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RESUMEN

Introduccién: La porfiria aguda intermitente (PAI) es una enfermedad
metabdlica de base genética con herencia autosdmica dominante y baja
penetrancia. Se origina por la deficiencia parcial de la enzima hidroximetilbilano
sintasa (HMBS), que cataliza el tercer paso de la biosintesis de hemo, resultante de
la alteracion del gen HMBS.

La PAI se expresa clinicamente en el 10-20% de los portadores, como crisis
neuroviscerales agudas que suceden de forma episoddica (PAI manifiesta), a
menudo asociadas a factores precipitantes como algunos farmacos, cambios
endocrinos, ayuno o estrés. La PAI latente se ha asociado cldsicamente a los
portadores sin evidencia de crisis agudas.

Estos factores externos explican parte de la variabilidad interindividual de
la expresion clinica de la enfermedad, pero los factores enddgenos subyacentes a
la baja penetrancia son desconocidos. La dotacién genética individual podria
modular la penetrancia de la enfermedad. En este sentido, se ha sugerido que
otros genes distintos a HMBS, podrian actuar como factores de susceptibilidad
influyendo en la expresion de las crisis agudas.

En situaciones de alta demanda de hemo se produce una sobrestimulacion
de su sintesis hepatica, que en los portadores de PAl lleva a la acumulacion de los
precursores porfirinicos, acido 5-aminolevulinico (ALA) y porfobilinégeno (PBG),
y al desencadenamiento clinico de la enfermedad. El gen ALASI (isoforma ubicua
de la aminolevulinato sintasa) codifica la enzima limitante de la sintesis de hemo
y estd sujeto a regulacion por retroalimentacion negativa de éste. Ademas, ALAS1
se induce en respuesta a farmacos paralelamente a los genes de los citocromos
P450 (CYP). Las enzimas CYP constituyen las principales hemoproteinas
hepaticas y son altamente polimorficas. Participan en el metabolismo de farmacos
y otros xenobidticos, asi como en la sintesis de compuestos enddgenos de
naturaleza esteroide.

Objetivos: El objetivo de este trabajo fue describir la frecuencia de PAI

manifiesta en nuestra region e identificar variantes genéticas en regiones



reguladoras del gen ALASI y en los genes de los citocromos CYP2C9, CYP2C19,
CYP2D6, CYP3A4 y CYP3A5 que actien como factores de susceptibilidad para la
manifestacion de crisis agudas en los portadores de PAI

Material y métodos: Se realizd un estudio retrospectivo de la ocurrencia de

crisis (PAI manifiesta) en 50 individuos portadores de PAIL Se obtuvieron
muestras de ADN de sangre periférica para el andlisis genético. Se amplifico y
secuencio una extension de 1.2 Kb del promotor proximal y dos regiones distales
5 de respuesta a farmacos (ADRES]1 y ADRES2) del gen ALAS1. Adicionalmente,
se estudid el grado de metilacién de una posible isla CpG localizada a -4.67 Kb del
inicio de la transcripcion, mediante secuenciacion especifica de bisulfito. Por otro
lado, se genotiparon los alelos CYP2C9*2, CYP2C9*3; CYP2C19*2; CYP2D6%4,
CYP2D6*5; CYP3A4*1B y CYP3A5*3, que determinan enzimas no funcionantes o
con actividad reducida y se analizaron los niveles de ALA y PBG en orina en fase
asintomatica de la enfermedad.

Resultados: El 52% de los portadores presentdé PAI manifiesta, con un
namero medio de crisis de 2.5+2 (rango: 1-10 crisis). La penetrancia asociada a la
mutacion fundadora c.669_698del fue del 48.7%.

No se detectaron variantes genéticas en las regiones reguladoras del gen
ALAST analizadas. Ademas, todos los individuos presentaron metilacion en todas
las posiciones susceptibles (dinucleotidos CG) de tal modificacion.

En relacion a los genes CYP, se observd una mayor frecuencia de alelos
defectuosos en CYP2D6 (*4 y *5) en los individuos con PAI latente. La posibilidad
de tener PAI manifiesta fue menor en portadores de alelos defectuosos en el gen
CYP2D6. Se observé una tendencia similar en los portadores de alelos defectuosos
en CYP2(CY9, sin suficiente evidencia estadistica. Los niveles de PBG urinario
fueron mas bajos que en los portadores de alelos defectuosos en CYP2CY, sin
embargo, este efecto estaba asociado a la ocurrencia de crisis, actuando éstas
como factor explicativo intermedio. No se observd efecto del genotipo de los
genes CYP2C19, CYP3A4 y CYP3A5 en la ocurrencia de crisis ni en la excrecion
urinaria de ALA y PBG.

Discusion:

En general la penetrancia descrita en la poblacion estudiada (52%) fue muy
superior a lo reportado clasicamente en PAI (10-20%) y algo mas elevada a la
asociada a poblaciones PAI en el norte de Europa, como es el caso Suecia (42%),



donde la mutacion ¢.593G>A (p.W198X) es predominante. La penetrancia
asociada a la mutacion c.669_698del (48.7%) fue comparable a la de la mutacion
p-W198X (44%), sugiriendo que estas mutaciones fundadoras tienen un mayor
impacto en la funcionalidad de la enzima que otras mutaciones descritas con
penetrancia inferior.

En relacion al andlisis del gen ALAS1, se observé homogeneidad genética en
la regidn 5’ reguladora (promotor proximal y regiones ADRES), de forma que ésta
no interviene en la modulacion de la expresion de la PAI en la poblacion
estudiada. La posible isla CpG localizada a -4.67 Kb parece que no interviene en la
potenciacion de la expresion de ALASI en el tejido analizado, puesto que se
encontraba en estado metilado en todos los individuos analizados.

Los resultados sugieren que CYP2D6*4 y *5, y posiblemente CYP2C9*2 y *3,
son factores de protecciéon para desarrollar crisis agudas en PAI Estos CYP
podrian constituir genes modificadores de la penetrancia. Se requieren estudios
adicionales en poblaciones mas extensas de PAI para validar esta asociaciéon y
obtener una visién mds amplia. La confirmacion de estos hallazgos permitiria
predecir el perfil de riesgo de crisis para cada individuo basado en el genotipo
CYPy conduciria al progreso en la medicina personalizada para los portadores de
PAL

PALABRAS CLAVE: porfiria aguda intermitente, crisis agudas, susceptibilidad,
penetrancia, ALAS]I, citocromos P450, CYP2C9y CYP2De.






ABSTRACT

Introduction: Acute intermittent porphyria (AIP) is a genetic metabolic
disease with autosomal dominant inheritance and low penetrance. It is caused by
a partial deficiency of the enzyme hydroxymethylbilane synthase (HMBS), which
catalyses the third step of haem biosynthesis, resulting from the alteration of the
HMBS gene.

AIP is clinically expressed in 10-20% of carriers as episodic acute
neurovisceral attacks (manifest AIP), often associated with precipitating factors
such as some drugs, endocrine changes, fasting or stress. Latent AIP has been
classically associated with carriers with no evidence of acute attacks.

These exogenous factors explain part of the inter-individual variability of
the clinical expression of the disease, but the endogenous factors underlying the
low penetrance are unknown. Individual genetic background may modulate
disease penetrance. In this regard, it has been suggested that genes other than
HMBS could act as susceptibility factors influencing the expression of acute
attacks.

In situations of high demand of haem, there is an overstimulation of its
hepatic synthesis, which leads to the accumulation of porphyrinic precursors, 5-
aminolevulinic acid (ALA) and porphobilinogen (PBG), in AIP carriers and to the
clinical onset of the disease. ALAS1 gene (ubiquitous isoform of the
aminolevulinate synthase) encodes the enzyme limiting haem synthesis and is
regulated by haem negative feedback. In addition, ALAST is induced in response
to drugs in parallel to the P450 cytochrome genes (CYP). CYP enzymes are the
main liver haem proteins and are highly polymorphic. They participate in the
metabolism of drugs and other xenobiotics, as well as in the synthesis of
endogenous steroid compounds.

Objectives: The aim of this work was to describe the frequency of manifest
AIP in our region and identify genetic variants in regulatory regions of the ALAS1
gene and in the cytochrome genes CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4 and
CYP3A5 that act as susceptibility factors for the manifestation of acute attacks in
AIP carriers.



Material and methods: A retrospective study of the occurrence of crisis

(manifest AIP) in 50 AIP carriers was conducted. DNA samples from peripheral
blood were obtained for genetic analysis. A 1.2 Kb of the proximal promoter and
two 5' distal drug response regions (ADRES1 and ADRES?2) of the ALAST gene
were amplified and sequenced. Additionally, the degree of methylation of a
possible CpG island, located at -4.67 Kb from the beginning of the transcription,
was studied by specific bisulfite sequencing. In addition, the alleles CYP2C9*2,
CYP2C9*3; CYP2C19*2; CYP2D6*4, CYP2D6*5; CYP3A4*1B and CYP3A5*3, which
determine non-functional enzymes or reduced activity, were genotyped. ALA
and PBG in urine levels in asymptomatic phase of the disease were also analysed.

Results: 52% of carriers had manifest AIP, with a mean of acute attacks of
2.5+2 (range: 1-10). The penetrance associated with the founding mutation
€.669_698del was 48.7%.

No genetic variants were detected in the analysed regulatory regions in the
ALASI1 gene. In addition, all individuals had methylated all CG dinucleotides in
the putative CpG island.

In relation to CYP genes, a higher frequency of defective CYP2D6 alleles (*4
and *5) was observed in individuals with latent AIP. The possibility of having
manifest AIP was lower in carriers of defective alleles in CYP2D6. A similar trend
was observed in carriers of defective CYP2C9 alleles, without enough statistical
evidence. Urinary PBG levels were lower in the carriers of defective CYP2C9
alleles than in functional allele carriers. However, this effect was associated with
the occurrence of acute attacks, being the acute attacks an intermediate explicative
factor. No effect of the genotype of the CYP2C19, CYP3A4 and CYP3A5 genes was
observed on acute attack occurrence neither on urinary excretion of ALA and
PBG.

Discussion:

Overall, the penetrance in the studied population (52%) was much higher
than that described classically in AIP (10-20%) and somewhat higher than that
associated to populations in northern Europe, such as Sweden (42%), where the
mutation c.593G>A (p.W198X) is prevalent. Penetrance associated to the
c.669_698del mutation (48.7%) was comparable to that of the p.W198X mutation
(44%), suggesting that these founding mutations have a greater impact on enzyme
functionality than other mutations described with lower penetrance.



In regards to the analysis of the ALASI gene, there was genetic
homogeneity in the 5' regulatory region (proximal promoter and ADRES), so this
region does not modulate clinical manifestation of AIP in the studied population.
The putative CpG island located at -4.67 Kb did not seem to be involved in the
enhancement of the expression of ALAST in the analysed tissue, since it was in a
methylated state in all the analysed individuals.

The results suggest that CYP2D6*4 and *5, and possibly CYP2C9*2 and *3,
are protective factors for developing acute attacks in AIP. These CYP may
constitute modifier genes for penetrance. Further studies in larger AIP
populations are required to validate this association and to obtain a more
comprehensive overview. The confirmation of these findings would allow the
acute attack risk profile for each AIP carrier to be predicted based on the CYP

genotype and lead to progress in personalized medicine for AIP carriers.

KEYWORDS: acute intermittent porphyria, acute attacks, susceptibility,
penetrance, ALAS1, cytochrome P450, CYP2C9 and CYP2De.
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5UTR region no traducida en posicién 5’

ABCB10 casete de union a ATP B10 (ATP-binding cassette B10)

AD autosdmica dominante

ADNg ADN gendmico

ADP porfiria por deficiencia de ALA deshidratasa

ADRES secuencia intensificadora de respuesta a farmacos del gen
ALAS1 (aminolevulinic acid synthase drug-responsive
enhancer sequence)

ALA acido 5-aminolevulinico

ALAD acido 5-aminolevulinico deshidratasa

ALAS acido 5-aminolevulinico sintetasa

ALAS1/ALAS1 isoforma 1 o constitutiva de ALAS/
gen codificante de la isoforma 1 de ALAS

ALAS2/ALAS?2 isoforma 2 o eritroide de ALAS/
gen codificante de la isoforma 2 de ALAS

AP-1 proteina activadora 1 (activator protein-1)

apoCYP apocitocromos P450

ARNi ARN de interferencia

ARNm ARN mensajero

CAR receptor constitutivo de androstanos

CHC carcinoma hepatocelular

CcoO monoxido de carbono

COPROgeno III coproporfirindgeno III

CPH Coproporfiria hereditaria

CrO coproporfirindgeno oxidasa

Cr

creatinina
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CREB

CYP/CYP
dNTP
DR

EKLE

EM

EPO

ERC
FECH
FOXO1
GATA-1

GCs

GMPc

HMB
HMBS/HMBS

HNEF3
HO
HRM
M
IRE
IRP
Kb
KDa
MLPA

MFRN1

proteina de union al elemento de respuesta a AMPc

(cAMP responsive element binding protein)

enzimas citocromo P450/ genes citocromo P450
deoxirribonucledtidos trifosfato

repeticiones directas (direct repeats)

factor eritroide similar a Kriippel

metabolizador extensivo

eritropoyetina

enfermedad renal cronica

ferroquelatasa

proteina de la caja Forkhead O1 (forkhead box protein O1)

factor de transcripcion eritroide o factor de transcripciéon

de globina 1

guanilato ciclasa soluble

guanosin monofosfato ciclico
hidroximetilbilano

hidroximetilbilano sintasa (también PBGD)/
gen hidroximetilbilano sintasa

factor nuclear hepatico 3 (hepatic nuclear factor-3)
hemo oxigenasa

dominio regulador de unién a hemo
metabolizador intermedio

elemento de respuesta a insulina

proteinas reguladoras del hierro

kilobase

kilodalton

amplificacion de sondas dependiente de ligandos
multiples (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification)

mitoferrina 1
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NEF-1 factor nuclear 1(nuclear factor-1)

NRF-1 factor respiratorio nuclear 1(nuclear respiratory factor 1)

NRs receptores nucleares

PAI porfiria aguda intermitente

pb pares de bases

PBG porfobilindgeno

PBGD porfobilindgeno desaminasa (también HMBS)

PCR reaccion en cadena de la polimerasa

PCT porfiria cutdnea tarda

PEC porfiria eritropoyética congénita

PEPT2/PEPT2 transportador de péptido humano 2/ gen del
transportador de péptido humano 2

PGC-1a proteina la coactivadora del receptor activado por el
proliferador de peroxisomas (peroxisome proliferator-
activated receptor y co-activator 1 «)

PM metabolizador lento

PPE protoporfiria eritropoyética

PPELX protoporfiria eritropoyética ligada a X

PPOX protoporfirindgeno oxidasa

PROTO IX protoporfirina IX

PROTOgeno IX protoporfirindgeno IX

pPv porfiria variegata

PXR receptor pregnano X

Spl proteina de especificidad 1 (specificity protein 1)

TBP proteinas de union a TATA

UM ultrametabolizador

UROD coproporfirindgeno descarboxilasa

UROgeno I uroporfirinégeno I

UROgeno III uroporfirindgeno III

UROS uroporfirindgeno sintetasa






INDICE DE FIGURAS 27

INDICE DE FIGURAS
Figura 1.1. Estructura del grupohemo................ooooiiiii 33
Figura 1.2. Ruta de sintesis del grupo hemo.....................oooo 35
Figura 1.3. Estructura de los genes ALAST y ALAS2..........ccooiiiiiiiiiiiiiininnn 38
Figura 1.4. Detalle de los elementos de respuesta a fdrmacos en el gen
ALAST ..o 45
Figura 1.5. Clasificacion clinica de las porfirias...............coooviiiiiiii. 50

Figura 1.6. Listado de compuestos porfirogénicos que cldsicamente se han
asociado a la precipitacion de crisis agudas y que se consideran no

T o4 b 01 60
Figura 1.7. Farmacos de uso seguro en PAL.............coooiiiiiniiiiiin, 69

Figura 4.1. Vista en UCSC Genome Browser de la isla CpG 1 y amplicones
estudiados. ... ..ot 110

Figura 4.2. Vista en UCSC Genome Browser de laisla CpG 2............................ 111

Figura 4.3. Fundamento del genotipado de SNPs por PCR a tiempo real con
sondas Taqman..........coo.oiiiiiiiiiii 115

Figura 5.1. Amplicones del promotor de ALASI y las dos regiones ADRES
visualizadas en gel de agarosa al 2% tefido con SYBR™ SAFE y comparados con

un marcador de 100 pb............ooooi 124
Figura 5.2. Contexto genomico de las regiones amplificadas en UCSC Genome
Browser (GRCh37/hg19).......cciiiiiiiiiiii 125
Figura 5.3. Detalle del electroferograma correspondiente a la variante identificada
en el paciente PAI-48..............oii 126
Figura 5.4. Secuencia correspondiente al amplicon de la region ADRESI..........127

