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CAPITULO |
BIOSINTESIS DEL HEMO

1.1 PORFIRINAS Y PRECURSORES

Las porfirinas estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y participan en
procesos metabolicos de fundamental significado biolégico tales como fotosintesis
y respiracion. Se sintetizan a partir de moléculas relativamente simples, el primer
precursor es una molécula lineal de cuatro carbonos, el acido §-aminolevulico
(ALA), y el siguiente es el porfobilindgeno (PBG), que es un monopirrol no saturado
heterociclico, ambas presentan una estructura quimica hidrofilica que les confiere
alta solubilidad en agua y por lo tanto se excretan por orina (Figura 1.1). Las
porfirinas son compuestos ciclicos formados por cuatro anillos pirrélicos (A, B, C y
D) unidos por puentes meteno (a, 3, v y 8). La existencia de dobles enlaces
alternados da lugar a una molécula plana, rigida, resonante y muy estable.
Presentan cadenas laterales sustituyentes en las posiciones 3- de los carbonos de
cada nucleo pirrdlico, éstas se numeran de 1 a 8, comenzando por el anillo A.
(Figura 1.2); el tipo y numero de cadenas laterales determinan las propiedades
fisicas de las porfirinas resultantes. Las primeras porfirinas que se forman en la
sintesis del hemo contienen mas sustituyentes acido-carboxilicos que las restantes
y son por lo tanto mas solubles en agua, razdn por la cual la Uroporfirina (con ocho
carboxilos) se excreta principalmente por orina, la Coproporfirina (con cuatro
carboxilos) por orina y bilis mientras que la Protoporfirina (con dos carboxilos) se
excreta solamente por bilis. Las porfirinas presentan fluorescencia roja bajo luz
ultravioleta mientras que sus derivados reducidos, los porfirindgenos no son

coloreados ni emiten fluorescencia.



Estas moléculas pueden combinarse faciimente con metales dando quelatos
como la clorofila (con magnesio), el hemo (con hierro) y las corrinas (con cobalto).
Las clorofilas son esenciales en la captacion de luz solar para su conversion a
energia quimica, mientras que el hemo interviene en funciones vitales como
transporte de oxigeno, generacion de energia celular y reacciones de
detoxificacion. Entre las proteinas que contienen hemo como grupo prostético
(hemoproteinas) encontramos a la hemoglobina, mioglobina, citocromos y enzimas

como la peroxidasa y catalasa.

Dado que los metales de transicion que estan unidos a las porfirinas pueden
cambiar su estado de oxidacion, estos compuestos pueden actuar en procesos de
transporte de electrones aumentando la eficiencia de las reacciones de Oxido-
reduccion, por lo cual las porfirinas tuvieron un papel clave en el paso de una
atmosfera anaerdbica a una aerobica, constituyendo un hecho fundamental en la

evolucion de nuestro planeta.
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FIGURA 1.1: Estructura de los precursores de porfirinas
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FIGURA I.2: Estructura basica de porfirindgenos y porfirinas

1.2 BIOSINTESIS DEL HEMO Y SU REGULACION:

Mediante estudios con marcadores isotdpicos, se pudo dilucidar la secuencia
de reacciones que llevan a la sintesis del grupo hemo (Cookson & Rimington,
1953; Granick & Bogorad, 1953; Neuberger & Scott, 1953; Shemin & Russel, 1953;
Rimington & Krol, 1955), en el que participan ocho enzimas, la primera y las tres

ultimas son mitocondriales y las cuatro restantes citosdlicas (Figura 1.3).

El primer paso es la condensacion de la glicina con succinil CoA, para formar
el acido s-aminolevulico (ALA), reaccion catalizada por la enzima ALA sintetasa
(ALA-S), utilizando fosfato de piridoxal como cofactor. Esta es la etapa limitante en
esta ruta biosintética, y esta regulada por el pool de hemo libre intracelular. El ALA-
S es una enzima muy inestable, con una vida media in vivo de alrededor de 60
minutos para la enzima mitocondrial de mamiferos (Granick & Sassa, 1971) y se
trata de un homodimero que se sintetiza en el citosol y posteriormente migra a la
mitocondria (Yamahuchi et al. 1980); presenta una forma eritroidea y una ubicua,
codificadas en humanos por genes diferentes en distintos cromosomas, que en
humanos mapean en Xp11.2 y 3p21 respectivamente (Bishop et al. 1981, 1990;
Riddle et al. 1989; Cox et al. 1990).
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El ALA es transportado activamente al citopilasma (Bermudez-Moretti et al.
1993) donde una enzima sulfhidrilica, el ALA dehidrasa (ALA-D) forma, a partir de
dos moléculas de ALA, un monopirrol, el PBG. El ALA-D es un tamero de
subunidades idénticas, cada una de las cuales requieren un atomo de zinc, éstos
son fundamentales para la estabilidad y actividad catalitica de la enzima, por eso
es particularmente sensible al plomo, que desplaza el zinc de la enzima (Jaffe et al.
1991); esta codificada por un tnico gen que en humanos mapea en 9q34 (Potluri
et al. 1987)

El paso siguiente es la condensacion cabeza-cola de cuatro moléculas de
PBG. para dar la primer porfirina de la ruta. En esta etapa participan dos enzimas
en forma combinada, la PBG deaminasa (PBG-D) que condensa cuatro moléculas
de PBG formando un tetrapirrol lineal llamado hidroximetilbilano (HMB), con un
ordenamiento simétrico de sus sustituyentes; en ausencia de la segunda enzima,
la isomerasa, el compuesto se cicla espontaneamente dando UROgen |, mientras
que en presencia de la isomerasa el anillo D del HMB es invertido antes de la
ciclacion y se forma la estructura asimétrica UROgen lll. La PBG-D es una enzima
monomérica, sulfhidrilica, que esta codificada por un gen que en humanos mapea
en 11924.1—>q24.2 (Namba et al. 1991) y que presenta una forma ubicua y una
eritroidea (Grandchamp et al. 1987). La isomerasa humana es termolabil,
monomeérica y esta codificada por un gen que mapea en 10925.3—q26.3 (Astrin et
al. 1991)

Luego ocurre la decarboxilacion secuencial de los cuatro grupos acetilo del
UROgen lll para dar grupos metilo, resultando asi intermediarios con siete, seis y
cinco carboxilos cuyo producto final, el Coproporfirinégeno Ill posee cuatro
carboxilos. Esta reaccion es la ultima citoplasmatica y esta catalizada por la
Uroporfirindgeno decarboxilasa (URO-D).que si bien puede usar como sustrato

tanto al isémero | como al lll del UROgen, la velocidad de decarboxilaciéon es
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mayor cuando utiliza a este ultimo. La URO-D es una enzima sulfhidrilica, cuyo gen
en humanos mapea en 1p34 (Dubart et al. 1986); la reciente cristalizacion revel6

que es un homodimero (Phillips et al. 1997).

El COPROgen es transportado a la mitocondria donde la enzima
coproporfirinogeno oxidasa (CPG-asa), que sdélo actua sobre el isomero |,
decarboxila oxidativamente dos grupos propionicos (en los anillos A y B) para dar
dos grupos vinilo produciendo el protoporfirindgeno IX (PROTOgen IX) con
formacion de un intermediario tricarboxilico, por lo tanto la decarboxilacion es
secuencial (Batlle et al. 1965). Esta enzima es un homodimero cuyo gen en
humanos mapea en 3q12 (Delfau-Larue et al. 1994)

Posteriormente la enzima Protoporfirindgeno oxidasa (PPG-ox) elimina seis
atomos de hidrogeno del PROTOgen IX para dar Protoporfirina IX. Esta enzima es
dependiente de oxigeno, sulfhidrilica y se encuentra asociada a la membrana
interna de la mitocondria (Deybach et al. 1985); su gen en humanos mapea en
1923 (Taketani et al. 1995; Roberts et al. 1995)

El ultimo paso, catalizado por la Ferroquelatasa o Hemosintetasa es la
insercion de un ion ferroso en el anillo porfirinico formandose asi la molécula de
hemo. Esta enzima es oligomerica, sulfhidrilica, fuertemente asociada a la
membrana interna de la mitocondria (McKay et al. 1969; Harbin et al. 1985); su gen
en humanos mapea en 18q21.3 (Taketani et al. 1992).

En condiciones normales la cantidad de ALA, PBG y porfirindgenos que se
acumula y excreta es muy pequena lo cual indica que la biosintesis del hemo se
lleva a cabo en una forma perfectamente controlada. Cuando estos controles fallan
hay una acumulacidn elevada de precursores y/o porfirinas con senas

consecuencias para el organismo.
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El control del camino del hemo se estudidé principalmente en células
hepaticas: El hemo libre regula su sintesis modulando la cantidad de ALA-S activa,
actuando rapidamente por un mecanismo feed-back inhibiendo la actividad del
ALA-S (Scholnick et al. 1972) y mediante un proceso mas lento actuando a nivel
de la sintesis de novo de la enzima. Primeramente se pensd que el hemo reprimia
el gen del ALA-S (Yamamoto et al. 1982; Srivastava et al. 1988); hoy se sabe que
las concentraciones fisiologicas de hemo no disminuyen la velocidad de
transcripcion del mRNA del ALA-S aunque producen un descenso en su
estabilidad, es decir que ejerce un efecto postranscripcional (Drew & Ades, 1989;
Hamilton et al. 1991). El hemo también actua a nivel de la traslocacién del
precursor del ALA-S hacia la matriz mitocondrial (Hamilton et al. 1988; Yamauchi
et al. 1991). Es decir que existe un pool de hemo libre que contiene el hemo recién
sintetizado y del cual a su vez deriva el hemo para la sintesis de hemoproteinas,
de manera tal que si este pool supera las necesidades celulares, el exceso ejerce

su accion sobre el ALA-S.
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CAPITULO I

PORFIRIAS HUMANAS

Il.1. PORFIRIAS

Las porfirias son desdrdenes metabdlicos del camino biosintético del hemo,
cada tipo de porfiria es el resultado de una deficiencia enzimatica parcial primaria
de alguna de las enzimas del camino de las porfirinas, caracterizada por un patron
especifico de acumulacién y excrecidn de precursores, acido §-aminolevdlico (ALA)
y porfobilinégeno (PBG) y/o porfirinas. Estos metabolitos son los causantes de las
manifestaciones clinicas de estas enfermedades, las cuales pueden presentar
cuadros de fotosensibilizacion, hepatopatias 0 sindrome neuroabdominal, que en
algunos casos son similares a los de otras patologias y eventualmente pueden ser
confundidos, por lo cual es fundamental su difusion. El sintoma tipico de la mayor
parte de las porfirias es la fotosensibilidad cutanea, causada por la acumulaciéon de
porfirinas en piel, por efecto de la luz solar estos pigmentos generan radicales
libres que dafan las células ocasionando lesiones dermatolégicas caracteristicas.
Las porfiias hereditarias o adquiridas son desencadenadas por una serie de
factores entre los cuales se encuentran ciertas drogas, el alcohol, el ayuno, el
stress; por esta razon existen listas de drogas clasificadas como seguras o

prohibidas para su administracion a pacientes porfiricos (Batlle & Magnin, 1988).

La deficiencia de una enzima del camino del hemo lleva a su bloqueo con la
consiguiente disminucion del pool de hemo libre, y la consiguiente desregulacion
del ALA-S, por lo tanto, todas las porfirias, ademas de la deficiencia de una enzima

del hemo en particular, se caracterizan por un aumento en la actividad del ALA-S.
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La evolucidon del conocimiento de estas enfermedades se refleja en la
secuencia de las clasificaciones propuestas desde principios de siglo hasta el
presente. (Gunther 1911; Waldestrdm 1937, 1957; Schmid et al. 1954; Watson
1960; Goldberg & Riminton, 1962). La clasificacion tradicional de las porfirias en
hepaticas o eritropoyéticas, segun cual fuera el sitio principal de expresién de la
falla metabdlica, o bien, en cutaneas o agudas de acuerdo a las principales
manifestaciones clinicas, era insuficiente, de alli que una forma mas satisfactoria
de subdividir e identificar a este grupo de enfermedades es sumar al primer criterio,
la division en agudas y no agudas. Con la individualizacion progresiva de los
distintos tipos de porfirias en base a su correlacion clinico-patolégico-bioguimica y
los aportes mas recientes en cuanto a la identificacion del defecto enzimatico
especifico para cada una de ellas se ha llegado (Moore et al. 1987) a la

clasificacion que se ilustra en el siguiente Cuadro:

|. HEPATICAS
AGUDA INTERMITENTE (PAI)
NUEVA PORFIRIA AGUDA (NPA) — AGUDAS
VARIEGATA (PV)
COPROPORFIRIA HEREDITARIA (CPH)
CUTANEA TARDIA (PCT) —

—— NO CUTANEAS

[

CUTANEAS
[l. ERITROPOYETICAS — NO AGUDAS
CONGENITA ERITROPOYETICA (PCE)

PROTOPORFIRIA ERITROPOYETICA (PPE)

li. HEPATOERITROPOYETICA (PHE) ] |
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II.2. PORFIRIAS AGUDAS

Estas enfermedades estan caracterizadas clinicamente por ataques
desencadenados por diversos factores precipitantes como el ayuno, el stress, la
ingestion alcoholica, anticonceptivos orales, ciertas hormonas y diversas drogas
entre las que se encuentran algunos antibidticos y sedantes, por lo tanto es
fundamental un conocimiento de estos agentes para prevenir en pacientes
portadores el desencadenamiento de un ataque agudo. De hecho, es importante
destacar que muchos pacientes portadores de porfiia aguda pueden vivir sin
experimentar jamas un ataque. Clinicamente, las caracteristicas de estos ataques
son dolores abdominales agudos de tipo cdlico, anorexia, nauseas, vomitos,
constipacion a veces alternada con diarreas; a las que se atribuye un origen
neurolégico. Asimismo se dan convulsiones, paralisis de miembros superiores e
inferiores, estados de excitacion, ansiedad, depresion, insomnio y alucinaciones.

Estos ataques agudos pueden llevar a la paralisis respiratoria y la muerte.

Desde el punto de vista bioquimico, la porfiria aguda intermitente (PAl), que
es la mas comun entre las agudas, se debe a un defecto en la PBG-D (Strand et
al. 1970; Broide et al. 1977), dicha falla se transmite en forma autosémica
dominante y esta acompanada por un aumento del sustrato de la enzima (PBG),
asi como del ALA, ya que el ALA-S esta desregulada, por lo tanto hay un aumento
en la excrecién urinaria de ALA y PBG, aunque fuera del ataque dichos
intermediarios pueden presentar valores cercanos al normal. Se propuso que la
sobrecarga de ALA circulante en los pacientes con PAIl induciria, por un
mecanismo mediado por radicales libres, las manifestaciones clinicas de esta
enfermedad (Hermes-Lima et al. 1991, Bechara et al. 1993). La porfiria aguda
menos comun, caracterizada por un aumento del ALA es la nueva porfiria aguda
(NPA), causada por un defecto en el ALA-D y que se transmite en forma
autosdémica recesiva. (Doss et al. 1979). Es importante destacar el hecho de que el
ALA-D es fuertemente inhibida por plomo, razdn por la cual, en el saturnismo se
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presenta un cuadro semejante a una porfiia aguda (Nakao et al. 1968). La
coproporfiria hereditaria (CPH) y la porfiria variegata (PV) son porfirias con
sintomatologia aguda y cutanea; la primera se debe a un defecto en la CPGasa
(Elder et al. 1976) y en la segunda el defecto esta a nivel de la PPox (Brenner et al.
1980). Ambas se transmiten en forma autosdémica dominante y se caracterizan por
un aumento en la excrecion urinaria de precursores de porfirinas y Coproporfirina
en la fase aguda, asi como un aumento de coproporfirina en materia fecal. En la
PV ademas existe un aumento en los niveles de protoporfinna en heces. Existe
una forma homocigota de la CPH, la harderoporfiria la cual se caracteriza por
niveles elevados del intermediario tricarboxilico (Harderoporfirina) en heces
(Nordmann et al. 1983; Doss et al. 1984)

II.2. PORFIRIAS NO AGUDAS

Este grupo de porfirias esta caracterizado por la presencia de
fotosensibilizacion cutanea con ausencia del sindrome neuroabdominal que
caracteriza a las porfirias agudas. En todas las porfirias de este grupo hay una
acumulacion de porfirinas y el tipo de porfirina que se encuentra aumentado
depende de la enzima afectada en cada caso. La acumulacion de porfirinas en la
piel ocasiona fotosensibilizacion ya que al absorber luz, principalmente en la banda
de Soret (400-410 nm), las porfirinas pasan a un estado de excitacion electronica
reaccionando directamente o mediante especies reactivas de oxigeno sobre
estructuras celulares provocando el dafno caracteristico (Magnus et al. 1959,
Spikes 1975, Moan 1984; von Steveninck et al. 1985). Dentro de este grupo, la
mas comun es la porfiria cutanea tardia (PCT) que esta causada por un defecto en
la URO-D y se transmite en forma autosomica dominante (Kushner et al. 1976). La
misma enzima se encuentra disminuida en la porfiria hepatoeritropoyética (PHE)
pero en este caso se trata de una enfermedad recesiva (Pifiol Aguade et al. 1969;

Elder et al. 1981). En ambas porfirias hay una acumulacion de porfirinas altamente
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carboxiladas y los individuos afectados pueden progresar hacia un compromiso
hepatico. Es importante destacar que existe una forma de PCT no hereditaria o
adquirida en la cual la disminucion en la actividad de la URO-D esta restringida al
higado (de Verneuil et al. 1978; Elder et al. 1978).

Existen otras tres porfirias que constituyen el grupo de las porfirias
congénitas de las cuales la mas importante es la congenita eritropoyética (PCE)
que se transmite en forma autosomica recesiva causada por una falla a nivel de la
isomerasa o uroporfirinogeno il cosintetasa con lo cual hay una acumulacién del
isomero no fisioldégico del uroporfirinégeno, el URO | (Romeo & Levin, 1969;
Nordmann & Deybach, 1982; Deybach et al. 1990). Se presenta con
fotosensibilizacion temprana y progresiva con aparicion de ampollas, erosiones,
costras, ulceras, cicatrices y mutilaciones en zonas salientes (nariz, dedos de las
manos, orejas, parpados), es caracteristica la eritrodontia por la formacién de
depdsitos de porfirinas en los dientes. Hay excrecion de niveles elevados de URO
y COPRO de la serie |. La protoporfiria eritropoyética (PPE) es una enfermedad de
transmision autosémica dominante y se debe a una falla en la ferroquelatasa
presentandose con acumulaciéon de protoporfirina que causa la fotosensibilizacion
cutanea que la caracteriza y puede ser diagnosticada en base a los niveles
elevados de protoporfirina en globulos rojos y materia fecal (Magnus et al. 1961;
Bottomley et al. 1975, Nakahashi et al. 1992) y que puede evolucionar hacia una
falla hepatica terminal (Bloomer 1982).

I1.3. ASPECTOS MOLECULARES DE LAS PORFIRIAS

Durante los ultimos afos, con el empleo de técnicas de biologia molecular
en el estudio del camino del hemo se han clonado los cDNA y genes que codifican
las enzimas de esta ruta metabdlica. Este hecho a su vez permitié estudiar a nivel

molecular las fallas genéticas responsables de las distintas porfirias humanas.
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EL ALA-D humana esta codificada por un gen de 13 exones dentro de una
extension de 16 kb (Kaya et al. 1994) cuyo cDNA codifica para un polipéptido de
330 aminoacidos (Wetmur et al. 1986) y hasta el presente se describieron dos
mutaciones de NPA. El cDNA de la PBG-D eritroidea codifica para 344
aminoacidos mientras que el de la forma ubicua para 361 (Raich et al. 1986;
Grandchamp et al. 1987); ambos provienen de un mismo gen de 15 exones en 10
kb (Chretien et al. 1988) y se han descripto 84 mutaciones causantes de PAI. La
isomerasa esta codificada por un gen de 10 exones en 60 kb (Warner et al. 1990)
cuyo cDNA codifica para 265 aminoacidos (Tsai et al. 1988); ya se han descripto
17 mutaciones en PCE. Ei cDNA de la URO-D codifica para 367 aminoacidos
(Romeéo et al. 1986) cuyo gen, de 3 kb contiene 10 exones (Romana et al. 1987) y
hasta el presente se describieron 7 mutaciones en PCT-F y 10 en PHE. El gen de
la CPGasa posee 7 exones y 14 kb (Delfau-Larue et al. 1994) con un cDNA que
codifica para un polipéptido de 354 aminoacidos (Taketani et al. 1994); hasta el
presente se describieron 6 mutaciones en CPH y una en Harderoporfiria. La PP-ox
posee un cDNA que codifica para 477 aminoacidos (Nishimura et al. 1995), que se
transcribe de un gen que contiene 13 exones en 8 kb (Taketani et al. 1995), y se
conocen 5 mutaciones causantes de PV. El gen de la Ferroquelatasa esta
compuesto por 11 exones y comprende 45 kb (Taketani et al. 1992), su cDNA
codifica para 423 aminoacidos (Nakahashi et al. 1990) y se identificaron hasta el

momento 22 mutaciones en casos de PPE.
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CAPITULO Il
UROPORFIRINOGENO DECARBOXILASA

ii.1 PROPIEDADES Y MECANISMO DE ACCION

La URO-D humana (EC 4.1.1.37) es la quinta enzima del camino
biosintético del hemo, esta localizada en el citoplasma y cataliza la remocion
secuencial de los cuatro grupos carboxilos de las cadenas carboximetilo del
UROgen para formar el COPROgen, con la produccion de intermediarios hepta,
hexa y pentacarboxilicos (Mauzerall & Granick, 1958), (Figura lll.1). La URO-D se
purificé de numerosas fuentes tales como, bazo de ratén (Romeo & Levin, 1971)
eritrocitos humanos (de Verneuil et al. 1983; Elder et al. 1983), eritrocitos de pollo
(Kawanishi et al. 1983); higado de vaca (Straka & Kushner, 1983), Rhodobacter
palustris (Koopman et al. 1986), Saccharomyces serevisiae (Felix & Brouillet,
1990), Rhodobacter sphaeroides (Hoare & Heath 1959; Jones & Jordan 1993).
Estos estudios sugerian que la URO-D era un monémero de alrededor de 40 kD,
excepto en eritrocitos de pollo donde se propuso que la proteina era un dimero
(Kawanishi et al. 1983). Recientemente la URO-D humana sobreexpresada en un
sistema bacteriano se purifico a homogeneidad y cristalizd, demostrandose que es
un dimero (Phillips et al. 1997).

Los estudios realizados sobre diferentes fuentes enzimaticas indican que
su pH oOptimo esta en la zona neutra; su punto isoeléctrico entre 4,5 y 6; es
termosensible, excepto en R. palustris donde un calentamiento a 60 °C durante 15
minutos incrementd su actividad 4 veces y fue incluido como un paso en su

purificacion (Koopman et al. 1986). La URO-D humana posee un Km para los
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isomeros | y lll del UROgen, de 0,8 y 0,35 uM respectivamente; se inhibe por
reactivos sulfhidrilicos y metales pesados, indicando la presencia de residuos
cisteina en su sitio activo; también es inhibida por hexaclorobenceno y es sensible
al oxigeno probablemente por oxidacion de su sustrato o por una accion directa del
oxidante sobre la enzima. Aunque se postuld la existencia de dos isoformas en
eritrocitos humanos (Mukerji & Pimston, 1987; 1992), en general hay coincidencia

en cuanto a que no existen isoformas de la enzima.

El mecanismo de accion de esta enzima aun no se conoce; no obstante,
utilizando preparaciones parcialmente purificadas se realizaron numerosos trabajos
para dilucidarlo. La reaccién puede ocurrir sobre los dos isomeros naturales (|l y Ill)
del UROgen, aunque la velocidad de decarboxilacion es mayor cuando utiliza a
este ultimo (Jackson et al.,, 1976; Smith et al., 1976).; Cuando la decarboxilacion
ocurre sobre el isémero Hl, seguiria una ruta preferencial, comenzando con el anillo
D y continuando con los otros tres anillos en el sentido de las agujas del reloj
(Jackson et al. 1976), con el isomero | la decarboxilacidén ocurriria indistintamente
por cualquiera de las dos rutas posibles (Jackson, et al. 1977). Estudios
posteriores realizados sobre eritrocitos humanos sugieren que la decarboxilacion
no se iniciaria en un anillo preferencial (Luo & Lim 1990), esto seria valido al
menos frente a altas concentraciones de sustrato (Jones & Jordan, 1993). Si bien
no se establecid el numero de sitios activos involucrados en la reaccion, se postulo
la posibilidad de que existan cuatro centros activos diferentes (Cornford, 1964, de
Verneuil et al. 1980), En numerosas fuentes estudiadas, la decarboxilacion
ocurriria en dos etapas, una rapida que involucraria la eliminacion del carboxilo en
el anillo D, seguida de una eliminacién mas lenta de los residuos carboxilos de los
anillos A, B, y C, de manera tal que la etapa limitante de la secuencia es la
decarboxilacién del heptaporfirindgeno a coproporfirindgeno (Mauzerall & Granick,
1958; Batlle & Grinstein, 1964; de Verneuil et al. 1980; Tomio et al. 1979; Garcia et
al. 1973; Smith & Francis, 1979, Kardish & Woods, 1980). Se observo un

comportamiento diferente en Rp palustns, (Koopman et al. 1986), en este
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organismo, si el sustrato es el isdbmero lll, la reaccion sigue el esquema observado
en otras fuentes, pero cuando la decarboxilacion ocurre sobre el isémero |, la etapa
rapida implicaba la pérdida de los tres primeros carboxilos, y por lo tanto la etapa

limitante de la reaccion era el paso de pentaporfirindgeno a coproporfirindogeno.

