PCR correspondiente a cada STR se visualizd
posteriormente en geles de agarosa al 2%, teilidos con bromuro de etidio. Las
muestras positivas se emplearon para la determinacion de tamafio de los alelos
(Genescan Service, Macrogen) por electroforesis capilar. Se empleé 500 LIZ
como estandar interno de peso molecular.

Los resultados del ensayo de determinacion del tamafio del fragmento se

analizaron con el pgrama 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 sélo los picos presentes en el rango
de peso molecular de la region de interés (Tabla I1l.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 genotipicas, el numero total de alelos y
genotipos y la heterocigosis esperada y observada se calcularon a phatir de
tabla mencionada arribatilizando el software R (The R Project for Statistical

Computing, http://www.r-project.og/). También se utiliz6 este software para

comparar las frecuencias alélicas entre los grupos de individuos, mediante
pruebas estandaf de contingencia y se consideré como diferencia significativa
cuando p<0,05.

Ademas, se calculo el equilibrio de Hardy-Weinberg para los controles,
como representantes de la poblacion general. Para esto se llevo a cabo un test y°
para cada STR dentro de este grupo de individuos, empleando nuevaimente e
programa R. Se consider0 ajuste al equilibrio de Hardy-Weinberg @uand
p>0,05.

Los haplotipos se construyeron en funcién de la segregacion de los alelos
dentro de cada familia, sobre los pedigrees de éstas. Complementariamente, se

utilizé el programa PHASEN(tp//stephenslab.uchicago.edu/software.hipara

determinar el haplotipo mas probable de cada individuo y para comparar los
haplotipos de cada grupo de individuos (prueba castrol diferencia

significativa cuando p<0,05
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Capitulo IV: Determinaciones bioquimicas de estrés oxidativo

IV.1: Pacienteg controles

Se emplearon muestras de sangre anticoaguladas con EDTA o heparina
obtenidas de acuerdo a los principios éticos previamente descriptos (Método
Experimental 1.1).Todos los individuos incluidos en este estudio dieron su
consentimiento escritoAdemas fueron sometidos al siguiente interrogatorio:
edad, sexo, horas de ayuno, uso de medicacién, consumo de alcohol y/o cigarrillo
e intervenciones quirdrgicas.

Se obtuvo plasma partir de las muestras de sangre anticoagulada mediante
centrifugaciona 1.500g por 10min. Posteriormente se las almacend a -80°C
hasta su utilizacion.

Los grupos empados corresponden a individuos con PAI (N= 22) y PV

(N=12), y por ultimo, voluntarios sanos (N= 20).

IV.2: Estado Oxidante Total

La determinacion del estado oxidante total se realiz6 de acuerdo al método
de Erel (2005) Para obtener el blanco de reaccion se mezclaronuP2tel
reactivo 1 (naranja de xilenol 150 uM, NaCl 140 mM Yy glicerol 1,35 M en k50O,

25 mM, pH 1.75) y 3l de muestra yse leyola absorbancia a 560 nrhuego

se colocaron 11 de reactivo 2 (sulfato de amonio ferroso -5 mM de i6n
ferrose y o-dianisidina 10 mM en 25 mM,80;). La mezcla anterior se agito y

a los 4 minsedeterminé nuevamente la absorbancia a 560 nm. Para cuantificar
el estado oxidante total se realiz6 una curva de calibracion utilizap@e H

(peréxido de hidrégeno) cam estandar dereferencia Los resultados se

expresaron comamoles de HOJ/I.

IV.3: Peroxidaciodipidica: determinacion denalondialdehido

La determinacion de maldndialdehido (MDA) se realiz6 segun el método

de Grotto et al (2007). A 7Bl de plasma se le adicionaron gbde agua o
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estandar y 2l de NaOH 3N. Esta mezcla se incub6 30 min. a 60 °C en bafio de
agua con agitacion. Luego se agregaron {d28e HPO, 6% y 125ul de una
solucion Q8% de acido tiobarbiturico. La solucion se calenté 45 min. a 90 °C.
Luego se enfrié y se agregd hDde dodecil sulfato de sodio y se realiz6 una
extraccion con 30Qu de n-butanol. Se agité vigorosamente y se centrifug6é a
3000g durante 10 min. La cuantificacion de MDA se realiz6 por HPLC en fase
reversa. La separacion se llevo a cabo en una columna Merck Lichospher 100-
RP-18 de 125 mm de longitud y 4 mm de didmetro interno, con un diametro de
particula de Sum. El volumen de inyeccion fue 25 ul. La fase mévil fue una
mezcla agua: stanol (50:50) el flujo se mantuvo isocraticamente a 0,6 ml/min.

El eluido se monitore6 por absorbancia a 532 nm. Como estandar de referencia se
utilizé bis malondialdehido (dimetilacetal). Los resultados se expresan como
nmoles de MDAVI.

IV.4: Danooxidativo aproteinas: dterminacion dgruposcarbonilos

La determinacion del dafio oxidativo a proteinas se realizd segun el
método de Reznick &Packer (1994). En dos tubos se colocaron 200 ul de plasma,
a uno de ellos se le afiadié 800 pl de 2,4-dinitrofenilhidrazina 10 mM en HCI 2,5
M mientras que en el segundo se agregé solamente 800 pl de HCIl 2,5M
(control). Se incubaron ambos tubos 1 hora a temperatura ambiente, en
oscuridad, agitando las muestras cada 15 Sercentrifugaron a 10000 g por 10
min. Se descartd el sobrenadante y al precipitsde adicion6 1ml de acido
tricloroacético (TCA) 20%, se coloco6 en higlor 5 min. y se centrifugd 10.000
g por 10 min. Se descarto el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 1 ml de
TCA 10%, se coloc6 en hielo 5 min. y se centrifugd a 10.000 g por 10 min. Se
descarto el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 1 ml de una mezcla
de etanol: acetato de etilo (1:1), se centrifugd a 10.000 g por 10 min.. Este ultimo
paso se repitid 2 veces mas. El precipitado obtenido luego de los lavados se
resuspendié en Guanidina HEM en buffer 20 mM pH 2,3; se incubd 15 nman.

37 °C con amacion. Se centrifugé a 1@00 g por 10 min. para eliminar el
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material insoluble. Finalmente se midié absorbancia a 370 nm y se determind el

contenido de carbonilos segun la siguiente ecuacion:

(A — A) x Vix 10°
nmoles/ml =

m\ €

A2 absorbancia de la muestra a 370 nii’ Aabsorbancia del blanco
de reactivos a 370 nm;;Vvolumen final; \,: volumen de la muestra:

coeficiente de extincién 2200 M* cm™.

IV.5: Determinacion delgtation reducido

Los niveles de GSH se determinaron segun el método de Rossi et al
(1995). A una alicuota de plasmale agregd EDTA hasta concentracion final de
5 mM. Se precipitaron las proteinas con &acido tricloroacético (TCA,
concentracion final de 5%), se cenigb a 3.000 rpm durante 20 min. En el
sobrenadante se midieron los niveles de GSH usando el reactivo de Ellman
(acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico, DTNB), a la muestra se adicion6 EDTA y
DTNB disueltos en BFS 80 mM pH 8 en concentracion final de 1,24 mM y 0,56
mM, respectivamente, y en un volumen final de 1,8 ml. Luego de 15 min se
midio la absorbancia a 410 nm. El contenido de GSH se calcul6 mediante la

siguiente ecuacion:

(A= A9 x Vi x 102 x dil

umoles/ml =
m\K €

A% absorbancia de lauestra a 410 nm; A% absorbancia del blanco
de reactivos a 410 nm;«Vvolumen final; \,: volumen de la muestra:
coeficiente de extincién (obtenido pama curva de calibracién)= 1.971.64 x°10

uM™ cm™; dil: dilucién de la muestra.
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IV.6: Capacidad Antioxidante Total

La capacidad antioxidante total se determin6 a partir del método de Erel

(2004) El blanco de reaccién se obtuvo mezclando 208el reactivo 1 (buffer
acetato0,4 mol/l pH 5,8) y Sul de muestra para leer la absorbancia a 660nm
Luego, a la mezcla antericse le afiadié 20ul de reactivo 2 (2,2&zinobis-3-
etilbenzotiazolina 6-sulfonate en buffer acetato 30 mM pH 3,6) y se incubd 5
min. antes de determinar nuevamentaldaorbancia a 660nm. Para cuantificar la
capacidad antioxidante total se realiz6 una curva de calibracion utiliZaoldox
como estadndar de referencia. Los resultados se expresaroncoobes de
Trolox/I.

IV.7: Actividad de Catalasa

La actividad de Catalasa se determino segun el método cinético de Chance

& Maehly (1965) El volumen final de la mezcla de reaccion fue de 3 ml y se la
realizo de forma tal como para obtener una lectucdainde absorbancia a 240

nm de 0,500 aproximadamente. A 2,9 ml de BFS 0,05M pH 7,4 conteniendo
H,0, 30% se le agregaron 0.1 ml sielucion enzimatica Hé_a actividad de la
Catalasa se determind midiendo el tiempo requerido para conseguir una
disminucién en la absorbancia del®d desde 0,450 a 0,400. Se definié una UE
(unidad enzimaticafomo la cantidad de enzima que cataliza el consumo de 1
nmol de HO, en condiciones estandar de incubacion y la AE (actividad

especifica) se expreso cotd&/mg de proteina, a partir de la siguiente ecuacion:

Pend x 60 x;\% 10 x dil

nmoles de KO, consumidos/min.ml =
VizX €

Pend: valor de la pendiente obtenida con la caida de la absorbancia a
240nm; M. volumen final; \{,» volumen de soluciéon enzimatica incubada;
coeficiente de extincion = 2 mM™* cm?; 60: factor de conversiéon de

segundos min.
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IV.8: Determinacion de homocisteina

La determinacion de los niveles plasméaticos de homocisteina se realizo
segun el método de Krijt et al (2001). A 10i0de plasma se agregaron dsde
agua, 25ul de estandar internoN-(2-mercaptopropionil)-glicina, 16 mg/l) y 25
ul de tris (2earboxietil) phogha (TCEP: 120 g/len PBS, pH 7,4). La mezcla se
incubd 30 min. a temperatura ambiente. Luego se agregal iéduna solucion
10% de acido icloroacético/ImM de EDA. Se centrifugd 3 min. a 15.000 A.