Figura 5.5. Amplicones de la isla CpG estudiada en gel de agarosa al 2% tenido
con SYBR™ SAFE comparados con un marcador de 100 pb........................... 128

Figura 5.6. Secuencia de la isla CpG estudiada, hallada en todos los pacientes...129



28 MARIA BARREDA SANCHEZ

Figura 5.7. Gréficos de discriminacidon alélica para los distintos polimorfismos

estudiados. ... ....oooiiiiii 130
Figura 5.8. Representacion grafica del nimero de copias calculado del gen
CYP2D6. ... 134
Figura 5.9. Distribucion genotipica de los genes CYP..............cccccoeeiiiiiininnn. 135
Figura 5.10. Ocurrencia de crisis por genotipos CYP...........ccocoiviiiiiiininn 138

Figura 5.11. Distribucion de la excrecion de PBG urinaria por genotipo CYP:

GIaficos de Cajas........cooiuiiniiiiiii 142



INDICE DE TABLAS 29

INDICE DE TABLAS
Tabla 1.1. Tipos de porfirias............coooviiiiiiiiiiiiiiiii 49
Tabla 1.2. Manejo de la sintomatologia asociada a las crisis de PAI.................. 70
Tabla 1.3. Principales caracteristicas de CYP2C9 y CYP2C19...........cceiennnn 85
Tabla 1.4. Principales caracteristicas de CYP2D6.............cooeviiiiiiiiiinn, 87
Tabla 1.5. Principales caracteristicas de CYP3A4 y CYP3AS5......c.cooeiiiinnnnn 90
Tabla 4.1. Amplicones y cebadores utilizados en el andlisis de la region 5 de
ALAST ..o 106
Tabla 4.2. Amplicones y cebadores para el andlisis de la isla CpG................113
Tabla 4.3. Detalle de los kits de discriminacion alélica TagMan® Drug
Metabolism Genotyping ASSays............ccuviiiiiiiiiiniiiiiiiii e, 116
Tabla 5.1. Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacion...................123
Tabla 5.2. Frecuencias alélicas enlos genes CYP..............ccoooviiiiiniiiininnn 133

Tabla 5.3. Comparacion de las frecuencias alélicas en los genes CYP entre PAI

latente y PAI manifiesta................coooiii 136
Tabla 5.4. Analisis de ocurrencia de crisis de PAI por genotipos CYP...............139
Tabla 5.5. Ocurrencia de crisis por combinaciéon de genotipos CYP2C9 y
CYP2D6.....coiiiiii e 139
Tabla 5.6. Analisis de PBG en orina por genotipos CYP...............ccccceeiunnn 140
Tabla 5.7. Analisis de ALA en orina por genotipos CYP.................coocoiiinnn. 141

Tabla 5.8. ALA y PBG urinarios por ocurrencia de crisis .............................. 143






I - INTRODUCCION






CAPITULO I: INTRODUCCION 33

I - INTRODUCCION

1.1. EL GRUPO HEMO Y SU IMPORTANCIA EN EL ORGANISMO

El hemo es un grupo prostético constituido por un anillo tetrapirrdlico o
protoporfirina IX, unido a un ién Fe? (ién ferroso) que forma parte de las
hemoproteinas (Figura 1.1). Las hemoproteinas desempetian un papel importante
en diferentes funciones bioldgicas. Entre ellas se encuentran: la hemoglobina y
mioglobina, en las que el grupo hemo es esencial para la unién y transporte de
oxigeno; los citocromos de la cadena respiratoria mitocondrial, en los que el hemo
participa en el transporte electronico necesario para el metabolismo energético;
los citocromos mitocondriales y microsomales del complejo P450, responsables de
la sintesis de hormonas esteroideas y del metabolismo oxidativo de compuestos
lipofilicos exdgenos (por ejemplo farmacos) y enddgenos; la peroxidasa y catalasa
mitocondrial, que llevan a cabo la activacion y degradacion del perdxido de
hidrégeno; la triptoéfano pirrolasa, necesaria para la degradacion de triptofano; la
guanilato ciclasa y la dxido nitrico sintetasa, necesarias para la sintesis de dxido

nitroso y el funcionamiento de la via de sefializacion celular mediada por éste (1).

HOOC

COOH

Figura 1.1. Estructura del grupo hemo.
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Ademas, el grupo hemo desarrolla un papel importante en la regulacion de
la sintesis de algunas proteinas como los citocromos, la mieloperoxidasa, la hemo
oxigenasa-1, el receptor de transferrina y las enzimas que participan en su propia

biosintesis (2). También regula la proliferacion de distintos tipos celulares (3-6).

Sin embargo, pese a su importante papel en el organismo, el hemo tiene
efectos toxicos (7). En estado libre cataliza la oxidacién, formacién de uniones
cruzadas y agregacion de las proteinas y su degradacion en pequefios péptidos.
También produce degradaciéon de lipidos mediante peroxidacion y dafia el ADN
mediante estrés oxidativo. Al presentar propiedades lipofilicas, puede insertarse
en las bicapas lipidicas de las membranas celulares y organelas, como la
mitocondria o el nucleo, y desorganizar el citoesqueleto. La desorganizacion del
citoesqueleto de los eritrocitos lo convierte en un potente agente hemolitico. Por

ultimo, el hemo libre produce dafo endotelial generando alteraciones vasculares.

Dada las funciones y efectos del grupo hemo en el organismo, las
alteraciones en su sintesis, acumulacién y/o degradacién pueden conducir a
diversas patologias, que pueden ser de origen adquirido o hereditario.
Particularmente, los defectos enzimaticos de origen genético en alguno de los
pasos de la sintesis de hemo conducen a enfermedades como las porfirias, de
especial interés en este trabajo de tesis doctoral, o la anemia siderobléstica. Los
defectos de biosintesis del hemo también pueden darse bajo circunstancias
adquiridas como la intoxicacion con plomo, el cual inhibe tres de las enzimas
biosintéticas.

Por otro lado, diversas situaciones patoldgicas como la anemia hemolitica,
la anemia falciforme, la malaria o la miolisis, entre otras, pueden alterar la
homeostasis del hemo generando un aumento de su forma libre, con su

consecuente citotoxicidad.

1.2.  SINTESIS DEL GRUPO HEMO

La sintesis del grupo hemo se produce en todas las células del organismo,
aunque la mayoria (80%) se localiza en médula 6sea, en células precursoras
eritroides para la sintesis de hemoglobina, y un 15% en el higado, donde se

concentra mayoritariamente la sintesis de hemoproteinas.
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La via metabolica de sintesis consta de ocho pasos que daran lugar a la
produccion de porfirinas intermediarias y finalmente hemo (Figura 1.2). Se inicia
en la mitocondria, con la condensacion de una molécula de glicina y una de
succinil-CoA para formar una molécula de &cido 5-aminolevulinico (ALA),
catalizada por la ALA sintetasa (ALAS) dependiente de fosfato de piridoxal.
Existen dos isoformas de ALAS codificadas por dos genes distintos: la isoforma 1
(ALAS1) de expresion constitutiva en todas las células y la isoforma 2 (ALAS2) o
isoforma eritroide, que se expresa exclusivamente en células precursoras
eritroides y es la responsable de la sintesis de hemo para la hemoglobina. Ambas
isoformas se diferencian principalmente en su mecanismo regulador. No se han
descrito mutaciones patogénicas en el gen ALASI. Sin embargo, mutaciones de
pérdida de funcién en el gen ALAS2 son responsables de anemia sideroblastica
ligada a X (8 9) y mutaciones con ganancia de funciéon se han asociado a

protoporfiria eritropoyética ligada a X (PPELX) (10).

CITOSOL

ooc . ALAS o ALAD o
(ﬁ\ou 3 \/I]/ “CoA a o Lm 3
f‘z . i T\) X2 °
Glicina Succinil-CoA ALA

l UROS

Uroporfirindégeno I11

I/ UROD
He s

m../‘{f\;ﬂ,iz‘\.m

PPOX

00C~ FNH  HN {
SR B AT
e

Protoporfirindgeno IX
Coproporfirindgeno ITI

MITOCONDRIA

Figura 1.2. Ruta de sintesis del grupo hemo.
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En el siguiente paso, el ALA sale de la mitocondria y una vez en el citosol,
dos moléculas se condensan por accion de ALA deshidratasa (ALAD) para

formar el monopirrol porfobilinégeno (PBG).

A continuacion, cuatro moléculas de PBG polimerizan mediante la accion
de hidroximetilbilano sintasa (HMBS), o PBG desaminasa (PBGD), formando un

tetrapirrol no ciclico, inestable, denominado hidroximetilbilano (HMB).

El HMB sirve como sustrato de la uroporfirinogeno III sintetasa (UROS) que
lo transforma, cerrando el anillo pirrélico, en uroporfirindégeno III (UROgeno I1I).
El HMB también puede ciclarse espontdneamente formando el isémero UROgeno

I, sin embargo, éste no actia de sustrato para la sintesis de hemo.

El UROgeno III se convierte en coproporfirindgeno III (COPROgeno III) por
la eliminacion secuencial de los cuatro grupos carboxilicos de las cadenas laterales
de 4cido acético, en una reacciéon catalizada por uroporfirinogeno descarboxilasa
(UROD).

La siguiente modificacion de la cadena lateral es la descarboxilacion
oxidativa de los grupos propionato de los anillos pirrol A y B del COPROgeno III
para formar protoporfirinégeno IX (PROTOgeno IX). Esta reaccidn es catalizada
por la coproporfirinégeno oxidasa (CPO), una enzima localizada en el espacio
intermembrana mitocondrial. EI UROgeno I también puede ser descarboxilado
generando COPROgeno I, pero sélo el COPROgeno III puede ser convertido en

protoporfirina IX.

El PROTOgeno IX se oxida a protoporfirina IX (PROTO IX) por la enzima
protoporfirindgeno oxidasa (PPOX), localizada en la cara externa de la membrana
interna mitocondrial. Esta oxidacion de seis electrones requiere oxigeno como

aceptor terminal de electrones.

El paso final en la via biosintética ocurre en la superficie interna de la
membrana mitocondrial interna, donde un i6n Fe* se incorpora a la
protoporfirina IX (PROTO IX) por acciéon de la ferroquelatasa (FECH) dando
lugar a ferroprotoporfirina IX o hemo. La FECH forma parte de un complejo
multienzimatico compuesto por el importador de hierro mitocondrial mitoferrina
1 (MFRN1) y el transportador ABCB10 (del inglés ATP-binding cassette B10)
permitiendo el acoplamiento de la importacion de hierro a la mitocondria y su
incorporacién a la PROTO IX (11).
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Un minimo porcentaje de las hemoproteinas son de localizacion
intramitocondrial, por lo que mayoritariamente el hemo ha de salir de Ia

mitocondria.

1.3. REGULACION DE LA SINTESIS DE HEMO

El hemo se encuentra en continua formacion y eliminacién asegurando el
suministro para las distintas funciones fisioldgicas sin generar un exceso, debido a
su potencial toxicidad (7). La regulacién tanto de su sintesis como de su
eliminacién es critica para mantener una concentracion de hemo intracelular
apropiada.

La sintesis del grupo hemo se controla a nivel de ALAS, la primera enzima
de la via. Comparado con otras enzimas de la via de sintesis, ALAS constituye la
enzima con menor actividad relativa tanto en higado como en células eritroides.
En el higado, su vida media es de las mas cortas de las enzimas mitocondriales y
su sintesis es inducible por farmacos inductores de los citocromos P450 (CYP),
para dar respuesta a un aumento en la sintesis de estas hemoproteinas. Sin
embargo, el resto de enzimas de la sintesis de hemo no se encuentran en
concentraciones consideradas limitantes y no presentan una respuesta inductiva a
farmacos. Estas evidencias convierten a ALAS en la enzima limitante de la sintesis
de hemo (12). Los mecanismos reguladores a nivel de esta enzima difieren entre
las células precursoras eritroides y los hepatocitos o el resto de células del

organismo, debido a diferencias entre las isoformas ALAS1 y ALAS2.

1.3.1. Estructura génica de las isoformas ALAS1y ALAS2

Dos genes distintos codifican las isoformas de ALAS. La isoforma 1 de
expresion ubicua estd codificada por el gen ALASI, un gen constitutivo o
housekeeping que se expresa en todas las células del organismo, con predominio en
las células hepaticas. Ademas de una expresion basal, ALAST presenta regulacion
especifica de tejido y es inducible por diversos factores. La isoforma 2 o eritroide
esta codificada por el gen ALAS2, que se expresa exclusivamente en células

precursoras eritroides y es critica para la eritropoyesis. La expresion de ALAST no
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puede sustituir las necesidades de ALAS2 en células eritroides, esto indica la

existencia de un mecanismo regulador especifico de tejido.

Los genes ALAS1 y ALAS2 presentan la misma organizacion de
exones/intrones (Figura 1.3). En ambos genes se distinguen tres regiones. La
region I codifica un péptido senal, de localizaciéon mitocondrial, que permite el
reconocimiento del precursor de la proteina para el traslado al interior de la
mitocondria. La region II se corresponde con el extremo amino-terminal de la
proteina madura y la region III codifica para el dominio catalitico de la enzima.
Ademas, contienen un dominio regulador de unién a hemo (HRM) junto a la
sefial de localizacion mitocondrial y otros dos posibles en la zona N-terminal de la

region Il y en la region N-terminal de la proteina madura (13).

3p21.2
16 Kb
ATG TGA
I'IHL L] I Ll 1
ALAST 5 = T H_i_
TAIB2 3 45 67 8 9 10 11
Regionl Region II Region I1I
Xp11.21

Region 1 Region II Region 111

Figura 1.3. Estructura de los genes ALAS1 y ALAS2.
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El gen ALASI se localiza en el brazo corto del cromosoma 3 (3p21.2) y se
expande aproximadamente 16 kilobases (Kb). Consiste en diez exones
codificantes (exones 2-11) y dos exones adicionales no codificantes (exones 1A y
1B) en la region no traducida 5" (5'UTR). El corte y empalme alternativo de los
exones da lugar a un transcrito mayoritario, en el cual se omite el exén 1B, y un
trdnscrito minoritario con los exones 1A y 1B, que no parece tener un papel
importante en la regulacion de la sintesis del hemo ya que su tasa de produccion

es constante entre distintos tejidos (14).

El gen ALASI en rata y humano comparten multiples sitios de inicio de la
transcripcion especificos de tejido, dando lugar a trdnscritos de distinto tamario
en cerebro e higado. En el higado, el inicio de la transcripcion se produce
mayoritariamente en el primer sitio de inicio en posicion 3’ cercano al elemento
TATA, este sitio ha demostrado ser responsable tanto de la transcripcion basal

como de origen inducida (14).

El gen ALASI presenta entre un 40-90% de conservacion de aminodcidos
entre especies. Su organizacion en humanos es similar a la de sus ortdlogos de
rata, raton y pollo, excepto porque el gen de rata solo contiene un exén no

codificante en la region 5’'UTR y el gen de pollo no contiene ninguno.

Mediante ensayos de transfeccion de la region flanqueante 5" del gen Alas1
de rata, se ha determinado que la region minima que inicia la transcripcion se
expande entre los nucledtidos de las posiciones +1 y -161, respecto al inicio de la
transcripcion (15). Asi mismo, la extension de esta region hasta la posicion -479
confiere un aumento relativo de la expresidon, actuando como un elemento
intensificador (enhancer), mientras una expansion hasta la posicion -1189 genera
una disminucion. En la region intermedia (posicion -161 a -479) se han descrito
sitios de union a los factores de transcripcion HNF3 (hepatic nuclear factor-3), NF-1
(nuclear factor-1), AP-1 (activator protein-1) y CREB (cAMP responsive element
binding protein), siendo éstos necesarios para la expresion basal de Alas1 (16, 17).
También se han identificado sitios de union para otros factores de transcripcion
que inducen la expresion de Alas1 en situaciones de aumento del requerimiento
del grupo hemo. Alas1 comparte sitios de unién a NRF-1 (nuclear respiratory factor
1) con otras proteinas mitocondriales. NRF-1 parece tener un papel coordinador

en la expresion de estos genes en respuesta a un aumento del metabolismo
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energético, el cual genera un aumento en la sintesis de citocromos respiratorios
(15). Ademas, se han identificado elementos de respuesta a insulina (IRE) en la
region promotora del gen Alas1 murino, que une el factor de transcripcién FOXO1
(forkhead box protein O1), involucrado en la induccidon del gen en situaciones de
baja concentracion de glucosa (18). Cabe destacar que el gen ALAST humano
comparte un 63% de homologia en la region promotora proximal con sus

ortdlogos en rata y raton (14).

El gen ALAS2 se localiza en el brazo corto del cromosoma X (Xp11.21) con
una extension de 22 Kb. Consta de diez exones codificantes (exones 2-11) y un
exén no codificante (exén 1) en la regiéon 5’UTR que contiene un elemento de
respuesta a hierro. El corte y empalme alternativo del exon 4 da lugar a un
segundo transcrito mds corto, con una actividad similar a la forma completa cuyo

significado bioldgico es desconocido (19).