P P
Urogen Il Hexagen I
P M P M

M p M P
-
M M M A
P P P
Coprogen H Pentagen Hl

FIGURAIIL1:  Formacion de UROgen il a COPROgen ll.
P: -CH;-—-CH,--COOH; A: -CH,-COOH; M: -CHs.

lll.2 LOCALIZACION CROMOSOMICA

Mediante un estudio de segregaciéon de URO-D humana en células
somaticas hibridas entre fibroblastos humanos y células de roedores, se observo
que cosegrega con el cromosoma 1, asignandole la ubicacion del gen (de Verneuil
et al. 1984). Posteriormente, utilizando la misma estrategia pero incluyendo células

hibridas con traslocaciones reciprocas entre los cromosomas humanos 1 y 2 se
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establecid la localizacion en el brazo corto del cromosoma 1 (Mc Lellan et al.
1985). Finalmente, mediante hibridizaciéon in situ utilizando un cDNA de URO-D
humana como sonda, se mape¢ el locus del gen en la banda 1p34 (Dubart et al.
1986).

1.3 ESTRUCTURA DEL GEN Y mRNA

El gen de la URO-D o su cDNA fue clonado y secuenciado a partir de
diversas especies: Se publicé la secuencia del cDNA de rata (Roméo et al. 1984;
Romana et al. 1987), humano (Romeo et al. 1986) y de ratén (Wu et al. 1996); asi
como del gen humano (Romana et al. 1987, Moran Jimenez et al. 1996),
Sacharomyces cerevisiae (Garey et al. 1992; Diflumeri et al. 1993), Bacillus subtilis
(Hansson & Hederstedt, 1992), Synechococcus sp. PCC7942 (Kiel et al. 1992),
Escherichia coli K-12 (Nishimura et al. 1993), y Rhodobacter capsulatus (Ineichen
& Biel, 1994), Estos estudios permitieron conocer la secuencia primaria de la
enzima. La secuencia primaria de la URO-D humana deducida de la secuencia de
su cDNA indica un alto grado de homologia con secuencias provenientes de otras
especies (Romana et al. 1987, Wu et al. 1996).

El analisis de “southern blot” sobre el DNA gendmico reveld que el gen
de la URO-D humana esta en una unica copia (Roméo et al. 1986 a), ademas,
mediante “northern” y secuenciacién de clones provenientes de librerias humanas
eritroides y no eritroides, no se observaron diferencias de tamafio ni de secuencia
en el mMRNA que pudieran suponer la posibilidad de splicing alternativo entre
células eritroideas y no eritroideas (Roméo et al. 1986 a y b; de Verneuil, 1986;
Romana et al. 1987). Durante la diferenciacion eritropoyética, se incrementan los
niveles de mMRNA de la URO-D lo cual se deberia a un aumento tejido especifico

de la actividad transcripcional del gen (Roméo et al., 1986 b).
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E! clonado y secuenciacion del cDNA de la URO-D humana mostrd que
el RNAm tiene una longitud de 1.197 bases y codifica para un polipéptido de 367
aminoacidos y 40.830 Daltons (Roméo et al. 1986). Posee una regién 3' no
codificante de 75 bases, con una secuencia de poliadenilacion (5’AATAAA3') a 19

bases “downstream” del extremo 3' y una regidn 5 no codificante de 18 bases.

La estructura del gen, deteccion de sefales regulatorias en los extremos
5y 3, asi como las secuencias del promotor y de las uniones exon-intron fueron
determinadas por Romana et al. (1987) y la secuencia completa del mismo fue
publicada por Moran-Jimenez et al. (1996); esta compuesto por 10 exones dentro
de una extension de aproximadamente 3 kb; no obstante la secuencia publicada
por Moran-Jimenez (1996) comprende alrededor de 4,5 kb ya que es mas extensa
en la region flanqueante 5, que la publicada por Romana (1987), la cual
correspondia a las 310 pb "upstream” del sitio de inicio de transcripcion. Los
exones tienen entre 20 y 162 pb mientras que la longitud de los intrones varia entre
70y 621 pb (Figura Ill.2 y Tabla Ili.1). Presenta dos sitios de inicio de transcripcion:
uno ubicado 18 bases upstream del codén ATG iniciador de la traduccion del cual
parten el 90% de las transcripciones y el otro, esta 6 pb upstream de éste. Ambos
sitios se utilizan en iguales proporciones en todos los tejidos estudiados (Romana
et al. 1987). El cDNA descripto por Roméo et al. (1986) corresponde al mMRNA
iniciado en el segundo sitio de transcripcion. La region promotora no es rica en GC
comparada con la de otros genes “housekeeping”, y presenta dos elementos
consenso. una pseudo TATA box (5TTAAATT3') que no es homodloga a la
secuencia canédnica para este elemento, localizada en la posicidn -26 del sitio
principal de inicio de transcripcion y una GC box (5GGGGCGGAGC3'), en la
posicion -60, que a diferencia de lo que ocurre en numerosos promotores de genes
housekeeping sélo hay una de estas secuencias; la misma es perfectamente
homodloga a la secuencia consenso para el "binding” del factor de transcripcion
Sp1, ademas es interesante el hecho de que no posee CAAT box a menos que la
secuencia ubicada a -80 (5'CCAAG3') pueda cumplir la misma funcion. En el
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extremo 3' se encontr6, 19 pb downstream de la sefial de poliadenilacion, una
secuencia (5'TGTGTAGT?3'), la cual es homologa a la secuencia consenso
5YGTGTTYY3 (donde Y es una pirimidina) presente en numerosos genes
eucariotas y estaria involucrada en procesos de terminacion, clivaje vy
poliadenilacion del mRNA (Mc Lauchland et al, 1985).

‘ TGA AATAAAA

FIGURA 1II.2: Estructura del gen de la URO-D humana.

Tabla lll.1: Tamaros publicados para los exones e intrones del gen de la URO-D

~ EXON Longitud INTRON Longitud |

' S (pb) (pb)
20 1 621
113 2 115
80 3 76
63 4 239
198 5 117
162 6 368
138 7 159
101 8 103
67 9 332
162
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Hasta el presente se describieron cinco diferencias no patoldgicas con la
secuencia del cDNA publicada por Roméo et al. (1986), en las posiciones 87,
325, 376-377-378, 931 y 1027: 87 (GCT—->GCC), 325 (AGC—-GGC), 376-377-
378 (GCG—CGC), 931 (ITGHCTG) y 1027 (TITG—-LTG) (de Verneuil et al.
1986 ; Garey et al. 1993; Mc Manus et al. 1994).
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CAPITULO IV

PORFIRIA CUTANEA HEPATICA

IV.1 DEFECTO ENZIMATICO

Tanto en la PCT como en la PHE, la actividad de la URO-D esta disminuida
(Kushner et al. 1976, Elder et al. 1981), en la primera airededor de un 50%
mientras que en la segunda, los valores son menores al 10% del valor normal. La
PCT se transmite en forma autosémica dominante, mientras que la PHE es
recesiva, y se ha propuesto que seria una forma homocigota de PCT (Elder et al.
1981; Lazaro et al. 1984).

La PCT puede ser hereditaria o familiar (PCT-F) en este caso la URO-D esta
disminuida en todos los tejidos, y adquirida (PCT-A) en la cual la deficiencia esta
limitada al higado (Kushner et al. 1976; Blekenhorst et al. 1976; Elder et al. 1978;
De Verneuil et al. 1978, Doss et al. 1980); ambos tipos de PCT se pueden
diferenciar mediante la determinacion de la actividad de URO-D eritrocitaria (Elder
et al. 1980), que es normal en individuos con PCT-A, y en quienes la faila a nivel
hepatico muestra una actividad enzimatica reducida, pero con cantidades de
proteina inmunorreactiva normales (Elder et al. 1978, 1983, 1985), sugiriendo Ia

presencia de un inhibidor en el higado.

IV.2 PORFIRIA CUTANEA TARDIA

La PCT es la porfiria mas comun (Dean 1963), y la mayoria de los casos

corresponden a la forma no hereditaria. En estudios dirigidos a conocer la
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prevalencia de PCT-F y PCT-A, Held et al. (1989) midieron ia URO-D eritrocitaria
en 40 pacientes PCT encontrando la enzima disminuida en el 28% de los mismos;
del estudio de otros 80 pacientes PCT no relacionados, el 22,5% resulté ser PCT-
F (Koszo et al. 1992). Los pacientes con PCT-A se caracterizan por no presentar
antecedentes familiares de PCT y haber estado expuestos a factores
desencadenantes (Waldenstrom 1967; Pinol Aguadé, 1975; Topi, 1977; Eider,
1978, 1985); no obstante se conocen familias con URO-D eritrocitaria normal pero
con casos de PCT en miembros de distintas generaciones, lo cual no se pudo
atribuir a una exposicion a agentes desencadenantes, sino a pensar en una
predisposicion genetica en la PCT-A (Roberts et al. 1988; D'Alessandro et al.
1989).

Existen numerosos factores desencadenantes de PCT, tales como el
alcohol, estrégenos, ciertos hidrocarburos aromaticos policlorados hepatotoxicos
como el hexaclorobenceno (HCB), 2.3,7,8-tetracloro dibenzo-p-dioxina (TCDD)
(Schmid 1960; Becker, 1965, Goldstein et al. 1973; Pimstone, 1975; Elder &
Magnus 1975; Taylor & Roenigk, 1976; Elder et al. 1978; Strik et al. 1980;
Kawanishi et al. 1983). La sobrecarga de hierro también es un factor importante; es
comun la siderosis hepatica en la PCT aunque no siempre esta presente, y se
postulé que el hierro es un inhibidor de la URO-D (Joubert et al. 1973; Turnbull et
al. 1973, Kushner et al. 1975; Felsher & Kushner, 1977, Koopmann et al. 1987). El
higado es el sitio de sobreproduccion de porfirinas (Schmid et al. 1954), y la
acumulacién de uroporfirinas en el higado de pacientes PCT podria contribuir a la
disminucion de la URO-D ya que las porfirinas en altas concentraciones inhiben
esta enzima (Smith et al. 1981, Jones & Jordan, 1993). La diminucion en la
actividad de URO-D hepatica, en pacientes PCT oscila entre un 25 y 50% del valor
normal (Kushner et al. 1976, Elder et al. 1978; Felsher et al. 1982)

La PCT tiene penetrancia variable y aparentemente baja; esto

explicaria la necesidad de factores desencadenantes para que se manifieste la
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enfermedad (Kushner et al. 1976). Ademas la determinacion de URO-D eritrocitaria
en individuos PCT y normales mostré discrepancias entre hombres y mujeres, asi
Felsher et al. (1978) encontro valores semejantes en ambos sexos mientras que
Kushner et al. (1976) encontré en mujeres valores en promedio correspondientes
al 70% del observado en hombres, ésto se atribuyd al efecto de terapias con

estrogenos.

IV.2.1 SIGNOS BIOQUIMICOS

La disminucion de la URO-D hepatica produce una aita concentracion
de porfirinas en el higado, que se excretan por bilis y pasan a las heces. Ademas,
las porfirinas altamente carboxiladas se desvian a la circulacién sistémica para
excretarse por orina, observandose un patrén de excrecién caracteristico de la
PCT con elevadas cantidades de uro y heptaporfirina y en menor proporcion
porfirinas de 6 a 4 carboxilos; este patron se observa aun a bajas concentraciones
de porfirinas, como ocurre en familiares asintomaticos de PCT-F (Doss et al. 1971,
Magnin et al. 1980); la orina de pacientes sintomaticos suele presentar un color
rojo oscuro y fluorescencia a la luz de Wood por la presencia de alta concentracion
de porfirinas. Se observa una elevada concentracion de uroporfirinas e
isocoproporfirina en heces (Elder 1975) y altos niveles de porfirinas en plasma
(Moore et al. 1973).

IV.2.2 SINTOMATOLOGIA

En general los pacientes no presentan manifestaciones clinicas de PCT
cuando no han estado expuestos a la accidon de hepatotoxinas desencadenantes
de la enfermedad. La PCT es mas comun en hombres, es de apariciéon tardia,
generaimente después de los 30 afios y mas frecuentemente entre 40 y 60 afos,
aunque se han descripto varios casos de PCT infantil (Welland & Carlsen 1969;
Strock et al. 1972; Kansky A. 1974, Batlle et al. 1989)
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La PCT se caracteriza clinicamente por presentar manifestaciones
dermatologicas y hepaticas sin sintomatologia aguda y se la conoce también como

porfiria cutanea hepatica (Enriquez de Salamanca et al. 1982).

En los pacientes con PCT se observa fragilidad cutanea y ampolias
dermoliticas en zonas expuestas a causa de la fotosensibilizacion cutanea. Las
ampollas se abren, erosionan, ulceran y dan lugar a costras, cicatrices y pueden
formarse quistes epidérmicos principalmente en el dorso de las manos. La piel se
oscurece y tiende a la esclerosis; existen formas de PCT esclerodérmicas que
pueden ser confundidas con esclerodermias (Magnin et al. 1982). El pelo adquiere
color negro intenso ya que las porfirinas estan involucradas en el metabolismo de
la melanina y utilizan al foliculo piloso como via de excrecion, hay hipertricosis
malar, de pabelldn auricular y cejas. lesiones oculares tales como cicatrices
palpebrales, pigmentacidn melanica de parpados, esclerosis de parpados,
conjuntivitis, queratitis ampollar o erosiva. En algunos casos puede haber también

hiperglucemia.

Frecuentemente la PCT esta asociada con distintos grados de daro
hepatico. El sindrome hepatico se inicia con manifestaciones inespecificas:
dispepsia, anorexia, astenia, hepatomegalia. La siderosis hepatica es casi un rasgo
constante en la PCT (Lamont et al. 1961; Elder et al. 1972; Pimstone, 1975, 1982;
Meyer y Schmid, 1978). En el higado porfirico se observan diversos tipos de
lesiones histopatologicas: ampliacion portal por infiltrado de células mononucleares
y por fibrosis, necrosis focal perilobuliliar, distorsion de la arquitectura lobulillar,
esteatosis y depédsitos de hierro, semejante a lo observado en hemocromatosis
(Saver & Funk, 1969; Mascar¢ et al., 1973; Toppi & D’Alessandro Gandolfo, 1978).

La severidad de la hepatopatia subyacente parece estar en relacion con

la edad del paciente o con el tiempo de evolucion de la enfermedad (Cortés et al.
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1980). Ippen (1982) sostiene que la PCT no tratada progresa en el curso de 5-20
anos desde una esteatosis focal con o sin siderosis a la que se agrega luego
fibrosis y mayor siderosis que evoluciona hacia una cirrosis hepatica. Zeilicoff et al.
(1987) estudiaron 22 pacientes con PCT en los cuales predomind la hepatitis
cronica, y el dano hepatico estaba directamente relacionado con la deficiencia de
URO-D hepatica.

El alcohol, y otros agentes hepatotdxicos son factores desencadenantes
tanto de la manifestacion sintomatolégica de la PCT como de la disfuncion
hepatica. Ademas existe una importante asociacidon entre PCT vy virus

hepatotropicos (Fargion et al. 1992; Mar de Castro et al. 1993).

IV.2.3 TRATAMIENTOS

De los tratamientos utilizados en pacientes con PCT, es muy comun el
empleo de cloroquina (Colomb,1957), que en el higado forma complejos solubles
con uro y coproporfirinas, facilitando su eliminacién renal (Scholnik et al. 1973;
Chinarro et al. 1983). Si bien a altas dosis es hepatotéxico (Cripps & Curtis, 1962,
Flesher & Redker, 1966), su uso prolongado, a muy bajas dosis, es tolerado y
permite una completa remision clinica y bioquimica de la porfiria entre 7 y 18
meses de tratamiento (Taljaard et al. 1972; Kordak et al. 1981; Ashion et al. 1984).

El uso de flebotomias (Ippen, 1961) también es utilizado en la terapia de
PCT. Las sangrias repetidas permiten reducir el exceso de hierro de los depésitos
corporales normalizando la sidermia y llegando a la remisién clinica y bioquimica
de la PCT entre 9 y 18 meses de tratamiento (Lundvall, 1971, Ramsay et al. 1974;
Ippen, 1977, Enriquez de Salamanca et al. 1980). Es mas eficaz la combinacion de
flebotomias con cloroquina que permite eliminar simultaneamente el exceso de

hierro y porfirinas hepaticas, acelerando el proceso de recuperacion, pudiendo
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llegar a una completa remision entre 30 y 150 dias de tratamiento.(Swanbeck &
Wennersten, 1977; Batlle et al. 1988, Guzman et al. 1972).

El uso de S-Adenosil-metionina (SAM) es particularmente util en
pacientes en los cuales existe dafo hepatico severo, anemia hemolitica,
disfunciones cardiovasculares, donde las flebotomias estan contraindicadas, ya
que el SAM también elimina el hierro hepatico. EIl SAM es un precursor del GSH
(Guilidori et al. 1984), en porfiria inducida en ratas por hexaclorobenceno
(Rimington & Ziegler, 1963), se observo que inyecciones intraperitoneales de GSH
facilitan la movilizacion de hierro libre aumentando su captacién y transporte a la
bilis ya que forma un conjugado con éste; ademas el GSH contribuiria a evitar la
oxidacion de los porfirinégenos a porfirinas asi como de los grupos sulfhidrilos del
sitio activo de la URO-D. Por otro lado, el GSH juega un papel fundamental en la
detoxificacion (Gillette et al. 1984), El SAM aumenta los niveles de GSH hepatico,
su administrcidn combinada con cloroquina es el tratamiento mas conveniente, y
se alcanza una completa remisién clinica y bioquimica de la PCT entre los 2 y 6

meses de tratamiento (Batlle et al. 1987, 1988).

IV.2.4 PATOLOGIAS ASOCIADAS ALA PCT

Fargion et al. (1992) sugirieron que la infeccidon con el virus de la
hepatitis C (HCV) esta involucrada en la hepatopatia porfirica y que podria actuar
como desencadenante de la expresion fenotipica de la PCT. Estudios realizados
en paises mediterraneos como ltalia, Espana y Francia mostraron una elevada
prevalencia del HCV en pacientes PCT (Fargion et al. 1992; Mar de Castro et al.
1993; Herrero et al. 1993; Cribier et al. 1995), sugiriendo también que el virus seria
uno de los principales factores patogeénicos. Estos hallazgos estan sin embargo en
contraste con los datos obtenidos en Alemania e Irlanda (8 y 10%) (Murphy et al.
1993; Stolzel et al. 1995) y los encontrados en Holanda y Australia del 18 y 20%
respectivamente (Siersema et al. 1992; Gibson et al. 1995). Hasta la fecha hay
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solo 3 estudios con un numero reducido de pacientes (5 a 8) en América (Wolff et
al. 1994; Koester et al. 1994; Lim et al. 1995) y sélo uno acerca de dos pacientes
japoneses (Tsukazaki et al. 1994). También se prenentaron casos de PCT
asociada a la presencia del virus de hepatitis B y de inmunodeficiencia humana
(Navas et al. 1995; Wissel et al. 1987).

IV.3 PORFIRIA HEPATOERITROPOYETICA

La PHE se manifiesta desde el nacimiento o durante la infancia,
generalmente a lo largo del primer ano de vida, es clinicamente semejante a la
PCT pero mas severa y con una actividad de URO-D entre 5 y 10% del valor
normal. (Pifol Aguadé et al. 1975; Elder et al. 1981, Lim y Poh-Fitzpatrick, 1984;
Lazaro et al. 1984; de Verneuil et al. 1984). La gravedad de esta porfiria hace que
pueda ser confundida con una PCE (Pinol Aguadé et al. 1969; Hofstad et al. 1973;
Bernan, 1974, Cruces-Prado et al. 1980), aunque existen casos leves, los cuales
pueden ser confundidos con PCT. Es una enfermedad recesiva, y se la considerd
una forma homocigota de la PCT (Elder et al. 1981; Lazaro et al. 1984; Toback et

al. 1987). Hasta el presente hay alrededor de 30 casos descriptos.

Esta porfiria se caracteriza por una excesiva produccién de porfirinas
tanto en higado como en médula ésea (Pifiol Aguadé et al. 1975) Desde el punto
de vista bioquimico el patron de excrecion de porfirinas urinarias es similar al
observado en la PCT, con excesivas cantidades de uro y heptaporfirinas; en heces
se encuentran niveles elevados de uroporfirina e Isocoproporfirina (Eriksen &
Eriksen, 1974, Day & Strauss, 1982); ademas hay una elevada concentracion de
protoporfirina en gldbulos rojos (Czarnecki, 1980). Clinicamente se presenta con
severa fotosensibilidad, fragilidad cutanea, hipertricosis, hepatoesplenomegalia, y
puede haber casos de cirrosis hepatica.
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IV.4 GENETICA MOLECULAR DE LAPCT Y PHE

Las proteinas mutantes de URO-D presentes en pacientes con PCT-F y
PHE se pueden dividir en tres grupos basandose en su actividad y en la
reactividad de las mismas frente a anticuerpos anti URO-D (Elder et al. 1983; de
Verneuil et al. 1984), de esta manera se definen como “Cross-reactive
immunologic material” (CRIM), y se pueden tener proteinas mutantes CRIM
negativas cuando la actividad al igual que la inmunoreactividad estan disminuidas,
CRIM positivas cuando la actividad esta reducida pero su inmunorreactividad es
normal, y CRIM supernegativas cuando hay ausencia de proteina detectable con
una actividad enzimatica significativamente reducida; en PCT-F se han identificado
casos de CRIM negativo mientras que en PHE se han descripto formas CRIM
negativo y positivo (de Verneuil et al. 1984; Sassa et al. 1983; Kozo et al. 1990).
Los CRIM positivos podrian resultar mas probablemente de mutaciones puntuales
de cambio de aminoacido (missense), mientras que entre las mutaciones que con
mayor probabilidad den un CRIM negativo estan las inserciones, deleciones,
mutaciones que lleven a una transcripcion anormal del gen, a un splicing aberrante
del mRNA o a una proteina menos estable, y mutaciones que den un codon de

stop de sintesis de proteinas (nonsense).

Las mutaciones encontradas tanto en PCT-F como en PHE estan
resumidas en la tabla IV.1. En 1986 se encontré la primera mutacién en el locus de
la URO-D asociada a un caso de porfiria (de Verneuil et al.,, 1986), tratandose de
una mutacién puntual (GGG—->GAG) GLY281—->GLU que producia una proteina
menos estable frente a un lisado de linfocitos. En un estudio realizado acerca de la
prevalencia de dicha mutacion, en PHE y PCT-F (de Verneuil et al. 1988), se
encontré que la misma estaba presente en 3 de 5 familias con PHE y en ninguna
de las 13 familias con PCT-F estudiadas. En 1989, Garey et al. encontraron en un

paciente con PCT-F, una mutacién puntual en la misma posicién pero el
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aminoacido resultante era distinto (GGG-GTG) GLY281—-VAL. Ambas

mutaciones conducen a una proteina de menor estabilidad a la degradacion que la
normal pero la mutacion asociada a PCT-F da como resultado una proteina con

una vida media in vivo menor que la asociada a PHE.

En 1990 Garey et al. encontraron otra mutacién asociada a PCT-F pero
en este caso se tratdé de una mutacion de splicing ya que es un cambio G—C en la
primer base del intrén 6, la cual es critica para la eliminacion de dicho intréon y por
lo tanto el exdn 6 se elimina junto con el intron en la maduracion del mMRNA,; esta
pérdida de 162 bases conduce a un mRNA cuya estabilidad no es menor a la
normal pero la proteina resultante es menos estable frente a un lisado de
linfoblastos y resulté totalmente inactiva, como se observé al expresar la mutante

en un sistema procariético.