25 ul de sobrenadante se le adicion6 1d0de mezcla de derivatizacion
conteniendo 70ul de buffer borato 0.125M-EDTA 4mM (pH 9,5) y g0de 7-
fluorobenze2-oxa-1,3-diazol-4ufonato de amonio (SBD-F: 1g/l en buffer
borato EDTA). Lamuestra se incub80 min. a 60 °C en oscuridalduego de la
derivatizacion, las muestras se mantuvieron en frio y protegidas de laeluz. S
analizaron por HPLC en faseeversa con las siguientes condiciones
cromatograficas: columna Merck Lichospher @18 de 125 mm de longitud

y 4 mm de diametro interno, con un diametro de particulada.%l volumen

de inyeccion fue 2fl. La elucion se realizd con un gradiente lineal desde 80%
de solvente A (buffer fosfato 50mM, pH ajustado a 2,0 ceCda 70% de
solvente B (buffer fosfato 50mM, pH 2,0 conteniendo 300 ad&tonitrib)
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 pan5El
analisis se realiz6 a temperatura ambientseymonitored por fluorescencia
longitud de onda de excitacion 385 nm y de emision 515 nm. Para la
cuantificacion se realizd una curva de calibracion utilizahdonocisteina

estandarLos resultados se expresan como mmol/Il.

IV.9: Analisis de los resultados

Las experiencias se realizaron por duplicado y los resultados se
expreseon como el promedio + el desvio estandar. El an&isiadistio se llevo

a cabo mediante ANOVA de una via para determinar la diferencia de los grupos
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involucrados. Se considerd que la diferencia entre el grupo dentesy el

grupo control fue significativa cuando p < 0,05.
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Capitulo I: Analisis genético de pacientes PV

|.1: Deteccidn de mutaciones en pacientes R}¢Atinos

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 alteracion familiar, el 64,85% portan la mutacion correspondiente y el restante
2,15% aun comprende el porcentaje de individuos analizados a los que no se les
ha podido encontrar lalteracion genéticaesponsable (Tabla A.1, Apéndice).
Dentro de los individuos portadores de una mutacion responsable de PV, el
41,1% son asintométicos y el 58,9% son sintomati@§6% y 38%
considerando el total de individuos analizadespectivamente). En la Figura .1
podemos observar los diversos tipos de mutaciones halladas en nuestra
poblacion. Respecto de su representacion, la mayor parte de las alteraciones
encontradas son privativas de una o a lo sumdalogias. También podemos
apreciar la alta prevalencia de la mutaciéh.G2_1.043insT (39% de las

familias), la cual sera abordada en el Capitulo Il (Resultados y Discusion).

p36.13
p36.11
p34.3
p31.3
p3t.1
p2z.2
p21.3
p2i.1
pi3.3
p13.2
X gl
gl2
g21.1
g21.3
M 1623.3
G24.2
G25.2
q25.3
gq3i.1
431.3
g32.1
432.2
41
qd42.13
qd42.2
43
qdd

€.1330_1331delCT
c.1384_1385delAG

c.101A>T

c.925delA
€.227C>T €.532C56 ‘|

c.317A>C c.476 C>T €.808-1G>C

c.471G>A c.670T>G

c.1265A>G
c.503G>A c.694G>C

c.995G>C
c.745delG

c.338+3_4insT c.807G>A ©.1042_1043insT

c.1082_1083insC

c.133delT

Figura |. 1: Distribucién de mutaciones en pacientes Argentinos BVn&estra la ubicacion en el
cromosoma 1 del gen de la PPOX, con sus intrones y &X@gones codificantes en negro y no
codificantes en blanco) y la ubicacion de cada mutacifedaa Los recuadros negros muestran
mutaciones exonicas, l0s rojos mutaciones intrénkitidendo blanco indica mutaciones privativas de
una familia, fondo rosa presente en dos familias y foraeta en 14 familias.
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Por otra parte, en nuestra poblacion podemos distinguir 4 tipos de
mutaciones: deleciones, inserciones, mutaciomessensey mutaciones de
splicing En la Figura 1.2 se muestra la distribucion de cada una de estas en los
139 individuos PV estudiados, encontrandose un porcentaje elevado de
mutaciones de tipo inserciébn de 1 o 2 bases (39%), seguida por alteraciones
missense(35,5%). Del total de las inserciones, la mayoria corresponden a la
mutacion altamente prevalente ¢.1.042_1.043{BS]7%), reportada Unicamente
en Argentina por el CIPYP (De Siervi et al, 2000).

Tipos de mutaciones PV

c.1.042_1.043insT
88,7%

Figura 1.2: Porcentajes de los 4 tipos de mutaciones halladas emigisiuos PV de la poblacién
Argentina. En el subgréafico, se muestran los porcentajies dategorias de inserciones, tomando al 40%
anterior como el total.

|.2: Deteccidn de nuevas mutaciones en pa@déheArgentinos

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 vy
c.1.042_1.043insT). Las 5 familias restantes portan mutaciones nuevas en nuestra
poblacién. La mutacion ¢.1.330_1.331delCT fue descripta previamente en Suecia
(Wiman et al, 2003), al igual que la alteracion ¢.1.384 1.385delAG que ha sido
reportada en la poblacion francesa (Whatley et1889). Por otra parte, las

mutaciones ¢.227C>T, ¢.1.265A>G y ¢.476C>T fueron descriptas Unicamente en

1117



nuestra poblacién, por nuestro laboratorio (Méndez et al, 2012) y se trata de

mutaciones missense (Tabla I.1).

FAMILIA

I

11

I11

v

VI

VIl

VIII

IX

X

INDIVIDUO

proposito
proposito
hermana
hermana
hermana
proposito
hijo
hijo
proposito
madre
padre
proposito
propdsito
hijo
propdsito
hijo
hijo
propdsito
propdsito
propdsito
hermano
hijo
hija

hija

MUTACION
c.227C>T
c.1.265A>G
normal
normal
c.1.265A>G
c.1.330_1.331delCT
normal
c.1.330_1.331delCT
c.476 C>T
c.476 C>T
normal
c.1.384_1.385delAG
€.995G>C
€.995G>C
c.1.042_1.043insT
c.1.042_1.043insT
normal
c.1.042_1.043insT
c.1.042 1.043insT
c.1.042 1.043insT
c.1.042_1.043insT
c.1.042_1.043insT
normal

c.1.042_1.043insT

DEFECTO
p-S76F

p.Y422C

p.Y422C
p.L444£sX451
p.L444£sX451
p.A159V
p.A159V
p.S462fsX475
p.G332A
p.G332A
p.Y348£5349X
p.Y348£5349X
p.Y348£sX349
p.Y348£5349X
p.Y348£sX349
p.Y348£sX349
p.Y348£sX349

p.Y348£5sX349

SINTOMATOLOGIA
aguda
no
no
no
no
mixta
no
no
cutanea
no
no
cutanea
no
no
mixta
no
no
cutanea
mixta
aguda
aguda
no
no

cutanea
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REFERENCIA

Méndez et al, 2012

Wiman et al, 2003

Este trabajo

Whatley et al, 1999

Rossetti et al, 2008

De Siervi et al, 2000

De Siervi et al, 2000

De Siervi et al, 2000

De Siervi et al, 2000

Tabla I.1: Diagnéstico genético realizado en las 10 familias nuesagliadas en esta Tesis. Se muestra
la mutacion encontrada, el defecto provocado por éstatdématologia del paciente (no: no presenta

|.3: Relacion genotipdenotipo

sintomas) y la cita bibliografica correspondiente.

La Porfiria Variegata, como vimos en la introduccion, puede presentarse

con sintomatologia mixta o biecon sintomas agudos outdneos en forma
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aislada, dependiendo del individuén las Tablas .1 y A.1 (Anexo) y en la
Figura 1.3, se observan los distintos sintomas que presentaron los pacientes PV.

En la Figura 1.3 A se muestra la sintomatologia de los pacientes
portadores de la mutacién ¢.1.042_1.043insT comparado con otras mutaciones.
De acuerdo a este grafico, la mayoria de los pacientes no presenta ningun tipo de
sintoma, ya sean portadores de la alteracion mas recurrente en la poblacion
(36,6%) como portadores de otras variantes genéticas (53%), 0 sea que se trataria
de individuos PV latentes. En cuanto a los individuos que si presentan
sintomatologia, la mayoria padecen afecciones de tipo cutaneas, sin haber
diferencias apreciables entre los que portan la mutacion mas frecuente (30%) y el
resto de las mutaciones (26,5%).

En la Figura 1.3 B y C se muestra la distribucion de individuos que
presentan sintomas divididos segun el tipo de mutacién que portan: missense
deleciones, inserciones y dplicing En la parte B se consideraron todos los
tipos de inserciones y en la C se separ0 la c.1.042_1.043insT de otras
inserciones.

Respecto de las mutacionesissense que afectan directamente la
actividad enzimatica de la PPOX, vemos que tienen una distribucion similar
entre los 3 tipos de sintomas: 19,23% agudo; 21,3% cutaneo; 15,4% mixto (Fig.
.3ByC).

Las deleciones de 1 o 2 bases no se asocian nunca a sintomas agudos
(0%); en un 20% de los casos presentan signos mixtos y en la mayoria de los
individuos se relacionan con sintomatologia cutanea (50%).

Las variantes genéticas que afectan al procesplaeng del ARNm de
la PPOX se relacionan predominantemente con sintomas mixtos (44,4%),
mientras que un 22,2% se asocian a signos cutaneos.

En cuanto a las inserciones, las analizamos en conjunto (Fig. .3 B) y
separando la mutacion1c042_ 1.043insT de otras inserciones (Fig. 1.3C). El
grupo que incluye todas las inserciones se asocian, con un porcentaje levemente
mayor que en los otros casos, a las afecciones cutaneas (26,5%), mientras que las

agudas y mixtas presentan la misma proporcion (17,7% respectivamente). Al
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desglosar las inserciones, vemos que el perfil de distribucion de la mutacién
c.1.42 1.043insT es similar al visto en la Figura 1.3B (30% cutaneo; 13,3%

agudo; 20% mixto) mientras que el resto de este tipo de variantes genéticas se

asocian exclusivamente a sintomatologia aguda (50%).