El promotor de ALAS2 contiene dos sitios de union al factor de
transcripcion de globina 1 o factor de transcripcion eritroide (GATA-1), que
contribuye sustancialmente a la expresion in vitro del gen, asi como una secuencia
TATA no candnica, que une indistintamente GATA-1 y proteinas de unién a
TATA (TBP) (20). Ademads, se han identificado dos secuencias CACCC que
parecen ser importantes en la expresion de ALAS2, también presentes en el
promotor de otros genes de expresion eritrocitaria, como las globinas. Se han
descrito tres factores de transcripcion de la familia Kriippel, en concreto el factor
eritroide similar a Kriippel (EKLF), el factor similar a Kriippel basico y Spl
(specificity protein 1), que son capaces de unirse a la secuencia CACCC. El papel de
estos factores de transcripcion en la expresion in vivo de ALAS2 esta poco
definido. Sin embargo, EKLF es importante en la expresion de la 3-globina, por lo
que podria tener un papel en la coordinacion de la sintesis del grupo hemo y la
globina (21).

1.3.2. Regulacion de la sintesis de hemo en células precursoras eritroides

En las células precursoras eritroides o eritroblastos, se requieren elevadas
cantidades de hemo para la formaciéon de hemoglobina. La eritropoyesis y la
sintesis de hemo estan controladas por la eritropoyetina (EPO), pero moduladas
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por los niveles de hierro, que ejercen un mecanismo de retroalimentacion positiva
sobre ALAS2.

La expresion del gen ALAS2 esta regulada por factores de transcripcion
especificos de células eritroides, como GATA-1 (20). Estos factores de
transcripcion especificos se unen a la region promotora de ALAS?2, de las globinas

y otros genes permitiendo su sintesis en respuesta a EPO (21).

La expresion de ALAS2 también esta regulada a nivel traduccional. Las
proteinas reguladoras del hierro (IRP) 1 y 2 se unen a elementos de respuesta a
hierro en la regién 5UTR del ARNm de ALAS2? (22). La actividad de las IRP esta
modulada por la disponibilidad de hierro. En las células con deficiencia de hierro,
la union de IRP inhibe la traduccion de ALAS2. Sin embargo, cuando hay
suministro de hierro se induce la degradacién de las IRP permitiendo la
traduccion del ARNm. Este mecanismo asegura la producciéon de hemoglobina
durante la diferenciacidon de los eritrocitos y permite que no se produzca hemo en

exceso cuando los niveles de hierro son limitantes.

1.3.3. Regulacion de la sintesis de hemo en higado

A diferencia de las células eritroides, en los hepatocitos y resto de células
del organismo, la sintesis de hemo esta limitada por la disponibilidad de hemo
libre, denominado “pool regulador de hemo”. Este ejerce una retroalimentacién
negativa sobre su propia sintesis a nivel de la primera enzima, ALASI. La
cantidad de hemo libre disponible viene determinada por la demanda para la
formacion de hemoproteinas y su tasa de catabolismo. En el higado la demanda
de hemo depende mayoritariamente de su consumo por los CYP, para el
metabolismo esteroideo y la detoxificacion de xenobidticos, y de la actividad de la

enzima catabolizante de hemo, la hemo oxigenasa (HO).

Ademds del mecanismo regulador dependiente de hemo, ALASI es
inducible por diversos farmacos y compuestos enddgenos de naturaleza

esteroidea, y bajo situaciones de estrés como el ayuno.
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1.3.3.1. Mecanismo represor del hemo

Se han identificado cinco mecanismos por los cuales el hemo libre regula
negativamente la expresion de ALASI. El hemo inhibe la transcripcion del gen
ALAS1 (23, 24), reduce la estabilidad del ARNm (25) e inhibe su traduccién
impidiendo la elongacion de la cadena polipeptidica (26). Ademads, modula la
entrada del precursor proteico de ALAS1 al interior de la mitocondria, donde
ejerce su actividad (27, 28). La unién de hemo al dominio HRM de ALAS1 impide
su transporte al interior de la mitocondria (29). Por ultimo, se ha descrito un
mecanismo por el cual el hemo promueve la eliminacién de la proteina madura
ALAS1 a través de proteasas dependientes de ATP del sistema proteolitico
mitocondrial (30, 31).

1.3.3.2. Induccion de ALAS1 por farmacos

La actividad de ALAS1 aumenta con la exposicion a compuestos lipofilicos
y farmacos como el fenobarbital, que también inducen la sintesis de varios CYP.
En un principio se pensd que este aumento en la actividad de ALASI se debia
exclusivamente a la supresion de los mecanismos de retroalimentacion negativa
dependientes de hemo (32). Es decir, los farmacos inducirian la sintesis de CYP,
que consumen hemo para su formacion, generando un aumento secundario de la
expresion de ALASI. Segun esta hipotesis, si se inhibia la sintesis de hemo o se
estimulaba su degradacion se produciria un incremento de ALASI, incluso en
ausencia de los farmacos o compuestos lipofilicos. Ciertamente, distintos estudios
en cultivos de células animales describieron un aumento en la actividad de
ALASI tras el tratamiento con inhibidores de la sintesis de hemo, tales como
succinilacetona (33, 34). Sin embargo, otros estudios fracasaron en demostrar un
aumento en la expresion de ARNm de ALASI en cultivos celulares de hepatocitos
animales tratados con inhibidores de la sintesis de hemo, en ausencia de farmacos
inductores (35, 36). También se demostr6 que la expresion de ARNm de ALAS1 y
de los distintos apocitocromos P450 (apoCYP) se producia simultdneamente en
respuesta a farmacos, indicando que la deplecion de hemo no es un requisito en la
induccion de la enzima a nivel transcripcional. Posteriormente, otro estudio
demostré que la sobreexpresion de apoCYP en cultivo celular no era suficiente
para inducir un incremento de ARNm de ALASI en ausencia de farmacos (37).
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Por lo tanto, la estimulacion de la sintesis de ALAS1, y por ende de las porfirinas
y el grupo hemo, no s6lo depende de mecanismos de retroalimentacion negativa
del hemo. También existe un efecto inductor directo mediado por fadrmacos y
compuestos lipofilicos, conocidos como farmacos porfirogénicos precisamente

por su capacidad inductora de esta via de sintesis.

1.3.3.3. Receptores nucleares en la induccion de ALASI.

El hecho de que haya una expresion simultdnea de ARNm tanto de ALAS1
como de apoCYP en respuesta a determinados farmacos indica la existencia de un

mecanismo de inducciéon compartido.

La induccién de los CYP se produce por cinco mecanismos que actiian a
nivel transcripcional, a excepcidon de uno de ellos, que afecta directamente a la
vida media de la holoenzima (38). Salvo esta excepcion, el aumento de la tasa
transcripcional de estas enzimas se produce por la union de receptores nucleares
(NRs).

Los receptores nucleares son una superfamilia de proteinas de union al
ADN, que tras la asociacion a un ligando, actian como factores de transcripcion
en multiples genes. Distintos fdrmacos, xenobidticos ambientales y compuestos
endogenos de naturaleza lipofilica (hormonas esteroideas, esteroles, hormonas

tiroideas, retinoides y acidos biliares) actian como ligando de los NRs.

En humanos, de los 48 NRs que forman la superfamilia, PXR (receptor de
pregnano X) y CAR (receptor constitutivo de androstanos) constituyen los
principales efectores en la regulacion transcripcional de los genes CYP mediada
por farmacos. Mas del 50% de los farmacos de prescripcion se metabolizan por
CYP cuyos genes son diana de estos receptores (39). Sélo algunos farmacos actiian
como ligando de otros tipos de NRs como AhR (receptor de aril hidrocarburos) o
los receptores de la familia PPAR (receptor activado por proliferador de
peroxisoma), que juegan también un papel importante en la regulacion del

balance energético.

Tras la union a su ligando, los NRs se traslocan al nticleo de la célula donde
se asocian con el receptor nuclear RXR (receptor retinoide X), formando un
heterodimero que se une a elementos de respuesta en el ADN. Los elementos de
respuesta a NRs son sitios en el ADN que contienen una o varias secuencias
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hexameéricas consenso repetidas de forma palindrémica o directa (DR; direct
repeat) y separadas por un ntimero variable de nucle6tidos, por lo que reciben el

nombre de half sites.

Se conocen elementos de respuesta a fdrmacos en los genes de distintas
familias CYP (40) que contienen elementos de respuesta a NRs donde se han
identificado uno o varios de los denominados half sites de repeticion directa, por
ejemplo del tipo DR-4 (41-43).

La existencia de elementos de respuesta a fdrmacos en los genes de los
distintos CYP y la implicacion de los NRs como xenosensores condujo a la
busqueda de elementos similares en el gen ALASI1. Diversos estudios
contribuyeron a la identificacion de estos elementos, tanto en humanos como en
otras especies animales (44-46). Podvinec (2004) demostré que el promotor
proximal del gen ALAST humano, pese a ser responsable de la expresion basal, no
es capaz de producir un aumento de la transcripcidén en respuesta a farmacos
tipicamente porfirogénicos, como fenobarbital y rifampicina, entre otros. Ademas,
identifico dos regiones que mostraron inducibilidad por farmacos a las que
denomind ADRES (aminolevulinic acid synthase drug-responsive enhancer sequence).
Estas regiones estan localizadas aproximadamente a -20 Kb (ADRES1) y -16 Kb
(ADRES2) en direccion 5 desde el inicio de la transcripcion de ALASI. En estas
regiones se identificaron, mediante analisis computacional, varias posiciones con
secuencias consenso del tipo DR-4 y DR-5 (Figura 1.4), que posteriormente
demostraron su papel en la induccion transcripcional mediada por CAR y PXR en

ensayos de expresion in vitro (46).

Asi se estableci6 el papel fundamental de los NRs y los elementos ADRES
en la induccion simultanea de los genes CYP y ALASI, en un mecanismo
independiente de los niveles de hemo libre. En situaciones fisioldgicas, la sintesis
de hemo se mantiene estrechamente controlada y a bajos niveles, para evitar los
efectos toxicos de su acumulacion. En situaciones de exposicion a farmacos, la
sintesis de hemo se incrementa mediante la induccion de ALASI para dar
respuesta a la sintesis de CYP. Tras la acumulacién de hemo, éste ejerce su
mecanismo regulador reprimiendo su sintesis y permitiendo el retorno a unos

niveles basales. De esta forma la célula permite dar respuesta a un aumento en la
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demanda de hemo cuando es necesario y a su vez mantener unos niveles basales

no toxicos de hemo y sus precursores.

chr3:52211232-52211597 (GRCh37)

GGCTTGTGTCACCCAGATTTGTCTGACAAATCAATGGTGACACATTTTTTTTG
TCCGACAAAAARATGGTGAGTGGGAGGGGCCCAGGCGCAAAGTCAACACAAGC
CTCTCCACCGTGTGTCCATGTTTATGTGTATGCGCTGTGCCCCGTCATGCCAC
CTGGACGCA, i ¢ AGCCTCTGCTGGTTTGG

DR4 DR5

GARAGATTGGCATGACATCAGCCAAGCTCTGGCCTTGCCTTTTTTCCCTCCCG
GAACCCGGCTGGCTCAAGATCTGAGCCGTGGATCTGCACCCACTTTGGGGAGT

TCCTGCCCTTGGGCTAGAGTAGAGGCCAAGAGTCAAAGTGTGGTGGGG

chr3:52216182-52216413 (GRCh37)
GAGGTTGGGGETGGAGAAGACAGGCTTGGCCCTATTTCCTGCCCAACTCAGAAC
CTTCTGGTTTCTGCCACAGGATGCCTTGCAAGCTTATCGGGGTCACTGTGGGC
AGCT TC CTGTGCAGATGCATC
> > o «
DR4 DR 4

ARGAACACAGAGTGCTCCGGGGTTAGGATGAGGGCAGCGCTGATAA
GGTTCATGGAACCAGTGACAGAGCACA

Figura 1.4. Detalle de los elementos de respuesta a farmacos en el gen
ALASI1. Arriba se muestra la secuencia de la region ADRESI,
abajo se muestra la secuencia de la region ADRES2. En azul
aparecen los hexameros que constituyen cada half site, la flecha
indica la direccién de la secuencia consenso. En verde se
indican los nucleotidos espaciadores. Adaptado de Podvinec
(2004).

1.3.3.4. Induccion de ALAS1 en respuesta a los niveles de glucosa

La sintesis de hemo es importante en el metabolismo energético para suplir
la demanda de citocromos de la cadena respiratoria mitocondrial, especialmente
en situaciones de mayor requerimiento como el ayuno donde, por falta de
glucosa, la B-oxidacion de acidos grasos y la gluconeogénesis son las principales

fuentes energéticas.
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Durante el ayuno o un ejercicio fisico extenuante se induce el factor PGC-1a
(peroxisome proliferator-activated receptor y co-activator 1 a) en el higado. El aumento
en la oxidacion de acidos grasos y la elevacion de la gluconeogénesis hepatica
estan bajo control de PGC-1a (47, 48). PGC-1a es un coactivador de NRs y otros
factores de transcripcidn, inducible por glucagén, que corregula la transcripcion
de enzimas gluconeogénicas y ALASI. Experimentos en modelos animales
murinos han demostrado que PGC-la activa la transcripcion del gen Alasl
mediante la coactivacion de los factores de transcripcion FOXO1 y NRF-1. Estos
factores se unen directamente a elementos IRE y sitios de unién a NRF-1,
respectivamente, localizados en el promotor del gen Alas1 (18). FOXO1 también
actia como coactivador de la transcripcion de Alasl mediada por CAR/PXR, asi
como de genes CYP y enzimas gluconeogénicas (49). Cuando los niveles de
glucosa se normalizan o en situaciones de hiperglucemia se promueve la salida de
FOXO1 del ntcleo impidiendo la activacion de la transcripcion, por un
mecanismo mediado por la insulina. FOXO1 no sélo responde a los niveles de
glucosa, también promueve la transcripcion de sus genes diana en respuesta a

distintos factores estresores (50).

En definitiva, la expresion de ALASI se induce cuando los niveles de
glucosa en sangre son bajos y hay secrecion de glucagén que induce PGC-lq,
mientras que se reprime en respuesta a insulina, cuando los niveles de glucosa se

normalizan.

1.4. CATABOLISMO DEL HEMO

La enzima HO juega un papel importante en la proteccion de las células
frente al estrés oxidativo inducido por hemo. Esta enzima, localizada en las
membranas del reticulo endoplasmatico liso, cataliza la degradacion de hemo
formando biliverdina, mondxido de carbono (CO) y hierro (Fe?). Después la
biliverdina se reduce a bilirrubina por accién de la biliverdina reductasa, que se

excreta a través de la via biliar.

Se conocen tres isoformas de la HO codificadas por los genes HO-1, HO-2 y
HO-3 (51). La isoforma HO-1 normalmente se expresa a bajos niveles, pero tiene
una alta capacidad de induccion por diversos estimulos que incluyen estrés

oxidativo, hipoxia, lipopolisacaridos, metales pesados, citoquinas y el propio



CAPITULO I: INTRODUCCION 47

hemo, que es el inductor fisioldgico mds potente. El aumento en la actividad de
HO-1 se ha observado en muchos tejidos, principalmente higado, rifion, glandula
adrenal y ovarios, entre otros. La isoforma HO-2 tiene expresion constitutiva y no
presenta capacidad inducible. Su expresion es alta en cerebro y testiculos donde
parece que desarrolla un papel importante en la sintesis de CO, un potente
vasodilatador y molécula de senalizacion (52). La isoforma HO-3 tiene poca

capacidad de degradacién del hemo.

Dado que la actividad de la HO tiene efecto en los niveles de hemo libre en
los hepatocitos, se ha sugerido que de forma indirecta podria aumentar la
expresion de ALASI a través del consumo de hemo. Factores como la inflamacion,

enfermedades infecciosas y el ayuno producen induccion hepatica de HO-1 (53).

1.5. ENFERMEDADES HEREDITARIAS POR DEFECTO EN LA SINTESIS DE HEMO: LAS
PORFIRIAS

Existen diferentes alteraciones o defectos en la sintesis del grupo hemo de
caracter hereditario y adquirido. Entre ellas encontramos las porfirias, la anemia

sideroblastica ligada a X y la intoxicacién por plomo (13).

El término porfiria procede del griego y hace referencia a unas sustancias
quimicas de color rojo purpura llamadas porfirinas. Las porfirinas son
compuestos intermediarios en la sintesis del grupo hemo, que se acumulan de

forma caracteristica en los enfermos con porfiria.

El primer caso de porfiria, muy posiblemente de protoporfiria, descrito en la
literatura cientifica data del ano 1874. El Dr. J. H. Schultz describi6 el caso de un
hombre de 33 anos de edad que sufria de sensibilidad cutdnea, esplenomegalia y
orina rojiza desde su infancia (54). Mas tarde, en 1889, B.]. Stokvis publico el
primer caso y descripcion clinica de una porfiria aguda (55). Desde entonces
comenzaron a describirse multitud de casos y a estudiarse las bases

fisiopatoldgicas de estas enfermedades.