En 1991, Romana et al. encontraron otra mutacion puntual en un
paciente con PHE (GAG—AAG) GLU167—-LYS que producia una proteina menos
estable y menos activa. Para determinar si habia alguna relacion entre las
mutaciones responsables de la PCT y la PHE estos mismos autores estudiaron 6
pacientes con PCT-F no relacionados y no encontraron dicha mutacién en ninguno
de ellos lo cual indicaria una heterogeneidad en las mutaciones responsables de
los fenotipos de PCT y PHE. En 1992, de Verneuil et al. encontraron otra mutacion
puntual (CGG—>GGG) ARG292—»GLY y una delecién causantes de PHE en dos
hermanas de padres no consanguineos de origen caucasico, ninguno de los
cuales presentaba cuadro clinico de porfiria, aunque la URO-D sanguinea estaba
reducida al 50% en ambos padres, siendo menor al 10% en las hijas. La madre era
portadora de la mutacion puntual y el padre era portador de una gran delecién a
nivel del DNA (al menos 3 Kb correspondientes al gen de la URO-D) aunque la
misma no fue caracterizada. Los autores no encontraron la mutacion
ARG292—GLY en 13 pacientes con PCT-F; esta mutacién no lleva a una proteina

menos estable frente a un lisado de linfoblastos, pero se trata de una posicion
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conservada en la URO-D de varias especies y podria ser esencial para actividad

catalitica de la enzima.

De Verneuil et al. (1992) estudiaron la prevalencia de las mutaciones
encontradas en el locus de la URO-D observando que las que estan presentes en
una de las porfirias no se hallan en la otra y que las mutaciones mas frecuentes
son para PHE GLY281-5GLU, y para PCT-F la pérdida del ex6n 6. Con el
proposito de determinar la existencia de una base genética en la PCT adquirida,
Garey et al. (1993) realizaron un estudio sobre 10 pacientes con PCT-A sin

encontrar mutaciones ni en el cDNA ni en el promotor de la URO-D.

En 1994, Meguro et al. estudiaron un caso de PHE el cual presentaba
una forma moderada de la enfermedad causada por la presencia de mutaciones
distintas en ambos alelos, una era VAL134—»GLN debida a tres sustituciones
puntuales secuenciales (T417G418T419—CCA) y la otra era la mutacion puntual
(CAT—CCT) HIS220—»PRO. Ambos progenitores y tres hijos del paciente tenian
una URO-D eritrocitaria reducida al 50% lo cual es esperado cuando la falla esta
en heterocigosis; en el paciente, doble heterocigota, la actividad en linfocitos fue
4% y en higado 2% mientras que en eritrocitos fue del 16%. La expresion de
ambas mutantes en células CHO reveld que la proteina con la mutacion
VAL134—GLN tenia el 80% de la actividad normal, mientras que en la proteina
con HIS220—-PRO era del 40% lo cual es consistente con el rol propuesto por
Kawanishi et al. (1983) para la HIS220 en la actividad de la enzima y con el hecho

de que la VAL134 esta altamente conservada en la filogenia. Ambas proteinas
tenian estabilidad normal.

Moran Jiménez et al.(1996), encontraron 2 mutaciones puntuales
en estado homocigota responsables de PHE, (CCT—>CTT) PRO62—LEU en
una familia portuguesa y (TAT->TGT) TYR311—5CYS en una familia italiana,

ambas proteinas mutantes presentaron reducida actividad en un sistema de
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expresion en E£. coli, ademas la segunda mutaciéon produce una proteina mas

termosensible.

Mc Manus et al. (1996; 1997) encontraron 7 mutaciones en
pacientes australianos, una en PHE y 6 en PCT-F dos de las cuales estaban en
el mismo alelo. Se encontraron en pacientes con PCT-F una mutacién
nonsense, (CGA—-TGA) ARG143—>STOP; en un mismo alelo se detecto la
delecion de una citosina en la posicion 890 del cDNA con el consecuente
corrimiento del marco de lectura y aparicion de un coddn stop, junto con la
mutacion missense (CTG->»CAG) LEU253—GLU, la cual al expresarla en E. coli
mostré una actividad del 3-6% del valor normal; una delecion de 31 pares de
bases (828-858 del cDNA) en el exon 8 que provoca un corrimiento del marco
de lectura con aparicién de un codon stop, originando una proteina truncada sin
actividad como fue comprobado por su expresién en un sistema bacteriano; y
otras dos mutaciones missense: (ATT—ACT) ILE334—»TRE y (GGG—->AGG)
GLY318—>ARG con actividades del 15% y normal respectivamente, al
expresarias en E. coli . Ademas, esta ultima proteina no fue mas sensible a la
degradacion que la normal frente a un lisado de linfocitos. La mutacion
encontrada en homocigosis, un paciente con PHE, fue el cambio (GCT—>GGT)
ALA80—-GLY, cuyo producto presentd una actividad reducida a un 15-39% del

valor normal al expresarla en E. coli.

Hasta el presente solamente dos mutaciones descriptas en PHE se
detectaron en pacientes con PCT-F, Mc Manus et al. (1995) encontraron en un
paciente la mutacion VAL134—-GLN, y Roberts et al. (1995), la mutacion
Gly(281)—>Glu.



TABLA V. 1: Mutaciones en la URO-D humana

MUTACION UICACION PORFIRIA RFERENCIA
P62L EXON 3 PHE Moran Jimenez et al
1996
A80G EXON 4 | PHE - |McManus et al 1996
R143X EXON 5 PCT-F McManus et al 1997
V134Q EXON 5 PHE y PCT-F |Meguro et al 1994 y
Roberts et al 1995
E167K EXON 6 PHE Romana et al 1991
IVS6+1 INTRON 6 PCT-F Garey et al 1990
H220P EXON 7 PHE Meguro et al 1994
L253Q EXON 7 PCT-F McManus et al 1997
G281E EXON 8 PHE y PCT-F |de Verneuil et al 1986 y
McManus et al 1995
828del31 EXON 8 PCT-F McManus et al 1996
G281V EXON 8 PCT-F Garey et al 1989
890delC EXON 8 PCT-F McManus et al 1996
Y311C EXON 9 PHE Moran Jimenez et al
1996
R292G EXON 9 PHE de Verneuil et al 1992
G318R EXON 10 PCT-F McManus et al 1996
1334T EXON 10 PCT-F McManus et al 1996
Delecionde 3 kb |GEN COMPLETO |PHE de Verneuil et al 1992
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MATERIALES Y METODOS



I REACTIVOS Y ENZIMAS

La mayoria de los reactivos fueron de Merck, Sigma, Gibco, Promega, Bio
Labs, QUIAGEN y Perkin Eimer. La Uroporfirina ill y Coproporfirina lll fueron de
Porphyrin Products Inc. (USA). Para la obtencion de linfocitos se utilizd Ficoll-
Paque de Pharmacia. La proteinasa K (Gibco) se solubilizé en Tris-HCI 50 mM pH
8, acetato de calcio 4 mM a una concentracion de 2,5 mg/ml. Para la extraccién de
RNA se empled RNAzol™B (BIOTECX). La transcriptasa reversa (M-MLV) vy la
Tag DNA polimerasa fueron de Gibco. La Vent DNA polimerasa y las enzimas de
restriccion fueron de BIO Labs. Para la Long Range PCR se utilizé la rTth DNA
polimerasa XL de Perkin Elmer y el DNA templado fue obtenido mediante el kit
Puregene (Gentra). Los productos de PCR se purificaron para su secuenciacion
empleando minicolumnas Wizard™ (Promega) o el Kit de purificacion QUIAquick
de QUIAGEN. En la secuenciacion de simple cadena por secuenasa se utilizo el
T"Sequencing Kit de Pharmacia y en la secuenciacion de templados doble cadena
por Taq DNA polimerasa se utilizaron el fmol Sequencing System de Promega o el
Amplicycle Sequencing Kit de Perkin Elmer. El radioactivo utilizado fue [a358]dATP
(1.348 Ci/mmol; 12,5 mCi/ml), [«**P]JdATP (1.000-3.000 mCi/mmol 10 mCi/mi) o
[«*?P]JdCTP (3.000 mCi/mmol 10 mCi/ml) de DUPONT. Para las autorradiografias
se utilizaron peliculas Kodak X-OMAT AR o AGFA CURIX RP1. La cepa de E. coli
JM 109 fue de GIBCO y el plasmido de expresion pKK 223-3, de Pharmacia.

Los primers utilizados fueron disefiados con asistencia del programa OLIGO
y sintetizados por Cybersym (Lenni, RA, USA) o por el Dpto. de Genética Humana,
The Mount Sinai School of Medicine, Nueva York, USA.
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II.  MATERIAL BIOLOGICO

Il.1 Obtencioén y procesamiento de la sangre para las determinaciones bioquimicas

La sangre fue extraida por puncién venosa utilizando heparina como
anticoagulante (0,1 ml para 10 ml de sangre), los glébulos rojos (GR) se separaron
del plasma por centrifugacion de 15 min a 2.000 rpm en una centrifuga clinica
Rolco CM 36. Para la determinacion de ALA-D, PBGasa y Deaminasa, 0,5 ml de
GR se lisaron con 0,1 ml de Triton X 100 5% y se diluyeron 15 veces con buffer
Tris-HCI 0,05 M pH 7,4. Para la determinacién de URO-D, los GR se lisaron por
congelamiento-descongelamiento, agregado de Triton X 100 5% (0,2 ml por mi de
GR) y se diluyeron en buffer fosfato de sodio 0,067 M pH 7 como se indica en
resultados.

I1.2 Conservacion de orina para la determinacion de porfirinas

Los estudios se realizaron en orina de 24 horas, mantenida a 4 °C y
oscuridad.

11.3 Obtencion de linfocitos para la extraccion de ARN y ADN

La sangre se extrajo por puncién venosa utilizando EDTA 0,5M pH 8 como
anticoagulante (1 ml cada 14 ml de sangre), se centrifugd 15 min. a 2.400 rpm en
una centrifuga ROLCO CM 36, se separé la capa de leucocitos y se la
homogeneiz6 en 5 ml de PBS. Los linfocitos se separaron en un gradiente de
densidad formado por 3 ml de Ficoll-Paque, centrifugando 20 min. a 1.700 rpm.
(Boyum 1968). La capa conteniendo los linfocitos se homogeneizd en 5 mi de PBS
y se centrifugd 15 min a 1.000 rpm, se descarté el sobrenadante y el pellet se
empled como fuente de ARN y ADN.
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La eficiencia de la extraccion de linfocitos se evalué por recuento en camara
de Neubauer de una suspension de 0,02 ml de linfocitos en PBS y 0,02 mi de una
solucion de Trypan Blue. Se contaron las células viables de los cuadros laterales
de la camara (T). La cantidad de células se calculd mediante la siguiente formula:
Células/mi= T x 2 x 10.000

ill.  ESTUDIOS BIOQUIMICOS EN PACIENTES

1.1 Determinacion de porfirinas urinarias totales

Se realizd segun el método de Seubert & Seubert (1983). 1 ml de orina (pH
entre 5y 7) se sembré en una resina anidonica DOWEX 2x-8 empaquetada en una
columna cromatografica de 0,8 cm x 3,0 cm. Luego se lavé con 10 ml de agua
destilada. Seguidamente se eluyeron las porfirinas retenidas en la columna con 3
volumenes de 2 ml de HCI 3 N, y se midieron en un espectrofotometro SHIMADZU
uv-21 OA.

La concentracion de porfirinas se calculd mediante la siguiente expresion:
mg Porfiml = [2 x Amax - (A’ + A®Y] x V x F

donde:
A*®: absorbancia a 380 nm
A*?: absorbancia a 430 nm
Amax: maximo de absorbancia entre 400 y 410 nm
V: volumen total del eluido
F:1.185
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I11.2 Extraccion y determinacion cuantitativa de porfirinas esterificadas

Las porfirinas urinarias fueron extraidas segun la metodologia de Batlle
& Grinstein (1962) y se cuantificaron de acuerdo a With (1975).

Se tomaron 10 mi de orina y se llevaron a su punto isoeléctrico (pH 3-
3,2) con acido aceético glacial; las porfirinas se adsorbieron sobre talco y la
suspension formada se centrifugé 10 min a 2.000 rpm en una centrifuga clinica
Rolco CM 36. Luego se lavo el talco con 10 ml de agua destilada, se centrifugd de
igual forma, se descart6 el sobrenadante y se esterificaron las porfirinas con 10 mi
de una mezcla de metanol:H,SO4 (90:10 viv), se agitd y se dejoé el tubo cerrado en
oscuridad 16-24 horas a temperatura ambiente. Seguidamente se centrifugé 10
minutos a 2.000 rpm y se transfirid el sobrenadante a una ampolla de decantacion
y se extrajeron las porfirinas con cloroformo hasta fluorescencia negativa en el
solvente organico. El extracto cloroférmico se llevd a neutralidad con un lavado de
bicarbonato de sodio al 6%. La emulsion formada ocasionalmente, durante la
extraccion, se elimind realizando un lavado con NaCl 7%. Finalmente, la solucion

cloroformica se filtré a través de un papel de filtro embebido en el mismo solvente.

Las porfirinas esterificadas contenidas en la fraccion cloroformica se
concentraron y se sembraron en una placa de silica-gel (25 x 25 cm Kieselgel 60,
Merck) junto con testigos de COPRO, PENTA, HEXA, FIRIA y URO; la placa se
sometié a una primera cromatografia ascendente durante 20 min en una cuba
saturada con benceno:metiletiicetona (20:1,5 v/v) y luego una segunda corrida de
90 min en una mezcla de benceno.metanol.acetato de etilo:éter de petréleo
(25:1:0,5:3; viv). Luego de cada corrida las placas se secaron en una corriente de
aire tibio. La posicion de las porfirinas se determino por su fluorescencia bajo la luz
UV y se las identificdé por la posicidn de los testigos. Para realizar una
determinacién cuantitativa de la composicidn de porfirinas en la muestra se

rasparon las manchas fluorescentes de la placa, se extrajeron las porfirinas con 2
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mi de cloroformo y se cuantificaron en un espectrofotometro SHIMADZU-UV 21
OA.

La concentracidon de porfirinas esterificadas se calculd segun la

siguiente expresion:
mg Porf = [2 x Amax - (A*° + A®%)] x V x F

donde:
A>®: absorbancia a 380 nm
A*®: absorbancia a 430 nm
Amax: maximo de absorbancia entre 400 y 410 nm

V: volumen de la solucion cloroférmica
F: 2721

II1.3 Porfirinas plasmaticas

Se determinaron mediante el indice de porfirinas plasmaticas (IPP),
desarrollado por Schoua & Batlle (1987), para el cual, la sangre extraida por
puncién venosa, heparinizada, se centrifugd segun lo indicado en ll1.2.1; luego se
tomaron 0,3 ml de plasma y se diluyd con buffer fosfato de sodio 0,01 M pH 7,4
que contenia NaCl 0,9%. Se agitd y se graficé la emision de fluorescencia entre
550 y 700 nm con una excitacion fija en 400 nm, en un espectro-fluorbmetro
SHIMADZU RF-510; el IPP se calculd con la siguiente expresién:

IPP = Im/lo
donde:
Im: Intensidad maxima de emision entre 550 y 700 nm
lo: Intensidad registrada sobre la linea de base a la altura

del maximo de emision (Figura 1)
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NORMAL

FIGURA 1: Espectros de emision de fluorescencia de plasma diluido de de un
paciente PCT y de un individuo normal.

Iil.4 Determinacion de la actividad de ALA-D

La actividad de ALA-D se determind segun el método de Batile y col. (1988):
El sistema standard de incubacion contenia 0,25 ml de solucion enzimatica; 0,25
ml de buffer fosfato de sodio 0,2 M pH 6,8; 0,05 ml de ALA (50 mM) y 0,45 ml de
H2O. Se realizaron blancos de reactivo y de enzima. Se incubd 1 hora a 37 °C en
aerobiosis, oscuridad, con agitacion mecanica. La reaccion se detuvo por el
agregado de 0,1 ml de TCA 50%. Las proteinas precipitadas se separon por
centrifugacion a 2000 rpom 10 minutos en una centrijfuga clinica Rolco CM 36, y en
el sobrenadante se midié el PBG formado, por la técnica de Moore y Labbe (1964),
para lo cual, se mezclaron volumenes iguales de sobrenadante y reactivo de

Ehrlich a temperatura ambiente, y a los 8 minutos se leyé absorbancia a 555 nm.
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Los nmoles de PBG se calcularon segun la siguiente férmula:
nmol PBG/ml = [Am - Ab] x F
Donde: Am: absorbancia de la muestra a 555 nm
Ab: absorbancia del blanco a 555 nm

F: 257

1.5 Determinacion de la actividad de PBGasa yPBG-Deaminasa

Las actividades de PBGasa y Deaminasa se determinaron por el método
de Batlle y col.(1978): Para la determinacion de Deaminasa, se incubaron 0.25 ml
de solucion enzimatica; 0,05 ml de PBG (30 pg/0,1 ml); 0,2 mi de mezcla de
incubacién(*); y 0,25 ml de H;O. Se realizaron blancos de reactivo y de enzima. La
incubacion se realizé durante 2 horas a 45°C, en aerobiosis, oscuridad y con
agitacion. Finalizada la incubacién, se detuvo la reaccion por agregado de 0,75 ml
de TCA 10% y la mezcla se expuso a la luz blanca durante 20 minutos para oxidar
los porfirinégenos a porfirinas. Luego se centrifugé a 2000 rpm 10 minutos en una
centrifuga clinica Rolco CM 36; y se midieron porfirinas del sobrenadante en un
espectrofotémetro. Para la determinacion de PBGasa, el sistema de incubacion fue

el mismo y se incubo a 37°C.

(") MgClx/NaCl (1,7 M NaCl : 0,12 M MgCI2 en proporcion 7:3 viv) y buffer Tris-
HCI 0,5 M pH 8,2, en proporcion 3:5 viv.

Los nmoles de porfirinas formados se determinaron segun la siguiente férmula:

nmoles Porf./ml = [2 x Amax - (A**°+ A*%)] x F
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Donde: Amax: maximo de absorbancia entre 400 y 410 nm
A*® absorbancia a 380 nm
A% absorbancia a 430 nm
F: 90,72

1ll.6 Determinacion de la actividad de URO-D

La actividad de URO-D se determin6 por el método de Afonso y col. (1985)
con algunas modificaciones con la finalidad de optimizar la recuperacién de
porfirinas del sistema de incubacion y facilitar la deteccién de las distintas porfirinas
recuperadas. Las porfirinas formadas se midieron por cromatografia liquida de alta
presion (HPLC). El sistema standard de incubacion contenia 1 ml de solucion
enzimatica diluida en buffer fosfato de sodio 0,067 M pH 7 (3-200 mg/ml); 0,3 mi de
GSH 20 mM; 0,3 mide EDTA 1 mM; 0,3 ml de buffer fosfato de sodio 0,67 M pH 7,
0,2 ml de UROgen il (50 ug/ml), obtenido por reduccion de Uroporfirina Ill con
amalgama de sodio 3%, en medio basico (NaOH 25 mM) y el volumen se llevd a 3
ml con agua destilada. Se realizaron blancos de enzima y de reactivos. La mezcla
de reaccion se incubd 1 h a 37°C en atmodsfera de nitrégeno, oscuridad y con
agitacion mecanica. Finalizada la incubacion se detuvo la reaccion por el agregado
de 0,33 mi de TCA 50% o 0,66 mi TCA 50%:DMSO (1:1). Luego se centrifugd 15
min a 3.000 rpm en una centrifuga clinica Rolco CM 36 y se filtrd el contenido del
tubo por papel de filtro embebido en la solucion precipitante diluida 10 veces. El
precipitado se lavd con 0,5 mi de la misma solucidén 1 a 3 veces. Las porfirinas se
fitraron empleando filtros Whatman de 0,2 m de poro.y analizaron por HPLC
utilizando un equipo modular SHIMADZU, segun la técnica descripta por Lim et al.

(1983). Las condiciones empleadas fueron las siguientes:

Columna: RP-18, longitud = 125 mm; diametro interno = 4 mm; diametro de
particulas = 7 mm.
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Solvente A: Buffer acetato de amonio 1 M pH 5,16.

Solvente B: acetonitrilo.

Flujo: 1,0 ml/min

Volumen de muestra: 20 ul

Temperatura de corrida: 25 °C

Se empled un gradiente lineal entre 10% y 30% con acetonitrilo en 15
min manteniendo el 30% por otros 10 min mas. La detecciéon de las porfirinas
eluidas se realizé por espectrofotometria empleando una longitud de onda de 404
nm. o por fluorometria con una longitud de onda de excitacién y emision de 404 nm

y 618 nm respectivamente.

Para la determinacion de actividad, se realizd una curva de calibracion Area
del pico vs n moles Copro lll realizada en el mismo equipo y en las mismas
condiciones, con standard de Copro |ll disuelta en TCA 5%, en concentraciones
seriadas y los nmoles de Coproporfirina ili formados en la reaccion se calcularon

por interpolacién en dicha curva.

La actividad enzimatica se determiné mediante la siguiente expresion:

nmoles COPRO/mI = nmoles COPRO x3 x F

donde:
3: Dilucion de la solucidn enzimatica en el sistema de incubacion

F: Factor de dilucion para los globulos rojos

Se determind espectrofotométricamente la cantidad de porfirinas
recuperadas en cada caso y una vez ajustadas la concentracion de proteinas y
forma de detener la reacion se realizd una curva de tiempo (15 a 120 minutos) y
una de sustrato (0,05 a 5 pM) para ajustar el tiempo de incubacién y concentracion
de UROgen lil.
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Una vez establecidas las condiciones para la medicion de URO-D, se
determind la misma en pacientes. El diagnodstico de PCT-F se realizé considerando
una disminucion del 50% en la actividad enzimatica respecto al valor promedio de
4 voluntarios normales en cada determinacion.

Las unidades enzimaticas se definieron como la cantidad de enzima que
cataliza la formacion de 1 nmol de producto en las condiciones standard de

incubacion. La actividad especifica se definié como el niumero de unidades por mg
de proteina.

1.7 Determinacion de proteinas

La concentracion de proteinas se determino por el método de Lowry et al.

(1951), utilizando seroalbumina bovina como standard.

IV BUSQUEDA DE POLIMORFISMOS Y MUTACIONES PATOLOGICAS
EN EL GEN DE LA URO-D

Con el objetivo de detectar polimorfismos y mutaciones patolégicas en el gen
de la URO-D, se utilizo como fuente de analisis tanto el mMRNA como el DNA
genomico. Se realizé una RT-PCR para amplificar las 1,2 kb del cDNA, y se
disefaron estrategias para secuenciarlo ya sea mediante T7 secuenasa (con
templados de simple cadena obtenidos por PCR asimétrica) como por Taqg DNA
polimerasa, indistintamente. El gen de la URO-D se amplifico ya sea en fragmentos
de alrededor de 1 kb como en un unico fragmento de 3 kb y se secuencié por Taq
DNA polimerasa. Los polimorfismos y mutaciones encontradas se identificaron de

acuerdo con la nomenclatura propuesta por Beaudet & Tsui (1993).
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V.1 Extraccion del RNA total

Se empled el reactivo comercial RNAzol Tm® cuyo fundamento es la

metodologia descripta en Chomczynski & Sacchi (1987).

Al pellet de linfocitos se le agregéd 1 ml de RNAzol Tm® y luego de una
extraccion vigorosa se transfirid a un tubo de 1,5 mi, se agregaron 100 pl de
cloroformo, se agité 15 s, se mantuvo 5 min a 4°C y se centrifugd 15 min a 12.000
rom en una centrifuga Sigma 3K 30 refrigerada. La fase acuosa se transfirid a otro
tubo, se agregd 1 volumen de isopropanol, se mantuvo 1 h a -20°C y se centrifugo
15 min a 12.000 rpm y 4°C. El pellet de RNA obtenido se lavo con 800 pl de etanol
75%, se centrifugd 8 min a 10.000 rpm y 4°C, se dejé evaporar 15 min a la misma
temperatura, se resuspendi6 en 15 pl de agua desionizada autoclavada y se
mantuvo a 65°C por 10 min y luego 5 min a 0°C. El RNA asi obtenido se almacené
a -70 °C. La calidad del RNA se ensayd por electroforesis de una alicuota de la
preparacion (3,5 ul) a la que se le agregaron 10,5 pl de formamida y 7 pl de buffer
de siembra (503 pl formaldehido 37%, 60 pl buffer fosfato de sodio 500 mM pH 7,
15 ml bromuro de etidio 10 mg/mi, 300 pl glicerof y una punta de espatula de azul
de bromofenol por mi de buffer) en un gel de agarosa 1% en buffer fosfato de sodio
10 mM pH 7 conteniendo 18% de formaldehido. Inmediatamente antes de sembrar
se desnaturalizd la muestra por tratamiento a 65°C durante 10 min y 2 min a 0°C.
La electroforesis se realizo en buffer fosfato de sodio 10 mM pH 7 durante 1 h. a
80 V.