- r - -
Relacion genotipo - fenotipo
60
50
& 40 -
%]
5
) 30 1 insercion
>
T 20 1 Botras
10 -/_ t
0 T T T 1
cutdneo agudo mixto no A
Sintoma . L. .
Figura 1.3: Relacién genotipo-
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|.4: Discusion

Hasta la fecha, en el CIPYP, diagnosticamos a nivel molecular 36
familias Argentinas como PV. Entre los individuos que presentan alguna
mutacion podemos distinguir a los portadores asintomaticos o latentes (41,1%)
de los portadores sintomaticos (58)9

De la cantidad de portadores sanos detectados a partir del analisis
genético surge la importancia de realizar dichos estudios en familiares
asintomaticos depropositos 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 asi poder evitarlas incluso antes de la
manifestacion de cualquier sintoma.

Ademas, aproximadamente en un 2% de los individuos diagnosticados
bioquimicamente como PV y estudiados genéticamente no ha sido posible hallar
la presencia o no de una mutacion en el gen de la PPOX. En algunos de ellos,
esto se debe a que no nos fue posible, aun, secuenciar correctamente ciertas
regiones del gen de “dificil secuenciacién” como las regiones con un alto
contenido de dnucledtidos CG que complican la tarea de secuenciacion directa.
En otros pacientes si bien logramos secuenciar con éxito el gen completo nos fue
imposible detectar la alteracion genética. Este ultimo caso corresponderia a un
escenario donde, pese a emplear un método de deteccion deonagtaan
confiable como la PCR seguida de secuenciacion automatica, estos individuos
formarian parte del <1% de los casos no detectables mediante esta técnica
(Grompe, 1993) debido a artefactos de la misma (Bevan et al, 1992).

Como vimos en la Fig. 1.1, la mayor proporcion de las mutaciones
detectadas en el gen de la PPOX son privativas de 1 0 a lo sumo 2 familias,
hecho que pone de manifiesto el alto grado de heterogeneidad molecular que
caracteriza a las porfirias. Como excepcion a esto, encontranaosatdcion
c.1.042_1.043insT en una elevada prevalencia en nuestra poblacion (39% de

nuestras familias PV).
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De esta Figura podemos concluir también que la mayoria de las
mutaciones estan presentes en exones del gen de la PPOX, a excepa&n de |
alteraciones ¢.338+3insT y ¢.8a&>C. Estas dos alteraciones intrénicas, junto
con la c.807G>A, que afecta a la ultima base del exdn 7 son mutaciones de
splicing

Al agrupar las mutaciones halladas en 4 categorias (Fig. 1.2) podemos
observar que, ano es de esperarse, las mutaciones por insercion incluida la
c.1.042_1.043insT son las de mayor representacion en nuestra poblacién (39%).
Sin embargo, al desglosar los distintos tipos de inserciones podemos ver que sélo
un 11,4% de éstas sermsponden a inserciones diferentes a la altamente
prevalente ¢.1.042_1.043insT. Todas las inserciones alteran la normal expresion
del gen en estudio al generar un cotidalizacionprematuro rio abajo.

A continuacion, las mutacionesisense que provocan defectos a nivel
proteico, afectan al 35,5% de los pacientes. COmo se estudiara mas adelante,
estas mutaciones tienen efectos sobre la actividad enziméatica en linfocitos de los
pacientes asi como también en un sistema praicaride expresion de la
proteina mutante.

En términos de prevalencia, a continuacion se ubican las mutaciones por
delecion de 1 o 2 nucledtidos, con un 15,5%; las cuales, al igual que las
mutaciones por insercion, generan un codoén finalizacion prematuro que altera el
correcto funcionamiento de la enzima. En cuanto al dltimo grupo de mutaciones,
las desplicing éstas estan representadas en un 10% de los pacientes y, como
veremos mas adelante, afectan el correcto procesamiento del ARNm de la PPOX
al delecionar el exon afectado por la presencia de la alteracion.

En el marco de este trabajo se diagnosticaron a nivel genético 61
individuos, 17 nuevos y 44 familiares de pacientes con diagndstico previo. Los
17 nuevos pacientes conforman 10 familias PV Argentinas, de las cuales 5 portan
mutaciones ya descriptas y futaciones nuevas en el paiBe estas 5
mutaciones nuevas, como vimos en la Tabla 1.1, 2 de ellas son mutaciones por
delecion de 2 nucledtidos (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 pais. Las 3 restantes, corresponden a mutaciones aeisensdas
cuales fueron descriptas por nuestro instituto por primera vez y fueron
expresadas en el desarrolloatga 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 anticipacion a la aparicién de sintomas con el fin de evitar en ellos
el desencadenamiento de la enfermedad. Ademas, 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. 1.3, la mayoria de los
pacientes son portadores asintomaticos, lo cual demuestra, nuevamente, la
importancia de la deteccion temprana de mutaciones dentro de una familia. No
obstante, no fue posibkxtraer de estos graficos de barras una posible relacion
entre un tipo de mutacion, ya seat&missense, deplicing por delecion o
insercion (Fig. 1.) o incluso la insercion mas prevalente en nuestra poblacion
(Fig. 1.3 C) y la sintomatologia de los pacientes. Si bien observamos algunas
tendencias, compor ejemplo, que las inserciones sin incluir ¢.1.042_1.043insT
se relacionan exclusivamente con sintomas agudos o que las deleciones se
relacionan en mayor porcentaje con manifestaciones cutaneas, no podemos
aseverar que se trate de una relacion gentgipaiipo dado que, en el primer
caso, el niumero de individuos es muy pequefio para tener significancia estadistica
y en el segundo, también encontramos un 20% de pacientes que exhiben signos
Mixtos.

A pesar de que una correlacion genofigoetipo pudo ser establecida en
la poblacion finlandesa (von und zu Fraunberg et al, 2002), no nos es posible
establecerla en nuestro caso. Esta ausencia de relacion gdeotippo, fue
previamente reportada por el CIPYP (Rossetti et al, 2008), asi como también en
otras poblaciones (Whatley et al, 1999; Schneider-Yin & Minder, 2006; Di Pierro
et al, 2009). En lineas generales podemos decir que, aparentemente, un dado

genotipo no es el Unico determinante de la presentacion clinica de la porfiria
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(Schneider-Yin & Minder, 2006), hecho consistente con la naturaleza

multifactorial de esta patologia.
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Capitulo II: Caracterizacién de mutaciones nuevas en el gen de la PPOX

[1.1.1: Analisis bioinformatico de mutaciones missense

En el marco de este trabajo, se describieron 3 mutaciones puntuales no
halladas previamente en la poblacion Argentina, las cuales generan un cambio d
aminoacido a nivel proteico: ¢.227C>T, p.S76F; c.1265A>G, p.Y422C (Méndez
et al, 2012) y c.476C>T, p.A159V. Al tratarse de mutaciomessensg es
necesario realizar un estudio funcional para determinar su efecto sobre la
proteina.

Por otra parte, otras 3 alteraciones de tipssensepreviamente
reportadas en nuesttaboratorio (Rossetti et al, 2008), también requieren de
estudios funcionales para su caracterizacion. Estas son: c.101A>T, p.E34V;
C.670T>G, p.w2224G; c.995G>C, p.G332A.

Como paso previo a la caracterizacion funcional, realizamos el analisis
de las mutaciones mediante herramientas bioinformaticas.

En la Tabla Il.1 se muestran los resultados obtenidos con los programas
SIFT, PROVEAN y PolyPhen-2. Como se puede apreciar, las tres herranienta
empleadas predicen para todas las mutaciones analizadas un efecto deletéreo
sobre la funcién de la proteina, excepto en el caso ¢.995G>C, p.G332A, que
resulta tolerable para SIFT mientras que seria deletérea para las otras dos

herramientas.

HERRAMIENTA
SIFT PROVEAN PolyPhen-2
MUTACION PREDICCION ' SCORE  PREDICCION SCORE  PREDICCION  SCORE
p-E34V Funcién afectada = 0.00 Deletéreo -6.707 = Probablemente dafiina  1.00
p-S76F Funcién afectada = 0.02 Deletéreo -3.546 Probablemente dafiina = 0.99
p-A159V  Funcién afectada  0.03 Deletéreo -3.566  Probablemente dafiina  1.00
p.-W224G | Funcidn afectada  0.00 Deletéreo -12.477  Probablemente daiiina = 1.00
p-G332A Tolerable 0.15 Deletéreo -5.823  Probablemente dafiina = 0.99

p.Y422C  Funcion afectada = 0.00 Deletéreo -8.776 « Probablemente dafiina = 1.00

Tabla I.1: Predicciones bionformaticas para cada una de las ronéscmissense en estudio. Para cada
herramienta se muestra la prediccion realizada para cadaadsty el score correspondiente.
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[1.1.2: Expresion de mutaciones missense

A continuacién, realizamos el ensayo funcional de caracterizaciéon de las
6 mutacionesmissenseen estudio, mediante la expresion en bacterias de la
enzima mutante, purificaciébn de ésta y la determinacion de su actividad en un
sistema in vitro.

En la Tabla II.2 se muestran los resultados de actividad enzimatica de los
6 constructos expresados. Ademas de la actividad especifica y la actividad
residual de las proteinas mutantes, a la derecha tenemos una columna extra con la
informacién de la actividad enzimética especifica y residual de los pacientes,
para poder comparar los resultados del ensayo funcional con el efecto fisiolégico

en los individuos portadores de las fallas.

Actividad especifica Actividad residual = Actividad especifica pacientes Actividad residual

Constructo
(nmol PROTO/mg/h) (%) (nmol PROTO/mg/h) 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

Tabla 11.2: Valores de actividad enziméatica (x desvio estandar) gamnelientes a la
expresion de cada mutacién estudiada. La actividad especikddu@determinada en cuatro
experimentos independientes. La actividad residual seléale la siguiente manera: 100 x (AE- AE
pTRC) / (AE pTRC- wt - AE pTRC). Las 2 ultimas columnas ddigecha corresponden a la actividad
enzimatica especifica y residual obtenida a partimfiecitos de los pacientes portadores de las

mutaciones. Méndez et al, 2012 y resultados no publicadasadNeterminado.

[1.2.1: Analisis bioinforméatico 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 intronicas (c.338+3insT; ¢.808-1G>C) y la ultima, a pesar de ser exodnica,

genera un cambio sinénimo (c.807G>A). Por otra parte, la mutacion ¢.808-1G>C
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afecta directamente al dinuctetd 100% conservado AG presente en el sitio
aceptor desplicing y la mutacion ¢.338+3insT podria afectar al sitio donor de
splicing correspondiente. Teniendm cuenta todo lo anterior, se analizé el
posible efecto de estas tres alteraciones sobre el procepbaileg del gen de la
PPOX.