Las porfirias son errores innatos del metabolismo debidos a un defecto
enzimatico en la biosintesis de hemo, la mayoria de origen genético aunque
algunos subtipos son de caracter adquirido (56). Cuando el defecto enzimatico es

fisioldgicamente significativo se produce un acimulo de los precursores de la ruta
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anteriores al paso afectado, pasando a la circulacidon y excretandose a través de la
orina y la bilis. Cada defecto enzimatico produce un patrén caracteristico de
acumulacion de los precursores, ALA y PBG, y/o de porfirinas, que se asocian

clinicamente a la aparicion de una sintomatologia caracteristica.

La sobreproduccién y acimulo de precursores (ALA y PBG) se asocia a
crisis o ataques neuroviscerales agudos, caracterizados por dolor abdominal y
sintomas neuroldgicos. Por otro lado, la sobreproduccion y acumulacién por el
higado o médula ¢sea de porfirinas intermediarias produce fotosensibilidad

cutdnea, fragilidad de la piel y formacion de ampollas.

1.5.1 Clasificacion de las porfirias

Las porfirias pueden clasificarse atendiendo a diversos criterios: por el
defecto enzimatico y el tipo de herencia; por el lugar donde se producen las

porfirinas y/o precursores y por la clinica.

Se conocen ocho tipos principales de porfirias resultantes de variantes
genéticas patogénicas o mutaciones en los distintos genes codificantes de las
enzimas de la biosintesis del hemo (57), a excepcioén del gen ALAS1, para el cual
no hay mutaciones conocidas causantes de estas patologias (Tabla 1.1.). Las
mutaciones causantes de porfiria generan pérdida de funcién, salvo en el caso de
la PPELX generada por mutaciones de ganancia de funcion en el gen ALAS2 (10,
58).

En funcion del lugar primario de sobreproduccion de las porfirinas y/o de
sus precursores, las porfirias se clasifican en hepaticas y eritopoyéticas, aunque
algunas presentan caracteristicas superpuestas. En las eritropoyéticas la
sobreproduccion se produce mayoritariamente en los eritrocitos y su clinica es
cutdnea, mientras que en las porfirias hepaticas hay predominio de acumulacion

en los hepatocitos y son de clinica aguda.

Clinicamente, se distingue entre porfirias agudas y cutaneas. En las porfirias
agudas se produce acimulo de ALA y PBG, que generan sintomatologia en forma
de crisis neuroviscerales, mientras que en las porfirias cutdneas se produce
acaumulo de porfirinas fotosensibilizantes de la piel (59). Sin embargo, algunas

porfirias presentan caracteristicas clinicas mixtas (Figura 1.5).
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Tabla 1.1. Tipos de porfirias.

Porfiria Defecto enzimatico Gen Herencia Slnt.o mas Slnt,omas
neuroviscerales cutaneos
Protoportfiria eritropoyética .
ALA ALAS2 LX - +
ligada a X (PPELX) LA sintetasa 2 P
Porfiria por deficiencia de .
ALAD -
ALA deshidratasa (ADP) ALA deshidratasa AR *
Porfiria aguda intermitente Hidroximetilbilano sintasa o
HMBS* -
(PAI) PBG desaminasa AD "
Porfu:la- eritropoyctica Uroporfirinégeno III sintetasa UROS AR - +
congénita (PEC)
Porfiria cutanea tarda (PCT)  Uroporfirinégeno descarboxilasa UROD* AD. Y - +
adquirida
Coproporfiria hereditaria Coproporfirindgeno oxidasa CPO* AD + +
(CPH)
Porfiria variegata (PV) Protoporfirinégeno oxidasa PPOX* AD + +
Protoportfiria eritropoyética Ferroquelatasa FECH AD ) +

(PPE)

AR: autosdmica recesiva; AD: autosdmica dominante; LXD: ligada a X dominante. *Existen variantes clinicas raras de porfiria con
mutaciones en ambos alelos de los genes HMBS (PAI homocigota), UROD (porfiria hepatoeritropoyética), CPO (CPH homocigota)
y PPOX (PV homocigota), que presentan una sintomatologia mas grave que sus homologos heterocigotos.
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CLASIFICACION CLINICA

Porfirias agudas

Porfiria por deficiencia de ALA deshidratasa

Porfiria aguda intermitente (PAI)
Porfirias cutaneas

Porfiria eritropoyética congénita (PEC)

Porfiria cutanea tarda (PCT)

Protoporfiria eritropoyética (PPE)

Protoportfiria eritropoyética ligada a X
(PPELX)
Porfirias mixtas
Coproportiria hereditaria (CPH)
Porfiria variegata (PV)

Figura 1.5. Clasificacion clinica de las porfirias. En azul se sehalan las

porfirias hepaticas y en rojo las eritropoyéticas.

1.5.2 Porfirias agudas

Las porfirias agudas se presentan clinicamente en forma de crisis o ataques
agudos caracterizados por dolor abdominal grave, sintomas neuropsiquiatricos,
neuropatia autondmica y alteraciones de los niveles de electrolitos. Sin embargo,
las crisis son poco comunes en los portadores heterocigotos de una mutacion,
aproximadamente el 80-90% de los individuos afectados nunca experimentan una
crisis aguda (57, 59). Mientras que la porfiria aguda intermitente (PAI) y la
deficiencia de ALAD sdlo se manifiestan con crisis agudas y la piel nunca se ve
afectada, la porfiria variegata (PV) y la coproporfiria hereditaria (CPH) también
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pueden presentarse con lesiones cutdneas, de forma que éstas pueden ser el inico

signo de la enfermedad en el 60% de los pacientes con PV (57).

1.5.3 Porfirias cutaneas

De los ocho tipos de porfirias, seis pueden presentarse con problemas en la
piel debido al actimulo de porfirinas. Los problemas cutdneos pueden
manifestarse desde la infancia temprana. Se distinguen dos categorias segun el
tipo de manifestacion: las que producen fotosensibilidad con sensacion dolorosa
aguda tras la exposicion al sol, debido al acimulo de protoporfirina, y las que
producen lesiones en la piel en forma de fragilidad cutdnea y ampollas. La
primera categoria incluye la protoporfiria eritopoyética (PPE) y la PPELX,
mientras que la segunda incluye la porfiria cutdnea tarda (PCT) y la porfiria
eritropoyética congénita (PEC). La PV y CPH son porfirias mixtas que pueden

presentar sintomatologia cutdnea del segundo tipo.

En ambas categorias de porfiria cutdnea los problemas de la piel son
generados a consecuencia de la interaccion entre las porfirinas y la luz visible. Las
porfirinas son fotorreactivas y absorben la luz de aproximadamente 400 a 410 nm
de amplitud (pico de Soret), que puede penetrar en las capas profundas de la
dermis. La absorcion de energia crea una molécula de porfirina excitada que
puede liberar energia en forma de luz (fluorescencia) o formando especies
reactivas de oxigeno. La creacion de radicales libres causa dafios directos a las
proteinas, lipidos y ADN, e indirectamente a los tejidos por desgranulacion de

mastocitos, activacion del complemento, y activacion de metaloproteinasas (60).

1.6. PORFIRIA AGUDA INTERMITENTE

La PAI se debe a una deficiencia parcial de la enzima HMBS (EC 2.5.1.61)
generada por mutaciones en heterocigosis en el gen que la codifica, con el mismo
nombre. Por lo tanto, se trata de una enfermedad que presenta herencia

autosdmica dominante (AD).

La PAI es una porfiria hepatica aguda que no manifiesta sintomas cutaneos.
Es la porfiria aguda mas frecuente y afecta globalmente, independientemente de

la raza y el sexo, aunque es mas comun su expresion clinica en mujeres. Su
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incidencia anual en Europa es de 0,13 casos/millon de habitantes, calculandose
una prevalencia de 5,9 casos/milléon (61). Sin embargo, existen paises con una
incidencia muy superior. Es el caso de Suecia, que tiene una prevalencia de 23
casos/millon de habitantes debido a un efecto fundador (62). En Espafa la

prevalencia es ligeramente superior a la media europea (6,3 casos/millon).

1.6.1 Enzima HMBS

Existen dos isoformas principales de la enzima HMBS que difieren en
aproximadamente 2 KDa (44 y 42 KDa, respectivamente). La isoforma no eritroide
o constitutiva esta presente en todos los tejidos y contiene 361 aminodcidos.
Presenta 17 residuos adicionales en el extremo amino terminal respecto a la

isoforma eritroide, de 344 aminodcidos, que se expresa sélo en eritrocitos (63).

La enzima HMBS cataliza la polimerizacion secuencial de cuatro moléculas
de PBG para formar HMB. La catdlisis comienza con el ensamblaje del cofactor
dipirrometano procedente de dos moléculas de PBG. El cofactor unido
covalentemente actia como un iniciador, alrededor del cual se ensambla el
tetrapirrol a partir de 5 moléculas de PBG. En el ultimo paso de la catdlisis, el

producto se libera, dejando el cofactor unido a la holoenzima intacta.

Los estudios de expresion y cristalizacion de la enzima HMBS humana han
revelado que se compone de tres dominios distintos (64). EIl dominio N-terminal
1, residuos 1-116 y 216-239, se compone de tres hojas plegadas antiparalelas y dos
hojas paralelas, rodeadas de tres hélices. Ademas, el dominio 1 consta de
numerosos bucles. La region de bucle formada por los residuos S57-576 se
encuentra cerca del sitio activo. Los residuos 117-215 componen el dominio 2. La
disposicion de los elementos estructurales secundarios en el dominio 2 es similar
al dominio 1. Consta de un ntcleo hidrofébico compuesto de cinco hojas, tres de
ellas antiparalelas. Las hojas estan rodeadas por cinco hélices, dos de las cuales
son del tipo 310 cortas. El sitio activo se encuentra en una region hendida entre los
dominios 1y 2. Los residuos 240-361 forman el dominio C-terminal 3, compuesto
de tres largas hojas antiparalelas y tres hélices. El residuo critico, C261, que une
covalentemente el cofactor, dipirrometano, se encuentra en un bucle (residuos
248-264), que forma parte del dominio 3. Ademads, otros residuos forman enlaces
por puente de hidrégeno con el cofactor. Las interacciones son
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predominantemente con residuos de carga positiva como K98, R149, R150, R173,
R195, y Q217.

Los anillos pirrol se van uniendo de forma secuencial al cofactor para el
montaje del tetrapirrol. La adicion secuencial requiere de cambios
conformacionales en la enzima que permiten la apertura de la proteina para dar
paso a cada nueva molécula de PBG y su replegamiento para llevar a cabo la
union covalente. Los estudios de modelado han revelado que los cambios
conformacionales se producen por desplazamiento de los dominios 1 y 2 sobre
unas regiones bisagra. Los residuos 596, H120 y L238 han sido identificados como
residuos bisagra con programas de prediccion, siendo responsables del
movimiento de los dominios (64). El residuo L238 esta situado en el medio de la
proteina cercano a la posicion donde los tres dominios interaccionan. El

movimiento del dominio 1 parece estar centrado en este residuo bisagra.

1.6.2 Base genética de la PAI

El gen HMBS se localiza en el cromosoma 11 (11g23.3). Esta compuesto por
15 exones, expandiéndose 10 Kb (65). El gen HMBS se somete a corte y empalme
alternativo para producir dos ARNm que dan lugar a las dos isoformas, con
promotores diferentes (65). La isoforma constitutiva procede del empalme
alternativo de los exones 1 y 3-15; la isoforma eritroide esta codificada por los
exones 2-15. Un primer promotor en el extremo 5 es activo en todos los tejidos,
especialmente en higado, y presenta caracteristicas que permiten una expresion
constitutiva (promotor housekeeping). Un segundo promotor, situado 3 Kb aguas
abajo, es activo solo en eritrocitos y muestra homologia estructural con el
promotor del gen de la beta-globina. Se ha evidenciado la existencia de una
tercera isoforma alternativa eritroide que es minoritaria y conserva el intrén entre
los exones 2 y 3, extendiendo asi la region 5" en 176 pares de bases (pb) respecto a
la isoforma eritroide. Se ha demostrado la expresion de la isoenzima minoritaria
en cultivo de células precursoras eritroides, médula dsea y tejido hepatico fetal
(66).

Aunque mayoritariamente la PAI se debe a mutaciones en heterocigosis,

existen casos excepcionales con mutaciones en ambos alelos del gen HMBS
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(homocigotos o heterocigotos compuestos) que padecen una clinica mas grave,

predominantemente neurologica (67, 68).

La PAI se caracteriza por una alta heterogeneidad alélica. Hay 416
mutaciones causantes de PAI registradas en la base de datos Human Gene
Mutation Database (69). Entre las mutaciones descritas hay cambios puntuales en
aminodcidos, pequefias deleciones y duplicaciones, cambios que producen
truncamiento de la proteina, pérdida de transcrito, alteracion del marco de lectura

o desnaturalizaciéon de la enzima.

La existencia de mutaciones que alteran aminodcidos localizados lejos del
sitio activo de la proteina subraya el papel de otros dominios en el
funcionamiento de la enzima, ya sea interviniendo en la estabilidad y
plegamiento de ésta, como en los cambios conformacionales necesarios para la

reaccion catalitica (64).

La mayoria de las mutaciones afectan a las dos isoformas principales, la
constitutiva y la eritroide, de forma que el defecto en la actividad enzimatica es
detectable en todas las células. Estos casos se conocen como PAI clésica. Sin
embargo, se ha estimado que un 5% de los casos de PAI se debe a mutaciones en
el exén 1y la zona de union con el intrén adyacente, que afectan solamente a la
isoforma constitutiva (70). Estos casos se conocen como PAI variante, y presentan

una actividad enzimatica normal en eritrocitos (71).

Gran parte de las mutaciones en el gen HMBS son privadas, es decir, estan
presentes en pocos individuos, normalmente en miembros de una misma familia.
Sin embargo, hay mutaciones que son muy prevalentes en algunas poblaciones,
representando un elevado porcentaje de los individuos afectos. Es el caso de la
mutacion NM_000190.3:c.593G>A (p.W198X), mayoritaria en Suecia (62); la
mutacion NM_000190.3:¢c.849G>A (p.W283X) en Suiza (72); la mutacion
NM_000190.3:¢.346C>T (p.R116W) en los Paises Bajos (73) o la mutacion
NM_000190.3:c.517C>T (p.R173W) en Nueva Escocia (74), todas ellas han
demostrado tener una alta prevalencia debido a un efecto fundador en la

poblacidn.

La PAI presenta baja penetrancia puesto que la mayoria de portadores
heterocigotos de una mutaciéon no desarrolla sintomatologia caracteristica de

porfiria a lo largo de su vida (PAI latente). Tradicionalmente se ha descrito una
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penetrancia en torno al 10-20%. Sin embargo, existen discordancias entre la alta
prevalencia de mutaciones registrada en el gen HMBS y la prevalencia de la
enfermedad. En un estudio de 3350 donantes de sangre en poblacion francesa,
hallaron una frecuencia de aparicion de mutaciones en el gen HMBS de 1:1675
(75). Mas recientemente, un estudio de cribado in silico de las bases de datos
gendmicas y exomicas actuales, que incluyé datos de 45955 individuos
caucasicos, ha estimado una prevalencia de variantes patogénicas o
probablemente patogénicas en el gen HMBS de 1:1782 (76). Estos datos apuntan
hacia una penetrancia real inferior al 1%, si se consideran todos los portadores

heterocigotos, frente al 10-20% clasicamente descrito.

Por otro lado, se han descrito diferentes grados de penetrancia asociados a
distintas mutaciones (77-79). Por ejemplo, se ha descrito que el 44% de los
portadores de la mutacion p.W198X y el 50% de los portadores de la mutacion
p-R173W presentaban PAI manifiesta, mientras que so6lo el 13% de los portadores
de la mutaciéon p.R167W habian desarrollado crisis (79). Esto hace que en
poblaciones con una mutacion prevalente o en algunas familias en concreto se
hayan descrito penetrancias superiores al rango clasicamente descrito. Es el caso
de Suecia, donde es prevalente la mutaciéon p.W198X entre los portadores de PAI
(89%) y se ha descrito un 42% de PAI manifiesta, al igual que en Noruega donde
hay prevalencia de esta misma mutacion (80, 81). Sin embargo, los miembros de
una misma familia portadores de una misma mutacién y expuestos a factores
ambientales similares muestran gran variabilidad en la expresion clinica de la
enfermedad. Las diferencias entre las distintas mutaciones causantes de PAI no

dan una explicacion completa a la penetrancia variable.

Es de interés destacar que, para el caso de la PPE, se ha observado la
existencia de pacientes que ademas de ser portadores de una variante patogénica
en el gen FECH, son portadores de otra variante genética en trans (variante
presente en la copia del gen en el otro cromosoma) que determina una enzima
funcionante, pero con una ligera reduccion cuantitativa de su expresion. Estas
variantes en trans se han asociado con la expresion clinica de la enfermedad y por
tanto a su penetrancia (82, 83). Sin embargo, los autores exploraron mas tarde este

mismo fenémeno para otros tipos de porfirias, entre ellas la PAI sin detectar
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variantes en trans en el gen HMBS que puedan explicar la variabilidad en la

expresion de la enfermedad (84).