La pureza del RNA se determiné espectrofotomeétricamente midiendo la

260, 5 280
1A

absorbancia a 260 y 280 (Relaciéon A ) Yy su concentracion se calculé segun

la expresion:

260

mg/mli= A™" x Dilucion x 40
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IV.2 Extraccion del DNA gendmico

El pellet de linfocitos se resuspendié en 300 ul de buffer TE (Tris-CIH 10 mM
- EDTA 1 mM) y se agregaron 2,5 volumenes de buffer de lisis (Acetato de sodio
25 mM pH 7, EDTA 25 mM, SDS 0,5%) y proteinasa K (concentracion final: 250
mg/ml). Se incub6 4 h a 55 °C, se repartio el volumen en dos tubos de 1,5 ml y se
extrajo el DNA agregando un volumen de fenol saturado en Tris-CIH 0,1 M pH 8,
se agitd y se centrifugd 10 min a 5.000 rpm en una microcentrifuga Eppendorf
5415C. Se trasvasoé la fase acuosa a otro tubo y se repitid la extraccion con
fenol/Tris-CIH. La fase acuosa de la segunda extraccion se transfirié a otro tubo y
se agregd 1 volumen de fenol/cloroformo, se agito y centrifugé y la fase acuosa se
transfirié a otro tubo al que se agregd 1 volumen de cloroformo frio, se repitio la
agitacion y centrifugacion una vez mas y la fase acuosa se transfirié a otro tubo al
cual se le agregé 0,1 volumen de acetato de sodio 3 My 2,5 volumenes de etanol
100% frio. Se mantuvo 1 h a -70°C, se centrifugd 3 min a 14.000 rpm y el pellet se
lavé con 600 pl de etanol 70% frio; se repitid la agitacion y centrifugacion y el pellet
se secd a temperatura ambiente, se resuspendié en 50 ul de agua desionizada y

autoclavada y se almacend a 4°C.

Para la amplificacion de las 3 kb del gen de la URO-D el DNA se extraj6
mediante el kit Puregene (GENTRA) siguiendo instrucciones del fabricante: A 3
ml de sangre entera se agregaron 9 ml de una solucién de lisis de globulos
rojos, se mezcld por inversion y luego de incubar 10 minutos a temperatura
ambiente, se centrifugd a 2.000 g 10 min. Se descartd el sobrenadante y el
pellet se resuspendié en 100-200 pl de liquido residual por agitacion en vortex.
Se agregaron 3 ml de solucion de lisis de globulos blancos y luego de mezclar
se incubd a temperatura ambiente por 16 h. Seguidamente se agregaron 15 pl
de RNasa (400 U/m!) y se incub6 1 h. a 37°C. Luego se agregd 1 mi de solucién
precipitante de proteinas y luego de agitar en vortex 20 segundos, se centrifugd

a 2.000 g por 10 min. El sobrenadante se volcé en un tubo conteniendo 3 mi de
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sopropanol 100% y se mezcloé por inversion varias veces. Seguidamente se
centrifugé a 2.000 g 3 min., se descarto el sobrenadante y se lavo el pellet con
3 ml de etanol 70%, se centrifugé a 2.000 g 1 min. se descartd el sobrenadante
y se secé el pellet al aire durante 15 min. Finalmente se agregaron 250 pl de
solucién hidratante de DNA y se incubd 16 h. a temperatura ambiente y se
almacené a 4 °C

La pureza del DNA obtenido se determiné espectrofotométricamente

260 / A280)

midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm (Relacién A . 'y la concentracién se

calculd mediante la siguiente férmula:

mg/ml DNA= Aggo x Dilucidn x 50

IV.3 Retrotranscripcion y Amplificacion (RT-PCR)

ElI RNA obtenido se retrotranscribio a cDNA empleando transcriptasa reversa
M-MLV de GIBCO. La transcripcion reversa se realizo a partir de 2,5 pg de RNA
en 5 pl que luego de desnaturalizarlos por incubacién de 10 minutos a 65°C se
agrego la mezcla de reaccion para aicanzar un volumen final de 20 ul que
contenia Tris-HCI 50 mM pH 8,3; KCI 75 mM; MgCl, 3 mM; DTT 10 mM; 0,5 g
de oligo(dT)2.1s (GIBCO) y 200 unidades de transcriptasa reversa M-MLV
(GIBCO). La reaccion se realizd incubando 1 hora a 37°C seguida de 5 minutos
a 95°C en un ciclador térmico MJ Research PTC 150. Finalizada la misma se
realizé la PCR; optimizando las condiciones de amplificacion (Saki et al, 1988;
Williams, 1989), para lo cual se agregaron 80 pl de una mezcla que contenia 2,5
unidades de Taq DNA polimerasa (GIBCO); 50 pmoles de cada “primer”; 0,02
mmoles de cada dNTP en Tris HCI 16,2 mM pH 8,4 y KCI 40,6 mM y MgCl,
para alcanzar una concentracion final de 1 a 3 mM en los 100 pl de volumen
final, la mezcla se cubrid con dos gotas de aceite mineral y procedio a la

amplificacion en un ciclador térmico. La amplificacion comenzé con una
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desnaturalizacion de 3 minutos a 95°C a la cual le siguieron 35 ciclos de 1
minuto a 95°C, 1 minuto a 60°C y 1,5 minutos a 72°C, con una extension final
de 5 minutos en el ultimo ciclo. Los primers utilizados,“upper” y “lower”, se unen

a las regiones 5’ y 3’ no codificantes, respectivamente:

Primer Upper (U1): 5-AGTTACAGACAGCTGACC-3’
Primer Lower (U2): 5-GTGGTACTTGAGGGTAAAGGT-3’

Para ensayar el producto de fa RT-PCR, 8 ul del cDNA amplificado se
mezclaron con 2 pl del buffer de siembra (glicerol 50%, azul de bromofenol 0,1% y
TBE 10 mM) y se corrié en gel de agarosa 1,4% tefido con bromuro de etidio, en
buffer TBE 1X a 100 V durante 60 min, en una cuba HORIZON 58 (GIBCO BRL).
El cDNA ampilificado se almacenod a -20°C.

V.4 Purificacion del cDNA amplificado

El producto de la RT-PCR se purificd utilizando minicolumnas Wizard™
(Promega) siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Se partiéo de 300-400
ml de DNA y se mezclaron con 100 pl de buffer Wizard de purificacién directa
(Tris-HCI 10 mM pH 8,8; KCI 50 mM; MgCl; 1,5 mM; Tritdbn X-100 0,1%), luego se
agregdé 1 ml de resina Wizard y se agitdo suavemente 3 veces durante un periodo
total de 1 min; luego se cargo todo el volumen en una minicolumna por medio de
una jeringa. Seguidamente se lavo con 2 ml de isopropanol 80%, se ajusto la
minicolumna a un tubo eppendorf de 1,5 ml y se centrifugd a 12.500 rpm durante
30 seg. Para eluir el DNA se ajustd la minicolumna a otro tubo eppendorf de 1,5
ml, se cargd con 50 ul de agua desionizada autoclavada y se mantuvo 3 min a

temperatura ambiente, luego se centrifugd 30 seg a 12.500 rpm.
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IV.5 Amplificacion asimétrica

Con el objeto de obtener templados de simple cadena para su secuenciacion
con T7 Secuenasa, se realizaron amplificaciones del cDNA empleando los primers
U; y Uz enrelacion 100:1 6 1:100 dependiendo de la cadena que se desea obtener
(Gyllensten et al., 1988). Para obtener la cadena "sense”, el producto de la RT-
PCR, purificado por minicolumnas Wizard™ (1 pl), se amplificé en un volumen
final de 100 pl que contenia 50 pmoles del primer U1; 0,5 pmoles del primer U2;
0,2 mM de cada dNTP; 2,5 unidades de Taq DNA polimerasa (GIBCO) en Tris-
HCI 20 mM pH 84; KCI 50 mM y MgCl, 1-2 mM. Luego de una
desnaturalizacion inicial de 3 minutos a 95°C se realizaron 40 ciclos de 1 minuto
a 95°C, 1 minuto a 60°C y 1,5 minutos a 72°C con una extension de 5 minutos
en el ultimo ciclo. Para obtener la cadena "antisense”, la PCR se realiz6 en
condiciones similares pero con 0,5 pmoles del primer U1, 50 pmoles del primer

U2. Los productos amplificados se ensayaron de igual forma que en la RT-PCR.

V.6 Amplificacion del DNA gendmico

Utilizando DNA genomico obtenido mediante digestién con proteinasa K y
extraccion con fenol-cloroformo se amplificé un fragmento de 1.027 pb,
utilizando los primers upper, 5-GGGATGGGTTGAGTGAAGGTGGTCCTG-3' y
lower, 5-GGGACAATCTTTCACAAACAAAACTACAC-3', cuyos sitios de union
son la ultima parte del intrén 7 y el extremo 3’ del gen, respectivamente. Se
eligio esta region para identificar la mutacion responsable del skipping del exén
9 detectada al analizar el cDNA de una paciente con PCT. El sistema de
amplificacién, en 100 ul contenia 500 ng de DNA; dNTP 0,2 mM; 50 pmoles de
cada primer; Tris-HCI 23,1 mM, KCI 47,7 mM; MgCl, 2 mM y 2,5 unidades de
Taq DNA polimerasa; la amplificacion se realizé con 3 min. a 95°C seguidos de
30 ciclos de 95 °C 30 s. 60 °C 1 min. y 72 °C 1 min. con una extension final de 5

min. a 72 °C. Los productos se ensayaron de igual forma que en la RT-PCR.
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El gen completo fue amplificado mediante cinco PCR con productos
solapados de manera tal de abarcar las 3 kb en fragmentos de alrededor de 1 kb.
Los primers utilizados se ubicaron de manera tal de amplificar desde la regién
promotora completa (Romana et al. 1987) hasta el extremo 3' del gen; los primers
internos se unen a secuencias exoénicas. Las cinco amplificaciones se llevaron a
cabo en un sistema que contenia 500 ng de DNA, dNTP 0,2 mM; 50 pmoles de
cada primer; Tris-HCI 23,1 mM; KCl 47,7 mM; MgCl, 1-2 mM y 2,5 unidades de
Taq DNA polimerasa. La amplificacion se realizé con 3 min. a 95 °c seguidos de
30 ciclos de 95 °C 1 min. 60 °C 1 min. y 72 °C 1,5 min. con una extension final
de 5 min. a 72 °C. Los productos se ensayaron de igual forma que en la RT-
PCR. Los primers utilizados en cada PCR y su “target” se detallan a

continuacion:

PCR 1: Region promotora - Exén 2 (Fragmento: 1.040 pb)
U 5-TATGGACCTGGCTGGATAAGACTGTTGGT-3'
AS-6: 5-CTCGCAGGAATGTGTCATTCTTCAGCCTC-3
PCR 2: Regqidén 5' - Ex6n 4 (Fragmento: 1.079 pb)

RT-U: 5-~AGTTACAGACAGCTGACC-3'

AS-5. 5-CTCGCAGGAATGTGTCATTCTTCAGCCTC-3
PCR 3: Ex6n 3 - Ex6n 6 (Fragmento: 903 pb)

S-8. 5-CGGGCTGCCCAGGACTTTTTCAGCACG-3'
AS-3. 5-TTGTCCTACCAGATATGGGACCAGAGC-3
PCR 4: Ex6n 5 - Exén 8 (Fragmento: 1.023 pb)

S-4. 5-GGACGTGTGCCGCTGATTGGCTTTGCT-3
AS-2: 5-CCAGCTCCTCCAGGGCAAAATGCCCATCCT-3'
PCR 5: Exo6n 7 - Region 3' (Fragmento: 1.057 pb)

S-9: 5-TGGCCAAGCAAGTGAAGGCCAGGTTGCGGGA-3'
L2: 5-CTGAGGATATGGGACAATCTTTCAC-3'
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IV.7 Amplificacién del gen de la URO-D en un solo fragmento (Long Range PCR)

El gen de la URO-D completo se amplifico en una unica PCR, utilizando
rTth DNA Polimerasa XL, optimizando las variables de las que depende la PCR
(Saiki et al, 1988; Williams, 1989) y Long Range PCR (Cheng et al, 1994) y
utilizando el sistema de Hot Start en la amplificacion. Se utilizé el kit GeneAmp
(Perkin Elmer). La PCR se llevd a cabo en tubos "Thin-Wall"; el medio de
amplificacion fue preparado en dos niveles (superior e inferior): El nivel
superior contenia primers (U y L1); dNTPs; Mg(AcO), en buffer XL Il 0,3X
(contiene Tricina, Acetato de Potasio, Glicerol y DMSO) en un voliumen final de
40 pl. Luego se cubrid con una Gema AmpliWax (Perkin Elmer) y se coloco en
un ciclador térmico durante 5 minutos a 80 °C y 5 minutos a 25 °C,
Seguidamente se agreg6 el nivel superior que contenia DNA (1 pg) vy 4
unidades de r Tth DNA Polimerasa en Buffer XL 0,3 X y un volumen final de
60 upl. Las concentraciones finales alcanzadas al mezclarse ambas fases
durante la primer desnaturalizacion en el programa de amplificacién fueron 0,3
{M de cada primer; 0,2 mM de cada dNTP; 0,7 a 1,5 mM de Mg(AcO),, en 100
yl. En la amplificacion, después de una desnaturalizacion inicial de 1 min. a 94
OC se realizaron 16 ciclos de 15 seg. a 94 °C y 3 min. de annealing-extensiéon a
67 °C (1 min. por kb); seguidos de 12 ciclos con 15 seg. a 94 °C y 3 min. 15
seg. (con autoextension de 15 seg. por ciclo) a 67 °C: como ultima etapa, una
extension de 10 min. a 72 °C. Finalizada la amplificacion se ensayaron los
productos de PCR por electroforesis a 200 voltios, en geles de agarosa 1%

teflidos con bromuro de etidio.

Primer Upper (U): 5-TATGGACCTGGCTGGATAAGACTGTTGGT-3'
Primer Lower (L1): 5-GGGACAATCTTTCACAAACAAAACTACAC-3'
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V.8 Purificacion del DNA amplificado para secuenciacion

Para la purificacion del DNA se utilizaron minicolumnas Wizard™ (Promega)
segun lo indicado en IV.4. Alternativamente, el DNA amplificado se purifico
mediante el kit QUIAquick™ (QUIAGEN) siguiendo el protocolo sugerido por el
fabricante en el cual cada producto de PCR se mezclé con 5 volumenes de
buffer PB que permite que la muestra mantenga un pH < 7,5, en el cual es
eficiente la adsorcion del DNA a la silica de la minicolumna; una vez adsorbido
a ésta se lavo con 0,75 ml de buffer PE (que contiene etanol); finalmente el
DNA se eluyé en 50 pl de agua desionizada autoclavada. En el caso de una
paciente cuya RT-PCR origino dos productos, los mismos fueron purificados
separadamente para su secuenciacion luego de cortarlos de un gel de agarosa
2% y eluirlos en buffer TE durante 48 h a 4°C. Asimismo, en el caso de un
paciente cuya Long Range PCR origin6 dos productos, los mismos se cortaron de
un gel de agarosa-NuSieve 1% y purificaron por minicolumnas QUIAquick
(QUIAGEN) mediante el protocolo sugerido por el fabricante: a 100 mg de
agarosa se agregaron 300 pi de buffer QX1 que permite solubilizar la agarosa y
mantiene el pH < 7,5 para facilitar la adsorcidon del DNA a la silica de la
columna; seguidamente se incubé a 50 °C durante 10 min. para disolver la
agarosa; luego se agregaron 100 pl de isopropanol, se mezcld y se cargd en la
minicolumna; el DNA adsorbido en la misma se lavo primero con 0,5 ml de
buffer QX1 y después con 0,75 ml de buffer PE (que contiene etanol),
finalmente el DNA se eluyd con 50 pl de agua destilada autoclavada

V.9 Secuenciacion

Se realizd por el método de Sanger et al. (1977) tomando como base el
protocolo de secuenciacién directa mediante la enzima T7 DNA polimerasa o
Secuenasa de Pharmacia (Tabor & Richardson, 1987) para templados de simple

cadena (Purificados por minicolumnas Wizard) o mediante Tag DNA polimerasa
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utilizando el kit fmol Sequencing System de Promega o el kit AmpliCycle de Perkin
Elmer, para secuenciar templados doble cadena (Purificados por minicolumnas
Wizard o por el kit QUIAquick), mediante un protocolo de incorporacion directa de
marca. Los primers utilizados se muestran en las Tablas 1y 2.

a) 77 Secuenasa:

1) Annealing: Una mezcla que contenia 10 pl de templado (2 pg), 1 ul de primer (1
pmol/pl) , 2 pl de buffer (Tris-HCI 1 M pH 7,6; MgCl, 100 mM; DTT 160 mM) y 1 pi
de DMSO, se incubé a 95°C 5 min y a 60 °C 10 min, luego se dejo enfriar
lentamente hasta temperatura ambiente.

2) Marcacion: A los 14 pl del templado/primer se agregaron 3 pl de la mezcla de
marcacion (1,375 mM de dCTP, dGTP y dTTP; 333,5 mM NaCl), 1 ul de [a-
35S]dATP y 2 ul de T7 secuenasa (1,6 U), se incub6 5 min. a temperatura ambiente
y se procedio a la extension.

3) Extension: Se agregaron 4,5 pl de la mezcla del paso anterior a cuatro tubos
conteniendo cada uno 2,5 pl de una de las cuatro mezclas de terminacion, G, A, T,
C (*), y se incubd 5 min a 37 °C. Finalmente, se agregaron 5 pl de "Stop Solution”
(97,5% formamida; 10 mM EDTA pH 7,5 y 0,3% de azul de bromofenol y de Xylene
Cyanol).

(*) Tris-HCI 40 mM pH 7,6, NaCl 50 mM, dNTPs y el ddNTP correspondiente en
las siguientes concentraciones:

G: 840 uM de dATP, dCTP y dTTP, 93,5 pM de dGTP y 14 uM de ddGTP.

A: 840 uM de dGTP, dCTP y dTTP, 93,5 uM de dATP y 14 uM de ddATP.

T:. 840 uyM de dATP, dCTP y dTGP, 93,5 UM de dTTP y 14 uM de ddTTP.

C: 840 uM de dATP, dGTP ydTTP, 93,5 uM de dCTP y 17 uM de ddCTP.

b) Tag DNA polimerasa:

fmol:
En un volumen final de 16 ul se mezclaron: 1 pl de DNA (500 fmoles), 1 pl de
primer (20 uMl), 1 yl de [(1—3SS]dATP y 5 ul de buffer (Tris-HCI 250 mM pH 9; MgCl,
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10 mM). Luego se agregd 1 pl de "Sequencing Grade" Tag DNA Polimerasa (5 U).
Después se agregaron 4 mi a cada uno de los cuatro tubos conteniendo 2 pl de
d/ddNTP (G, A, Ty C) compuesta por el ddNTP correspondiente (30 uM, 350 uM,
600 uM y 200 pM respectivamente), dATP, dTTP, dCTP y c’dGTP (20 pM); y se
cubrié con una gota de aceite mineral. Los tubos se colocaron en un ciclador
térmico y se procedié al programa de amplificacion: 95 °C, 2 min y luego 30 ciclos
de 95°C 30 s, 60 °C 30 sy 70 °C 1 min. Finaimente se agregaron 4,5 ul de "Stop
Solution" (NaOH 10 mM, formamida 95%, azul de bromofenol 0,05% y Xylene
Cyanol 0,05%).

AmpliCycle:

En un volumen final de 30 pl se mezclaron 0,5 pl de DNA (1-100 fmoles),
1 pl de primer (20 pM), 1 pl de [0**PJdATP o [«**P]dCTP y 5 pl de Cycling Mix
(Ampli Tagq DNA polimerasa 0,25 U/pl; Tris-HCI 500 mM pH 8,9; KCI 100 mM;
MgCI2 25 mM y Tween 20 0,25%); llevando a volumen con agua destilada
autoclavada. Luego se agregaron 6 pl a cada uno de los cuatro tubos
conteniendo 2 pl de mezcla de terminacion (G, A, T y C) compuesta por el
ddNTP correspondiente (80 uM, 600 uM, 900 pM y 300 uM respectivamente),
dATP, dTTP y dCTP (10 pM), ¢’dGTP 22,5 uM en Tris-HC! 10 mM EDTA 0,1
mM pH 7,5. Finalmente se cubrié con una gota de aceite mineral. Los tubos se
colocaron en un ciclador térmico y se procedi6 al programa de amplificacion: 95
°C 2 min. seguidos de 30 ciclos de 95 °C 30 s, 60 °C 30 s y 72 °C 1 min. Luego
se agregaron 4,5 ul de Stop Solution (Formamida 95%, EDTA 20 mM, Azul de
Bromofenol 0,05% y Xylene Cyanol 0,02%).

En todos los casos los productos de secuenciacion se analizaron en geles
(21 x 50 cm o0 45 x 50 cm y 0.4 mm de espesor) de poliacriiamida 6%
(Acrilamida:Bis acrilamida 19:1) y 7 M de urea utilizando una cuba Sequi-Gen (BIO
RAD). El gel se precorrid a 40 W hasta alcanzar los 50 °C. Inmediatamente antes

de sembrar, las muestras se calentaron a 94 °C 3 min, para su desnaturalizacién y
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se mantuvieron en hielo mientras se procedio a su siembra (4 ul) en el gel. La
electroforesis se realizo en buffer TBE 1X a 50 °C. durante 2 a 6 horas. Finalizada
la corrida, los geles de secuenciacion con [(13581 se fijaron en metanol 10%:acido
aceético 10% durante 20 min y se transfirid a una hoja de papel de filtro Whatman
N° 1, se cubrié con una lamina autoadhesiva y se seco en un secador de geles
BIO RAD 583 con vacio a 80 - 90 °C, luego se retird la lamina y se expuso a una
pelicula radiografica durante 48 h a -70 °C. Los geles de secuenciacién con [o>>P]
o) [a32P] no se fijaron y después de transferirlos al papel Whatman, cubrirlos con

una lamina autoadhesiva y secarlos, se expusieron a una pelicula radiografica
durante 16 h a -70°C.