Previo al ensayo funcional, realizamos algunas predicciones empleando
herramientas bioinformaticas. En la Tabla 1.3 se muestran los score asignados
para cada secuencia en ausencia y presencia de la mutacién, para el caso del
programa NN Splice y si afecta o no a algun elemento ESE, en el caso de los
programas ESE Finder y Rescue ESE. Noétese que estos dos ultimae solo
empleados para el estudio de la mutacién ¢.807G>A, dado que es la Unica

exdnica, lugar donde se ubican estos elementos ESE.

HERRAMIENTA
Mutacion NN Splice ESE Finder Rescue ESE
¢.338+3insT 5°SS de 0.96 a 0.25 — —
c.807 G>A 5’SSde 0.85a0 No afecta No afecta
c.808-1 G>C 3°SSde0.93a0 — —

Tabla 11.3: Analisis bioinformatico de las mutaciones de spticen estudio. Se muestran los
score para la secuencia WT y a continuacion paralesei@a mutada. No afecta implica que ningdn
elemento ESE ed&tado por la presencia de la mutacion. 5’ ss: sitio donor de splicing 3’ ss: sitio
aceptor de splicing.

Como se observa en la Tabla 1.3, los sitios donor, en el caso
€.338+3insT y ¢.807G>A, y aceptor dgplicing en el caso c. 808-1G>C, pierden
su fuerza, afectando asi al proceso de splicing. Ademas, para la mutacion
€.807G>A no hay efecto sobre los elementos ESE presentes, por tanto, si existe
algun efecto sobre el correcto procesamiento del ARNm de la PPOX, no seria a

través de la alteracion de uno de estos elemertiscos

[1.2.2: Expresién de mutaciones de splicing

El ensayo de caracterizacion de las 3 mutacionepli@ng halladas se

comenz6 transfectando células HelLa con los constructos pTB. El resultado de
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dicho ensayo se muestra en la Figura Il.1. Observando los perfiles
correspondientes a los constructos mutantes para los 3 casos en estudio, es claro
gue el efecto de cada mutacion es excluir al exon del ARNm (exon skipping). Por
otra parte, las construcciones WT correspondientes a las mutaciones ¢c.807G>Ay

€.808-1G>C muestran una fuerte inclusion del exén afectado

4 435pb
«——— 3a3pb

+— 308pb

—
55
=

—
(=
=]

=)
=

60 - ) -
Oinclusion

40 Wexchision

Fxclugsion/imelusion del ex on (%)

WT M WT M WT M
c.338+3msT c.B0TG=A  ¢.808-1G=C

Figura 1.1 : Transfeccién con los constructos pTB. WT= construdlah type, M= constructo
mutante, 247 pb= exclusion exon correspondiente, 308 pb= intlewsid 8, 363 pb= inclusién exén 4,
438 pb=inclusién exon 7.

En el caso de la mutacion ¢.338+3insT, la construccion WT solo alcanza
un 37+5,8% de inclusion del exdn 4. No obstante esto, el efecto de la mutacion
en el procesamiento de dicho exdn es evidente dado que, como ya se menciono,
se obtiene un 100+0% d&ipping Con el objeto de investigar si el efecto de esta
mutacion sigue siendo igual de severo en un contexto homdélogo mas amplio,
donde quizas la secuencia WT alcance valores de inclusion mas semejantes a los
esperados, diseflamos un minigen (pcDNA E4) que cuenta con una mejor
definicion de exdn. En la Fig. 1.2 se muestran los resultados de dicho ensayo.

En este escenario, nuevamente, obtuvimos una fuerte exclusion del exén
4 (98,5+1,5%) en presencia de la mutacion. Sin embargo, a pesar de haber
ampliado el contexto homologo, la situacién del constructo WT sigue siendo
similar a la anterior ya que obtuvimos una inclusién del exén del 43,5+6,5%.

Ademas se visualizaron otras bandas no esperadas en el gel de agarosa. Al
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secuenciarlas hallamos que la mas pesada corresponde al fragmento clonado
completo (exén 3, 4 y 5y los intrones correspondientes) y la mas liviana a los 3
exones mas el intrén 3. A pesar de que dichas bandascsenciaronauln
desconocemos su origen; sOlo podemos especular que se trataria de
contaminacién con ADN durante la extraccién de ARN en el caso de banda
pesada y en el caso de la banda liviana que la secuencia WT necesitaria un
contexto homlngo aun mayor que éste para que sllicing proceda

correctamente.

«— 431pb

«—— 315pb

80

ED T . .-
Oinclusion

40 - W excluzion

Fx clusionfinclusion del exon (%)

WT ML
c.338+3insT

Figura 1.2 : Transfeccién con constructo pcDNA E4. WT= wild type, Matado. 431bp=
inclusion exén 4, 315 bp= exclusion exén 4.

Por ultimo, nos propusimos investigar si el efecto de la mutacion
€.807G>A es sobre el sitio de union al factor U1 snRNA, la primer pequefa
ribonucleotproteina nuclear en unirse al sitio donosplieing, disparando asi la
formacion del spliceosoma. Para poner a prueba esta hipotasagectamos
las células con el constructo pTB E7 mutante, junto a un vector conteniendo ya
sea la secuencia canodnica de Ul (WT) o una secuencia perfectamente

complementaria al sitio 5° de splicing del exdn 7 en presencia de la mutacion en
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estudio. En la Fig. 1.3 podemos observar que kraosfecn del constructo
pTB E7 mutante y Ul complementario resulta en un rescate parcisbloahg
del exon, dado que la inclusion alcanzada en este ensayo fue del 22+2%. Este no

fue el caso al emplear U1 WT y pTB E7 mutado, donde la inclusién del exén fue

de 3+2%.
“«— 438pb
«— 247pb

Oinchision

40 Bexcluzién

Ex clusionfinelusion del ex on (%)
(=]
=

WT M M+ T1 M+ 1T1*
c B807G=A

Figura 11.3: Co-transfeccion Ul snRNA + pTB E7 (c.807 G>A). WT= pTB\itld type, M=
pTB E7 mutante, M+Ul= pTB E7 mutante y U1 snRNA, M+U1*= pTBrRutante y U1 snRNA
complementario a la mutacién, 247 pb= exclusioén exén 7, 43&phrsion exoén 7.

[1.3: Discusion

De las 6 mutacionesmissenseajue afectan a la proteina PPOX, 3 fueron
descriptas con anterioridad, p.E34V, p.W224G, p.G332A (Rossetti et al, 2008); y
las dltimas 3 fueron descriptas durante la realizacion de este trabajo, p.S76F,
p.Al59V, p.Y422C (Méndez et al, 2012; Granata 2013 no publicado). Todas
ellas se estudiaron a nivel bioinformético y a nivel funcional, resultados que
demuestran el efecto deletéreo en la estructura y/o la funcién de la enzima
(Méndez et al, 2012). Ades, contamos con los valores de actividad enzimatica
de los pacientes portadores de cada una de las alteraciones aqui estudiadas,
encontrandose que en todos los casos, los resultados de actividad enzimatica del

sistema procaridtico son comparables con los valores presentados por los
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pacientes, teniendo en cuenta que en el caso de estos siempre esta presente el
alelo normal que aporta enzima funcional.

La mutacion p.E34V, como vimos, lleva a un importante descenso de la
actividad enzimatica, tanto en el sistema de expresion procariota como en los
linfocitos de pacientes portadores de dicha alteracién (Tablall.2). El analisis
bioinformatico, por su parte, revela un efecto deletéreo sobre la funcién de la
enzima (Tabla 11.1). Ademas sabemos que el aminoacido E34 se encuentra
altamente conservado a través de la evolucion y que forma parte del dominio de
union al cofactor FAD (Qin et al, 2011). De hecho este glutamato interactla
directamente con el FAD, por lo que su reemplazo por un aminoacido
hidrofébico como la valina reduce esta interaccion y afecta de forma severa la
union al cofactor (Méndez et al, 2012).

En cuanto a la mutacion p.S76F, la prediccion bioinformatica nos alerta
sobre un efecto deletéreo (Tabla Il.1), dato que fue corroborado @msagto
fundonal de expresion en bacterias de la enzima mutante (Tabla 1l.2). Este
aminoacido no es tan conservado como el E34, pero si esta presente en algunas
especies de mamiferos comlacaca fascicularis (mono), Bos Taurus (bovino),
Mus musculus (raton) y Rattus novergicus (rata) (Méndez et al, 2012), y al igual
gue el residuo E34, S76 se encuentra en el dominio de union a FAD (Qin et al,
2011). Este residuo esta dentro de una deotaglices del dominio, donde
probablemente afecte la estructura secundaria y la estabilidad de la proteina
(Méndez et al, 2012).

Continuando con la mutacién p.A159V, las predicciones alertan sobre un
efecto deletéreo confirmado por los resultados experimentales. Este aminoacido
presenta el mismo nivel de conservacion que el Ultimo analizado y se ubica
dentro del dominio de unién a membrana (Qin et al, 2011). Aunque el reemplazo
de una alanina por una valina no es tan drastico, pudimos observar un ireportant
descenso de la actividad enzimatica en presencia de esta mutacion.

El residuo W224 no es altamente conservado en la evolucion y se ubica,
también, en el dominio de unién a FAD (Qin et al, 2011). Se localiza, mas

precisamente, en el nucleo hidrofébico del dominio, nucleo esencial para el
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correcto plegamiento y estabilidad de la enzima. Su reemplazo por una glicina
confiere una cadena lateral hidrofilica que probablemente desestabilice al nucleo
afectando la estabilidad conformacional del dominio (Ménded, €£2012), por

ende de la proteina, generando asi un importante descenso de la actividad
catalitica. Esta informacién fue corroborada, primero, por herramientas
bioinformaticas que predicen un efecto perjudicial (Tabla 1l.1) y luego mediante
los valores disminuidos de actividad enzimatica obtenidos en el sistema de
expresion y en los linfocitos de pacientes (Tabla 11.2), los cuales se condicen con
la minima actividad catalitica de la proteina mutante hallada por Qin et al (2011).
Es probable también que este residuo se ubique en el péptido de sefializacion
mitocondrial (Morgan et al, 2004; Davids et al, 2006), con lo cual una alteracion
en esta posicion podria afectar el correcto transporte hacia mitocondrias. Otra
mutacion missense en esta misma posicion (p.W224R) fue descripta previamente
como responsable de PV (Lecha et al, 2006), hecho que nos lleva a concluir que
dicho aminoacido es esencial para el correcto funcionamiento de la PPOX.