Todo esto indica que la penetrancia puede depender de factores adicionales
a la mutacion especifica causal. Distintos factores externos como la exposicion a
farmacos y alcohol, la restriccion caldrica y el estrés explican parte de la
variabilidad interindividual, pero los factores enddgenos implicados son

desconocidos.

La dotaciéon genética individual podria modular la penetrancia de la
enfermedad. En este sentido, se ha sugerido que otros genes ajenos a la ruta de
sintesis de hemo, podrian actuar como factores de susceptibilidad genética
influyendo en la expresion de crisis agudas (78, 85). Se ha propuesto un modelo
de herencia oligogénico con modificadores ambientales, que explicaria mejor la
penetrancia y heredabilidad de la PAI que el modelo autosémico dominante
clasico (86).

1.6.3 Bioquimica de la PAI

El defecto bioquimico basico en la PAI es una reduccion del 50% de la
actividad de la enzima HMBS (87) en todos los tejidos, excepto en el 5% de los
casos en los que se mantiene una actividad normal en eritrocitos (PAI variante).
Esto genera un bloqueo metaboélico que lleva a la acumulacion de los precursores
ALA y PBG, y a una deficiencia a nivel hepatico del producto final, el hemo. El
exceso de ALA y PBG hepatico pasa a la circulacion y se excreta a través de la
orina. El aumento de ALA y PBG se puede detectar mediante andlisis de plasma y
orina. En algunos casos se puede detectar también aumento de porfirinas en
orina, pero este aumento es debido a la condensaciéon no enzimatica de PBG que
genera uroporfirina (88). Igualmente el perfil de porfirinas en heces puede ser
normal o ligeramente elevado a costa de uroporfirinas procedentes de la

condensacion espontanea del PBG excretado a través de la bilis (89).

No obstante, el déficit enzimatico por si solo no es suficiente para el
desencadenamiento de las crisis neuroviscerales, por ello la mayoria de pacientes
permanecen asintomaticos o en periodo de latencia clinica y solo sufren una o
unas pocas crisis a lo largo de su vida. En situaciones normales la actividad

enzimatica de HMBS, aunque deficiente, es capaz de atender la demanda de



CAPITULO I: INTRODUCCION 57

hemo, de forma que los portadores de PAI pueden presentar valores normales de
excrecion de los precursores. Bajo determinadas circunstancias en las que se
produce un aumento de los requerimientos de hemo, como cuando se incrementa
la sintesis de CYP, se produce la induccion de ALAST que genera un aumento en
la sintesis de precursores. El posterior bloqueo enzimatico, debido al defecto

genético subyacente, genera la acumulacion de éstos (90).

En pacientes asintomaticos los niveles basales de ALA y PBG pueden ser
normales o estar elevados temporalmente, en algunos casos hay una elevacion
crénica que se ha relacionado con una mayor predisposicion a sufrir crisis.
Durante una crisis aguda a menudo se produce un aumento de PBG en orina de
al menos 10 veces por encima del limite superior de referencia, mas tipicamente
entre 20-100 veces (91). En periodo de remision de crisis, los valores de ALA y
PBG en orina permanecen elevados durante semanas y van normalizandose poco
a poco hasta alcanzar los niveles basales propios de cada individuo. Algunos
estudios han determinado que los valores de estos precursores pueden
mantenerse elevados por encima del nivel basal incluso afios tras un episodio
agudo (92, 93).

1.6.4 Clinica de la PAI

La PAI se caracteriza por la ocurrencia de crisis neuroviscerales que
interrumpen periodos de latencia clinica. En la fase inicial de una crisis se suelen
detectar cambios de comportamiento menores como ansiedad, agitacion e
insomnio. Las crisis casi siempre comienzan con dolor abdominal difuso, algunos
pacientes refieren dolor hacia la espalda. Las nduseas, los vémitos y el
estrefiimiento son comunes. A menudo se acompanan de signos de aumento de la
actividad simpatica como taquicardia, exceso de sudoraciéon e hipertension.
Durante las crisis, la deshidratacion y el desequilibrio electrolitico ocurren con
cierta frecuencia. Es habitual que se produzca un oscurecimiento de la orina, que
adquiere un color rojizo caracteristico que se potencia tras la exposicion a la luz.
Esto se debe a la oxidacion del exceso de PBG urinario, que se transforma en
uroporfirina y porfobilina que emiten fluorescencia en el rango de la luz visible.
En el 40% de los pacientes en crisis se produce hiponatremia probablemente por
sindrome de secrecion inapropiada de hormona antidiurética (SIADH) debido a
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una disfuncion pituitaria del sistema nervioso central (57). Cuando es grave,
puede provocar convulsiones. En ocasiones también se producen trastornos
mentales como depresion, desorientacion, alucinaciones, paranoia o confusion. En
las crisis graves, cuando el diagnostico se retrasa y la exposicion a factores
porfirinogénicos se prolonga, los sintomas pueden progresar a una neuropatia
motora simétrica, que se manifiesta como debilidad de los musculos proximales
de las extremidades y que en ocasiones puede derivar en pardlisis completa,

incontinencia, dificultades para tragar e insuficiencia respiratoria (90).

Tras el diagndstico y tratamiento, es muy probable la recuperacion
completa, incluso tras una crisis grave. En escasas ocasiones las crisis pueden ser

letales, asociandose a un retraso en el diagndstico (94, 95).

Las crisis se producen mas frecuentemente en mujeres, entre los 20 y los 40

anos de edad (96). Son raras antes de la pubertad (97-99) y tras la menopausia.

Como se ha explicado en apartados previos, la PAI presenta baja
penetrancia, por lo que la mayoria de los portadores no desarrollan crisis
neuroviscerales, lo que se conoce como PAI latente. No obstante, se consideran
que son igualmente susceptibles a los factores precipitantes de crisis. Cuando los
portadores de PAI han sufrido al menos una crisis aguda durante su vida, se
clasifican como PAI manifiesta. La mayoria de éstos sdlo padecen una crisis o
muy pocas a lo largo de su vida, a menudo en un periodo de pocos afios,
recuperandose posteriormente de forma completa (90). Tan solo un 3-5% de los
pacientes, mas frecuentemente mujeres, presentan una presentacion grave de la
PAI con crisis recurrentes (mdas de 4 episodios al afno) que pueden ser

discapacitantes (61).

La proporcion de pacientes que experimentan crisis agudas ha disminuido
aparentemente en las tltimas décadas, probablemente debido a una mejora en el

diagnodstico por cribado familiar y en el asesoramiento genético (61).

Ademas de la sintomatologia aguda caracteristica de la enfermedad, se ha
observado una mayor incidencia de ciertas complicaciones a largo plazo en las

porfirias agudas (100).

Diversos estudios han documentado un mayor riesgo de desarrollar
carcinoma hepatocelular (CHC) en enfermos de porfiria aguda, en comparacion
con poblacion general sana (61, 101-106). El riesgo de CHC parece ser mas
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elevado en PAI sintomatica y en mujeres, y su incidencia es mayor a partir de los
50 afios. Algunos autores sugieren el cribado de CHC por control ecografico en

los pacientes a partir de los 50 afios (100).

Recientemente también se ha sugerido un mayor riesgo en otros tipos de
cancer no hepatico, aunque se requieren mds estudios sistematicos que
corroboren dichos hallazgos (106, 107).

Ademads del riesgo de cancer hepatico, diversos estudios en series de
pacientes y cohortes con porfiria aguda han descrito también un mayor riesgo de
hipertension y enfermedad renal crénica (ERC) (108-111). Algunos autores han
descrito una alta prevalencia de ERC en pacientes con PAI sintomatica (59%) en
comparacion a la hallada en pacientes con PAI latente (11%). Los andlisis
histopatoldgicos e in vitro de dicho estudio apoyaron un modelo en el que ALA y
PBG promueven cambios fenotipicos celulares y apoptosis en células epiteliales
arteriolares 'y células tubulares renales, generando wuna nefropatia
tabulointersticial (112). Adicionalmente, un estudio reciente ha descrito el posible
papel de la proteina PEPT2 (transportador de péptido humano 2) en la gravedad
y progresion de la ERC asociada a la PAIL PEPT2 se expresa en las células
tubulares proximales y media la reabsorcion renal de ALA. Diferentes variantes
genéticas de PEPT2 presentan diferencia en su afinidad por ALA, observandose
que los pacientes con PAI portadores de la variante de mayor afinidad (genotipo
PEPT2*1*1) presentaban un empeoramiento mas rapido de la funcion renal, con
mayor progresion a ERC que los portadores de las variantes de menor afinidad
(genotipos PEPT2*1/*2 y PEPT2*2/*2) (113).

1.6.5 Factores precipitantes de crisis agudas

El desarrollo de las crisis agudas a menudo se asocia a la exposicion de
determinados factores que se consideran precipitantes. Los factores que mas
comunmente se han asociado a crisis incluyen distintos fdrmacos, cambios
hormonales en el ciclo menstrual, ayuno, infecciones, estrés y alcohol (81, 93, 114-
116).

En general, se considera que los factores que producen activacién de la
biosintesis del grupo hemo contribuyen al inicio de las crisis y su perdurabilidad.
Por lo tanto, los factores que producen consumo de hemo inhibiendo su accién
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represora sobre la sintesis o los que producen induccion de ALASI de forma

directa o indirecta son desencadenantes potenciales de crisis.

Muchos farmacos y drogas de abuso son potentes agentes precipitantes de
crisis. El primer caso de porfiria aguda precipitado por un farmaco data de 1889
(55). Desde entonces se han identificado multitud de fdrmacos que se han
asociado al desencadenamiento de crisis o que han demostrado su
porfirogenicidad en estudios in vivo o in vitro. Se considera que la potencialidad
de un farmaco para precipitar crisis depende de su capacidad para inducir
directamente la sintesis de ALAS] mediada por receptores CAR/PXR y/o su
capacidad para aumentar los requerimientos de hemo (117). Muchos de los
farmacos que se consideran porfirogénicos son metabolizados por enzimas CYP,
principalmente las clases CYP1, 2 y 3, responsables del metabolismo xenobidtico.
Algunas de estas enzimas responden al farmaco aumentando su tasa
transcripcional (118), mientras que otras sufren inhibicidn irreversible tras la
unidn a su sustrato, que actia como sustrato suicida, dando lugar a la
degradacién del componente hemo de la enzima (119). Ambos mecanismos,
induccién de CYP e inactivacién por sustrato, producirian un aumento en los

requerimientos de hemo en respuesta al farmaco.

Acido valproico Cocaina Metildopa
Amiodarona Difenidramina Minoxidil
Anticonceptivos orales Diltiazen Primidona
Barbituaricos Ergotamina y sus Progesterona y sus
(Fenobarbital) preparaciones derivados
Bromocriptina Etanol Rifampicina
Carbamazepina Fenitoina Sulfonamidas
Cloranfenicol Griseofulvina Tamoxifeno
Clorpropamida Imipramina Teofilina
Cloroquina Metotrexato Tolbutamida
Trimetoprim
Verapamilo

Figura 1.6. Listado de compuestos porfirogénicos que clasicamente se
han asociado a la precipitacion de crisis agudas y que se consideran

no seguros.
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La existencia de farmacos con capacidad para precipitar crisis supone un
reto en el manejo de pacientes con porfiria (Figura 1.6). La administracion de éstos
no solo puede precipitar crisis en pacientes asintomdticos sino agravarla en

pacientes sin diagndstico establecido.

Por ello se han elaborado clasificaciones de farmacos atendiendo a su
porfirogenicidad y se han publicado listados de farmacos contraindicados y
seguros. La base de datos en linea The drug database for acute porphyria (120),
clasifica los farmacos segiin sus posibles mecanismos de porfirogenicidad
atendiendo a un algoritmo disefiado por sus autores (121). Esta base de datos fue
adoptada por el proyecto europeo European Porphyria Network (EPNet) (122) y

tiene el respaldo de la mayoria de las autoridades cientificas en porfiria (117).

Entre los farmacos con un alto potencial porfirogénico se encuentran
antiepilépticos como el fenobarbital, fenitoina y carbamazepina. Su actividad
porfirogénica deriva de su capacidad para inducir la transcripcion de ALASI
mediada por PXR/CAR e inducir distintas subclases de CYP (123). Otros ejemplos
son la amiodarona, la eritromicina o los bloqueantes de los canales del calcio,
verapamilo y diltiazen, que tienen en comdn que actian como potentes
inhibidores de la enzima CYP3A4.

Las hormonas sexuales femeninas también se asocian con las crisis, lo que
explicaria la mayor incidencia de crisis en mujeres, especialmente durante la edad
tértil. Diversas hormonas esteroideas producen la induccion de ALASI, como la
progesterona, estrogenos, testosterona y los metabolitos de éstos (124). Las crisis
agudas parecen ser mas frecuentes en la fase premenstrual del ciclo (fase lutea)
(115, 125), cuando la progesterona es la hormona predominante. Por ello se cree
que la progesterona tiene mayor capacidad porfirogénica que los estrégenos.
Cabe destacar que durante la sintesis de las hormonas esteroideas también se
inducen algunos CYP (CYP11A1) (127), simultdneamente a ALASI (126), junto a

otros genes necesarios para la sintesis de progesterona.

Se han descrito casos de crisis durante el embarazo, aunque no es lo mas
frecuente (128). El uso de contraceptivos hormonales (125) y la estimulacion

ovarica en reproduccion asistida también se ha asociado a crisis (129, 130).

Otros precipitantes de crisis son el ayuno y los estados que conducen a una
baja disponibilidad de glucosa, como el ejercicio extenuante. Los bajos niveles de



62 MARIA BARREDA SANCHEZ

glucosa generan la induccion de ALAST mediada por el factor PGC-1a y FOXO1.
Ademads, otros mecanismos indirectos podrian contribuir a la induccion de la

sintesis de hemo en situaciones de ayuno (131).

El alcohol es otro agente porfirogénico. Ademads de activar algunos CYP, se
ha visto que produce un aumento en la expresion ALASI (132). También se ha

sugerido el consumo de tabaco como posible precipitante de crisis (133).

Las infecciones, inflamacién, trauma quirargico y el estrés fisico y
psicolégico se han asociado también a las crisis (81, 116). En concreto, la
inflamacion, las infecciones y el ayuno inducen la expresion hepatica de HO-1,

pudiendo contribuir al desarrollo de crisis (53).

Por otro lado, distintos factores como la infeccidn, ayuno, trauma, estrés
psicosocial, consumo de alcohol y cambios hormonales dan lugar a activaciéon del
eje hipotdlamo-hipodfisis-adrenal (HHA) conduciendo a la liberacion de
glucocorticoides, principalmente cortisol, por la corteza adrenal. El cortisol se une
a receptores de glucocorticoides que inducen la expresion de los genes que
codifican los receptores nucleares CAR y PXR, potenciando de forma indirecta la
respuesta inductiva de genes CYP (134, 135). A juzgar por el efecto porfirogénico
que se ha atribuido a los diferentes estresores que activan esta via es posible que

este mecanismo tenga un efecto sobre la induccion de ALAST (131).

Son muchos los factores que pueden actuar como precipitantes de las crisis
de porfiria, pero en muchas ocasiones no se identifica un precipitante. Se
considera que la aparicion de crisis en pacientes con déficit enzimatico es un
fenomeno multifactorial que combina la presencia de varios factores
predisponentes, enddgenos y exdgenos, de manera que un solo factor precipitante

no suele ser suficiente para desencadenar una crisis.

1.6.6 Fisiopatologia de la PAI

La hipotesis actual sobre la fisiopatologia de las porfirias agudas se centra
en el papel de la induccion de la enzima hepatica ALAS1. Una potente induccion
de esta enzima, a través de los mecanismos reguladores detallados en apartados
anteriores, generaria una sobrecarga de precursores y una carencia del producto

final en portadores de un defecto enzimatico. Los mecanismos por los que esta
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alteracion metabolica se traduce en las alteraciones clinicas de origen neuroldgico
caracteristicas de las porfirias agudas son objeto de estudio y no estan del todo
aclarados. Actualmente, se consideran dos principales hipotesis, no excluyentes:
una disfuncion por deficiencia de hemo y la toxicidad neuroldgica inducida por
ALA.

Una deficiencia de hemo produciria efectos en las hemoproteinas vitales en
situaciones de alta demanda. Un ejemplo de ello es la disminucién de la
saturacion de hemo de la triptéfano pirrolasa durante la fase sintomatica de la
porfiria aguda observada en experimentos animales. El descenso de esta actividad
enzimatica da lugar a un aumento de triptéfano en sangre y un aumento del
suministro al tejido nervioso, donde por accion de la triptéfano hidroxilasa se
produce un incremento de serotonina (136, 137). Segtin esta teoria, la activacion
de los receptores de serotonina podria explicar muchos de los signos de la
neuropatia autondmica observada en las porfirias agudas tales como las arritmias
cardiacas, hipertension, depresién y ansiedad. Sin embargo, no se dispone de
estudios en humanos que lo corroboren y tampoco explicaria la neuropatia

periférica observada durante las crisis.