TABLA 1.. Primers utilizados para secuenciar el cDNA

PRIMER SENTIDO
RT-U: 5'-AGTTACAGACAGCTGACC -3 Sense
S-1: 5-TGGTGCATGCGCCAGGCAGGCCGTTAC-3' Sense
S-2: 5-ACTGCGTCGCTTCCCTCTGGATGCTGCCAT-3' Sense
S-3: 5-TGTTGTACCCCAGGCACTGGGCATGGAGGT-3' Sense
S-4:. GGACGTGTGCCGCTGATTGGCTTTGCT-3' Sense
S-5: GTAGGACAAGTGGTGGCTGGTGCCCAG-3 Sense
S-6: ATCATCTTTGCTAAGGATGGGCATTTTGCC-3' Sense
S-7: 5-ATCGGGCAGTTGGTGAAGCAGATGCTG-3' Sense
RT-L: 5-GTGGTACTTGAGGGTAAAGGT -3 Antisense
AS-1: 5-TCTCCTCCTCAGATGCATACAAGGCACA-3 Antisense
AS-2: 5-CCAGCTCCTCCAGGGCAAAATGCCCATCCT-3' Antisense
AS-3: 5-TTGTCCTACCAGATATGGGACCAGAGC-3' Antisense
AS-4: 5-AAGGGTGATGGCTTGGAACACATAGCCT-3’ Antisense
AS:-5: 5-AATGATGGCAGCATCCAGAGGGAA-3' Antisense
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TABLA 2:. Primers utilizados para secuenciar el gen

PRIMER REGION
SECUENCIADA

U: 5-TATGGACCTGGCTGGATAAGACTGTTGGT-3' Region 5'

E-1: 5-TACAGAAAGGGGCGGAGCCTGGACTGG-3' Ex6n1 - Intrdn 1

U-1: 5-GTTACAGACAGCTGACCATGGA-3' Intron 1

E-2: 5-GGGAGCTGGCCTGGAGGAGGTAGATAG-3' Exon 2 - Intrén 2

E-3: 5-GAGGAGAAAAGTTTTCGAGGGGCA-3' Ex6n 3 - Intron 3

E-4: 5-CAAAAGAGGGAAAGATTTATGCCTTCA-3 Exon 4

S-2: 5-ACTGCGTCGCTTCCCTCTGGATGCTGCCAT-3 Intron 4

E-5: 5-CTGAACAGAACCTTTCCTCCTGGATTC-3 Exén 5 - Intron 5

E-6: 5-GGGGTAGACAAAAGGAAGGGTCAGTC-3' Exén 6 - Intron 6

S-6: 5-ATCATCTTTGCTAAGGATGGGCATTTTGCC-3 Intrén 6

E-7: 5-GTGGATTTTGTATGTGGGGGAAACTTC-3' Ex6n 7 - Intrén 7

M: 5-TGGCCAAGCAAGTGAAGGCCAGGTTGCGGGA-3' Intrén 7

E-8: 5-GGGATGGGTTGAGTGAAGGTGGTCCTG-3' Ex6n 8 - Intrén 8

E-9: 5-GGAGCTGCCATGTATGCAGTTACCA-3' Exén 9 - Intrén 9

Int9: 5-CGGACTTTTTGTTGCTGTTGTGTTCATTT-3' Intrén 9

E-10: 5-ATAGGGAGGACAAAGGCTTGCTGGT-3' Ex6n 10 - Region 3'

P:  §-CCGTAAAGTTTGCTGTAGCGA-3’ Region 5’

L1: 5-GGGACAATCTTTCACAAACAAAACTACAC-3' Regién 3' - Exén 10

92: 5-CTCGCAGGAATGTGTCATTCTTCAGCTC-3 Intrén 1

C: 5-TGCATGGGACTCAAACAGCTGCY Intrén 6

1IV.10 Polimorfismo de conformacion de simple cadena (SSCP)

Para esta técnica se amplificé un fragmento de 118 pb empleando los
primers "sense”, 5-~AGTTACAGACAGCTGACC-3', con unién en la regiéon 5 del
gen, inmediatamente antes del codon iniciador de la traduccién y “antisense”, 5'-
GAGTAGAGGGATAGAGTCCT-3', con unién en intrén 1. Se eligidé esta region
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pués en ella se encuentra ta mutacion 29insA, la que resultoé ser la mas frecuente
en el grupo de pacientes estudiado. Las condiciones de amplificacion se ajustaron
sin el agregado de radioactivo y seguidamente se realizé la PCR radioactiva para
SSCP utilizando [o-P]JdCTP (10 pCi), mediante el siguiente sistema: 200 ng de
DNA, dNTP 0,1 mM; 20 pmoles de cada primer; Tris-HCI 23,1 mM; KCI 47,7 mM;
MgCl; 1-2 mM y 1,5 unidades de Taq DNA polimerasa, en un volumen final de 50
ul. La amplificacion se realizd con 3 min. a 95 °C seguidos de 30 ciclos de 95 °C
1 min. 60 °C 30 seg.y 72 °c 20 seg. Los productos se ensayaron de igual forma
que en [a RT-PCR, en geles de agarosa 2%.

Para realizar el analisis de SSCP (Orita et al. 1989 a y b; Sheffield et al.
1993), 10 ! del producto de PCR se diluyeron 5 veces en una solucion 0,1% SDS
y 10 mM EDTA, y luego se tomaron 5 pi de ésta y se mezclaron con 5 ul de
solucién desnaturalizante (97,5% formamida; 10 mM EDTA pH 7,5 y 0,3% de azul
de bromofenol y de Xylene Cyanol); las muestras se desnaturalizaron por
calentamiento a 100°C durante 5 min, se pusieron inmediatamente en hielo y se
sembraron 4 p! en un gel (21 x 50 cm y 0,4 mm de espesor) de poliacrilamida 6%
(Acrilamida-Bis acrilamida 19:1) no desnaturalizante y sin glicerol, utifizando una
cuba Sequi-Gen (BIO RAD). La electroforesis se llevd a cabo a 4 °C (20 watts, 3 h)
en TBE 0,5 X. Finalizada la electroforesis, el gel se transfirid a una hoja de papel
Whatman N° 1, se cubrid con una lamina autoadhesiva y se secd en secador de
geles BIO RAD 583 a 80°C con vacio, luego se retird el plastico y se expuso a una
pelicula radiografica 16 h a-70 °C.

V. EXPRESION PROCARIOTICA DE LAS MUTACIONES MISSENSE

V.1 Sistema de expresion

Para analizar el efecto de las mutaciones nuevas, que causan el cambio de
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algun aminoacido, sobre la uroporfirinégeno decarboxilasa, se utilizé el sistema de
expresion procaridtica en Escherichia coli (cepa JM 109) y como vector el pKK-
223-3; el cDNA normal de la URO-D desde el ATG iniciador hasta el codén de stop
fue clonado en el vector, en fase con el promotor Tac, inducible con IPTG (pKK-
UROD). La estrategia elegida para la construccion de los vectores mutantes fue la
generacion de un cassette portando la mutacién mediante mutagénesis sitio
dirigida por PCR, y su reemplazo en el pKK-UROD para luego transformar
bacterias JM 109 competentes (Sambrook et al. 1989; Ausubel et al. 1991; Warner
et al. 1992).

V.2 Preparacion de células competentes

Se inocularon con un ansa 5 ml de medio LB (1% de Peptona; 1% de NaCl;
0,5% de extracto de levadura; pH 7,5) sin antibidtico, con un stock de células JM
109 y se crecieron O/N a 37 °C con agitacion. Seguidamente 500 pi de cultivo se
inocularon 100 ml del mismo medio y se crecié a 37 °C hasta fase exponencial
(DOso0 nm = 0,6). Luego se centrifugd 5 min. a 700 g a 4 °C. y se resuspendio el
pellet bacteriano en 20 mi de MgCl, 0,1 M estéril, se incubd 15 min. en hielo y se
centrifugd igual que en el paso anterior. Seguidamente se resuspendid el peliet en
2 mi de CaCl, 0,1 M estéril y se incubd 1 h. en hielo. Luego se mezclaron 400 pl de

células con 100 pi de glicerol 75% estéril y se aimacenaron a -70°C.

V.3 Determinacion de URO-D en bacterias

Como etapa previa a la construccion de los vectores mutantes se
determinaron las condiciones Optimas para la medicion de actividad en este
sistema, para lo cual se adapto el método de determinacion de URO-D en sangre y
se determind el tiempo de incubacidn y la concentracion de sustrato a utilizar.
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A partir de un stock de bacterias conteniendo ya sea el pKK o el pKK-UROD

se inoculd mediante un ansa 5 ml de medio LB con ampicilina (50 pg/ml) y se
crecié 16 horas (O/N) a 37 °C con agitacion. Seguidamente se tomaron 200 p! de
cultivo O/N y se inocularon 10 mi de LB con ampicilina (50 pg/ml) y se crecieron a
37°C y agitacion hasta DOgg nn = 0,6. Luego se tomaron 2 m! de cultivo y se
crecieron por 3 horas mas a 37 °C en presencia o ausencia de IPTG (5 mM).
Finalizado este periodo se procedié a cosechar las bacterias para lo cual 1,5 ml de
cultivo se centrifugd a 13.000 rpm 30 seg., se descarto el sobrenadante y se lavd
el pellet con 500 pl de PBS, luego de repetir la centrifugacidn se descart6 el
sobrenadante y se lisaron las bacterias por agregado de 250 u! de buffer de lisis
(Buffer fosfato de sodio 0,067 M pH 7 con 0,1% de Tritdén X 100) y por sonicado en
3 pulsos de 15 segundos cada uno, a intensidad 6 en un sonicador Soniprep 150,
manteniendo las muestras en hielo. Finalmente se centrifugé a 13.000 rpm durante
1 minuto y el sobrenadante se usé para determinar URO-D por la metodologia ya
descripta pero en un sistema que contenia 50 ul de enzima; 50 pl de buffer fosfaro
de sodio 0,67 M pH 7; 50 pl de GSH 20 mM; 50 pl de EDTA 1 mM, y 50 ul de
Uroporfirinogeno il (35 pg/ml) en un volumen final de 500 pl. La incubacién se
llevé a cabo durante una hora para comparar la actividad en los clones pKK y pKK-
UROD con y sin IPTG. Finalizada la incubacion se detuvo la reaccion por
agregado de 0,55 ul de TCA 50%, se expuso a la luz blanca durante 20 minutos,
se centrifugd a 13.000 rom 1 minuto y las porfirinas se analizaron por HPLC segun
la metodologia de Lim et al.(1983). Para la determinacion de actividad, los nmoles
de Coproporfirina lll formados en la reaccion se calcularon por interpolacién en una
curva de calibracién Area del pico vs n moles Copro lll realizada en el mismo
equipo y en las mismas condiciones, con standard de Copro lll disuelta en TCA
5%,. Con el pKK-UROD + IPTG se realizé ademas un estudio de actividad en
funcién del tiempo entre 15 y 120 min. y de actividad a distintas concentraciones
de sustrato (0,05 a 5 uM). Las proteinas se determinaron por el metodo de Lowry

et al. (1951). y la actividad se expresé como: nmol Copro Il /mg proteina.



V.4 Construccion de los mutantes

Las mutaciones missense encontradas fueron introducidas en el pKK-UROD
por intercambio de cassette. Los cassettes mutantes fueron obtenidos por
mutagénesis sitio dirigida por PCR utilizando al constructo normal como templado.
Para la elecciéon de las enzimas de restriccion a usar se determinaron los sitios de
restriccion en la secuencia normal de la URO-D con asistencia del programa
MacVector 4.0 y la lista de enzimas cortadoras y no cortadoras del pKK-223-3

suministrada por Pharmacia.

Obtencion del DNA plasmidico:

El DNA plasmidico del pKK-UROD se extrajé a partir de un cultivo O/N del
cual se tomaron 1,5 ml de medio y luego de una centrifugacion de 30 segundos a
13.000 rpm se procedio a la extraccion, para lo cual se utilizé el kit QlAprep Spin
Plasmid de QUIAGEN (Minipreps), siguiendo las instrucciones del fabricante. Ei
DNA plasmidico se eluyd en 50 pl de agua desionizada autoclavada. La

concentracion de plasmido se determiné mediante la expresion:

mg/ml DNA= Azso x Dilucién x 50

Construccion de los cassettes:

Las mutagénesis se realizaron por PCR utilizando como templado al pKK-
UROD diluido a una concentracion de 0,3 pug/ml. Para N304K y R332H el cassette
se construyé con una PCR utilizando Tag DNA polimerasa, en la cual uno de los
primers tenia la base mutada y contenia el sitio para Nsi | y el otro flanqueaba el
sitio para Bcl | (en N304K) o Hind Ill (en R332H), este uitimo situado en el polilinker
del vector. Para M165R y L195F se llevaron a cabo dos PCR secuenciales con
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Vent DNA polimerasa; para cada mutante se realizaron dos PCR para obtener
fragmentos superpuestos que incluyeran la mutacion introducida por uno de los
primers mientras que el otro flanqueaba el sitio para Kpn | o Hind Ill, ambos
productos se purificaron y utilizaron juntos como templado en un segundo paso de
PCR con los primers externos a ambos sitios de restriccidon. Ambos sistemas se

esquematizan en la Figura 2.

En todas las PCR se utilizé el sistema Hot Start, agregando los primers al
sistema de amplificacion luego de 1 minuto a 94°C. Los sistemas de amplificacion
y primers utilizados para los cuatro cassettes se detallan a continuacion (En los

primers de mutagénesis se indica en minuscula la base introducida):
R332H y N304K:

La PCR se llevdé a cabo en un sistema que contenia 2 ul (0,6 ng) de
plasmido, dNTP 0,2 mM; 50 pmoles de cada primer; Tris-HCI 23,1 mM; KC! 47,7
mM; MgCl, 2 mM y 2,5 unidades de Taq DNA polimerasa, en un volumen final de
100 pl. La amplificacion se realizé con 5 min. a 94 °C seguidos de 30 ciclos de
95 °C 1 min. 65 °C 1 min. y 72 °C 30 seg. Los primers utilizados en cada caso

son los siguientes:

R332H: (258 pb)
Sense: (5 )CTGTGCCTTGTATGCATCTGAGGAGGAGATCGGGCAGTTGGTG

AAGCAGATGCTGGATGACTTTGGACCACATCACTAC(3)
Antisense:(5') ATCAGGCTGAAAATCTTCTCTCATCCGCCA(3)

N304K:(238 pb)
Sense:(5')TGGCCAAGCAAGTGAAGGCCAGGTTGCGGGA(3)
Antisense: (5 TGCCCGATCTCCTCCTCAGATGCATACAAGGCACAGGGGTC

CAGETTGCC(3)
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M165R y L195F:

En estos dos casos se realizaron dos PCR con productos superpuestos
(PCR 1 Ay B), en un sistema que contenia 2 ul (0,6 ng) de plasmido, dNTP 0,2
mM; 50 pmoles de cada primer; Tris-HCI pH 8,8 20 mM; (NH4).SO4 10 mM; KCI 10
mM; Tritén X-100 0,1%; MgSO4 4 mM y 2 unidades de Ventg DNA polimerasa, en
un volumen final de 100 pl. La amplificacion se realizdé con 5 min. a 94 °C
seguidos de 30 ciclos de 95 °C 1 min. 65 °C 1 min. y 72 °c 30 seg. Ambos
productos se purificaron por minicolumnas Wizard™ o QlAquickTM y se utilizaron
juntos (1 pl de cada uno) como templado para una segunda PCR (PCR 2)
realizada en las mismas condiciones pero con 1 min. de elongacion en cada ciclo.

Los primers utilizados en cada caso son los siguientes:

M165R
PCR 1 (A): (245 pb)
Sense:(5)TGTTGTACCCCAGGCACTGGGCATGGAGGT(3')

Antisense:(5") CACCACCCTCAACCCTGTATGTCATCAGG(3)
PCR 1 (B): (690 pb)
Sense:(5')CCTGATGACATACA(GGTTGAGGGTGGTG(3)
Antisense;(5')ATCAGGCTGAAAATCTTCTCTCATCCGCCA(3)
PCR 2: (915 pb)

Sense:(5') TGTTGTACCCCAGGCACTGGGCATGGAGGT(3)
Antisense:(5') ATCAGGCTGAAAATCTTCTCTCATCCGCCA(3)

L195F;
PCR 1 (A): (334 pb)
Sense:(5) TGTTGTACCCCAGGCACTGGGCATGGAGGT(3)

Antisense:(5')CAGAGCATCAGTGAQGATGCGAAGCAGCT(3)
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PCR 1 (B): (610 pb)

Sense:(5')AGCTGCTTCGCATC{TCACTGATGCTCTG(3)

Antisense:(5)ATCAGGCTGAAAATCTTCTCTCATCCGCCA(3)
PCR 2: (915 pb)

Sense:(5') TGTTGTACCCCAGGCACTGGGCATGGAGGT(3)
Antisense:(5') ATCAGGCTGAAAATCTTCTCTCATCCGCCA(3)

M
(a) —'—‘
SI121 Sll?2 PCR \ l!l '
| | — 1 |
" SR1 SR2
M
i [
(b) A2 B1 l SR2 PCR 1 1 |
e
I | SR1 M
| | — N 1
._l_ | !
SR1 A1 — M SR2
M B2
l PCR 2 (con los
primers A2 y B2)
SR1 M SR2

FIGURA 2: Estrategias de mutagénesis utilizadas en la expresién de mutaciones: (a)
N304K y R332H. (b) M165R y L195F. SR1 y SR2: Sitios de restriccion; A1, A2, y B1,
B2: Primers utilizados en las PCR 1 Ay B; M: Mutacién introducida.
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Digestiones:

Las digestiones se realizaron con alrededor de 1 pg de plasmido obtenido
por Minipreps y 30 yl de un producto de PCR purificado en 50 ul por
minicolumnas de purificacion de productos de PCR, segun se indica a

continuacion:

R332H:

Se realizd una primera digestién con Nsi I, en un volumen de 50 ul que
contenia DNA; NaCl 100 mM; MgCl; 10 mM; DTT 1 mM; Tris-HCI 10 mM pH 8,4
y 100 unidades de Nsi . Se incubé 16 horas a 37°C seguidos de 20 min. a 65°C
para inactivar la enzima. Luego se realizé la segunda digestion para lo cual se
agregd al sistema anterior 100 ul de una mezcla que contenia NaCl 75 mM;
MgCi; 15 mM; DTT 1,5 mM; Tris-HCI 15 mM pH 7,9 y 100 unidades de Hind il
Se incubd 16 h. a 37°C seguidos de 20 min. a 65°C.

N304K:

Se realizd una primera digestion con Nsi |, en un volumen de 50 pl que
contenia DNA; NaCl 100 mM; MgCl, 10 mM; DTT 1 mM; Tris-HC! 10 mM pH 8,4
y 100 unidades de Nsi |. Se incubo 16 horas a 37°C seguidos de 20 min. a
65°C. Luego se realizd la segunda digestion para lo cual se agregd al sistema
anterior 100 pl de una mezcla que contenia NaCl 150 mM; MgCl; 15 mM; DTT
1,5 mM; Tris-HCl 75 mM pH 7,9 y 100 unidades de Bcl |, y se incub6 16 h. a
50°C.

M165R y L195F:

En este caso se realizo la digestidon con ambas enzimas simultaneamente,
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en 100 pl que contenian DNA; MgCl, 10 mM; DTT 1 mM; Bis Tris Propano-HCI
10 mM pH 7; BSA 100 ug/mi; 50 unidades de Kpn | y 100 unidades de Hind Ill.
La digestion se realizé a 37°C durante 16 h.

Ligacion:

La ligaciéon de los productos de digestion purificados con el kit QUIAquick
(QUIAGEN) o Wizard (Promega) se realizé en un sistema que en 20 pi contenia
17 ul de Vector/cassette (*), MgCl; 10 mM; DTT 10 mM; Tris-HCI 50 mM pH
7.8, ATP 1 mM; BSA 50 ug/ml; 50 unidades y 400 unidades de T4 DNA Ligasa.
La reaccion se llevd a cabo durante 16 h a 16°C en un ciclador térmico.

(*) Relacion cassette : Vector mayor o igual a 5:1

Transformacion y seleccion:

A 100 pyl de células competentes se agregaron 20 pl de ligado, se
mantuvo en hielo durante 30 min. y se incubé a 42 °C durante 2 minutos,
seguidamente se mantuvo en hielo por 5 min. tras lo cual se agregaron 450 pl
de LBy se incubd 1 h a 37°C a 225 rpm. Luego se realizd la seleccion, donde al
volumen total (570 pl) de Transformantes se agregaron 60 pl Ampicilina (50
mg/ml), se plaqued en LB-Agar y se crecid 16 h a 37°C. Se picaron colonias
aisladas y se hicieron crecer O/N a 37°C en 5 mi LB con 5ul de Ampicilina (50
mg/ml); De cada clon se realizé una PCR utilizando los primers flanqueantes al
cassette, para la cual 100 pl de cultivo se calentaron a 100 °C durante 5
minutos y se tomaron 2 pl para amplificar el cassette, en un sistema que
contenia dNTP 0,2 mM; 50 pmoles de cada primer; Tris-HCI 23,1 mM; KCI 47,7
mM; MgCl; 2 mM y 2,5 unidades de Tag DNA polimerasa, en un volumen final de
100 pl. La amplificacion se realizé con 5 min. a 94 °C seguidos de 30 ciclos de
95 °C 1 min. 65 °C 1 min. y 72 °C 30 seg. A los clones con PCR positiva se
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extrajo el DNA plasmidico mediante minipreps, segun el procedimiento ya
indicado y se secuencié para chequear errores de PCR vy verificar la presencia
de la mutacion introducida. De los clones positivos sin errores de PCR se
tomaron 500 pl de cultivo O/N, se diluyeron al medio con glicerol 30% estéril y

se almacenaron a -70°C.

V.5 Determinacién de la actividad residual en los clones mutantes:

Para la determinaciéon de actividad residual en los constructos, se inoculd
con un ansa (6 2,5 pl) 5 ml de medio LB con 5 ul de Ampicilina (50 mg/ml) y se
dej6 crecer 16 h a 37°C con agitacién. Seguidamente se realiz6 la induccién con
IPTG y se obtuvo la fuente enzimatica de la forma indicada en V.3. La URO-D
se determino tanto en los constructos mutados como en el normal y el pKK, que
contenia el pKK-223-3 sin el cDNA de la URO-D; se realizd tambien la
determinacion en clones sin inducir. Se realizaron entre 5 y 8 inducciones
independientes con cada clon. Se incubaron 50 ul de solucién enzimatica (1-2
mg/ml) en Buffer Fosfato de Na 0,067 M pH 7 GSH 2 mM EDTA 0,1 mM con

Urogen 1l 4 uM en un volumen final de 0,5 ml.

Los tubos previamente burbujeados con N3 se incubaron 30 min a 37°C en
anaerobiosis, oscuridad y agitacion. La reaccion se detuvo por agregado de 55
pl de TCA 50%. Los porfirindgenos se oxidaron a porfirinas por iluminacion con
luz blanca 20 min. Finalmente las muestras se centrifugaron a 13.000 rpm 1
min, se filtraron por filtros Whatman de 0,2 um de poro y se analizaron por
HPLC segun ia técnica de Lim et al. (1983) como se describié previamente.

La actividad especifica se determind de la siguiente manera:

nmoles de Copro lli formados x 2 x 10/ mg proteinas = nmol C/h mg prot.
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Donde: 2: Para expresar la actividad por hora

10: Por la dilucion de la enzima en el sistema de incubacion (1/10)
La actividad residual (AR) se calculé mediante la siguiente expresién:
AR = (AS - AS[pKK])/(AS[pKK-UROD] - AS[pKK]) x 100
Donde: AS: Actividad especifica del constructo
AS[pKK]: Actividad especifica del pKK

AS[pKK-UROD]: Actividad especifica del pKK-UROD

V.6 Estabilidad a 37 °C:

Para los constructos pKK-UROD y pKK-UROD-R332H se estudio la
estabilidad térmica. Se realiz6 durante 180 minutos con 0,2 mg/ml de enzima
diluida en Buffer Fosfato de Na 0,067 M pH 7 y se tomaron alicuotas a
intervalos de 40 minutos, se mantuvieron en hielo y luego se midié la URO-D

como ya se ha descripto.
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CAPITULO |
OPTIMIZACION DE LAS TECNICAS

I.1 DETERMINACION DE URO-D EN SANGRE

Dado que las porfirinas se retienen en el precipitado proteico y con el
objeto de establecer una concentracion de proteinas y condiciones que
permitan una mayor recuperacién de porfirinas con una eficiente deteccion de
los productos de la reaccion, para lo cual se estudio el efecto de las proteinas
en la retencion de porfirinas, deteniendo la reaccion con TCA solo o con el
agregado de DMSO que favorece la solubilizacidn de las porfirinas. Se
determind la actividad de URO-D en distintas concentraciones de proteinas (3 a
200 mg/ml) de la solucidén enzimatica, y luego de incubar una hora con 4 uM de
sustrato, en las condiciones indicadas en Materiales y Métodos, se detuvo la
reaccion por el agregado de TCA 50% o TCA 50%/DMSO (1:1) hasta
concentracion final de 5% en acido, y se procedio a lavar el precipitado 1 a 3
veces con la misma solucion diluida 10 veces. Se determind la recuperacion
total de porfirinas por espectrofotometro y la concentracién de COPRO luego de
analizar las muestras por HPLC y en base a la curva de calibracién Area del
pico vs. nmol/ml de COPRO lil, como se indico en Materiales y Métodos. En las
Figura 1.1 se observa que la recuperaciéon de porfirinas cuando la reaccién se
detuvo con TCA, aun luego de acumular 3 lavados no supera los valores
obtenidos con el agregado de DMSO sin efectuar lavados y en 200 mg/ml se
recupera con 3 lavados el 20% mientras que con el agregado de DMSO se
recupera mas del 50%; asimismo, el efecto de retencién de porfirinas por el
precipitado proteico es muy evidente a concentraciones superiores a 100

mg/mi, y se reduce considerablemente al disminuir la concentracion de
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proteinas, llegando a minimizar las diferencias entre las formas de detencion de
la reaccion y la realizacién o no de lavados. En la Figura 1.2 se observa que
con el agregado de DMSO, la recuperacion de porfirinas es entre el 80 y 90%
por debajo de 12 mg/ml sin efectuar lavados y que la recuperacién con los
lavados es significativa en concentraciones superiores a 25 mg/ml aunque a
partir de 50 mg/ml y luego de 3 lavados no alcanza el 80%. Cuando se
determind la concentracion de porfirinas se observd que la recuperacion de
porfirinas compensa el efecto de dilucion por los lavados, a altas
concentraciones de proteinas mientras que a bajas concentraciones es mayor
el efecto de la dilucion sobre la recuperacion (Figura 1.3). La concentracion del
producto final de la reaccidn no mostrd variacion en su concentracion con los
lavados entre 3 y 100 mg/ml y presenté un aumento lineal hasta 100 mg/mi
(Figura 1.4). En base a estos resultados se adopté la combinacion TCA/DMSO
para detener la reaccion sin efectuar lavados. Ademas la concentracion de
proteinas a usar se fijo entre 50 y 100 mg/ml ya que en estas condiciones la
COPRO IlI obtenida es faciimente detectable por HPLC mediante el método
para porfirinas sin esterificar de Lim et al (1983). Este rango de concentracion
se alcanza diluyendo 3 veces los eritrocitos en buffer fosfato de sodio 0,067 M
pH 7 de la forma indicada en Materiales y Métodos.