El aminoacido G332 si es un residuo altamente conservado a trdees de
evolucion (Méndez et al, 2012). Se encuentra ubicado en el dominio de union a
sustrato e interactla directamente con éste y su reemplazo por alanina cambia la
conformacion de la cadena principal de la glicina, antes unida al sustrato,
irrumpiendo la intraccion sustratoesiduo (Qin et al, 2011). La enzima mutante
en esta posicion descripta por Qin et al (2011) no muestra actividad enzimatica
dado que la union a sustrato se ve completamente impedida. Esto fue
corroborado por nuestros estudios, dado @mebién obtuvimos una actividad
enzimatica nula de la proteina mutante y una actividad residual en pacientes de
alrededor del 50% (tabla 11.2). En cuanto a las predicciones bioinformaticas, una
de ellas describe al cambio como tolerable aunque las otras dos empleadas lo
describen como deletéreo o dafiino (Tabla Il.1); esto nos indica la importancia de
utilizar mas 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 mutacion p.Y422C afecta a un aminoacido altamente conservado a
través de la evolucién (Méndez et al, 2012) y este residuo se localiza en el
dominio de unién al cofactor FAD, especificamente en una de las hojas plegadas
B de éste (Qin et al, 2011). El cambio de esta tirosina por un aminoacido como la
cisteina, provoca un descenso de la actividad enzimatica tanto en el sistema de
expresion procadtico como en pacientes (Tabla 11.2), ademas de ser predicho
como un cambio no tolerable por las herramientas bioinformaticas (Tabla I1.1).
Una posible explicacion seria que el cambio de un aminoacido aromatico, como
la tirosina, por otro también polar pero conformado por un grupo sulfhidrilo
como la cisteina, provocaria un cambio conformacional en la estructura del
dominio de unién al cofactor FAD. Aun cuando éste no es el aminoacido que se
une directamente al FAD, el posible cambio conformacional llevarima
interaccion incorrecta del cofactor con el residuo correspondiemeragelo asi
un descenso en la actividad enziméatica de la proteina.

En cuanto a las mutaciones ¢.338+3insT, ¢.807 G>A y ¢.808-1 G>C,
pensamos que su efecto es sobre el procesplieng del ARNm de la PPOX
dado que la primera podria alterar la definicided sitio 5° de splicing, la
segunda siendo la Unica exodnica no lleva a un cambio de aminoacido y la dltima
afecta directamente a uno de los dinucleotidos universalmente conservados del
sitio 3° de splicing. Como una primera aproximacion estudiamos a estas
alteraciones mediante RACR con muestras de ARNm de los pacientes
adecuados, no obstante solo obtuvimos la banda correspondiente al alelo normal
0 ninguna banda (Rossetti et al, 2008). Es por esto que nos propusimos
estudiarlas empleando un ensayo funalade minigenes, que al igual que en el
caso de las mutacionesssensese complementé con un analisis bioinformatico.

Tanto el ensayo de transfeccion con los constructos pTB (Fig.ll.1) como
el ensayo de transfeccion con los constructos pcDNA (Fig. 11.2) mostraron que
hay defectos a nivel delplicing de la region que contiene a la mutacion
€.338+3insT dado que observamos un 100%kijging del exon 4 de la PPOX.

No obstante, el constructo WT de ambos ensayos muestra una pobre inclusion

del exén, en contraposicion al 100% esperado. Pese a los inconvenientes que
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tiene la secuencia WT para realizar correctamente el procesplideg es
evidente el efecto dexon skipping que produce la mutacién; dato experimental
gue se complementa con el dato bioinformatico de descenso de la fuerza del sitio
5’ (Tabla I1.3). De hecho, esta mutacion ubicada en la tercera base del intron 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 drasticamente a 3% (Zhang 1998). Perder este exon
genera la aparicion de un cod6inalizacién prematuro en el exén 4, con la
consecuente degradacion del transcripto anémalo por el mecanisfimorde

sense mediated dec¢ayNMD), que detecta y degrada selectivamente a estos
ARNmM defectuosos (Maquat, 2004).

En cuanto a la mutacion c.807G>A, los resultados muestran en forma
clara que su efecto es provocarskippingdel exéon 7 (Fig. 11.1). Considerando
también que ningumnhancerexénico desplicing (ESE) es afectado por esta
alteracion (Tabla 11.3), hipotetizamos que ésta podria estar afectando al sitio de
union de UlsnRNA. Esta pequefildonucleoprotaia nuclear es el primer factor
gue se une al transcripto naciente, especificamente en el sitio dosylictey
por complementariedad de bases, para comenzar con el ensamblado del
spliceosomaWahl et al, 2009). En este aspecto, el ensayo en presencia de Ul
complementario a la mutacion (Fig. 11.3) mostré un rescate parciaptieing
respecto de la construccion mutante en ausencia de Ul o en presencia de U1 WT.
Asimismo, esta mutacion afecta a la ultima base del exén 7, reemplazando una G,
con un porcentaje de conservacion del 77%, por una A, con una conservacion del
12% (Zhang, 1998). Por tanto, concluimos que esta mutacién tiene como
consecuencia la pérdida del exén 7, lo que genera la aparicion de un codon
finalizacion prematuro en el exén siguiente y la consecuente degradacion del
mensajero anémalo por NMD (Maquat, 2004), mediante la irrupcién del sitio de
union del factor UlsnRNA.

La mutacion ¢.808-1G>C afecta al dinucleétido AG presente en el sitio
3’ 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 alteracion provoca la pérdida del exon 8 (Fig. 11.1), dato soportado por la
prediccién bioinformatica de pérdida total de la fuerza del sitio aceptor de
splicing (Tabla 11.3). La consecuencia de este evento de skipping genera, como
en los casos anteriores, la aparicion de un cdii@izacion prematuro que

llevara al mensajero a su degradacion.
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Capitulo IlI: Andlisis de haplotipos

[11.1: Caracterizacion de STRs en la poblacién normal

Como paso previo al andlisis de haplotipos en nuestros pacientes PV,
procedimos con la caracterizacion de los marcadores moleculares seleccionados
en la poblacion normal Argentina. En la Tabla Ill.1 podemos observar las
principales careteristicas de los 5 STRs estudiados. Asimismo, en la Figura Ill.1
se muestran en forma grafica 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, Ill.1), considerando, en el caso que
correspondalos 18 nucleotidos extra que aporta el primer M13.

También se analiz6 el equilibrio de Hardieinberg, encontrandose que
en la poblacion normal Argentina, todos estos STRs se ajustan a dicho equilibrio.

En la Tabla Ill.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 lll.1 : Caracteristicas de los STRs en la poblacién normal fingen
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Figura Ill.1 : Frecuencias alélicas de los STRs en la poblacion nérgahtina.
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I11.2: Caracterizacion de STRs en pacientes PV

Los pacientes PV Argentingedividieron en 2 grupos: portadores de la
mutacion ¢.1.042_1.043insT (ins) y pacientes PV portadores de otras mutaciones
(otras). En estos 2 grupos, también analzstas caracteristicas de los 5 STRs
seleccionados. Los resultados obtenidopissden observar en la Tabla 111.2 y

los graficos correspondientes a las frecuencias alélicas en las Figuras 1.2 y 111.3.

Grupo STR # alelos # genotipos Heterocigosis observada Heterocigosis esperada
D1S2707 6 8 0,7 0,725
_ D1S484 4 5 0,92 0,653
e D1S2705 5 5 0,538 0,441
D1S1679 7 7 0,769 0,589
D1S104 6 9 0,961 0,753
D1S2707 7 16 0,91 0,8
D1S484 4 7 0,538 0,653
otras
D1S2705 6 14 0,47 0,687
D1S1679 8 14 0,902 0,748
D1S104 8 19 0,843 0,792

Tabla I11.2 : Caracteristicas de los STRs en pacientes PV Argentimaglpres de la mutacion
€.1.042_1.043insT (ins) y portadores de otras mutaciones (otras).

Por otra parte, las frecuencias alélicas de cadasgtBmparaon entre
los 3 grupos de individuos y no encontramos diferencias significativas en ningun
caso.Sin embargo, analizando los graficos de frecuencias observamos que los
alelosD1S2707-153, D1S484-1581S2705-146, D1S1679-189 D1S104-154
tienen una frecuencia mayor en el grupo de portadores de la mutacion
c.1.042_1.043insT que en los otros 2 grupos de individuos, por tanto inferimos
gue estos alelos se asocian de manera preferencial a la mutacion mas abundante

en nuestra poblacion PV.

| 142



RESULTADOS y DISCUSION | Capitulo III

Frecuencias alélicas

Frecuencias alélicas

oo oo
w

Frecuencias alélicas

=]
N
w

=]
]

0,15

=
i

0,05

=]
co

=]
(=2

L e R -
B N W e oy N

o

D1S104
0,327
0,307
0,173
0,0961
0,077 D1S2707
0,0193
0,45
0,4
154 156 158 g 160 162 164 403
Alelos =
2 03 67 R
@ 0,25 ;
‘S
D1S2705 § e
2 0,15
@
= 01 0,0227  0,0227
0,05
0
143 145 147 149 151 153
Alelos
D1S484
0, 0,115
p 0,5
146 150 152 154 156 g 04
Alelos =
= 0,3
=
=3
$ 02
D1S1679 g
£ 01
0,615 0
152 154 156 158
Alelos
0,115
/ 00192 0,0384 0,0384
164 168 172 176 180 184 188
Alelos
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Figura 111.3 : Frecuencias alélicas de los STRs en el grupo de éhutisiPV con otras mutaciones (otras).

De las Figuras IIl.1, 1.2 y 1.3 también se desprende que hay
diferencias entre la cantidad de alelos entre los 3 grupos de individuos

analizados. De esta formeonsiderando a todos los individuos genotipificados,
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encontramos que el STB1S2707 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 ultimo, 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 distribucion de frecuencias alélicas es

diferente en los 3 grupos de individuos.