Otra hemoproteina que podria verse afectada por la falta de hemo es la
guanilato ciclasa soluble (GCs), generando una disfuncion en la produccion de
GMPc (guanosin monofosfato ciclico) en respuesta a 6xido nitrico. EI GMPc
media la activacion de quinasas, que mediante fosforilacion de diversas proteinas
se cree que da lugar a distintas respuestas fisioldgicas tales como una
disminucion de la resistencia vascular, la presion sanguinea y la actividad
cardiaca; inhibicion de la secrecion adrenal e hipofisiaria y relajacion del muasculo
liso gastrointestinal. La inversion de los efectos de la GCs por una activacion
deficiente debido a la insuficiencia de hemo podria dar lugar a una condicion
clinica que se ajusta a una descripcion bastante completa del sindrome que

caracteriza las crisis agudas de porfiria (85).
También, la alteracion de las hemoproteinas que intervienen en la cadena de

electrones mitocondrial podria producir un déficit energético a nivel tisular.

La segunda hipodtesis se centra en el efecto toxico de la acumulacién de
ALA. En las crisis agudas se produce un aumento de ALA y PBG, pero el hecho
de que otras alteraciones metabolicas que conllevan un aumento de ALA pero no
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de PBG, tales como la intoxicacion por plomo o la tirosinemia hereditaria,
también se acomparien de alteraciones neurologicas similares a las producidas en
las porfirias agudas apunta hacia el ALA como el agente causal de éstas (138). Por
otro lado, el trasplante de higado es capaz de normalizar los niveles de ALA y
PBG con desaparicion de la sintomatologia propia de la PAI (139). También se ha
documentado elevacion de precursores y aparicion de sintomas neuroviscerales
en personas sanas trasplantadas con un higado procedente de portadores de PAI
(140). Estos hallazgos confirman el papel central del higado en el proceso

patoldgico y como principal fuente de procedencia del metabolito.

Se han descrito varios efectos de la acumulacion de ALA. En primer lugar,
ALA induce estrés oxidativo en el sistema nervioso (141, 142). Otros efectos del
ALA son la peroxidacion de los lipidos de las membranas (143) y el dafo
oxidativo en la ferritina (144). También se ha evidenciado dafio a nivel del ADN
nuclear y mitocondrial e induccion de apoptosis y necrosis en cultivos celulares
tratados con ALA (145). Algunos autores sugieren que el dafio en el ADN
inducido por ALA podria ser el factor de riesgo carcinogénico asociado al

desarrollo de CHC que desarrollan algunos enfermos de PAI (146).

Por otro lado, el acimulo de ALA es resultado de la induccion de ALASI.
ALASI requiere como sustrato succinil-CoA que procede del ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA). El consumo masivo de succinil-CoA genera deplecion en el
TCA y un fallo energético mitocondrial al disminuir el suministro de cofactores
reducidos para la cadena respiratoria (147). La deficiencia de este intermediario
del TCA produciria también un descenso de glutamato, que interviene
reponiendo a-cetoglutarato en el ciclo, necesario para la sintesis de succinil-CoA.
El glutamato es precursor de acido g-aminobutirico (GABA), neurotransmisor
que ejerce un efecto inhibidor del eje HHA mediante inhibicion de la sintesis de la
hormona liberadora de corticotropina. Por lo tanto, la sintesis de ALA compite
con la del neurotransmisor, comprometiendo su produccion. Es asumible que la
alteracion en el sistema GABAérgico podria tener un efecto desinhibidor del eje
HHA contribuyendo a la sintomatologia de la PAL. Ademads, ALA actia como
agonista de los receptores GABAérgicos en el sistema nervioso central (148).
Estudios in vitro han descrito una disminucion de receptores GABAérgicos en
respuesta a tratamiento con ALA (149).
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Estudios recientes han observado también que el ALA se acumula en el
cerebro alterando el sistema colinérgico e induciendo una respuesta antioxidante
(150). Los autores apuntan que los sintomas durante las crisis agudas de porfiria

son similares a las observadas durante una crisis colinérgica.

Por ultimo, existen hallazgos de alteracion en el patrén de excitabilidad
axonal de las neuronas motoras periféricas en pacientes con PAI sintomatica.
Estos hallazgos fueron consistentes con una despolarizacion de la membrana
axonal (151). La despolarizacion de la membrana axonal puede ser inducida por
el deterioro de la funciéon de la bomba de Na*’/K%, que depende de la
disponibilidad de energia para el intercambio idnico. En ensayos celulares in vitro
la exposicion a ALA produce despolarizacion de membranas y alteracion en la
funcion de las bombas Na*/K* (152-154). Por lo tanto, el efecto directo del
precursor porfirogénico en la excitabilidad neuronal y el déficit energético
generado por la falta de hemoproteinas y/o el colapso del metabolismo energético
podria ser la razoén que sustenta la neuropatia periférica observada en las crisis de

porfiria.

Pese a los multiples efectos adversos atribuidos a ALA, parece ser que la
exposicion a este metabolito por si sélo no es capaz de producir crisis agudas. En
efecto, los niveles de ALA durante las crisis no se correlacionan con la gravedad
de la sintomatologia (155). Tampoco se explica por qué pacientes con niveles
cronicamente elevados de ALA y PBG pueden permanecer sin desarrollar
sintomatologia o por qué individuos sanos tratados con ALA no desarrollan
sintomatologia (156). Esto indica la existencia de otros factores importantes en la

fisiopatologia de la PAI

1.6.7 Diagndstico

Se debe considerar el diagnostico de porfiria aguda en todo paciente con
dolor abdominal intenso si no se encuentra causa que lo justifique y
especialmente si se acompafa con sintomas neuroldgicos y oscurecimiento de la
orina. La primera linea en el abordaje diagnostico frente a una sintomatologia
sugestiva de crisis de porfiria es la cuantificacion de PBG, preferiblemente en

muestra de orina aleatoria reciente, ya que las muestras de orina de 24 horas
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pueden retrasar el diagndstico y tienen riesgo de degradacion del PBG (157). Esta
cuantificacion debe realizarse de urgencia en menos de 24 horas. La muestra de
orina debe refrigerarse y protegerse de la luz para mantener la estabilidad del
PBG.

En las crisis agudas también se produce aumento de ALA y porfirinas en
orina. La cuantificacion de ALA es util para distinguir una intoxicaciéon por
plomo o una porfiria por déficit de ALAD, donde no se produce aumento de PBG.
Las porfirinas pueden detectarse por métodos espectrofotométricos en orina, pero
su elevacion es poco especifica y comun en otras enfermedades (enfermedades
hepatobiliares, abuso de alcohol, infecciones y otros trastornos comunes). Sin
embargo, su andlisis se recomienda para asegurar el diagnostico de PV y CPH en
las que la normalizacién de los niveles de ALA y PBG se puede producir en pocos
dias (90).

El método mas ampliamente utilizado para la separacion y cuantificacion de
PBG y ALA es la cromatografia en columna de intercambio iénico seguido de
espectrofotometria (157). También pueden cuantificarse mediante cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) y espectrometria de masas. Los resultados
deben ser normalizados por la concentracion de orina expresando el resultado

como ratio PBG/creatinina.

Existen también métodos cualitativos para detectar la presencia de PBG y
porfirinas, que a menudo se utilizan como pruebas de cribado, como el test de
Hoesch o el test de Watson-Schwartz (158). Estos consisten en mezclar unas gotas
de orina del paciente con un preparado de reactivo de Ehrlich. Si el PBG esta
elevado se produce de inmediato un cambio de color a rojo rosado. Sin embargo,
éstos métodos tienen baja sensibilidad y especificidad (159, 160) y pueden dar
falsos positivos. Un positivo en un test de cribado cualitativo requiere la

confirmacion por un método cuantitativo.

La confirmacion de una elevacion significativa de PBG en un paciente con
sintomatologia compatible es suficiente para iniciar tratamiento. Aunque no hay
una correlacion entre los niveles de PBG y la aparicion de las crisis (157), y la
amplitud del cambio en la concentracién de PBG por encima de los valores de
referencia no estd bien definida, a menudo se produce un incremento de 10 veces

el limite de referencia superior (91).
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Una elevacion significativa de los niveles de PBG en un individuo con
diagnodstico de PAI previo y con sintomatologia aguda actual permite identificar
la crisis. Sin embargo, los niveles de PBG pueden tardar semanas o afios en
normalizarse tras wuna crisis, permaneciendo elevados en ausencia de
sintomatologia. Este hecho puede dificultar el diagnostico diferencial en enfermos
de PAI diagnosticados, atribuyéndose a la porfiria sintomas como el dolor

abdominal que pueden ser generados por otras patologias.

Si el paciente no tiene diagndstico previo de PA]J, la elevacion de PBG, ALA
y porfirinas en orina no permite determinar el tipo de porfiria, ya que se
encuentran elevadas también en otras porfirias agudas (PV y CPH). En ese caso,
la confirmacion del tipo de porfiria requiere métodos de andlisis sofisticados que
estan disponibles en laboratorios especializados. La espectroscopia en plasma
para la deteccién de emision de fluorescencia de las porfirinas es de utilidad, ya
que un pico de 624-627nm establece el diagnostico de PV y la ausencia de éste lo
excluye. Sin embargo, no distingue entre PAI y CPH, en ambas condiciones
puede haber un pico de emisién de 620 nm (161). Para el diagndstico de PAI se
requiere el fraccionamiento de porfirinas fecales mediante cromatografia liquida
de alta resoluciéon. Una concentraciéon de coproporfirina fecal normal o
ligeramente elevada con una ratio de coproporfirina III/I inferior a 2.0 es

caracteristico de PAIL

La determinacion de la actividad enzimatica de HMBS en eritrocitos puede
ser util en pacientes asintomaticos o en una crisis en remision, ya que una
disminucion del 50% sobre la actividad normal ayuda a confirmar el diagnostico
de PAI (162, 163). Sin embargo, se pueden observar valores de actividad
solapantes en individuos portadores y no portadores de PAI por lo que una
actividad dentro del rango de referencia no excluye el diagnostico (90). El estudio
enzimatico no es esencial para el diagnostico de crisis. La cuantificacion de la
actividad de HMBS en eritrocitos tampoco permite identificar los casos de PAI
variante, que presentan solo disminucion de la actividad en células no eritroides y
que pueden representar hasta un 10% de los casos. Se pueden usar distintos
métodos para cuantificar la actividad enzimdtica (espectrofotometria,
espectrofluorimetria o cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion de

fluorescencia).
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Por ultimo, el estudio del gen HMBS para identificar una variante
patogénica en pacientes con diagnostico bioquimico confirmado permite el
estudio genético familiar para identificar portadores asintomaticos (162, 164). Sin
embargo, no es util en pacientes sintomaticos sin diagndstico bioquimico para
confirmar que los sintomas son debidos a PAI El método de eleccion es la
secuenciaciéon del gen mediante electroforesis capilar, pero no permite la
deteccion de deleciones exodnicas o del gen completo, por lo que en el caso de no
detectarse variante patogénica es necesario completar el estudio con otra técnica

para tal fin como el MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification).

Una vez identificada la variante patogénica o mutacion en un individuo con
diagndstico bioquimico de PAI, se puede realizar un cribado en familiares
mediante el andlisis dirigido de dicha variante, simplificando el estudio genético.
Los individuos identificados como portadores pueden beneficiarse de la
informacién pertinente para evitar los factores precipitantes de crisis conocidos y

también de asesoramiento genético.

1.6.8 Tratamiento

Actualmente, el tratamiento especifico aceptado para las crisis agudas se
basa en la terapia intravenosa con un preparado farmacoldgico a base de hemo,
conocido como hemina. En Europa se comercializa en forma de arginato de
hemina (Normosang®). Su administraciéon repone el pool de hemo libre en el
hepatocito regulando negativamente la expresion de ALASI y consecuentemente

reduciendo la produccion de precursores ALA y PBG.

La dosis diaria recomendada es de 3 mg/kg/24 horas durante cuatro dias,
diluido en 100 ml de cloruro sédico al 0,9% en frasco de vidrio y administrados en
forma de perfusion intravenosa durante al menos 30 minutos en una vena gruesa
del brazo o via central, utilizando un filtro de entrada. La dosis no debe de
exceder los 250 mg (1 ampolla) por dia. Los sintomas generalmente mejoran a los
pocos dias de haber comenzado el tratamiento, y la mayoria de los pacientes se
recuperan completamente en 1-2 semanas

El tratamiento con hemina estd indicado so6lo en pacientes con
caracteristicas clinicas de crisis aguda y aumento de PBG en orina. En las crisis

leves (dolor abdominal leve sin vomitos, pardlisis o hiponatremia) se puede
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recurrir a una dieta alta en carbohidratos y medidas de soporte hasta 48 horas. La
infusion intravenosa de glucosa también se puede usar como tratamiento, pero
debe limitarse si se sospecha hiponatremia. Sin embargo, si aparecen
complicaciones neurologicas el tratamiento con hemina debe iniciarse de
inmediato (163, 165).

Aparte del tratamiento especifico, es necesaria la terapia sintomatologica
(Tabla 1.2) para paliar el dolor, los vomitos, taquicardia, etc. (163). El tratamiento
sintomatico y de apoyo con farmacos seguros (Figura 1.7) debe iniciarse lo antes
posible. El dolor suele ser intenso y en estos casos los opidceos suelen estar
indicados. Es esencial revisar la medicacion del paciente para retirar cualquier
farmaco porfirogénico e investigar posibles infecciones. Ademads, se deben
establecer medidas de soporte y monitorizacion del equilibrio electrolitico,
funcion cardiovascular, respiratoria y neuroldgica. Los pacientes con
complicaciones neuroldgicas, hiponatremia grave o arritmias cardiacas deben ser
atendidos en una unidad de cuidados intensivos. Los casos graves con crisis
recurrentes ciclicas (cada 2-4 semanas) pueden requerir un tratamiento
profilactico con hemina. El manejo terapéutico en estos casos puede ser un reto y
requiere la atencidon en centros expertos en porfiria. En estos casos se realizan

infusiones regulares con hemina que reduce la frecuencia de las crisis y la

gravedad.
Acetaminofeno Bumetanida Gentamicina
Analgésicos narcoticos Cimetidina Guanetidina
Acetazolamida Corticoesteroides Hidrato de cloral
Alopurinol Cumarinas Insulina
Amilorida Eritropoyetina Ofloxacino
Acido acetil salicilico Estreptomicina Paracetamol
Atropina Fluoxetina Penicilinas
Betanidina Fenotiacinas Propanolol
Bromuros Gabapentina Succinilcolina
Tetraciclinas

Figura 1.7. Farmacos de uso seguro en PAL
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Tabla 1.2. Manejo de la sintomatologia asociada a las crisis de PAI.

Signos y sintomas

Medidas y tratamiento

Neuropatia autonémica

Dolor abdominal
Arritmia, taquicardia
hipertension arterial
Estrenimiento
Vomitos

Retencion urinaria

Neuropatia periférica

Paresia musculatura
respiratoria
Neumonia

Debilidad muscular
Neuropatia craneal

Dolor o entumecimiento en
extremidades

Encefalopatia

Trastornos mentales,
ansiedad, insomnio

Alucinaciones
Convulsiones

Trastornos metabdlicos

Hiponatremia (STADH)

Fallo renal agudo
Rabdomiolisis
Hepatopatia

Oscurecimiento de orina

opiadceos, AAS, paracetamol, dihidrocodeina
beta bloqueantes
beta bloqueantes, clonidina

lactulosa

fenotiazina, olanzapina, lorazepam, odansetrén

catéter urinario

ventilacidon mecanica

antibioticos excepto sulfonamidas
rehabilitacion temprana
tubo nasogastrico

opidceos, paracetamol, antiinflamatorios

benzodiacepinas*®

fenotiazinas®, olanzapina, clorpromazina
correcion de hiponatremia e hipertension,
diazepam, gabapentina, levetiracetam (para
tratamiento prolongado)

si Na> 125 mmol/L: restriccion de agua por
probable SIADH

si Na< 125 mmol/L: infusion salina.
Correccion < 12 mmol/L/dia. Vigilar
mielinolisis central pontina.

fluidoterapia, hemodialisis
fluidoterapia

vigilancia de enzimas GOT y GPT
seguimiento de ALA y PBG en orina

*la mayoria de este grupo son bien tolerados. Adaptado de Puy 2010 (166) y Pischik 2015 (163)
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La mayoria de pacientes responden bien, pero el tratamiento a largo plazo
puede producir dependencia del hemo exdgeno y algunas complicaciones como
tromboflebitis de las venas superficiales a causa del modo de administracion y
sobrecarga de hierro hepatico (157, 159). M4ds recientemente, el tratamiento
crénico con hemina se ha asociado a un incremento del estado inflamatorio
hepatico, a la induccion de HO-1 secundaria al tratamiento y al mantenimiento de
un alto nivel de ALAS, responsable a su vez de la recurrencia de las crisis (167).
En mujeres con crisis recurrentes asociadas al ciclo menstrual son también una
opcion terapéutica preventiva los andlogos de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH), que se ha documentado con éxito en algunos casos (168).
En los casos de recurrencia graves que no responden al tratamiento preventivo y
con seria amenaza de la calidad de vida del paciente, el trasplante hepatico es la

Unica opcion curativa (165, 169, 170).