Para determinar el tiempo de incubacién y la concentracion de sustrato
se utilizaron GR diluidos 3 veces. Se determiné la actividad enzimatica en
presencia de 4 uyM de UROgen Il entre 15 y 120 minutos, observando un
aumento lineal en la formacién de COPRO Il hasta 75 minutos con una
cantidad de producto suficiente para su deteccion en 60 minutos, por lo cual se
utilizé como tiempo de incubacion en las siguientes determinaciones (Figura
1.5). Para ajustar la concentracion de sustrato se determin¢ la actividad durante
60 min. en presencia de 0,05 a 5 yM de UROgen Il (Figura 1.6), observando
saturacién por encima de 1 pM, y manteniéndose constante hasta 5 uM, por lo
cual se utilizdé 4 yM de UROgen Ill para las determinaciones posteriores.
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FIGURA I.1: Recuperacion de porfirinas de proteinas precipitadas con TCA o
con TCA/DMSO:( ® ) TCA (sin realizar lavados); ( ® ) TCA (acumulando 3
lavados), (. )TCA/IDMSO (sin realizar lavados); (<) TCA/DMSO (acumulando

3 lavados)
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FIGURA 1.3: Concentracién de porfirinas recuperadas de proteinas precipitadas
con TCA/DMSO:( ® ) sin realizar lavados; o acumulando ( ® ) 1, )2, y(« )3

lavados
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FIGURA 1.4: Concentracion de Coproporfirinas recuperadas de proteinas
precipitadas con TCA/DMSO:( e ) sin realizar lavados; o acumulando (® ) 1, ® )
2,y (« ) 3 lavados.
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FIGURA 1.6: Actividad de URO-D eritrocitaria con 0,05 a 5 yM de UROgen Il

Utilizando estas condiciones se realiz6 la medicion de URO-D en los
pacientes PCT para establecer los casos de PCT hereditaria. En la Figura .7 se

observa el perfil de HPLC de un individuo normal y de un paciente con PCT-F.
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Figura 1.7: Perfil de HPLC del producto de actividad de URO-D a) Individuo
normal; b) Paciente PCT-F. U: Uroporfirina; F: Firiaporfirina; H: Hexaporfirina; P:
Pentaporfirina; C: Coproporfirina

1.2 OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO PARA ESTUDIOS GENETICOS

La obtencion de linfocitos mediante ficoll y paque permitid un rapido
procesamiento de las muestras con un rendimiento de entre 20 y 25 millones de
células viables a partir de 15-20 ml de sangre entera. Este material fue utilizado

para extraer tanto DNA como RNA, en este ultimo caso, la extraccion se realizo
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inmediatamente después de obtener los linfocitos. Con el uso de RNAZ(,|TM B se
obtuvo en promedio 20 ug de RNA con un grado de pureza entre 18 y 2
(R=260/280) y sin degradacion como se observo al ensayarlo en un gel de agarosa
1% en presencia de formaldehido (Figura 1.8). El DNA obtenido mediante digestion
con proteinasa K y extraccion con fenol cloroformo asi como el obtenido mediante
el kit Puregene (GENTRA) mostré una relacion 260/280 de 1,7-1,9 y se obtuvieron
alrededor de 0,2 mg de DNA a partir de 15-20 ml de sangre entera.

Figura 1.8 Extraccion de RNA total. Se indica la ubicacion de los RNA ribosomales
de 18 Sy 28 S.

1.3 AMPLIFICACION DEL cDNA

El RNA se retrotranscribid utilizando oligo(dT)i2.4¢ como primer,
obteniendo asi el cDNA de los RNA poliadenilados. Finalizada la misma se realizo
la amplificacion del cDNA correspondiente al mMRNA de la URO-D con primers
diseniados para amplificar completamente la region codificante, uniéndose a sus

extremos no codificantes, utilizando una temperatura de annealing adecuada para
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estos primers y un tiempo de elongacion basado en el fragmento a amplificar (casi
1,2 kb) y en que la enzima elonga 500 bases cada 30 seg. Se optimizd la
concentracion de Mg con el fin de lograr una buena amplificacién sin obtener
productos de amplificacion inespecifica (Saiki et al, 1988; Williams, 1989),
resultando optimo 1,5 mM de MgCl, (Figura 1.9). Este producto se purificé para su
secuenciacion; que se realizd utilizando primers sense y antisense para secuenciar
todo el producto amplificado, en ambas direcciones. Cuando se empled Taq DNA
polimerasa, se empled directamente ya que en la secuenciacion se desnaturaliza
ciclicamente el templado y cuando la enzima empleada fue Secuenasa, se llevd a
cabo mediante un protocolo para templados de simple cadena, y se obtuvieron
ambas simples cadenas mediante PCR asimétrica (Gyllensten & Erlich, 1988),
ajustando la concentracion de Mg, obteniendo resultados 6ptimos al utilizar 1 mM
de MgCl, en ambas PCR (Figura 1.10). Con estos procedimientos se obtuvo
material para secuenciar el cDNA de la URO-D por cualquiera de estas dos
enzimas. Aunque el RNA es una fuente mas sensible a degradacion que el DNA y
requiere una retrotranscripcion previa a la amplificacion, su utilizacion como
material para la busqueda de mutaciones es muy conveniente ya que dada su
longitud, se puede secuenciar completamente la region codificante en el cDNA
amplificado con sélo 6 reacciones con primers distribuidos cada 200 pb
aproximadamente y con 2 horas de electroforesis. Ademas permite la rapida
deteccién de mutaciones que causen defectos de splicing y la caracterizacion de

su efécto en el mensajero.
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Figura I.9. RT-PCR de la URO-D, realizada con distintas concentraciones de MgCl,
(1) 1 mM; (2) 1,5 mM; (3) 2 mM; (4) 3 mM. M: Marker 1 kb (GIBCO)

(a)

Figura 1.10 PCR Asimétrica del cDNA de la URO-D, realizada con relacion de
primers U1:U2: (a) 100:1; (b) 1:100; y con distintas concentraciones de MgCl, : 1
mM (Calles 1) y 2 mM (Calles 2). M: Marker 1 kb (GIBCO)
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1.4 AMPLIFICACION DEL DNA GENOMICO

El gen de la URO-D comprende alrededor de 3 kb, para amplificarlo se
desarrollaron dos estrategias alternativas, mediante cinco PCR cuyos productos
superpuestos abarcan todo el gen, se disenaron primers que se unan a exones y a
los extremos 5 y 3’ del gen, y se realizaron las amplificaciones optimizando la
concentracion de Mg, resultando optimo 1 mM de MgCl, para las 5 PCR. (Figura
1.11). Los primers se ubicaron en exones en lugar de intrones para minimizar la
posibilidad de que su target esté ubicado en un polimorfismo, que en algunos
pacientes podria conducir a la amplificacién de un solo alelo. El gen completo se
amplificd mediante una unica PCR (Cheng et al, 1994) utilizando rTth DNA
polimerasa, con primers disefiados en los extremos del gen, con un porcentaje de
G+C del 50% y 27 bases, para poder utilizar una alta temperatura de annealing
(67°C), para impedir la amplificacion inespecifica, se utilizo el sistema “Hot start” en
la amplificacién, separando la enzima de los primers hasta alcanzar la temperatura
de desnaturalizacion, para evitar que la actividad 3’ -5’ exonucleasa de la enzima
degrade el extremo 3' de los primers, y que ocurran amplificaciones inespecificas.
El tiempo de elongacion en los primeros 16 ciclos se fijo en 3 minutos ya que la
enzima elonga 1000 bases en 30-60 segundos,; dicho tiempo se incrementé en los
demas ciclos en 15 seg. por ciclo ya que el aumento en la cantidad de templado en
los ultimos ciclos hace que se necesite mas tiempo para elongar todas las
moléculas de templado. La concentracion de Mg(OAc), se ajustd entre 0,7 y 1,5
mM con diferencias de 0,2 mM, obteniendo producto soélo entre 1,1 y 1,5 mM,
siendo optima 1,5 mM (Figura |.12). Mediante estas estrategias se obtuvo material
para secuenciar cada exon con las regiones intronicas flanqueantes asi como el
promotor y las regiones no codificantes, lograndose de esta forma la secuenciacion
de todo el gen. con los primers indicados en la tabla IV de Materiales y Métodos. La
estrategia de amplificar todo el gen en una uUnica PCR es muy util para detectar
grandes deleciones en el gen, que pueden no ser detectadas cuando el mismo se

amplifica por partes.
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Figura 1.11 Gen de la URO-D amplificado en 5 fragmentos superpuestos. Calles
(a): 1 mM de MgCl, ; Calles (b): 2 mM MgCl;; M: Marker 1 kb (GIBCO). (1): PCR
1; (2): PCR 2; (3): PCR 3; (4): PCR 4; (5): PCR 5.

M | 2 3 4 5

Figura 1.12 Gen de la URO-D amplificado en una unica PCR, con distintas
concentraciones de Mg(OAc),. (1) 0,7 mM; (2) 0,9 mM; (3) 1,1 mM; (4) 1,3; (5) 1,5
mM M: Marker . DNA Hind I/l Digest (Biolabs).
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1.5 SSCP

Con la finalidad de realizar la deteccion rapida de la mutacion 29insA, se
realizd la amplificacion de un fragmento comprendido entre la regién &
inmediatamente antes del coddn ATG iniciador de la traduccion y el comienzo del
intrdn 1. Este fragmento de casi 120 pb se amplifico con 20 segundos de
elongacion en 1 y 2 mM de MgCl, , resultando Optima ia primera concentracion
(Figura 1.13). Se eligié un fragmento de tamano reducido ya que el SSCP es mas
sensible en fragmentos de alrededor de 100 pb (Sheffield et al. 1993);, De las
cuatro condiciones clasicas de electroforesis para esta técnica: a temperatura
ambiente o a 4°C, con y sin glicerol (Orita et al, 1989), se realizo a 4°C sin glicerol
ya que es una de las condiciones de mayor sensibilidad en la deteccion, ademas
se busco detectar una insercion, y en general tanto las inserciones como las
deleciones se detectan en las cuatro condiciones. Con un tiempo de electroforesis
de 3 a 3,5 horas se detectd perfectamente en pacientes portadores, dos bandas
por cada simple cadena, ademas, en estos mismos pacientes se pudo observar en
las dobles cadenas, mas de una banda, debido a la formaciéon de heteroduplex

entre cadenas normales y mutantes (White et al, 1992) (Figura 1.14).
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200pb —— [

100pb ——

Figura .13 Fragmento de 118 pb que incluye integramente al exén 1, amplificado

con distintas concentraciones de MgCl, (a) 1 mM; (b) 2 mM M: Marker 100 pb
(GIBCO).

Figura |.14 Analisis por PCR-SSCP de un fragmento de 118 pb, la electroforesis se
realiz6 a 4°C en geles de poliacrilamida no desnaturalizantes y sin glicerol. SD:
Fragmento sembrado sin desnaturalizacion; N: Individuo normal; M: Paciente
portador de la mutacion 29insA. DC: Doble cadena; SC: Simple cadena.
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1.6 ESTUDIOS DE EXPRESION

DETERMINACION DE URO-D EN BACTERIAS

Para la determinacion de URO-D en E. coli MJ 109 se adapto el sistema
de determinacion en sangre (1.1). A partir de un stock de bacterias conteniendo ya
sea el pKK o el pKK-UROD se hizo un crecimiento O/N, luego se dejé crecer un
indculo hasta fase logaritmica, se realizé un crecimiento de 3 horas con y sin IPTG,
y se procedio a cosechar las bacterias como se indico en Materiales y Métodos,
obteniendo entre 1 y 2 mg de proteinas por mililitro, en 250 pl. Se determiné la
actividad incubando durante 60 min en presencia de 4 yM de UROgen lil y la
reaccion se detuvo por agregado de TCA hasta concentracion final del 5% en
acido; sin DMSO ya que la cantidad de proteinas proveniente de lisados
bacterianos es suficientemente baja como para producir un efecto apreciable de
atrapamiento de porfirinas en el precipitado. Se compararon las actividades
obtenidas en bacterias conteniendo el pKK o el pKK-UROD crecidas con y sin
IPTG (Tabla 1.1). La actividad en bacterias portadoras del pKK-UROD fue mas de
40 veces mayor que en las portadoras del pKK, y la misma se increment6 3 veces

cuando habian crecido en presencia de IPTG.

Tabla |.1.Actividad de URO-D en bacterias

pKK pKK-UROD
sinIPTG 0,138 £ 0,032 5,922 + 2,723
con IPTG (0,151 £ 0,045 18,334 + 4,210

Actividades especificas (n = 3)
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Para determinar la concentracion de sustrato y tiempo de incubacién se

utilizaron bacterias portadoras del pKK-UROD vy provenientes de crecimientos en
presencia de IPTG. Se incub6 con 4 uM de sustrato durante distintos tiempos (15 a
120 minutos) observandose linealidad hasta los 75 minutos, y una cantidad
suficiente de producto para su deteccion en 30 minutos de incubacion, por lo cual
se adoptd este tiempo para las siguientes determinaciones (Figura 1.15). Luego se
ajusto la concentracion de sustrato incubando durante 30 minutos en presencia de
0,05-5 uM, observando un aumento en la formacién de Copro hasta 2 uM (Figura

1.16), adoptandose 4 uM para las determinaciones siguientes.

16
15 -
12 -
0.9 -

06 -

nmoles Coproporfirina Il /mi

0,3

YT T T T T TTTTT TTTTUrTTTITT
0 15 30 45 60 75 90 105 120

Tiempo (minutos)

Figura 1.15 Actividad de URO-D durante 15 a 120 minutos, en bacterias portadoras
del plasmido pKK-UROD, crecidas en presencia de 5 mM de IPTG. Los datos

representan el valor promedio de 2 inducciones independientes.
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Figura 1.16 Actividad de URO-D con 0,05 a 5 uM de sustrato, en bacterias
portadoras del plasmido pKK-UROD, crecidas en presencia de 5 mM de IPTG. Los

datos representan el valor promedio de 2 inducciones independientes.

CONSTRUCCION DE LOS MUTANTES

Las mutaciones missense encontradas fueron introducidas en el pKK-
UROD por intercambio de cassette. Los cassettes mutantes fueron obtenidos por
mutagénesis sitio dirigida por PCR utilizando al constructo normal como templado.
Las PCR se realizaron utilizando escasa cantidad de templado (0,3 ng) y
condiciones restrictivas, con 65°C de annealing y empleando el sistema hot start,

para evitar amplificaciones inespecificas. Los primers se disefiaron de manera tal
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que luego de las digestiones se liberen fragmentos menores a 50 pb para facilitar
su eliminacién purificando el producto de digestion por columnas de purificacion de
productos de PCR. El cassette generado debia contener la mutacién a introducir y
sitios de corte de enzimas de restriccion para poder introducirlo en el vector, por lo
tanto las mismas no podian cortar al plasmido pKK223-3 y debian cortar al ORF de
la URO-D en no mas de dos sitios; ademas para facilitar la construccion del
cassette, uno de los sitios de restriccion a usar tenia que estar relativamente cerca
de la mutacién para abarcar ambos puntos en un solo primer. Esto se pudo hacer
solo en las mutaciones N304K y R332H (Figura 1.17), en esta ultima dado que se
ubica cerca del final del ORF, en el exén 10 y no habia ningun sitio de restriccion
utilizable en la secuencia de la URO-D downstream a la mutacion, se disefidé un
primer antisense en el vector, inmediatamente después del sitio para Hind il del
polilinker, luego de secuenciar esa region con el primer S-7 (Tabla 1 de Materiales
y Métodos) cuyo target es el exdn 10 y tiene direccion sense. Para las mutaciones
M165R y L195F no se pudo utilizar esta estrategia porque los sitios de restriccion
utilizables mas cercanos a la mutacion se encontraban a unas 200 pb; por lo tanto
se realizaron dos pasos de PCR, en el primero se generaron dos fragmentos cada
uno con la mutacién introducida y un sitio de restriccion, y en el segundo se logré
un solo producto que contenia la mutacion y los dos sitios de corte para las

enzimas de restriccion a usar (Figura 1.18)
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(2) M2 (@ (b

271 pb —
234 pb —

Figura 1.17 (1) N304K: Producto de amplificacion de un fragmento de 238 pb; (b) Dicho fragmento
luego de digerirlo con Bcl | y Nsi |. (2) R332H: (a) Producto de amplificacion de un fragmento de
258 pb; (b) El mismo fragmento luego de digerirlo con Nsi | y Hind Ill. M1: Marker 100 pb (GIBCO);
M2: Marker ¢X174 RF DNA Hae lll Digest (Biolabs).

M 12345678

1.0 kb

506 pb
396 pb
344 pb
298 pb

Figura 1.17 M165R: Productos de amplificacion de la PCR 1 (1) 690 pb y (2) 245 pb L195F:
Productos de amplificaciéon de la PCR 1 (3) 610 pb y (4) 334 pb. Productos de la PCR 2 (915 pb):

(5) M165R y (6) L195F; (7 y 8) Ambos fragmentos luego de digerirlos con Kpn | y Hind IIl. M:
Marker 1 Kb (GIBCO).
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CAPITULO I

PORFIRIA CUTANEA TARDIA EN_ LA ARGENTINA. ESTUDIOS
BIOQUIMICOS

La PCT es la porfiria mas comun en la Argentina y en los ultimos 20
anos se han diagnosticado en el CIPYP 844 casos de PCT. Los pacientes
fueron derivados principalmente de Hospitales Municipales, Nacionales vy

Provinciales de todo el pais.

De esos 844 casos, 171 correspondieron al sexo femenino y 673 al
masculino, de manera que la relacién mujer a hombre esde 1 a4. El 30% de
los pacientes (255) concurrieron sélo una vez al Centro, mientras que el 70%
(589) lo ha hecho periddicamente desde su primera concurrencia, durante y

luego del tratamiento.

Teniendo en cuenta que debido a la avanzada edad del
desencadenamiento de esta porfiria en la mayoria de los pacientes, un gran
numero de ellos ha fallecido y que gran parte de los pacientes viven en la
provincia de Buenos Aires o0 en otras provincias de manera que las muestras
de orina para realizar los controles bioquimicos llegan por correo, sélo fue
posible citar un tercio de los 589 pacientes con PCT para realizar los estudios
bioquimicos y poder establecer si eran portadores de porfiria hereditaria (PCT-
F) o adquirida (PCT-A). El diagnodstico de PCT se realizd en base a la
determinacion del indice de porfirinas plasmaticas (IPP), porfirinas totales

urinarias y su patréon de excrecion.



110

I1.1-MEDICION DE URO-D EN PACIENTES CON PCT

Se determind la actividad de URO-D eritrocitaria en 106 pacientes
diagnosticados como PCT familiarmente no relacionados, cuyas edades
variaron entre 7 y 74 anos, de los cuales 30 eran de sexo femenino y 76 de

sexo masculino (Figura I1.1).

DISMINUIDA (24,5%)

A

NORMAL (75,5%)

.Figura ll.1: Actividad de la URO-D en sangre de PCT

En la Tabla 1.1 se muestran los rangos de los valores obtenidos en los

844 casos de PCT estudiados, caracteristicos de este tipo de porfiria.



Tabla ll.1: Determinaciones bioquimicas en pacientes con PCT
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IPP PORFIRINAS URINARIAS
(A=618 nm) pg/24 h % U % F % H % P % C
PCT 1,35-9.00 1.401-13.950 | 45-55 30-40 5-10 5-10 7-15
VN <1,30 <250 - - - - 100

De los datos obtenidos se puede concluir que el 24,5% de la poblacion

porfirica estudiada son portadores de la PCT-F y el 75,5% restante son PCT-A.

Al realizar un estudio retrospectivo para identificar las familias en las

cuales habia mas de un miembro diagnosticado como PCT, resultd que en 24

de ellas, 55 miembros presentaban la enfermedad manifiesta observandose la

siguiente distribucion:

Nro. de Nro. de miembros con
familias PCT

19 2

3

2 4

En el resto de las familias, segun los datos disponibles, aparentemente sdlo el

proposito era portador de la PCT.

Cuando se midi6 la URO-D en algunos de estos pacientes, se encontré

que en 2 de estas familias la enzima eritrocitaria era normal, lo que indicaria

que no se trataria de una PCT-F. Estos resuitados estan de acuerdo con los

estudios realizados por Roberts et al.,, 1988; D'Alessandro et al., 1989) y

sefnalan la importancia de esta medicion para identificar el tipo de PCT.
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I1.2-ASOCIACION PCT-VIRUS DE HEPATITIS

La PCT esta asociada generalmente a distintos grados de dano
hepatico y se ha propuesto que el virus de la hepatitis C (HCV) juega un rol

importante en la hepatopatia porfirica (Fargion et al., 1992).

La prevalencia del HCV en nuestra poblacion porfirica es del 35%
(n:108, 25 mujeres y 83 hombres, cuyas edades oscilaban entre 24 y 74
anos). Este porcentaje se ubicé en un punto intermedio entre los valores
hallados en Italia, Espana y Francia (71-91%) (Ferri et al., 1993; Lacour et al.,
1993; Mar De Castro et al., 1993; Cribier et al., 1995; Lépez Morante et al.,
1995; Navas et al,, 1995), y lo encontrado en Alemania, Irlanda, Holanda y
Australia (8-20%) (Siersema et al., 1992; Murphy et al., 1993; Gibson et al.,
1995; Stoizel et al., 1995).

I1.2.1 Estudios del metabolismo del hemo en pacientes no porfiricos con

hepatopatias

Para establecer si existe alguna alteracion del camino metabdlico del
hemo en pacientes no porfiricos con otras alteraciones hepaticas, se
determinaron algunos parametros bioquimicos en 20 pacientes con distintos
tipos de hepatopatias (10 mujeres y 10 varones; edad entre 29 y 62 afos)
(Tablas 11.2 y 11.3.).
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Tabla 11.2: Pacientes con distintos tipos de hepatopatias

PACIENTE EDAD SEXO DIAGNOSTICO
LV 45 M Hepatitis crénica por HCV
LOJ 31 M Hepatitis créonica por HCV
VIM 58 F Hepatitis cronica por HCV
LON 57 M Hepatitis cronica por HCV
GA 60 F Hepatitis cronica por HCV
JE 54 F Hepatitis cronica por HCV
GJ 50 M Hepatitis cronica por HCV
GAF 48 F Hepatitis cronica por HCV
ROP 29 M Hepatitis cronica por HCV
FD 56 F Hepatitis cronica por HCV
OF 34 M Hepatitis cronica por HCV
CS 35 F Hepatitis cronica por HCV
DE 50 F Hepatitis cronica por HCV
CM 32 M Hepatitis cronica por HCV
SZ 39 F Hepatitis autoinmune
CJ 40 M Hepatitis alcoholica
DSC 59 M Cirrosis por HCV
CB 53 F Cirrosis por HCV
MO 62 M Esteatosis hepatica
MO 62 M Esteatosis hepatica

Uno de estos pacientes (LON, HIV (+)) resultd ser un tipico caso de
PCT-A sin diagnostico previo de porfiria. Debido a la gravedad de su cuadro
hepatico (hepatocarcinoma), el paciente se encontraba en lista de espera para

transplante de higado, el cual se realizd el 12/10/95.
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PACIENTE ALA-D DEAMINASA IPP PORF URIN | URO-D

(U/ml GR) (U/m! GR) (A=618nm) | (ug/24h) | (%)

LV 0,578 90,97 1,22 159 95
LOJ 0,527 88,84 1,25 31 91
VIM 0,384 94,39 1,29 39 94
LON 1,451 109,70 4,83 6.505 98
GA 1,078 64,64 1,22 172 96
JE 1,226 69,76 1,24 57 89
GJ 1,402 76,04 1,10 92 92
GAF 1,529 92,70 1,20 118 95
ROP 1,990 76,56 1,43 58 97
FD 1,596 99,95 1,31 59 90
OF 1,865 68,68 1,22 98 98
cs 2,260 67,41 1,25 159 98
DE 1,124 68,40 1,30 174 90
CM 1,238 59,34 1,20 112 95
SZ 1,444 80,21 1,33 46 93
CJ 0,870 53,23 1,28 72 88
DSC 2,002 256,84 1,25 342 102
CB 1,627 95,16 1,20 176 96
MO 1,241 68,86 1,12 39 93

Valor 0,79410,247 (F) | 81,51£11,9 (F) <1,30 20250 | 4,17£0,61
normal 0,688+0,232 (M) | 73,13+13,62 (M)

En las Figuras 11.2 y 1.3 se muestra el seguimiento de este paciente

antes y después del transplante. Inicialmente el paciente fue medicado con

acido Ursodeoxicolico (URSO) para mejorar la funcién hepatica; en 30 dias,

como resultado de la administracion de esta droga, se logré una reduccién del

50% en la excrecion de porfirinas urinarias (Figura 11.2). A los 10 dias del

transplante, las porfirinas urinarias estaban dentro de los valores normales en

tanto que las porfirinas plasmaticas se normalizaron

realizado el mismo (Figura 11.3).

a los 3 meses de
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Figura 11.3: Evolucion de los niveles de porfirinas urinarias en un paciente

PCT-HCV(+)
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Figura 11.4: Evolucidén de los niveles de porfirinas plasmaticas en un paciente
PCT-HCV(+) luego del tratamiento

Como consecuencia del transplante, en este paciente, portador de una
PCT adquirida, confirmada por medicion de la URO-D eritrocitaria, se
normaliz6 completamente el cuadro clinico y bioquimico, lograndose su

remision.
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Dado que es comun que los pacientes transplantados vuelvan a
infectarse con el virus C, si el HCV o la hepatopatia asociada fueran los
responsables del desencadenamiento de la PCT seria probable que un
paciente reinfectado con HCV desarroliara nuevamente la porfiria. En el caso
del paciente LON, que acabamos de describir, a pesar de que se reinfectd con
el virus C, al realizar el primer control serolégico al mes de realizado el
transplante, las porfirinas urinarias y plasmaticas estaban en los valores

normales y aun se mantienen en ese rango hasta la fecha (Tabla I1.5).