I11.3: Haplotipos

A continuacion se detallan los datos obtenidos de la segregacion de
alelos en cada familia PV y del programa PHASE, que fue utilizado
principalmente para determinar el haplotipo mas probable en aquellos individuos
sin familiares disponibles para analizar y/o en aquellos casos donde no fue
posible obtener los alelos empiricamente. En la Tabla 1l1l.3 se observan los
haplotipos de los individuos con la mutacion ¢.1.042_1.043insT, mientras que en
la Tabla Ill.4 se muestran los haplotipos de los PV portadores de otras
mutaciones.

El haplotipo central D1S484-158, D1S2705-146, D1S1679-180
cosegrega con la mutacién ¢.1.042_1.043insT en el 100% de las familias PV,
mientras que ese haplotipo en las familia@ 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
[11.3 (p=0,01) respecto del mas probable definido con los 5 STRs (p=0,02), entre
los controles y los individuos con la mutacion recurrente y entre los PV con otras
mutaciones y con la insercién (p=0,01 en ambos yasus otra parte, 10
familias portadoras de la mutaciéecurrenteextienden el haplotipo compartido
al alelo D1S2707-153 (71,4% de las familias), mientras que so6lo 1 familia

portadora de otra mutacién cuenta con éste (5,2% de las familias).
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Familia
VII VIII IX X XI XII XII XIV XV XVI XVII XVII 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

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 1.3 : Haplotipos de pacientes PV con la mutacion mas frec(imdias VII a XX). En rojo se
muestra el haplotipo central compartido por los individuosstke grupo y subrayado el haplotipo
extendido presente en 10 de las familias. En cursivassewabel gen de la PPOX con la mutacién en

estudio.
Familia XXI XXI XXI XX XX XX XXI XX XX XX XX XX XX
I I I VvV VI XXI
STR I 11 vV vV VI VI X X XTI | XII X XIV XV

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 Mutacion

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 I11.4 : Haplotipos de pacientes PV con otras mutaciones (fanididll, V, VI, XXI a XXVII,
XXIX a XXXV). En rojo se muestra el haplotipo centralubsayado el haplotipo extendido. En cursiva
se observa el gen de la PPOX con la mutacién que cordssporada familia

I11.4: Discusion

Con el fin de elucidar el origen de la elevada prevalencia de la mutacion
c.1.042_1.043insT en nuestro pais, 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 geahabia
descripto (Groenewald et al, 1998). Ademas, estos marcadores tagghién
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 poblacién
normal, hallando que presentan entre 8 y 9 alelos, con una distribucién de
frecuencias que nos permite decir que se trata de polimorfismos variables e
informativos, a diferencia de 7 SNP (polimorfismos de nucleétido simple)
analizados previamente (Granata, 2008). En ese trabajo, al no resultar
informativos los marcadores moleculares seleccionados, no pudimos descartar ni
corroborar la hipétesis del efecto fundador para la mutaclé®42_1.043insT.

Todos los STRs estudiados presentan un alto niumero de genotipos
posibles y una hetorocigosis apreciable (Tabla 1ll.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 tambien pudimos
observar variabilidad entre los alelos posibles, estos son diferentes entre los
grupos. Es decir, algunos alelos estan representados en 1 6 2 de los grupos y no
en todos, haciendos® que quizas en un grupo haya mas 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 cadidle alelos descripta es mayor a la
informada solo para la poblacion normal.

La distribucion de las frecuencias alélicas entre el grupo de controles y
los otros 2 grupos en estudio es diferente, destacandose principalmente la elevada
proporcion del alelo D1S2707-153, D1S484-158, D1S2705-146 y D1S1679-180
en el grupo con la mutacién ¢.1.042_1.043insT. No obstante, al realizar las
pruebas de contingencia x> correspondientes, no encontramos diferencias
significativas entre las frecuencias de ningun grupo.

Finalmente, la segregacion de alelos realizada dentro de cada familia (ver
Apéndice, Pedigrees y Haplotipos) nos permiti6 confeccionar los haplotipos
representados en las Tablas 111.3 y 1.4, con ayuda también del software PHASE.
De esta forma pudimos observar que existe un haplogptralcompartido por
el 100% de las familias PV con la mutacion mas comun, el cual llega s6lo a un
10,5% en las familias PV con otras mutaciones y que también existe un haplotipo

mas extenso que contiene al alelo D1S2707-153 que alcanza el 71,4% de las
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familias con la insercién y solo el 5,2% en otras familias PV. Ademas, existen
diferencias significativas entre las frecuencias haplotipicas 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
centralD1S484-158, D1S2705-146, D1S1679-18@eatsociaden un 100%a
la mutacion responsable de PV mas frecuente de la Argentina, y por tanto, que
exisiria un ancestro comuin a partir del cual esta alteracion se diseminé
Unicamente en nuestro pais.

Como datoadicional la segregacion de alelos en aquellos individuos en
los cuales no se ha determinado aun el genotipo para el gen de la PPOX (ver
Resultados y Discusion 1.1) 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 generacion y el primer hombre no
determinado de la tercera podrian de esta forma resultar portadores de la

mutacion familiar (c.745delG).
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Capitulo IV: Relacion de las PHASs con el estrés oxidativo

IV.1: Evaluacion de parametros de estrés oxidativo

Se estudiaron diversos parametros de estrés oxidativo en plasma de
pacientes PAlI y PV, como representantes de PHAs, en comparacién con
individuos control.

Se evalud el estado oxidativo de los individuos mediante la capacidad
oxidante total y marcadores de dafio oxidativo como la peroxidacion lipidica
(niveles de MDA) y el dafio oxidativo a proteinas. En ningln 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, encontravdtses
similares entre pacientes y controles (Tabla IV.1).

Determinamos los niveles plasmaticos de homocistédte, como
marcador de dafio neurologico, sin encontrar diferencias significativas entre los

gruposanalizados (Tabla IV.1).

MARCADOR CONTROL PV PAI

Capacidad oxidante total
15,19 £ 3,16 17,63 £ 4,05 19,22 + 4,96

(Kmoles/I)

Estado oxidativo

MDA (nmles/ml) 0,68 = 0,05 0,75 £ 0,06 0,82 £ 0,06

Dafio a proteinas (nmoles/ml) 150,13 + 34,53 175,34 £45,12 193,23 £51,26
GSH ([tmoles/ml) 0,39 +0,03 0,52 0,04 0,48 £ 0,04
Defensa antioxidante = Capacidad antioxidante total (},lmoles/l) 939 + 103 752 £ 124 735+ 143
Catalasa (nmoles/min.ml) 16,7 4,7 20,5+7,0 203+£7.2

Daiio neuroldgico Hcy (mmol/1) 10,7 +£3,2 14,6 £4,3 152+3,9

Tabla IV.1: Marcadores de estado oxidativo, defensa antioxidante y d@affioldgico en pacientes PAl y
PV. Los valores se expresan como promedio + desvio estand
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IV.2: Discusion

La PAlI y la PV, se caracterizan por presentar acumulacion de
precursoes de la biosintesis del hemo en higado fundamentalmentédaSe
demostrado que la acutagion de estos precursores constituye una fuente
endégena de ROS capaz de producir dafios irreversibles a los componentes
celulares(Monteiro et al, 1986; Monteiro et al, 1989; &ea et al, 1992)
Ademas, el aumento de ROS se relaciona con la patogénesis de la disfuncion
neuroldgica 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 pacientee®dntradose sélo un ligero
aumento de MDA (Ferrer et al, 2009a). Sin embargo se describieron alteraciones
de algunos marcadores de estrés oxidativo e inflamaciorergrocitos,
neutrofilos y linfocitos de pacientes PV (Ferrer et al, 2009a; Ferrer et al, 2009b;
Ferrer et al, 2010psi como una disminucion del sistema de defensa antioxidante
y aumento en la capacidad de produccion de ROS en neutrdfilos y linfocitos
estimulados (Ferrer et al, 2009a; Ferrer et al, 2044€)inismo, en pacientes PAI
se han reportado niveles elevados de homocisteina en plasma, sin encontrar una
relacian entre éstos y los niveles de precursores del hemo excretados en orina o la
presentacion clinica de la enfermedad (To-Figueras et al, 2010).

Por otra parte, en modelos animales de porfirias, se observdo una
situacion de estrés oxidativo severo en los 6rganos principalmente afectados por
la acumulacion 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 porfiricos gontroles en ninguno de los parametros
estudados. Es probable que el diagndstico temprano de la porfiria en los
pacientes incluidos en el analisis y su permanewérd 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 suplementacién con vitaminas C y E en

concentraciones adecuadas durante 6 meses, disminuyé el dafio oxidativo e
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plasma, aumento las actividades de catalasa y GR en eritrocitos y las actividades
de GR y SOD elfinfocitos.

Ademas, trabajando con pacientes nos encontramos con la imposibilidad
de evaluar el estado 6xideducciony las defensas antioxidantes directamente en
los 6rganos. Evaluar estos parametros en muestras biolégicas como suero u orina,
guizas no refleje de forma irrefutable lo que ocurre en los érganos hasta que el
deterioro de estos sea seveiambién consideramos que la cantidad de
individuos incluidos en el estudio debe aumentar asi como complementar con
ensayogealizados en otros tipos celulares provenientes de pacientéisieas

celulares y en modelos animales.
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En este trabajo estudiamos la genética molecular de la Porfiria Variegata
en nuestro pais y el estado de estrés oxidativo en pacientes con Porfirias
Hepéaticas Audas.

En relacion al diagnostico genético, pudimos determinar la mutacion
responsable de la porfiria en el paciente, llegando asi al diagnostico diferencial
de éste. En muchas oportunidades los parametros bioquimicos brindan resultados
gue no permiten asenad de qué porfiria se trata, volviéndose entonces
imprescindible el uso de técnicas moleculares como la PCR y secuenciacion en la
determinacion precisa del tipo de porfiria. Por otra parte, se hallaron familiares
portadores asintomaticos, cuyo diagndéstico temprano permite lakeeeerca de
la exposicion a agentes desencadenantes antes de la aparicion de manifestaciones
clinicas, hecho respaldado por la amplia proporcion de individuos de esta
naturaleza hallados en el transcurso de este traBhjiagnéstico diferencial
permite no solo aconsejar a los portadores asintomaticos acerca de los agentes
precipitantes, sino también a los pacientes sintomaticos quienes pueden mejorar
considerablemente su calidad de vida con el correcto cuidado y/o tratamiento.