Por ultimo, han aparecido una serie de terapias emergentes que incluyen el
reemplazo enzimatico y la terapia génica, que estan en distintas fases de
desarrollo (171).

En primer lugar, se ha desarrollado un farmaco de terapia de reemplazo
enzimatico basada en una proteina recombinante de la enzima humana HMBS o
PBGD (rhPBGD) que se administra de forma intravenosa o subcutdnea. Este es
capaz de reducir la acumulacion de PBG durante una crisis aguda en un modelo
en raton de PAI (172). En 2002, un ensayo clinico en humanos mostré que la
enzima recombinante disminuia los niveles de PBG en pacientes (173). Sin
embargo, la proteina recombinante no alcanzaba el higado, principal fuente de
ALA y PBG, presentaba una vida media en circulacion corta, y no demostrd
accion terapéutica durante las crisis. Algunos autores sugieren que esto podria ser
debido a que la enzima recombinante incluia sdlo la isoforma eritroide, junto a
una falta de estrategia para dirigir el tratamiento al tejido hepatico, por lo que los

esfuerzos en la mejora de este producto deberian continuar en esta linea (163).

En el campo de la terapia génica se han desarrollado dos estrategias para el
tratamiento de la PAI: la adicion de una copia funcional del gen HMBS mediante
el uso de vectores virales y la disrupcion de la expresion de ALAST con ARN de
interferencia (ARN}).
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La introduccion de una copia funcional del gen HMBS en las células del
higado es una alternativa potencial para restaurar el déficit enzimatico en PAIL No
obstante, como otras terapias génicas presenta limitaciones técnicas a la hora de la
eleccion de un vector eficiente y seguro que dirija la transferencia génica al
organo diana. Se desarrollaron distintos productos de terapia génica basados en
vectores adenovirales que demostraron su seguridad y eficacia en ensayos
animales (174-178). En 2009, la Agencia Europea del Medicamento dio la
designacion de medicamento huérfano para la PAI al producto usando como
vector un virus adeno-asociado del serotipo 5. Posteriormente se llevo a cabo un
ensayo clinico de fase 1 en humanos (179). Este tratamiento presentd el
inconveniente de generar anticuerpos neutralizantes frente al vector, aunque no
hubo respuesta inmune celular, y no se evidencié reduccion de los niveles de
ALA y PBG con las dosis de farmaco utilizadas en el ensayo. Los esfuerzos en la
mejora de este fdrmaco van encaminados al desarrollo de vectores mas eficientes
y al aumento de la expresion del producto génico (171).

La segunda estrategia en terapia génica de la PAI ha sido el desarrollo
ARNi (180). El farmaco consiste en un conjugado de ARNi complementario a
ALAS1 (molécula de ARN de doble cadena de aproximadamente 20 nucledtidos
de longitud) y una molécula de N-acetilgalactosamina, que permite dirigir el
tratamiento al higado. Esta ha resultado ser segura y efectiva en un modelo de
PAI en raton (181). Este farmaco, registrado comercialmente como Givosiran®, se
encuentra actualmente bajo ensayo clinico de fase III en humanos (consultado en
www.clinicaltrial.gov; nimero de registro: NCT03338816). Los resultados
internos preliminares presentados por el equipo de investigacion en el ultimo
congreso internacional sobre porfirias (International Congress on Porphyrins and
Porphyrias 2017) apuntan hacia una alta tasa de seguridad y tolerancia, asi como
de efectividad clinica. No registraron efectos adversos serios ni alteraciones
bioquimicas significativas y se ha documentado un descenso en los niveles de
ARNm de ALAS1, ALA y PBG en orina y la reduccién en un 75% de la tasa de
crisis agudas anuales en los pacientes participantes (182). Estos resultados
apuntan hacia la utilidad de esta terapia en la prevencion de crisis agudas en
aquellos pacientes con crisis recurrentes o mayor susceptibilidad a sufrir

episodios anualmente. Los hallazgos son consistentes con el papel central de la


http://www.clinicaltrial.gov/
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sobrestimulacion de ALASI en la fisiopatologia de las crisis agudas y fortalece la

hipotesis para el uso terapéutico de ARNIi dirigido a ALAST.

1.6.9 PAI en la Region de Murcia

Es complicado conocer la prevalencia exacta de la PAI en una poblacion
debido a su baja penetrancia. Las estimaciones suelen realizarse considerando
principalmente los casos de PAI manifiesta, mientras que muchos de los
asintomaticos quedan ocultos por su desconocimiento. En la Regién de Murcia la
prevalencia es desconocida, sin embargo, segtin datos facilitados por el Centro de
Bioquimica y Genética Clinica y la Secciéon de Genética Médica del Hospital
Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca, el nimero de individuos con
diagndstico molecular de PAI registrado actualmente es 75. Teniendo en cuenta
que la poblacién de esta region es aproximadamente de 1465000 habitantes, la
prevalencia calculada de portadores de PAI es de 51 casos/millon. Esta estimacion
es muy superior a la prevalencia calculada en Espana (6.3 casos/millon) (61). Sin
embargo, no son datos comparables debido a que los ultimos no recogen casos
asintomaticos, por lo que pueden estar subestimando la prevalencia real de la

enfermedad.

La mayoria de los casos de PAI en la region presentan una mutacion
fundadora descrita por E. Guillén-Navarro (2004), esto es, existe una mutacion
prevalente procedente de un ancestro comun en la poblacion (183). La mutacion
fundadora NC_000011.9 (NM_000190.3):c.669_698del, consiste en una delecion de
30 pb en el exdén 12 del gen HMBS, que no altera el marco de lectura. La
prediccion del efecto de esta mutacion en la proteina, p.(Glu223_Leu232del), es
una delecion de diez aminodcidos, desde el glutdmico en posicion 223 hasta la
leucina 232, ambos incluidos. En base a la estructura de la enzima HMBS en E. coli
esta delecion afecta a las cadenas (351 y a4l de la proteina. La hélice a41 esta
involucrada en el contacto de los dominios 1y 3 de la proteina. En humanos, la
delecion afecta el extremo de una hoja 3 y el inicio de una hélice a, al final del
dominio 1 de la proteina. Las mutaciones en esta region, aunque lejanas al sitio
activo de la enzima parecen tener un efecto perjudicial en la actividad
posiblemente debido a cambios conformacionales con impacto en la

funcionalidad de la enzima.
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Los niveles de actividad enzimatica reportados en algunos de los pacientes
portadores heterocigotos de la mutacion fundadora se aproximan a una

disminucion del 50% (media: 47.5%; error estandar: 3.9).

Esta mutacion es frecuente en individuos procedentes o descendientes de
las poblaciones de Abaran, Blanca y Cieza, todas ellas situadas muy proximas
geograficamente en la zona de la Vega Alta del Segura. La existencia de una
mutacion fundadora ha permitido simplificar el algoritmo de diagnodstico
molecular en los casos de sospecha en la region. De forma que se puede hacer un
cribado inicial dirigido a esta mutacion mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), que sélo en caso de ser negativo llevaria al andlisis mas costoso

de secuenciacion del gen completo.

1.7. ALAS1 COMO GEN CANDIDATO MODIFICADOR EN LAS PORFIRIA AGUDAS

Puesto que la induccion de ALAST es un elemento importante para que se
produzca una sobrecarga patologica en la sintesis de hemo en portadores de
porfiria (131), este gen es un potencial candidato a influir en la expresion clinica

de las porfirias agudas actuando como factor modificador de la penetrancia.

Actualmente, segin Human Gene Mutation Database (http://www.hgmd.org)
(69), no se han registrado mutaciones o variantes genéticas causantes de porfiria
en el gen ALASI. No obstante, hay descritas 358 variantes genéticas consistentes
en polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) y pequenas deleciones e
inserciones en las regiones codificantes del gen (base de datos dbSNP version 150:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). De todas estas variantes, el 65% son
variantes missense (de cambio de sentido) y alrededor de un 3% son variantes del
tipo nonsense (pérdida de sentido), frameshift (cambio de marco de lectura), o
localizadas en sitios de splicing (corte y empalme). Todas ellas podrian tener un
impacto potencial en la actividad de la proteina, tanto por pérdida de funcion

COmo por ganancia.

Apenas existen estudios dirigidos al analisis del efecto de las variantes
genéticas en el gen ALASI y su posible asociaciéon con las porfirias. En este
sentido, un estudio analizé la presencia de variantes exdnicas en el gen ALASI en
49 individuos sudafricanos con PV y traté de buscar una posible relacion con la
sintomatologia de la enfermedad (184). Identificaron una sola variante (4713T>C),
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frecuente tanto en PV (frecuencias alélicas: T=0.49 y C=0.51) como en poblacion

control sana, aunque no hallaron correlacion con la clinica de la enfermedad.

Es de interés senalar que otros autores han estudiado de forma analoga el
gen ALAS2, regulador de la sintesis de hemo en eritrocitos, como posible gen
modulador de la expresion fenotipica de PEC. Este estudio analiz6 la secuencia
del gen ALAS2 en 4 individuos con el mismo genotipo para el gen UROS.
Identificaron una variante con ganancia de funcion, responsable de una mayor
actividad enzimatica, en una paciente que presentaba un fenotipo mas grave de la
enfermedad (185). Estos hallazgos apuntan hacia la importancia de ALAS2 y por
analogia de ALASI, como genes modificadores candidatos a estudio en las

porfirias.

Por otro lado, la region reguladora 5 del gen ALASI juega un papel critico
en la inducibilidad de la enzima, caracteristica relevante durante la expresiéon
clinica de las porfirias. Como se ha detallado en secciones anteriores (apartado
1.3.) se han descrito diversos factores de transcripcidon coactivadores y represores,
que uniéndose a sitios especificos de la regiéon promotora son responsables tanto
de la expresion basal de la enzima como de su induccién en situaciones de mayor
demanda de hemo. Ademads, las regiones reguladoras distales, ADRESI y
ADRES?2, también desempefian un papel importante en la inducibilidad del gen.
La existencia de variantes genéticas en las regiones reguladoras podria influir en
el grado de inducciéon del gen. En la base de datos dbSNP hay registrados
alrededor de un centenar de SNPs en la region promotora proximal de ALASI,
dos en ADRES] y uno ADRES2, estos ultimos con bajas frecuencias del alelo
minoritario. Segun las predicciones basadas en los métodos phasCons y PhiloP, dos
herramientas incluidas en el software de andlisis de gendmica comparativa y
evolutiva PHAST, consultado a través del navegador genémico UCSC Genome
Browser (https://genome.ucsc.edu/), sdlo la region ADRES2 presentaba un grado
de conservacion interespecie destacable en dos fragmentos cortos, solapantes con
los sitios DR4 descritos por Podvinec (2004) (46).

Algunos autores han investigado la existencia de variantes en la secuencia
nucleotidica en las regiones reguladoras del gen ALASI que pudieran influir en
su tasa de transcripcion (186). Partiendo de la hipdtesis de que las variantes

genéticas que afectan a la transcripcion podrian ser determinantes en el fenotipo
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de los portadores de porfirias hepaticas, estos autores analizaron la secuencia del
promotor proximal y las regiones ADRES en 26 individuos con PV. De esta forma
hallaron dos nuevas variantes, -853C>T y -1253T>A en el promotor proximal. El
cambio -853C>T modificaba un posible sitio de unién a estrogenos, segun
predicciones in silico. Los estudios funcionales in vitro demostraron que esta
region actia como un enhancer (region que potencia la expresion génica),
induciendo la transcripcion de ALASI en respuesta a los estrogenos. El genotipo -
853T repercutia incrementando la expresion de ALASI en respuesta a estrogenos
con respecto a la version de referencia. Ademads, los autores especularon que la
variante -1253A podria reducir el efecto de la primera, dando lugar a unos niveles
de expresion madas bajos cuando ambas variantes estaban presentes, en
comparacion a los ensayos que incluian sélo la primera. Sin embargo, este estudio
no consiguid establecer una correlacion fenotipica de estas variantes, sugiriendo
la necesidad de estudio en cohortes mayores y en otras porfirias agudas,
especialmente en PAI dado que la expresion clinica de la enfermedad parece ser

mas frecuente que en PV.

Por ultimo, otro aspecto hasta ahora escasamente estudiado, que podria
influir en la expresion del gen ALASI, es el grado de metilacion de las regiones
reguladoras 5. Uno de los mecanismos de regulacion de la expresion génica en la
célula es la introduccion de un grupo metilo en las citosinas que se encuentran
seguidas de guanina (dinucledtidos CG). Esta modificacion quimica dificulta el
acceso y la union de proteinas necesarias para la expresion génica, impidiendo la
transcripcion de las regiones metiladas. Las regiones ricas en dinucledtidos CG
que no se encuentran metiladas se conocen como islas CpG y permiten la
expresion del ADN en esa region. Las islas CpG son frecuentes en los promotores
y regiones reguladoras de la expresion de los genes constitutivos o housekeeping.
Un estudio en una familia con PPE describi¢ diferencias en el grado de metilacion
de las islas CpG de la region promotora del gen FECH entre los miembros de ésta,
asociandose la hipermetilacion de estas regiones con una menor expresion del gen
y una mayor gravedad de la enfermedad (187). Fendmenos similares podrian
estar ocurriendo en los distintos genes de la via de sintesis del grupo hemo, entre
ellos el gen ALASI.
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1.8. GENES CYP COMO CANDIDATOS MODIFICADORES EN LAS PORFIRIAS AGUDAS

Muchos autores respaldan el papel central de los CYP en la explicacion de
la porfirogenicidad asociada a determinados farmacos (117, 121). Teniendo en
cuenta que los CYP son enzimas dependientes de hemo (hemoproteinas) y que su
sintesis se encuentra coordinada con la de ALAS], algunos autores sefialan que el
aumento en la sintesis de estas enzimas en respuesta a farmacos es uno de los

factores que contribuyen al desencadenamiento de crisis en las porfirias agudas.

1.8.1 Generalidades de los CYP

El complejo de enzimas CYP constituye una superfamilia de hemoproteinas
microsomales que catalizan reacciones de oxidacidon en el organismo,
participando tanto en la sintesis de compuestos enddgenos como la
transformacion de estos y de multitud de compuestos exdgenos, incluidos los
farmacos. Las enzimas CYP son responsables del 75-80% del metabolismo de
farmacos de fase I y del 65-70% de la detoxificacion de los medicamentos
utilizados clinicamente (188). En el higado, mas del 50% del hemo se destina a la
sintesis de CYP, constituyendo las hemoproteinas mds importantes en este 6rgano
(189).

Hay 57 genes CYP en el genoma humano, que se dividen en 18 familias y 44
subfamilias (190). Las familias se designan con un nimero, la subfamilia con una
letra y las distintas clases de proteinas dentro de una subfamilia con otro nimero
(ej: CYP2D6). Las tres primeras familias (CYP1 a CYP3) estdan generalmente
involucradas en el metabolismo de sustancias exdgenas como los farmacos,
mientras que las familias CYP con numeros mas altos estdn generalmente
involucradas en el metabolismo de sustancias enddgenas. Los CYP forman parte
de la cadena respiratoria mitocondrial y participan en la sintesis de multitud de
compuestos endogenos como hormonas esteroideas (estrégenos, testosterona,

etc), vitamina D, colesterol, tromboxanos, acidos biliares, etc.

A pesar de la amplia especificidad de sustrato de estas enzimas y de la
existencia de superposicion entre ellas, la mayoria de formacos son metabolizados

de forma relevante sdlo por una o unas pocas enzimas.
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Algunos de los genes CYP son altamente polimorficos, es decir, existen
variantes genéticas o polimorfismos que determinan diversidad alélica. Los alelos
de cada gen estan definidos por un haplotipo o combinacion de polimorfismos y
se designan con un numero precedido por un asterisco (ej: CYP2D6*1, es el alelo 1
de la enzima CYP2D6). Muchos de los alelos de estos genes no tienen un impacto
en el fenotipo de la proteina, por lo que dan lugar a enzimas con funcionalidad
normal. Sin embargo, algunos alelos contienen variantes genéticas que impiden la
expresion de la enzima, generan un enzima no funcional o un enzima con
actividad reducida. Algunos alelos también dan lugar a una enzima con actividad
incrementada. El alelo con la secuencia génica de consenso que presenta actividad
normal se designa como alelo *1. La base de datos Human CYP Allele Nomenclature
Database (https://www.pharmvar.org) recoge la descripcion de los alelos de los
genes CYP (188).