Tabla 11.5: Determinaciones bioquimicas en el paciente LON PCT-HCV(+)

FECHA IPP PORFIRINAS URINARIAS
(A=618 nm) pg/24h | % U [ %F %H %P | %C
14/08/95 4,83 6.505 47 32 9 7 5
05/11/97 1,30 67 - - - - 100
VN <1,30 <250 - - - - 100

Otro de estos pacientes

Deaminasa 4 veces superior al

normal,

(OSC, HCV(+))

con porfirinas urinarias solo

presentd un valor de

ligeramente aumentadas (Tabla 11.3). Un estudio bioquimico mas amplio del
mismo paciente mostré una PBGasa también aumentada y un perfil de
porfirinas urinarias anormal (Tabla 11.6). Se trata de un paciente portador de B-
Talasemia minor; se ha publicado que en esta enfermedad el metabolismo del
hemo se encuentra alterado (Bannerman, 1964), nuestros datos coinciden con
otro estudio en el cual se ha descripto que la mayoria de los pacientes con pB-
Talasemia presentan una excrecion de porfirinas urinarias levemente

incrementada (Lyberatos et al., 1975).
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Tabla 11.6: Determinaciones bioquimicas en un paciente con B-Talasemia e

infeccion por HCV(+)

PORFIRINAS URINARIAS
PBGasa PTS %U| %F | % H| %P |%C
(U/ml GR) (ug/100 m! GR)
Paciente 179,29 110 9 4 - 2 85
VYN 34,6318,22 150140 - - - - 100

I.2.2 Determinacion de URO-D en pacientes PCT con estudio hepatico

En 108 pacientes portadores de una PCT, se realizaron estudios
hepaticos en el Hospital Muiiz, en 60 de ellos se determind la actividad
enzimatica de la URO-D eritrocitaria para clasificar la porfiria en hereditaria o
adquirida y tratar de establecer una correlacidon entre el tipo de porfiria, el dafo
hepatico o la infeccion por HCV. De estos 60 pacientes, 15 eran PCT-F y 45
PCT-A.

De la Tabla ll.7 y de la Figura ll.5 se puede inferir que si bien el HCV es
el principal responsable de la hepatopatia en los pacientes PCT, con una
incidencia mayor en la PCT-A que en la PCT-F, hay asimismo un indice
relativamente alto de hepatitis criptogenética y también participacion de HBV y
HDV, ademas de otros tipos de dafio hepatico. Esto sugiere que el virus C
tiene un papel importante pero no absoluto en la génesis de las hepatitis
cronicas. Por lo tanto, en nuestra poblacion PCT, mas alla de la participacion
de un determinado agente etiolégico, la hepatopatia per se seria la que en un

huésped susceptible provoca el desarrolio de la porfiria.
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Tabla il.7: Dano hepatico segun el tipo de PCT

PCT-A (n) PCT-F (n)

Higado normal 16 7

Hepatitis por HCV 20 3

Hepatitis criptogenética 3 4

Esteatohepatitis 2 -

Fibrosis 1 -

Hepatitis por HBV vy 1 -
HDV

DANADO

) (53,3 %)

DANADO

(63.5 %)

/ NORMAL

(36.5 %) " NORMAL
46.7 %

PCT-A PCT-F

Figura 11.5: Distribucion del estado del higado normal y dafnado en pacientes
con PCT-Ay PCT-F

Ademas, la prevalencia de la infeccion por HCV en nuestra
poblacion es: PCT-A = 44, 4%; PCT-F = 20,0 %. Estos resultados estan de

acuerdo con Quecedo et al. (1966) quienes encuentran una asociacion PCT-
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A:HCV(+) del 67,2% y PCT-F:HCV(+) del 47,3%, aunque estos autores no han

determinado sistematicamente la URO-D eritrocitaria.

Si bien son pocos los otros estudios realizados en los cuales se
establece una diferencia entre la PCT-A y la PCT-F, el grupo de Herrero
encontré un 79% de asociacién HCV-PCT en una pobiacién de 75 pacientes
con PCT-A y no detectaron el virus en 5 pacientes con PCT-F (Herrero et al,
1993). Cribier et al. (1995) hallaron una prevalencia de HCV del 58% en 12
pacientes con PCT-A mientras que un unico paciente con PCT-F fue HCV(-).
Otros autores hablan de 65% de HCV(+) en PCT esporadica (Navas et al.,
1995) pero debe observarse y enfatizarse que en ninguno de estos trabajos se
determind la actividad de URO-D para clasificar la porfiria como hereditaria o
adquirida y en uno de ellos, en donde estudian 100 PCT-A y 6 PCT-F, y
encuentran un paciente con PCT:HCV(+), el diagnostico de PCT-F se realizo

exclusivamente en base a la historia familiar (Stolzel et al., 1995).

Nuestros resultados revelan que la poblacion no porfirica con dano
hepatico no muestra alteraciones del metabolismo del hemo, salvo los 2 casos
mencionados, de una PCT adquirida y una B-Talasemia aunque hay autores
que dicen haber encontrado la coproporfirina urinaria ligeramente aumentada
en pacientes HCV(+) no porfiricos (Frank et al.,, 1997); Krivosheyev y
Krivosheyev, 1997).

Es bien conocido el papel patogénico del virus C en el desarrolio de
hepatocarcinoma, una complicacidn muy frecuente en pacientes con PCT.
Dada la elevada prevalencia de este virus en la PCT, en estos pacientes se
deberia realizar el estudio de la funcidén hepatica y en aquellos pacientes que
son ademas HCV(+) con enfermedad hepatica activa deberia aplicarse el
tratamiento adecuado para evitar su progresion hasta el hepatocarcinoma y un

desenlace fatal.
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1.3 ASOCIACION PCT-VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

A partir de 1987 se han publicado varios trabajos sobre casos de PCT
infectados por virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) (Wissel et al., 1987;
Hogan et al., 1989; Nip-Sakamoto et al., 1989, E. de Salamanca et al., 1990;
Lafeulliade et al., 1990; Boisseau et al., 1991; Blauvelt et al., 1992; Conlan et
al., 1992; Russel et al., 1992; Gafa et al., 1992; Soriano et al., 1993; Parera et
al., 1996). En el CIPYP se han diagnosticado 32 pacientes PCT-HIV(+), 15 de
ellos han sido motivo de estudio desde el punto de vista bioquimico en este
trabajo. En la Tabla |1.8 se muestran los datos obtenidos; se observa que todos
los pacientes son de sexo masculino y las edades son relativamente menores
a la edad mas probable de manifestacion de la PCT (40-60 anos). Las
porfirinas urinarias fueron muy elevadas en la mayoria de los casos salvo en
unos pocos pacientes en quienes el desencadenamiento de la porfiria ha sido

reciente.

En todos los pacientes con estudio hepatico se encontrd hepatitis
cronica, en 8 de ellos por HCV, en 2 por HBV y en 1 por virus B y virus C de
hepatitis. El paciente que fue HCV(-) y HB(-) presentaba una hepatitis
granulomatosa. En cuanto al tipo de PCT, del estudio enzimatico realizado en

11 pacientes, resulté que 3 de ellos eran PCT-F y el resto PCT-A.
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Tabla I1.8: Estudios bioquimicos y serolégicos en pacientes PCT-HIV(+)

PACIENTE | SEXO | EDAD | PORF.URIN PP HCV | HBV | TIPO
(ug/24 h). | (A=618 nm) DE PCT

BJ M 38 13.980 B) © A
BE M 25 8.898 5,53 ND ND A
cJ M 43 2.406 3,20 *) B) F
cP M 20 11110 4,38 ) ) F
FM M 37 12.368 5,25 *) ©) F
GA M 32 12.502 4,85 *) *) A
GP M 29 13.950 4,70 ) ) ND
GM M 38 4533 3,55 ® a) A
JR M 30 6.240 4,50 ND ND ND
LM M 44 3.368 518 B) *) ND
NJ M 30 7.309 5,25 ND ND A
RD M 28 5.900 6,00 @ B) A
RJ M 35 7.926 5,70 ™ @) A
SF M 30 7.600 4,37 *) 3) A
Z) M 42 5294 5,60 *) 3) ND

Estos datos estan indicando que la PCT en pacientes HIV(+) también
esta asociada a la presencia de virus de la hepatitis y a la existencia de
hepatitis cronica, lo cual sugiere que la hepatopatia producida por estos virus
seria el factor desencadenante del cuadro dermatolégico (Méndez et al.,
1997).

Son escasos los estudios hepaticos y el tests serolégicos en pacientes
PCT-HIV(+) y segun Castanet et al. (1994), la asociacion PCT-HIV es
secundaria a una infeccion concomitante por HCV. Gomi et al. (1997) opinan
en cambio que el daifo hepatocelular producido por el HIV es suficiente para
producir la manifestacion de la porfiria cuando existe un defecto latente en la
URO-D. En cuanto al mecanismo de inactivacion de la URO-D hepatica por el
HCV, se propuso que podria deberse al aumento de hierro libre, aiteracion del

citocromo P-450, formacion de radicales libres y aumento de la oxidacion del
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URO-D. En cuanto al mecanismo de inactivacion de la URO-D hepatica por el
HCV, se propuso que podria deberse al aumento de hierro libre, alteracion del
citocromo P-450, formacion de radicales libres y aumento de la oxidacion del
uroporfirindgeno (Fargion et al., 1992). Por otro lado, Cribier et al. (1996)
observaron un marcado aumento de coproporfirinas urinarias en pacientes
coinfectados HIV(+), HCV(+) no porfiricos, y s6lo uno de 60 pacientes, mostré
un perfil de porfirinas consistente con PCT. O'Connor et al (1996) observaron
niveles anormales de porfirinas urinarias, plasmaticas y fecales en 13 de 33
pacientes HIV(+), 11 de los cuales eran también HCV(+) y solo 4 presentaban
un perfil de porfirinas urinarias consistente con una PCT. Nomura et al. (1996)
también observaron niveles elevados de porfirinas plasmaticas en pacientes
HIV(+) con o sin infeccién por HCV, pero se debe destacar que en ninguno de

estos 3 ultimos trabajos se estudiaron pacientes con PCT sintomatica.

En nuestro pais, la asociacion PCT-HIV(+) es elevada dentro de la
poblacion porfirica (38%). En todos los casos la manifestacion de la porfiria fue
posterior a la infeccidén por HIV. Por lo tanto es importante que en pacientes
HIV(+) con sintomas cutaneos se descarte o confirme el diagndstico de
porfiria. Confirmada la PCT se debe aplicar el tratamiento adecuado (Parera et
al., 1995) para lograr la remision completa en el caso de la PCT-A o la

normalizacion clinica y bioquimica en el caso de la PCT-F.

También es importante que en los pacientes PCT-HIV(+) se identifique
la presencia del HCV, y asi instaurar un tratamiento inmediato para el virus,

evitando danos hepaticos mayores.
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CAPITULO Il
SECUENCIA DEL GEN DE LA URO-D

1Il.1 SECUENCIA NORMAL

Se llevo a cabo la secuenciacion del gen, entre los primers utilizados en Ila
amplificacion del mismo: 5-TATGGACCTGGCTGGATAAGACTGTTGGT-3' y 5'-
CTGAGGATATGGGACAATCTTTCAC-3'. La region comprendida incluye los exones, intrones
asi como todas las senales regulatorias conocidas (Romana et al. 1987). Esta region
comprende 3.658 pb de acuerdo a la secuencia publicada por Moran-Jiménez et al (1996),
desde las primeras 326 pb upstream del codon de iniciacion de la traduccion hasta 97 pb
downstream del codéon de stop. En 5 individuos con actividad de URO-D normal, se
amplifico el gen mediante cinco PCR con productos solapados y se secuenciaron las 3.613
pb, utilizando los primers indicados en Materiales y Métodos. Ademas se amplificé el gen
parcialmente o en un unico producto, en 20 individuos entre normales y PCT, en los cuales
se secuenciaron las regiones 5', 3, y todos los exones y regiones intronicas flankeantes y
completamente los intrones 2, 3, 5, y 8. En los individuos normales sus secuencias
coincidieron entre si, ademas, tanto individuos normales como PCT presentaron 34
diferencias con la secuencia publicada, ubicadas en los extremos 5', 3' y en los intrones 1,
2, 6 y 9. Las diferencias son 14 sustituciones, 9 inserciones y 11 deleciones las cuales se
distribuyen de la siguiente forma: siete en la region 5', diez en el intrdn 1, una en el intron 2,
tres en el intron 6, diez en el intrén 9 y tres en la region 3'. En la Tabla Ill.1 se indican las
diferencias encontradas en las regiones no codificantes. Se consideré como posicion +1
al sitio de inicio de la transcripcion segun la secuencia del cDONA de Roméo et al (1986)

y los nucleétidos se numeraron segun la nomenclatura de Beaudet & Tsui (1993).
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TABLA lll.1 Diferencias encontradas en regiones no codificantes

DIFERENCIA UBICACION

ins C -140 (Region 5')
ins G -148 (Regidn 5')
ins C -153 (Regidén 5')
T-G -193 (Region 5)
ins C -286 (Region 5')
del T -302 (Regidn 5')
ins G -305 (Regién §')
del A 38+101  (Intréon 1)
del G 38+128  (Intron 1)
T-C 38+216  (Intrdn 1)
CoT 38+217  (Intrén 1)
del T 38+298  (Intrén 1)
del G 38+303 (Intrén 1)
ins CACC 38+456  (Intrén 1)
del G 38+522  (Intron 1)
G-C 38+572  (Intron 1)
A-G 38+577  (Intrén 1)
ins G 151+41  (Intrén 2)
C-A 654+48  (Intron 6)
G-C 654+50  (Intrén 6)
T-C 654+96  (Intron 6)
del C 960+28  (Intron 9)
del C 960+51  (Intrén 9)
C-oHA 960+109 (Intron 9)
A-C 960+110 (Intron 9)
C-A 960+119 (Intron 9)
ins G 960+206 (Intron 9)
del T 960+240 (Intron 9)
del C 960+254 (Intron 9)
C-G 960+265 (Intrén 9)
ins C 960+267 (Intron 9)
C-G 1122+1 (Regioén 3))
CoT 1122+2 (Region 3')
del C 1122+79 (Region 3')
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Ademas, se encontraron las cinco diferencias exoénicas no patoldgicas
descroptas previamente, en las posiciones 87, 325, 376-377-378, 931 y 1027 del
cDNA (Roméo et al. 1986). 87 (GCT—>GCC), 325 (AGC—>GGC), 376-377-378
(GCG—-CGCQ), 931 (TTGHCTG) y 1027 (TTG--CTG) de las cuales solamente la
segunda y la tercera producen un cambio en el aminoacido: S103G y A122R
respectivamente (De Verneuil et al. 1986 ; Garey et al. 1993; Mc Manus et al.
1994), todas presentes en la secuencia de Moran-Jiménez et al (1996), excepto la
ubicada en la posicion 1.027 del cDNA. Tanto estas 5 diferencias exdnicas como
las 34 diferencias en regiones no codificantes se encontraron en estado
homocigota en todos los individuos analizados. De acuerdo con la secuencia

obtenida, la region secuenciada comprende 3.659 pb.

La secuencia completa comprendida entre los primers mas extremos

utilizados en las amplificaciones se detalla a continuacion:

REGION 5': (330 pb)
ATCATGAGTGGGACTTGCGCCAAGCCTCCGGATACCCAGACTGTCAGATGA
GAACAAATTCCTCATGTCACCGTAAGATACATTTACAGCGGAGTTTTCTTTTG
GGCCTTTGTTGTTGCGTCGCTACAGCAAACTTTACGGTGAAAAAAGGTAGGG
GTCCTACGGGCAGCAGCCAGGGCAGCCCTGGAGCTGTCGCTGGAGTCCGA
TCATGTGATCTTCAACATGGCGACGCTCTTGGTTCCCTACAGAAAGGGGCGG
AGCCTGACTGGGGGGCAGGCTCAGATTCAGGTTAAATTGTGGATTGAGCTC
GC

AGTTACAGACAGCTGACC
+1

EXON 1: (20 pb)
ATGGAAGCGAATGGGTTGGG

INTRON 1: (621 pb)
GTGAGTTCTCCAGAGCACGCGGTGTGGCTAGCCGGGCTTCTAATTTGAGTC
TTCCAACTCAGGACTCTATCCCTCTACTCCCCTTTCCCCACCCTGGAGACCT
CCCAACCTGAACTCCGTTAGCTGGGATCCTGAATCCTAAAACCATGGATTTTT
GAGATGTTCATCCCAGGGCCTTAATTCAAGGGATGCCTCAGGATTTCCAACC
AGGATCTCTATTCTGGGACCATCAACTCTGATCCCTCTTTATCCCCCAGCCT
GGGTATTTCTCAGCCCCTGAACCAGCCCAGTGACATTCCCGTTTCTGAGGCT
CACTAGTTCGAAGACCCCCAAACTATCCTTAGTGGGCCTTCATTCCCTCCCC
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CCAGTCCCTCTGGTTGCTTCGAGCTTGGAAGAGTAGAGACTAAGTGGAGGG
AAGAGGCCCCAGGGCGGGCCCTTCTGGAGTTTGTGCACCACCTGATAGGCA
GAGAGGAGGCGGAACGGGCGGAAAGCCAGGGTTTGGGAGCTGGCCTGGAG
GAGGTAGATAGCGGTCCTGGACTGAATCGGCCTTATGAACCCGCGCTTTCC
CCAGCCTCCAGCGTAGCATACTGACACCTACCCCCACCCCCACCTGATCGCC
AG

EXON 2: (113 pb)
ACCTCAGGGTTTTCCGGAGCTGAAGAATGACACATTCCTGCGAGCAGCCTG
GGGAGAGGAAACAGACTACACTCCCGTTTGGTGCATGCGCCAGGCAGGCCG
TTACTTACCAG

INTRON 2: (116 pb)
GTAAGAGTCAGGGTCTGGAAATCTAGATAAAACTCCGGAGGGAGAAAAGTTT
TCGAGGGGCAGGGGAGGGCTCTGGAGGGCCTCAAGGCTGAGCCCTGTCTT
CCCTCTGTATGCAG

EXON 3: (80 pb)
AGTTTAGGGAAACCCGGGCTGCCCAGGACTTTTTCAGCACGTGTCGCTCTCC
TGAGGCCTGCTGTGAACTGACTCTGCAG

INTRON 3: (76 pb)
GTGAGGGGTCCACAAAAGAGGGAAAGATTTATGCCTTCAGTCTGCCACCTAG
CAACCTGTCTCCTGTTTCCTACAG

EXON 4: (63 pb)
CCACTGCGTCGCTTCCCTCTGGATGCTGCCATCATTTTCTCCGACATCCTTG
TTGTACCCCAG

INTRON 4: (239 pb)
GTACCCACTCAAACCTGATCCTAGAATATAATCCAAGGACGCCTTGAAAATCC
TTCTATCAGTCCAGTCAAGGTTTACAATAAGCACTTATCCTAACTGGATCGAG
GGAAAAACTAAGGTTGAAAGAAATGGAGTTTGGCAGAGTTTTATTCTCCTTTT
CCTTCCTCCTGGAATGAGCTGAACAGAACCTTTCCTCCTGGATTCCATTTTG
GGAACCCAGATGTTTTCTCCCCCTCCAG

EXON 5: (198 pb)
GCACTGGGCATGGAGGTGACCATGGTACCTGGCAAAGGACCCAGCTTCCCA
GAGCCATTAAGAGAAGAGCAGGACCTAGAACGCCTACGGGATCCAGAAGTG
GTAGCCTCTGAGCTAGGCTATGTGTTCCAAGCCATCACCCTTACCCGACAAC
GACTGGCTGGACGTGTGCCGCTGATTGGCTTTGCTGGTGCCCCA

INTRON 5: (117 pb)
GTAATGTGGGACAGGGCAGGGACTCGGGGCGCGGGGAGATCACTCTGGAA
GGTCTGGGGTAGACAAAAGGAAGGGTCAGTCTGGCTTCTGTGACACCATCT
TTCTATCCTTCTCTAG
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EXON 6: (162 pb)
TGGACCCTGATGACATACATGGTTGAGGGTGGTGGCTCAAGCACCATGGCT
CAGGCCAAGCGCTGGCTCTATCAGAGACCTCAGGCTAGTCACCAGCTGCTT
CGCATCCTCACTGATGCTCTGGTCCCATATCTGGTAGGACAAGTGGTGGCTG
GTGCCCAG

INTRON 6: (368 pb)
GTGAGTCCTGAGAGAGAGAGAAATAGGCTGGGATTTGGTCTGTAAGGACCA
GAAGCAAGAGTGTCCTAAACCTGAGAGGGCAGGGGTCTTAATGCCAGGGAT
GAAAGAACCTTGGCCTCCAGTGATCTAGCTGAGCAGCCAAGCCCATCCTGAC
ACTGACAGTGGGGCTTAATGCTCTAAGTATTCAGACACCAAAGTTAGTGCTG
GGATCTGAGGAAAGTAAATTTTTTTTTTTTTAATTACTGGGTTTTTAGGGTCA
GGCAGTATCAGGGATTGAAGTCATTTGGGGAAAATTGAGGTGGATTTTGTAT
GTGGGGGAAACTTCCTCTTTGTGTGTTACATATTTTTCTTCACCATACCCTAA
CTAG

EXON 7: (138 pb)
GCATTGCAGCTGTTTGAGTCCCATGCAGGGCATCTTGGCCCACAGCTCTTCA
ACAAGTTTGCACTGCCTTACATCCGTGATGTGGCCAAGCAAGTGAAGGCCAG
GTTGCGGGAGGCAGGCCTGGCACCAGTGCCCATG

INTRON 7: (159 pb)
GTGAGGATTGGGATGGGTTGAGTGAAGGTGGTCCTGTGGAGCTTTCAGGCT
AAGTCCTGCATGGACTGGAGTGACCACTGGAGGGCAGCAGAAGTACAGTCA
AGAAAGATTAGTGGTTGTAGCAAGGCCCTCTGTAGCCTGAGATCTGCTTTTT
TCTAG

EXON 8: (101 pb)
ATCATCTTTGCTAAGGATGGGCATTTTGCCCTGGAGGAGCTGGCCCAAGCTG
GCTATGAGGTGGTTGGGCTTGACTGGACAGTGGCCCCAAAGAAAGCCCG

INTRON 8: (103 pb)
GTAAGCCATGGAAGGGTGAGGCCTTGAGGTTGAGGTGGGGGTGTTGGCTG
GGGGAGCTGCCATGTATGCAGTTACCAGAACGTGGCGCTGGCTTTGCTTCC
AG