No obstante la precision del método de PCR y posterior secuenciacion,
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 mutacibn mas comun en nuestro pais, exceptuando las
inserciones, son lawutacionesmissensgdonde la actividad de la enzima se ve
comprometida. En cuanto a las mutaciones por inserciéon de una o dos bases,
éstas son las mas numerosas en nuestra pobRYidnndamentalmente por la
inusual elevada prevalencia de la mutacioh.Cel2_1.043insT, presente en
aproximadamente el 40% de las familias con diagnéstico genbabidoa este
porcentaje tan elevado, es que se incluye a la region que contiene a esta mutacion
en el screening inicial del gen de la PPOX en pacientes nuevos.

Aun estudiando laelacionde tipos de mutaciones, en vez de genotipos
especificos, con la sintomatologia del paciente no nos fue posible describir una

correlacion genotipéenotipo. E$e escenaripya 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 patologia dado que un
genotipo, 0 en nuestro caso, un tipo de mutacion, no es el Unico factor que
determina la sintomatologia del individuo (Anderson et al, 2001).

Como ya se menciond, en nuestra poblacion el tipo de mutacion mas
importante es el missense. En este trabajo estudiamos el efecto de 6 de estas
alteracione®n un sistema de expresion procaribtiEstosensayosevelaron 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
funcién de la PPOX (Méndez al, 2011). Por lo tanto, estas mutaciones son
responsables del descenso de la actividad enzimatica detectada en los pacientes
gue las portan.

También hallamos mutaciones que, en principio, parecerian no afectar
directamente a la proteina, por estar presentes en intrones o por producir cambios
sindbnimos. Estudiando entonces su efecto en un sistema de minigenes
observamos que cada una de ellas provoca la pérdida del exén correspondiente.
Estq a su vez, corre el marco de lectura abierto, haciendo que aparezca un codon
finalizacion prematuro en el exon siguiente. Este cofidalizacion prematuro
sera detectado por una maquinaria celular, llanfadasense mediated deCay
(NMD), la cual degradara selectivamente al mensajero proveniente del alelo
mutado (Maquat, 2004). Este ultimo 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 paci@nasata, 2008;
Rossetti et al, 2008). Entonces, mediante el uso de minigenes, demostramos que
estas mutaciones son responsables de la patologia en los pacientes que las portan,
dado que alteran splicingnormal del ARNm de la PPOX.

La mutacion ¢.1.042_1.043ing3stapresente en el 40% de las familias
PV Argentinas y hasta el momento sé6lo ha sido descripta en nuesrespa
nos llevd a plantear la hipétesis de efecto fundador. Previamente, analizamos
polimorfismos de nucleétido simple intragénicos (Granata, 2008) pero éstos no

resultaon variables en nuestra gabion, haciendo que la hipétesis siguiera sin
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ser corrobora@a nirefutada. En este trabajo analizamos STRs y efectivamente
encontramos questos son marcadores muy variables e informativos en la
poblacién. De hecho, pudimos describir un haplotipotralcomin a todos los
individuos con la mutaciérecurrente, el cual es significativamente diferente en
los otros 2 grupos de individuos analizados. Esto nos pernttiriaborar la
hipétesis de efecto fundador para esta mutacién en la Argentina, es decir que
existiria un ancestro comun portador de esta alteracion a partir delseual
disemind exclusivamente en nuestro territorio.

Respectoa las determinaciones bioquimicas de estrés oxidativo, se
realizaon con el objetivo de hallar marcadores de la disfuncién neurolégica. Sin
embargo, muy probablemente debido a que el numero de individuos incluidos
fue bajo y que se trata de pacientes tratados y controlados, no nos fue posible
encontrar ningun parametro esirva a tal fin. De todos modos, éste es un
estudio preliminar que en el futuro se complementara con mas individuos y con
estudios invitro en lineas 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 poblacion general.
Los resultados de este trabajo constituyen un importante aporte para ampliar el
conocimiento sobre los mecanismos molecula&esician el avance sobre los
conocimientodisioldgicos de estas patologias. De esta forma los profesionales
de la salud cuentan cada vez con mas herramientas a la hora de arribar al
diagnostico diferencial de las mismas, asegurando asi un pronto y correcto

tratamiento de los pacientes, mejorando su calidad de vida.
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Pacientes PV: mutacién y sintomatologia

APENDICE

A continuacién, se muestra urntabla conteniendo la informaciéon

correspondiente a las famg$ PV Argentinas:

FAMILIA

X1

XII

XIII

XIV

XV

INDIVIDUO

proposito
madre
hija
hijo
padre
proposito
hermano
hermana
madre
padre
proposito
hija
hija
hijo
hermana
hija
proposito
hija
hija
nieta
proposito
madre
hija
hija
hermana
hermana
hermana
sobrina
sobrina
sobrina

prima

MUTACION
c.1.042_1.043insT
c.1.042_1.043insT

normal
normal
normal
c.1.042_1.043insT
c.1.042_1.043insT
normal
normal
c.1.042_1.043insT
c.1.042_1.043insT
c.1.042_1.043insT
normal
normal
c.1.042_1.043insT
c.1.042_1.043insT
c.1.042_1.043insT
c.1.042_1.043insT
c.1.042_1.043insT
normal
c.1.042 1.043insT
normal
c.1.042 1.043insT
normal
c.1.042 1.043insT
normal
c.1.042_1.043insT
c.1.042_1.043insT
c.1.042_1.043insT
normal

normal

DEFECTO
p.Y348sX349

p.Y348sX349

p-Y348f5X349

p-Y348f5X349

p-Y348f5X349
p-Y348f5X349

p.Y348£5X349

p.Y348£5X349
p.Y348{5sX349
p.Y348£5sX349
p.Y348£5sX349
p.Y348£5sX349

p.Y348£5sX349

p.Y348£5sX349

p.Y348£5sX349
p.Y348£5sX349
p.Y348£5sX349

p.Y348£5sX349

SINTOMATOLOGIA

cutanea
cutanea
no
no
no
cutanea
no
no
no
no
cutanea
no
no
no
no
no
mixta
no
aguda
no
cutanea
no
no
no
no
no
cutanea
no
no
no

no
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FAMILIA

XVI

XVII

XVII

XIX

XX

XXI

XXII

XXIII

XXIV

XXV

XXVI

XXVII

XXVIII

INDIVIDUO

proposito
proposito
proposito
proposito
proposito
proposito
padre
madre
hermano
proposito
proposito
hijo
hijo
proposito
hermana
hermano
hija
hija
hija
hija
hija
proposito
proposito
prima
prima
tio
sobrina
prima
hermano
proposito
proposito
hija
hija
prima

hija prima

MUTACION
c.1.042_1.043insT
c.1.042_1.043insT
c.1.042_1.043insT
c.1.042_1.043insT
c.1.042_1.043insT

c.101A>T
normal
c.101A>T
normal
c.133delT
€.694G>C
€.694G>C
normal
c.101A>T
c.101A>T
c.101A>T
normal
c.101A>T
c.101A>T
c.101A>T
c.101A>T
c.925delA
c.808-1G>C
c.808-1G>C
c.808-1G>C
c.808-1G>C
normal
normal
normal
c.317A>C
c.670T>G
normal
c.670T>G
c.670T>G

normal

DEFECTO
p-Y348fsX349
p-Y348fsX349
p-Y348fsX349
p-Y348fsX349
p-Y348fsX349

p-E34V

p-E34V
p-S45fsX67
p-G232R
p-G232R
p-E34V
p-E34V
p-E34V
p-E34V
p-E34V
p-E34V
p-E34V
p.I309fsX314
r.EX8del
r.EX8del
r.EX8del

r.EX8del

p.H106P

p.W224R

p.W224R

p.W224R

APENDICE

SINTOMATOLOGIA
mixta
mixta
mixta

cutanea
aguda
aguda
no
no
no
cutanea
aguda
no
no
cutanea
cutanea
mixta
no
no
no
no
no
mixta
mixta
no
no
mixta
no
no
no
cutanea
mixta
no
no
mixta

no
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FAMILIA

XXIX

XXX

XXXI

XXXII

XXXIII

XXXIV

INDIVIDUO
proposito
proposito
hermana

sobrina
hija
sobrino
hermana
hijo sobrina
proposito
proposito
padre
hija
hermana
tia
prima
prima
tia
hijo
hijo
hermana
proposito
hija
proposito
madre
padre
primo
tia
prima
primo
prima
prima
primo
tio
prima

hermano

MUTACION
¢.338+3_insT
c.1.082_1.083insC
c.1.082_1.083insC
c.1.082_1.083insC
normal
normal
c.1.082_1.083insC
normal
c.807G>A
€.995G>C
€.995G>C
normal
€.995G>C
€.995G>C
normal
€.995G>C
normal
normal
normal
normal
c.532C>G
c.532C>G
c.745delG
c.745delG
normal
normal
c.745delG
c.745delG
c.745delG
normal
c.745delG
c.745delG
ND
c.745delG

ND

DEFECTO
r.EX4del
p-G362£sX380
p-G362£sX380

p-G362£sX380

p-G362£sX380

r.EX7del
p.G332A
p.G332A
p.G332A
p.G332A

p.G332A

p.L178V
p.L178V
p.V249£sX272

p.V249£sX272

p.V249£sX272
p.V249£sX272
p.V249£sX272
p.V249£sX272

p.V249£sX272

p.V249£sX272

APENDICE

SINTOMATOLOGIA
mixta
aguda
aguda

no
no
no
no
no
mixta
aguda
no
no
no
aguda
no
no
no
no
no
no
cutanea
no
cutanea
cutanea
no
no
cutanea
no
no
no
no

no
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FAMILIA = INDIVIDUO
abuela
prima

XXXV proposito

madre
padre
hermana

XXXVI proposito

hijo
hijo
hermana
hijo
sobrina
sobrina

nieta

MUTACION
¢.745delG
ND
c.471G>A
c.471G>A
normal
c.471G>A
c.503G>A
c.503G>A
normal
c.503G>A
c.503G>A
normal
normal

normal

DEFECTO
p.V249fsX272
r.EX5del

r.EX5del

r.EX5del
p.R168H
p.R168H
p.R168H

p.R168H

APENDICE

SINTOMATOLOGIA

no

cutanea
no
no

cutanea

mixta

no
no

cutanea
no
no
no

cutanea

Tabla A.1: Informacion de todos los pacientes PV, excepto las 10idg@meportadas en Resultados y
Discusion 1.2. Se muestra la mutacion familiar, el def@rovocado por ésta y la sintomatologia del
pacienteND: no determinado, no: no presenta sintomas.
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APENDICE

Mutaciones nuevas en la literatura y nuevas en Argentina.