EXON 9: (67 pb)
GGAGTGTGTGGGGAAGACGGTGACATTGCAGGGCAACCTGGACCCCTGTG
CCTTGTATGCATCTGAG

INTRON 9: (330 pb)

GTAACAGCCAGGGCCCCTCTGTGTGTCTGTTACTGTGCACTCCTGTGGCTGT
GGTTGTATTATTCTGTGTGCACTTGTTTTTAATGTCTGTCTGTCCTTTTCTTCT
ACTCTGTACAACATAAGCCCTAGAAAGACCGGACTTTTTGTTGCTGTTGTTCA
TTTGTGTTTATGCTTCATGCCTGGGTCCATACTAGGGATCTGATAAATTTTAT
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TGAATGACTGAATAACACTGAGTAGAAGCATGCCTACATATGCGTTTGTCACT
AGTATATATAGGGAGGACAAAGGCTTGCTGGTCCTCCTGTAGCCAGTGCCCT
GTTGGTCCCCCAG

EXON 10: (162 pb)
GAGGAGATCGGGCAGTTGGTGAAGCAGATGCTGGATGACTTTGGACCACAT
CGCTACATTGCCAACCTGGGCCATGGGCTTTATCCTGACATGGACCCAGAAC
ATGTGGGCGCCTTTGTGGATGCTGTGCATAAACACTCACGTCTGCTTCGACA
GAACTGA

REGION 3': (96 pb)
GTGTATACCTTTACCCTCAAGTACCACTAACACAGATGATTGATCGTTTCCAG
GACAATAAAAGTTTCGGAGTTGAACTATTGTGTAGTTTTGTTT

l1l.2 POLIMORFISMOS DETECTADOS

Se detectaron dos polimorfismos intronicos, los cuales fueron testeados en
25 individuos entre normales y PCT, para analizar las frecuencias alélicas. Uno fue
detectado en la posicién 654+30, en el intron 6: 1853(g/t) (Figura I1l.1) y el otro en la
posicion 960+151, el el intron 9: 2910(t/c) (Figura 111.2), ambos se detectaron en
heterocigosis y en sus dos formas homocigotas. Se encontré también, en dos
pacientes PCT no relacionados, con actividad de URO-D normal, una mutacion
sinonimo en estado heterocigota, en el exon 6: CCA—-»CCG (P201P) (Figura HIl.3).
Ademas, en la regién 5 del gen se detectaron dos polimorfismos, en su forma
heterocigota: -253(t—a) y -283(a—g). (Figura lll.4 y 1.5 respectivamente). Ninguno
de estos polimorfismos habia sido descripto previamente. Las frecuencias alélicas de

los mismos se muestran en la Tabla lll.2.
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TABLA 1.2 Polimorfismos detectados en el gen de la URO-D

POLIMORFISMO |FRECUENCIAS FRECUENCIAS ALELICAS
-253(t/a) t/t: 17/25; ala: 0/25; t/a: 8/25 |T:0,84; A: 0,16
-283(alg) ala: 19/25 g/g: 0/25; alg: 6/25 |A: 0,88; G: 0,12
1853(g—t) glg: 9/25; tit: 5/25; g/t: 11/25 | G: 0,58; T: 0,42
2910(t—c) t/t: 8/25; clc: 5/125: t/c: 12/25 | T: 0,56; C: 0,44
P201P(A—G) ala: 23/25; glg: 0/25; alg: 2/25 | A: 0,96; G: 0,04

FIGURA lll.1 Polimorfismo 1853(g/t) en estado heterocigota (a) y en sus dos
formas homocigotas (b y c)




134

FIGURA lIl.2 Polimorfismo 2910(t/c) en estado heterocigota (a) y en sus dos
formas homocigotas (b y c)

FIGURA 11I.3 Polimorfismo P201P(A—G): (a). Forma mas comun (b) Individuo
heterocigota




135

(a) G AT ( (b) G ATC
it ey
b i ”
TR
F o
9 — alg —

t

FIGURA 1ll.4 Polimorfismo -253(t—»a): (a). Forma mas comun (b) Individuo
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FIGURA IIL.5 Polimorfismo -283(a—g): (a). Forma mas comun (b) Individuo

heterocigota
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CAPITULO IV
ESTUDIOS GENETICOS EN PACIENTES CON PCT-F

IV.1. PACIENTES ESTUDIADOS

De los 106 pacientes no relacionados, con diagnéstico de PCT, a los
que se les determind la URO-D eritrocitaria, 25 (23,6%) mostraron una reduccion
de alrededor del 50% en su actividad, con lo cual se diagnosticaron como PCT
hereditaria y se procedi6 a realizar en los mismos el estudio genético. Dicho
analisis se llevd a cabo solamente en 13 familias ya que no se pudo lograr la
concurrencia de las demas familias a nuestro Centro para estos estudios. La
busqueda de mutaciones, ya sea a través del cDNA como del DNA gendmico, se
realizd en un paciente de cada familia y se extendio el estudio genético a los
familiares, en aquellos casos donde fue posible hacerlo, totalizando 16 pacientes
PCT-F. En la Tabla IV.1 se indican los datos bioquimicos de los pacientes

estudiados.

IV.2. MUTACIONES ENCONTRADAS

En todos los pacientes estudiados se detectd la mutacion responsable
de la porfiria. Se identificaron 10 mutaciones, de las cuales una estaba presente en
cuatro familias. De estas mutaciones 8 no habian sido descriptas previamente, y
las otras 2 son mutaciones missense que se describieron en casos de PHE pero
no en PCT-F. En total se identificaron 6 mutaciones missense, 1 nonsense, 1 de
splicing, 1 delecion grande y 1 insercion de una base, esta ultima es la que se
detectd en cuatro familias. Las mutaciones missense nuevas se expresaron en

Escherichia coli.
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Tabla IV.1: Datos Bioquimicos en pacientes con PCT-F

CASO | SEXO | EDAD ORINA SANGRE
(anos)
™ PORF. CROMATOGRAFIA IPP | URO-D

(ng/24 h) %

U F H P C **)

NMA F 47 8.909 50 37 5 4 4 7,48 45
AF M 24 11.622 50 30 5 10 5 6,00 39
AA F 59 3.042 45 34 6 5 10 | 3,10 50
CD F 64 5.008 50 40 3 5 2 | 675 44
LM F 7 1.133 45 35 3 5 12 | 2,30 51
LOC M 37 3.121 40 30 5 10 15 | 3.43 44
KC F 7 3.174 45 35 2 3 15 | 5,80 44
JLC M 11 1.257 45 35 2 3 15 | 4,20 43
JEP M 58 2.033 44 36 4 6 10 | 2,10 42
S M 39 3.960 48 34 3 7 8 4,25 46
JA M 64 4.490 40 30 10 10 10 | 4,70 38
CA F 9 7.528 60 30 1 3 6 5,568 48
HO F 23 6.945 45 36 5 7 7 6,00 44
CDA M 12 2.277 42 42 4 4 8 | 4,26 48
AP F 58 1.733 45 34 2 7 12 | 1,81 43
CA(h) F 16 50 50 25 - - 25 | 1,20 49

Los valores de porfirinas en orina y el IPP son los determinados al momento del
diagnéstico.
U: % Uroporfirina; F: % Firiaporfirina; H: % Hexaporfirina P: % Pentaporfirina; C: %

Coproporfirina
IPP: Indice de porfirinas plasmaticas
* Edad en el momento del diagnostico.

** Porcentaje de actividad respecto al valor normal
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PACIENTE NMA:

En este paciente se obtuvieron dos productos en la RT-PCR, de tamaino
semejante como se evidencid en electroforesis en gel de agarosa (Figura IV.1).
Los productos se purificaron y secuenciaron; ademas se obtuvieron ambos
productos separadamente luego de cortarlos de un gel de agarosa 2% vy eluirlos
en buffer TE durante 48 h a 4°C. La secuenciacion directa reveld que el producto
de menor tamano presentaba una delecion de 67 bases (posiciones 894-960)
que correspondia al exon 9 del gen de la URO-D (Figura IV.2). Este resultado
indica que la mutaciéon podria ser una delecion gendémica o un splicing
aberrante. Para caracterizar la mutacién se amplificé un fragmento del gen
comprendido entre el intron 7 y el extremo 3 del gen (Figura IV.3); la
secuenciacién del mismo mostro la presencia en estado heterocigota de la
mutacion puntual G-A (GAG->GAA) en la ultima base del exén 9 (Figura 1V.4),
no observandose otras mutaciones. Es interesante el hecho de que esta
sustitucion no cambia el aminoacido (E314E), por lo cual seria una mutacion
silenciosa, no obstante debido a su ubicacion en la ultima base del exén 9,
inactiva el sitio donor de splicing del intrédn 9 con lo cual se produce la pérdida
de dicho exdn durante la maduracion del mensajero. Asimismo no habria sitios
cripticos en la region ya que sélo se detectaron la especie normal y una
aberrante con la delecion del exdn 9. Por otra parte, el empalme exén 8 - exén
10 conlleva a un cambio del marco de lectura y aparece un stop en el séptimo
codon del exdn 10 resultante en el mensajero defectuoso. En 1990 Garey et al
describieron la primer mutacion de splicing en el gen de la URO-D, que se
debia a una transversion G—C en la primera base del intrén 6, en el sitio donor
de splicing. Ya se han identificado mutaciones de splicing en la ultima base de
exones en otros genes (Weil et al, 1989, Grandchamp et al, 1989). Estos
resultados refuerzan la importancia de la secuencia de union exon-intrén en la

especificidad para la seleccion de senales de splicing; ya que aunque hay
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elementos intronicos que son indispensables para la remocion de intrones, 5'-
GT y AG-3' que estan altamente conservados (Padgett et al 1986; Aebi et al,
1986; Jackson, 1991), hay secuencias en el entorno de éstas que presentan
gran variabilidad (Mount, 1982) y son importantes para un correcto splicing. En
el caso de esta paciente, el cambio en la secuencia donora
GAG/gtaaca—>GAA/gtaaca la cual varia de la secuencia consenso para el sitio
donor de splicing A/ICAGgta/gagt y produce el splicing aberrante ya que pasa a
utilizar como sitio donor la secuencia CCG/gtaagc en la region exén 8-intron 8.
Solo el 22% de un gran numero de secuencias donoras analizadas en

mamiferos tienen una A en esta posicion (Krawczak et al, 1992).

La mutacion descripta conduciria a una proteina truncada con pérdida de
casi el 20% de sus aminoacidos por lo cual su actividad y estabilidad podrian
estar seriamente afectadas, por ello esta mutacion no se podria encontrar en

estado homocigota.

M (a) (b) (c) (d)

Figura IV.1. RT-PCR de la paciente NMA: (a) Individuo normal; (b) Paciente; (c y d)
Ambos productos de la paciente luego de purificarlos de un gel de agarosa 2%. M:
Marker 1 kb (GIBCO).
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Figura IV.2. Secuenciacion del cDNA de la paciente NMA: (a) Individuo normal; (b)
Paciente; (c) cDNA del alelo mutado.
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Figura IV.3. Amplificacion entre la ultima parte del intron 7 y el extremo 3’ del gen,
en un individuo normal (a) y en la paciente NMA (b). M: Marker 1 kb (GIBCO).
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Figura IV.4. Secuenciacion del exdn 9 de un individuo normal (a) y de la paciente
NMA (b).
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PACIENTE JEP:

En este paciente se obtuvieron dos bandas en la Long Range PCR, una del
tamano esperado y otra de alrededor de 1 kb menor. Ambos productos se cortaron y
purificaron a partir de un gel de agarosa-NuSieve 1% (Figura IV.5). La secuenciacion
de los productos de amplificacion revelo una delecion de 1052 pb (663del1052) que se
extendia desde la quinta base del exdn 2 hasta el nucleétido 1715, en el exon 6 y que
presentaba una repeticion directa de 10 bases (GATCGCCAGA) el extremo 5 del
punto de ruptura (Figura VI .6 y 7). Esta mutacion significa la pérdida de alrededor de
un tercio del gen incluyendo la mayor parte del exdon 2 y gran parte del exén 6, una
region que codifica para 169 de los 367 aminoacidos de la enzima, por lo cual es muy
probable que la misma no tenga un producto activo. La presencia de una repeticion
directa flanqueando el punto de ruptura sugiere como posibles mecanismos de esta
delecion el “slipped mispairing” o intercambios intracromosdémicos involucrando

repeticiones directas cortas (Kornreich et al, 1990).

“.‘/] | 2 3 4

FIGURA IV.7: Long Range PCR del paciente JEP (calle 3); de un individuo

normal (calle 4) . En las calles 1 y 2 estan sembrados los dos productos de la

PCR de JEP luego de ser purificados de un gel de agarosa. M: Marcador A
Hind 111
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FIGURA 1V.8: Secuenciacion del exén 2 de un individuo normal (a) y del paciente
JEP (b).
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FIGURA 1V.9: Secuenciacion de los exones 2 y 6 de un individuo normal (a y c)

y del exdn 2 en el alelo mutado del paciente JEP (b).
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PACIENTES CDA y AP:

En el paciente CDA se detectd en el exon 4 la mutacion A80G (Figura
IV.10), descripta por McManus et al, (1996) en un paciente con PHE; mientras que en la
paciente AP se identificd en el exén 3 la mutacion P62L (Figura IV.11), que también
habia sido descripta en una familia con PHE (Moran-Jiménez et al, 1996). Ambas
mutaciones se expresaron en E. coli por los autores mostrando actividades residuales
menores al 50% del valor normal. Hasta la fecha, otras dos mutaciones que habian sido
detectadas en homocigosis en pacientes con PHE, se observaron en estado
heterocigota en pacientes con diagnostico de PCT: V134Q y G281E (Roberts et al,
1995; McManus et al, 1995). Tanto en el paciente CDA como en AP no se encontrd
ninguna otra mutacion, por lo cual, el desencadenamiento de la porfiria es causado por
la presencia de una simple dosis de mutaciones que en doble dosis causan PHE, lo
cual indicaria que la PHE puede ser considerada como una forma homocigota de la
PCT-F, o bien, que existen mutaciones que por su severidad fenotipica pueden
presentarse en homocigosis 0 en casos de heterocigotas dobles sin ser letales pero
dado que ambos productos génicos son deficientes, presentan un fenotipo mucho mas

severo que el mostrado en pacientes PCT-F.

PACIENTES AF, AA,CD y LM:

En estos cuatro pacientes se detectaron en estado heterocigota mutaciones
missense no descriptas previamente. En el paciente AF se observé la transicion G—A,
en el exén 10, que causa el cambio R332H (Figura 1V.12). Esta mutacion ocurre en un
CpG, que es un "hot spot” para mutaciones. En la paciente LM se identifico la mutacion
N304K, causada por la transversion C—A en el exén 9 (Figura IV.13). En los otros dos
pacientes se detectaron en el exdn 6, las mutaciones M165R (en CD), causada por la
transversionT—G (Figura 1V.14); y L195F (en AA), por la transicion C—T (Figura IV.15).
Ninguna de estas tres ultimas se produjo en un CpG. Dado que se trata de mutaciones

de cambio de aminoacido, las mismas se expresaron en un sistema procariético.
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Figura IV.10. Secuenciacion del exon 4 de un individuo normal (a) y del paciente CDA (b).
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Figura IV.11. Secuenciacion del exén 3 de un individuo normal (a) y de la paciente AP (b).
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Figura IV.12. Secuenciacion del exdn 10 de un individuo normal (a) y del paciente AF (b).
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Figura IV.13. Secuenciacion del exdn 9 de un individuo normal (a) y de la paciente LM (b).
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Figura IV.15. Secuenciacion del exdn 6 de un individuo normal (a) y de la paciente AA (b).

PACIENTE HO:

En este paciente se identifico en el primer codon del exén 6 una

mutacion puntual no descripta, que produce el cambio de un codén que codifica
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para triptofano a un codén de stop (W159X), debido a la transicion G—A en la

tercera letra del mismo (Figura 1V.16). La mutacion predice un polipéptido sin 209

de sus 367 aminoacidos, por lo cual muy probablemente sea inactivo.

Figura IV.16. Secuenciacion del exén 6 de un individuo normal (a) y del paciente HO (b).

PACIENTE KC:

En esta paciente se identificd una insercion de una A en el exdn 1,
cododn 4 (Figura IV.17), que causa un corrimiento del marco de lectura, alterando
los aminoacidos entre los codones 4 y 16 (excepto los codones 7, 10 y 13), con
aparicion de un stop prematuro (TGA) en la primera parte del exén 2, en el codén
17. Esta insercion ocurre antes, entre o después de dos adeninas en las
posiciones 28 y 29. Probablemente la insercion se origind durante la replicacion del
DNA por “polymerase stutter’. Es interesante el hecho de que esta mutacion se
observd también en otros tres pacientes no relacionados: JA, SV y CA (Figura
IV.18) y en una hermana de la paciente CA (CA(h)). El hecho de haber encontrado
esta mutacion en 4 de 13 pacientes no relacionados, aunque se trata de una

mutacion no descripta previamente, sugiere que seria una de las mutaciones mas
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comunes en la PCT-F ya que solamente la mutacion IVS6+1 descripta por Garey
et al (1990) esta presente en mas familias, 5 de las 22 estudiadas. En PHE, la
mutacion G281E es la mas frecuente, identificada en 17 de 28 pacientes con
ancestro espanol o tunesino (Roberts et al 1995). Los cuatro pacientes portadores
de la insercion tienen ancestros espafnoles (KC, JA y SV) o arabes (CA), por lo
cual podria ser una mutacion comun en grupo etnico. Mediante SSCP se realizo el
estudio a la familia de la paciente KC detectando la mutacién en un hermano (JLC)
y en el padre (LOC) (Figura IV.19).
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Figura IV.17. Secuenciacion del exén 1 de un individuo normal (a) y de la paciente KC (b).
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Figura IV.18. Secuenciacion del exdn 1 de un individuo normal (N) y de los pacientes KC,
SV,JAyCA. (1,2,3y4)
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Figura IV.19. PCR-SSCP de un fragmento del gen de la URO-D que contiene el exén 1,
en un individuo normal (a) y en KC, JLC, LOC y SB (b-e). ND: Fragmento sembrado sin

desnaturalizacion. En el pedigree, los simbolos negros representan pacientes PCT.

IV.3. EXPRESION DE LAS MUTACIONES MISSENSE

Mediante la estrategia descripta en Materiales y Métodos se obtuvieron
los clones portadores del pKK-UROD con la mutacién introducida en cada caso, y

libres de errores de PCR, los cuales se denominaron con el nombre de la
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mutacion: pKK-UROD-M165R; pKK-UROD-L195F; pKK-UROD-N304K y pKK-
UROD-R332H. La secuenciacion del vector, donde se observa la mutacion

introducida en cada caso se muestra en las Figuras IV.20, 21, 22y 23

Se determiné la actividad especifica de los cuatro clones mutantes asi
como del normal pKK-UROD y del clén que contiene el pKK sin el ORF de la URO-
D (pKK). La determinacion enzimatica se llevd a cabo en las bacterias
inmediatamente después de un crecimiento de 3 horas en presencia o ausencia de
IPTG 5 mM (Tabla IV.2). La mutacion M165R en la cual una metionina altamente
conservada se reemplaza por un aminoacido de muy diferentes propiedades ya
que la Met es neutra e hidrofébica mientras que la Arg es basica e hidrofilica,
presento una actividad residual menor al 0,5% del valor promedio expresado por el
alelo normal, por lo cual la mutacion produce una proteina inactiva o inestable o
ambas cosas. Las mutaciones L195F, N304K y R332H expresaron proteinas
mutantes con significante actividad residual. La mutacién L195F en la cual una Leu
es reemplazada por un aminoacido aromatico, la Phe, ambos hidrofébicos y
neutros, mostré una actividad residual superior al 30% del valor normal. En la
mutacion N304K, un aminoacido neutro, la Asp se reemplaza por una Lys, que es
basico e hidrofilico, presenté una actividad residual menor al 20% del valor normal.
Esta mutacion se ubica dentro de un bloque de siete aminoacidos altamente
conservados que podria ser importante para la funcion y/o estabilidad de la
proteina. La mutacion R332H en la cual un aminoacido hidrofilico basico es
sustituido por un aminoacido basico y aromatico, presenté mayor actividad que el
normal, alcanzando en promedio casi un 30% mas. De las mutaciones descriptas
previamente, la mutacién G318R (McManus et al, 1996) al expresarse en E. coli
también mostré actividad normal y no exhibié menor estabilidad a la degradacién.
La proteina mutante R332H tuvo una estabilidad térmica sensiblemente menor a la
proteina normal cuando se incubaron a 37°C y pH 7, con una vida media de 40
minutos comparada con los 100 minutos de la proteina normal (Figura 1V.24), lo

cual explicaria su efecto en el desencadenamiento de la PCT.
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Tabla IV.2: Determinacion de URO-D en los clones normal y mutantes

(-) IPTG (+) IPTG ACTIVIDAD RESIDUAL
(+) IPTG
pKK 0,141 +0,016 |0,134 + 0,025 (0,134) 0%
(0,126-0,159) |(0,107-0,162)
n=23 n=>5
pKK-UROD 6,305 + 3,271 |16,434 + 5691 |(16,300) 100%
(3,809-10,870) [(9,799-.4,681)
n=5 n=_8
pKK-UROD-M165R | 0,169 + 0,013 (0,208 + 0,020 (0,074) 0,45%
(0,158-0,188) |(0,182-0,230)
n=4 n=>5
pKK-UROD-L195F [2,435+ 1,812 |[5,270 + 2,942 (5,136) 31,51%
(1,132-5,025) |[(2,603-10,345)
n=4 n==6
pKK-UROD-N304K {1,051 + 0,440 (3,211 + 1,486 (3,077) 18,8%
(0,688-1,661) |(1,609-5,074)
n=4 n==6
pKK-UROD-R332H {8,252 + 3,670 |20,814 + 4,899 |[(20,680) 126,87%

(4,120-13,164)
n=5

(13,713-27,517)
n=28

Actividad: nmol COPRO ilI/mg.h. (n: Numero de experiencias)
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Figura IV.20. Mutacion M165R: (a) pKK-UROD-M165R; (b) Secuencia normal.
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Figura IV.21. Mutacion L195F: (a) pKK-UROD-L195F; (b) Secuencia normal.
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Figura 1V.22. Mutacion N304K: (a) pKK-URODN-304K; (b) Secuencia normal.
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Figura IV.23. Mutacion R332H: (a) pKK-UROD-R332H; (b) Secuencia normal.
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Figura IV.24. Termoestiabilidad de las proteinas expresadas en E. coli por pKK-
UROD y pKK-UROD-R332H. Los resultados se expresan como el porcentaje de la
actividad inicial basado en el promedio de dos inducciones independientes para la

enzima normal y mutante.

La existencia de proteinas mutantes con significante actividad residual
sugieren la posibilidad de que los pacientes portadores presenten un fenotipo leve
de la enfermedad o una predisposicidon menor a factores desencadenantes como el
alcohol, compuestos policlorados y la sobrecarga de hierro, comparados con otros

pacientes portadores de mutaciones mas severas. Asimismo, las mutaciones en el
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locus de la URO-D, segun su severidad pueden presentarse en homocigosis 0 en
forma de doble heterocigota, desencadenando un cuadro de PHE, mientras que en
estado heterocigota y bajo ciertas circunstancias medioambientales podrian
desencadenar un cuadro de PCT; por otro lado, las mutaciones altamente severas
cuyos alelos no dan producto o el producto es inactivo, altamente inestable o
ambos casos, no podrian encontrarse en estado homocigota ya que seria letal, y
por lo tanto solamente podrian encontrarse en pacientes PCT o bien en
heterocigotas compuestos, donde la mutacion acomparnante presente un fenotipo
leve, de manera tal que el producto aunque mutante, pueda compensar la falta de

actividad proveniente del otro alelo.

La identificacion y caracterizacion de estas ocho mutaciones en el gen
de la URO-D causantes de PCT-F duplican el numero de mutaciones descriptas
en esta porfiria hasta el momento, elevando a 25 el numero total de mutaciones
identificadas en el gen de la URQO-D, enfatizando la alta heterogeneidad molecular
de esta porfiria, donde, en una poblacién no estudiada anteriormente como es la
nuestra, se encontraron 8 mutaciones nuevas en 13 familias no relacionadas.
Estos resultados facilitaran el diagnostico de individuos asintomaticos en las
familias estudiadas y daran informacion para futuros estudios sobre la estructura y

funcionalidad de la enzima humana.
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