A continuacién, se muestran las secuenciaciaoeespondientes a las

mutaciones informadas en la Tabla I.1 de Resultados y Discusion:

c.227C>T c.1265A>G €.1330_1331delCT

| l
/\A/W\Jl\ M sl Ao

c.476 C>T c.1384_1385delAG

l

WM

it i Yeay
| |
AV I \M/\/\Z\

Figura A.1: Esferogramas del andlisis de secuencia correspondieated @ familias reportadas en
Resultados y Discusion, seccion 1.2. Se muestra la motadébajosu contraparte WT. Las mutaciones
€. 227C>T£.1.042_1.043insT, ¢.227C>T y ¢.995G>C se secuenciaron en sentién setis
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Pedigrees y haplotipos

Los pedigrees de las familias PV compuestas por al menos 2 individuos
se utilizaron para estudiar la segregacion de alelos en funcién de la confeccién de
haplotipos—: alelo WT; Ins: alelo con la mutacion ¢.1.042_1.043insT; M: alelo
con otra mutacion responsable de P\§) mujer afectdld; hombre
afectado; X individuo no disponible en este estudio;genotipo PPOX no

determinado; () genotipo y fase determinada a través del programa PHASE

FAMILIA VII FAMILIA X FAMILIA Xl

) RO e )
143|143 e
154|158 ]
152[146 o
— |Ins — lins
168180 e 550
154[160 i 1

i X —( O
143143 143|143 1511153 i B 153|149
152[158 152|154 156158 156 158 152|158
150146 150[152 146146 146146 152|146
— |Ins — |Ins
— s = = 180[180 180|180 — |Ins
188180 188|168 1oohea B 184[180
156160 156154 160[154
(149 153) (143 153) 149|153
152|158 156|158 156|152
150(146  146[146 154[160
— |lIns — |Ins — |—
164180  164[180 180[184
162/156  164[156 146[150
FAMILIA XII
149|153 EO 151|143
156|158 152|152
146[146 152|154
— |Ins — | =
188180 176/176
160[158 154[160

O I

151153 149|153 143|153
152|158 152|156 152|158
152|146 152|146 152(146
— |Ins - |—= — |Ins
176|180 176|188 176|180
154|158 154|160 160(158
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FAMILIA XIII FAMILIA XIII FAMILIA XV
X O X O
145| 1553 151] 153 145] 1553 151] 153 (145153) 151|153
156|158 (152 158) 156|158 (152 158) 156/158 156/ 158
146|146 146146 146|146 146146 146146 146|146
— |Ins — |Ins — |Ins — |Ins — |ins = |iIns
176|180 172)180 176|180 172)180 176180 164|180
160|154 160/154 160|154 160/154 156160 158|160
149|153 149|153 149|153 149|153
152|158 152(158 152|158 152(158
150(146 150|146 150(146 150(146
— |lIns — |lIns — |Ins — |lIns
172|180 172|180 172(180 172|180
162[154 162[154 162(154 162[154
c.1.042_1.043insT
Otras mutaciones
FAMILIA [l
FAMILIA I
X @ X O 145|145
(153 156)
152|146
— |M
180|180
‘ 162|160
151|151 151|143  151]151 151j151 145|143 153|145
(154152) (154152) 154({152 150|154 152( 156 156|156
152 46 150|154 152|146 152|150 152(150 148|146
— |M el - | = — |M
180 76 180|176 180|176 176|180 180(164 184|180
162[160 156|160 156|162 162(160 154[160

1561160
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FAMILIA VI

X

;53 151

154|158
150(146
M
176|180
154|154

L

153151
154|158
148|146

176
156

180
154

147
156
155

176
160

151
154
148

164

156

O

153
154
148

176

164

®

APENDICE |

FAMILIA XXI
(151 158) (>149 153
(154 154) (154 158)
146150 146|146
S — |m
184176 184176
160164 164|164
151|153 151|153
(152158) (153 154)
146/146 146|146
—_ M —_ —_
184[176 184|184
160l1164  160l164
FAMILIA XXIV
09
X
153 151[153| (T4§153)
154 152|154 (154 154)
148 148148 | 148 148
M — [m
176  164[176 | 164 176
164 162|164 | 162l164
151|151 147|153 149|153
(152152) (154 154) (154 154)
154|148 148 148 148148
— |m — |m
188|164 176 176 164[176
160/1162 160|164 160|164

FAMILIA XXIII
X O 149|147
154|154
150150
— ™
184[172
160[162
15!%'7 139149
158|154 158|154
150150 154|150
i M _ J—
168172 172|184
1601162  162[160
143|153
(154 154)
152[148
— ™
164[176
156/164
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APENDICE

FAMILIA XXVI

i

X
147|147 147|147
152|154 (1534 154)
146(156 146|146
- [— — (M
176(184 176|180
160[164 160|156

149|153
158|154
148]146
— |M

184|180
1601156

¢

(151 153)
156| 154
152|146
M
172|180
162|156

_®

X @ X @

O

143|151
(154 156)
156152
176172
160l162

FAMILIA XXX

X

©

O O

149|153 149151
156) 158 154|154
146|146 150|156
— ™ —|=

184{180 168l180
1661156 154[160

153
154
146

184

153
156
146

180

154

162

151 [151
(164|152)
150 (154
— ™

172 [180
154 1160

(153 151)
154{152
154|154
— M
164|180
160[160

151|153
152(154
146(154

180(164
162(160

151]151
(164 152)
150|146
172|180
154|160
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FAMILIA XXXII FAMILIA XXXIII
i, )
147|141
152|154
154|152
- M
180|176
\ 154/168
o1 OaE: O
143|147 149|141
154(154 156(154
148(150 146(152
il — (M
180(184 176(176
154152 160[168
X X O O
153|143 153|143 155|143 147|143 147|151
152{154 154|154 (15% 154) 152|154 156|158
150({146 150|146 154(150 146|146 146|154
— |M — M | == — M = [
176(184 176|180 172(184 184|180 184|172
(54 156 154156 160(164 156|156 154|156
153|147 153|143 151153
(154 152) (154 154) (154 154)
150146 150|148 150|150
176180 176|176 176|176
154162 154|160 154|156
FAMILIA XXXIV 149] 153
(158 158)
X D 146]146
— |M
176180
154|154
O @
(149 149) 151|153 147] 153 151153
(152 152) 156|158 156| 154 (152 156)
146]146 146(146 152]146 146|146
e — (M — |M —-|?
172176 176(180 176]180 176|180
160]162 160154 1561154 160|154
? g O
149|153 149|151 143|153 147|149 149|153 143|153 145|153 145153 151|151 145|153
152158 (152156) (156 158) 156(156 156|158 154(158 156(156 156(156 154|156 156|156
146|146 146|146 146|146 146|152 146|146 146(148 146(146 146(146 146146 146|146
— |M —|? — || = = — |M - (M — (M — (M - |- =M
176|180 176|176 180|188 176|180 176|180 184(180 176(180 176(180 180184 180|184
162|154  160]160 154|160 156|156 156156 160154 162(154 162[154 154/156 154|156
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Abreviaturas

6-FAM: 6-carboxifluoresceina

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNCc: Acido desoxirribonucleico copia
AE: actividad especifica

ALA: Acido &-amino levulinico

ALA-D: Acido 8-amino levulinico dehidrasa
ALA-S: Acido §-amino levulinico sintetasa
ARN: Acido ribonucléico

ARNmM: Acido ribonucléico mensajero
BFS: buffer fosfato de sodio

BSA: seroalbumina bovina

CAT: catalasa

CBS: cistationinap sintetasa

cM: centimorgan

Coprogen |: Coproporfirinogeno |
Coprogen llI: Coproporfirinogeno 1l
CPGasa: Coproporfirindgeno oxidasa
CPH: Coproporfiria Hereditaria

dNTP: Desoxirribonulcéotido trifosfato
DOVA: 4cido 4,5 dioxovalérico

DTNB: acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico
DTT: ditiotreitol

EDTA: acido etilendiaminotetraacético
ESEs: Enhancers exonicos de splicing
FAD: Flavin-adenin dinucleétido

GPX: glutatiéon peroxidasa

GSH: glutation reducido

HMB: Hidroximetilbilano

HMB-S: Hidroximetilbilano sintetasa
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HPLC: cromatografia liquida de alta performance
kb: kilobases

kDa: kiloDalton

LB: medio Luria-Bertani

Mb: megabases

MDA: malondialdehido

MMLYV -RT: Retrotranscriptasa del virus moloney de leucemia murina
NPA: Nueva Porfiria Aguda

PAI: Porfiria Aguda Intermitente

pb: pares de bases

PBG: Porfobilinégeno

PBG-D: Porfobilinégeno deaminasa (PHD)-
PBG-S: Porfobilindgeno sintetasa

PCE: Porfiria Congénita Eritropoyética

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
PCT:Porfiria Cutanea Tarda

PHA: Porfiria Hepatica Aguda

PHE: Porfiria Hepatoeritropoyética

PM: Peso Molecular

PPE: Protoporfiria Eritropoyética

PPOX: Protoporfirindgeno oxidasa

Proto IX: Protoporfirina IX

Protogen IX: Protoporfirinégeno IX

PV: Porfiria Variegata

ROS: especies reactivas del oxigeno

RT: Retrotranscripcion

RT-PCR

SBD-F: 7-fluorobenze2-oxa-1,3-diazol-4-sulfonato de amonio
SNP: Polimorfismo de nucle6tido simple

SOD: superoxido dismutasa

SR: proteina rica en arginina de familia de factores de splicing
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STR: short tandem repeat (marcador microsatélite)

TCA: acido tricloroactco

TCEP: tris (2earboxietil) fosfina

Ul snRNA: ARN nuclear pequefio Ul

UE: unidad enzimatica

URGO-D: Uroporfirindgeno Il decarboxilasa

Urogen |: Uroporfirinégeno |

UROgen lll sinetatsa: Uroporfirindgeno Il sintetasa (Isomerasa)
Urogen IlI: Uroporfirinégeno |l

WT: wild type

XLP: protoporfiria ligada al cromosoma X
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