Existe una marcada variabilidad interindividual y étnica en la actividad de
estas enzimas, debido en parte a la diversidad alélica. La combinacién de alelos
da lugar a fenotipos definidos clasicamente como metabolizadores ultrarapidos
(UM), extensivos (EM), intermedios (IM) y lentos (PM). Un UM generalmente
lleva copias adicionales (duplicaciones) de alelos con actividad normal, mientras
que los IM y PM suelen llevar uno y dos alelos defectuosos (por ejemplo, alelos
con actividad reducida o carentes de actividad), respectivamente. El término EM
se utiliza normalmente para los sujetos que portan dos alelos con actividad

normal de la enzima CYP.
La variabilidad genética de los CYP es objeto de estudio en el campo de la

farmacogenética, asociandose distintos polimorfismos y/o fenotipos a la

variabilidad en la respuesta terapéutica individual a determinados farmacos.

1.8.2 Porfirogenicidad de farmacos y CYP

1.8.2.1 Porfirogenicidad de los inductores de los CYP

Como se ha detallado en apartados anteriores muchos farmacos producen
una induccion de la expresion transcripcional de genes CYP, mediada por
receptores nucleares, mayoritariamente PXR y CAR. Este mecanismo es
compartido con el gen ALASI, que se induce paralelamente a los CYP para



CAPITULO I: INTRODUCCION 79

favorecer la sintesis de hemo necesario para la formacion del holoenzima CYP. El
resultado es una sobrestimulacion de la sintesis de hemo que podria contribuir a

la precipitacion de crisis en los portadores de una porfiria aguda.

Muchos de los farmacos clasificados como porfirogénicos son potentes
inductores de CYP3A y/o CYP2C9 en solitario o junto a otros CYP. Entre los
inductores de estos CYP encontramos antiepilépticos como fenobarbital, fenitoina
y carbamazepina, bloqueantes del canal de calcio, antibidticos como
sulfametoxazol y rifampicina u hormonas como la progesterona y la testosterona.
Todos ellos han sido asociados en alguna ocasion con la precipitacion de crisis
porfiricas. Por otro lado, algunos farmacos que se consideran seguros para la
administracidon en portadores de porfiria entre los que se encuentran el omeprazol
o el acido acetilsalicilico son también inductores de CYP2EI, CYP2C19 vy
CYP1A1/CYP1A2. Esto podria indicar que el grado de induccién es dependiente
de la clase de CYP, de forma que la induccién de las clases CYP3A y CYP2C9
resultarian en una mayor respuesta inductiva de ALAS1 que la de otros CYP
(121).

1.8.2.2  Porfirogenicidad de los inhibidores de los CYP

Se conocen dos mecanismos de inhibiciéon de CYP por farmacos. El primero
es un tipo de inhibicion reversible que se produce por compuestos o farmacos que
son capaces de interaccionar con el sitio activo de la enzima o con el atomo de
hierro del hemo impidiendo la interacciéon de la enzima con sus sustratos. En
segundo lugar, la oxidacion de determinados sustratos mediada por CYP puede
dar lugar a especies intermediarias reactivas. Las especies reactivas en ocasiones
tienen la capacidad de unirse covalentemente a la propia enzima CYP
produciendo una inhibicion irreversible. Este tipo de inhibicion irreversible
mediada por sustrato produce la inactivacion permanente de la enzima,
frecuentemente destruyendo el grupo hemo por modificaciéon quimica de éste
(191).

Muchos inhibidores irreversibles de los distintos CYP han demostrado ser
porfirogénicos (192). Se han propuesto dos mecanismos por los cuales estos
inhibidores influyen en la sintesis de hemo (193, 194). En primer lugar, la
inhibicion irreversible de los CYP que da lugar a la destruccion del hemo
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produciria una deplecion de hemo intracelular, a consecuencia del consumo de
hemo para reponer los apoCYP, que resultaria en la induccion de ALAS1 (117,
193). Esto podria contribuir a la precipitacion de crisis en individuos portadores
de porfiria. El segundo mecanismo propuesto deriva de estudios con agentes
porfirogénicos como la 4-alquil-dihidropiridina. Este compuesto media la
inactivacion irreversible de determinados CYP por N-alquilacion de Ila
protoporfirina IX del grupo hemo del centro activo de la enzima. Esta
modificacion produce la disociacion del grupo prostético del apoenzima y la
liberacion del atomo de hierro, produciéndose N-alquil-protoporfirina IX.
Algunos de estos derivados alquil de la protoporfirina inhiben la FECH (195),
reduciendo la sintesis de hemo y favoreciendo la acumulaciéon de porfirinas y
precursores porfirinicos. Ademads, al reducir la sintesis de hemo disminuye la
disponibilidad de su forma libre represora de ALAS1, permitiendo su induccion.
Este mecanismo explicaria la inducciéon quimica de protoporfiria observada en
modelos animales en respuesta a compuestos como la 4-alquil-dihidropiridina.
Sin embargo, este mecanismo sdlo es aplicable a aquellos inhibidores irreversibles

que generan N-alquilaciéon del grupo hemo de los CYP.

El mecanismo de N-alquilacién mediado por inhibidores irreversibles de los
CYP ha sido observado sélo en modelos animales, aunque se ha descrito la
existencia de inhibicion irreversible en células linfoblastoides humanas por los
mismos compuestos testados en modelos animales, observandose inhibicion de
los citocromos CYP1A1, CYP1A2, CYP2C9 y CYP3A4 (196). Mas tarde, también se
observo la formacion de derivados N-alquil de la protoporfirina en un ensayo de
expresion de un combinado de CYP humanos (CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4 y
CYP2D6) en células de insecto transfectadas con baculovirus y tratadas con
distintos inhibidores irreversibles porfirogénicos, observando una respuesta
diferencial entre los distintos CYP (197).

1.8.3 Variabilidad genética en los CYP y su relacion con las porfirias

La variabilidad interindividual en la actividad enzimatica de los CYP esta
determinada en parte por la herencia de polimorfismos que constituyen distintos
alelos en cada gen (198). Teniendo en cuenta el probable papel de los genes CYP
en la patogenia de las porfirias, algunos autores han investigado si existe
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correlacidon entre determinados alelos y la aparicion de estas enfermedades. Estos

estudios son escasos y se han centrado mayoritariamente en la PCT.

La PCT es una porfiria cutdnea que se debe a una deficiencia heredada (PCT
familiar) o adquirida (PCT esporadica) en la enzima UROD que genera la
acumulacion patoldgica de uroporfirina. Es una enfermedad con baja penetrancia
y distintos factores como el consumo de alcohol, tabaco e infeccion por virus de la
hepatitis C, entre otros, se han asociado con la apariciéon de las manifestaciones
clinicas de la enfermedad. Distintos compuestos quimicos son capaces de inducir
quimicamente uroporfiria por inhibicion de UROD en animales de
experimentacion, constituyendo un buen modelo experimental para la PCT por su
analogia (199). En la induccién quimica, se ha visto que los compuestos
inductores producen una estimulaciéon de la oxidacién microsomal dependiente
de NADPH que media la oxidacion de uroporfirinégeno a uroporfirina (200, 201).
El citocromo CYP1A2 parecia ser el responsable de la oxidacion del
uroporfirinégeno en ratones (201), mientras que en humanos participaban cinco
citocromos (CYP1A1l, CYP1A2, CYP2E1, CYP3A4, CYP3A5). Algunos autores
sugirieron que los CYP mediaban también en la formacién de un compuesto, que
actuaria de inhibidor de la enzima UROD, contribuyendo a la induccién de
uroporfiria (202). Apoyando el papel de CYP1A2, se observd que distintos
compuestos quimicos inductores de uroporfiria eran incapaces de tal induccion
en ratones Knockout Cypla2 (Cypla2') (203, 204). Mas tarde se determind que la
oxidacion parcial de uroporfobilinogeno daba lugar a uroporfometeno. Este
compuesto actuaria como inhibidor de la UROD y seria responsable de la
uroporfiria por inducciéon quimica o la generada en ratones deficientes en UROD,
mediante un mecanismo dependiente de hierro probablemente con la
contribucion de CYP1A2 (205). Mas recientemente, en un estudio en ratones
Cypla2', se demostré que CYP1A2 no es requisito esencial para la formacion de
este inhibidor ni para la induccion de uroporfiria (206).

En definitiva, parece ser que CYP1A2 desempefia un papel importante en la
induccion de uroporfiria en modelos animales, y por tanto podria tener relevancia
en la PCT. El hecho de que la actividad de CYP1A2 sea relevante en la induccion
de uroporfiria y que existan polimorfismos que determinan diferencias en la

actividad de este enzima, llevo a distintos autores a evaluar el posible impacto
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clinico de algunos de estos polimorfismos en la PCT. Asi, algunos estudios de
casos y controles sanos han descrito una asociacion del genotipo -163A/A del gen
CYP1A2 (CYP1A2*1F), que presenta la caracteristica de ser altamente inducible,
con una predisposicion a la PCT (207, 208). Otros autores no reprodujeron tal
asociacion en sus poblaciones de estudio (209-211) y algunos sugieren que es el
consumo de tabaco, asociado a una inducciéon de CYP1A2, y no el genotipo
CYP1A2, el factor relacionado con la PCT (210).

Paralelamente, otro estudio dirigido al gen CYP1AI describidé mayor
frecuencia del polimorfismo m4, pero no de los polimorfismos ml o m2, en
individuos con PCT familiar (o tipo II) frente a aquellos con PCT esporadica e
individuos controles sanos, sugiriendo que m4 podria constituir un factor de

mayor susceptibilidad a compuestos porfirogénicos (212).

Los trabajos de investigacion de la posible implicacién de los CYP en otros
tipos de porfiria son muy escasos. Sélo hay un estudio publicado, llevado a cabo
en un grupo de portadores de distintos tipos de porfirias (PCT, PV y PAI). En este
estudio analizaron la frecuencia de los alelos *3 y *4 del gen CYP2D6, que
confieren actividad enzimatica reducida, en el grupo de portadores de porfirias y
un grupo de controles sanos. Observaron una mayor proporcion del fenotipo EM
(ausencia de los alelos *3 y/o *4) en el grupo de portadores de porfiria, y mas

especificamente en el subgrupo con PAI (213).

1.8.4 Principales CYP responsables del metabolismo hepatico de farmacos

La mayoria del metabolismo hepatico de fdrmacos esta sujeto a la accion
oxidativa de enzimas CYP pertenecientes a las familias 1, 2 y 3. De estas familias,
las enzimas que contribuyen mayoritariamente en el metabolismo de farmacos
son CYP3A4/5, CYP2D6, CYP2C9, CYP1A2, CYP2B6, CYP2C19 y CYP2E1 (214-
216). En un estudio que abordaba el metabolismo de 200 farmacos de prescripcion
comun se hallé la siguiente contribucion de CYP: CYP3A4 y CYP3A5
conjuntamente participaron en la oxidacion del 37% de los farmacos, seguidos por
CYP2C9 (17%), CYP2D6 (15%), CYP2C19 (10%), CYP1A2 (9%), CYP2C8 (6%) y
CYP2B6 (4%) (215).

A continuacion, se detallan las caracteristicas de algunas de estas enzimas

por su relevancia en el presente trabajo.
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1.841 CYP2C9y CYP2C19

La subfamilia CYP2C estd formada por 4 isoenzimas codificadas por cuatro
genes (CYP2C18, CYP2C19, CYP2C9 y CYP2CS8) agrupados en el cromosoma
10g23.3. Pese a presentar alta homologia entre ellas, tienen distintas

especificidades de sustrato.

La isoforma CYP2C9 se expresa primariamente en higado y es el miembro
mas importante cuantitativamente de la subfamilia. Ademas es la isoenzima mas
abundante en higado después de CYP3A4 (217). Las isoformas CYP2C8 y
CYP2C19 constituyen un 26% y 16% de la subfamilia CYP2C en el higado,
respectivamente. La isoforma CYP2C18 parece no tener relevancia puesto que es

indetectable en multiples tejidos.

CYP2C9 y CYP2C19 (Tabla 1.3) parecen ser las dos isoenzimas de esta
familia con mayor relevancia en el metabolismo de farmacos de uso clinico
habitual. CYP2C9 participa en la transformacion metabdlica de algunos
anticonvulsionantes (fenitoina, acido valproico y fenobarbital), anticoagulantes
orales (warfarina y acenocumarol), antiinflamatorios (ibuprofeno, dicoflenaco e
indometacina) e inhibidores del sistema angiotensina para el control de la
hipertension arterial (irbesartan), entre muchos otros. Algunos de los compuestos
inhibidores de la enzima son: fluconazol, voriconazol y amiodarona, que tienen la
propiedad de inhibir también otras enzimas CYP. Entre los inductores de la
enzima se encuentran los barbittricos, la carbamazepina, dexametasona y
estatinas. Por otro lado, los sustratos de CYP2C19 incluyen la mefenitoina,
inhibidores de la bomba de protones (omeprazol, lanzoprazol, pantoprazol),
copidogrel, ranitidina, etc. Entre los sustratos enddgenos se encuentran la
progesterona y la melatonina. Son inhibidores el copidogrel, la fluoxetina,
omeprazol y voriconazol, mientras que entre sus inductores se hallan el acido
acetilsalicilico, antipirina, barbitaricos, carbamazepina, dexametasona y
rifampicina. Muchos de los sustratos, inhibidores e inductores de estos enzimas se
engloban tanto dentro de los farmacos probablemente no porfirogénicos como

dentro de los clasificados como no seguros en porfiria.

Los genes CYP2C9 y CYP2C19 son altamente polimdrficos. Se han descrito
60 alelos en CYP2C9, definidos por distintos polimorfismos. El alelo con actividad
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normal de referencia (CYP2C9*1) es el mds frecuente en poblaciéon caucésica

siguiéndole los alelos *2 y *3 que codifican para isoformas inactivas.

El alelo CYP2C9*2 consiste en la sustitucion NM_000771.3:c.430C>T
(rs1799853) que produce un cambio puntual de aminoacido (p.R144C). Su
frecuencia en poblacion espanola ha sido documentada alrededor del 14% (218,
219). El alelo CYP2C9*3 consiste en el cambio NM_000771.3:c.1075A>C
(rs1057910) que genera la sustitucion de un aminodcido (p.I359L) resultando
también en un enzima inactivo. Alcanza una frecuencia alrededor del 8% en
poblacion espafola, aunque algunos estudios la describen superior, alrededor del
16% (218-220). Hasta un 14% de la poblacion se categoriza como PM para
CYP2C9, resultado de la alta frecuencia de estos dos alelos inactivos. Se han
descrito otros alelos con actividad reducida o nula pero representan frecuencias
muy bajas en poblacion caucasica (221).

En relacion a CYP2C19, se conocen 35 alelos en el gen. El alelo con actividad
normal es el predominante en poblacién, sin embargo, existen alelos no
funcionales en la poblacion con relativamente alta frecuencia. Asi, el alelo no
funcional CYP2C19*2 es el mas importante en poblacién caucdsica, mientras que
el alelo *3 lo es en poblacion africana. En espanoles, el alelo *2 alcanza una
frecuencia del 13%, mientras que el alelo *3 es poco comun (0.3%). CYP2C19*2
consiste en el cambio NM_000769.1:c.681G>A (rs4244285) que genera un sitio de
empalme alternativo aberrante dando lugar a un ARNm con alteracion del marco
de lectura que contiene un coddén de parada prematuro (222). Otros alelos
alternativos con actividad reducida son escasos en nuestra poblacion. No
obstante, el alelo *17 que confiere actividad incrementada alcanza un 15% de

frecuencia (218).

1.8.42 CYP2D6

La subfamilia CYP2D esta formada por el gen CYP2D6 y dos pseudogenes,
CYP2D7P y CYP2DS8P, localizados en el cromosoma 22q13.1. La enzima CYP2D6
(Tabla 1.4) se expresa en higado, aunque se ha detectado también en cerebro e
intestino. Pese a representar menos del 5% del contenido en citocromos P450 del
higado, es responsable del metabolismo de aproximadamente el 25% de los
farmacos de prescripcion actuales (223).
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Tabla 1.3. Principales caracteristicas de CYP2C9 y CYP2C19.

Enzima | Relevancia Sustratos Inductores | Inhibidores Alelos mas Frectm.enaa Actividad
comunes alélica
fenitoina barbituricos fluconazol
4cido valproico |(fenobarbital) |voriconazol | CYP2C91 | 0.64-0.74 referencia
fenobarbital carbamazepina | amiodarona
principal warfarina dexametasona CYP2CG*D - hactivo
CYP2C9 |CYP hepatico |acenocumarol |estatinas '
tras CYP3A4 |ibuprofeno
dicoflenaco
indometacina CYP2C9*3 | 0.08-0.16 inactivo
irbesartan
mefenitoina acido copidogrel
omeprazol acetilsalicilico | fluoxetina CYP2C19*1 | 0.83-0.87 | referencia
16% lanzoprazol antipirina omeprazol
CYP2C19 actividad pantoprazol barbitaricos | voriconazol ausencia de
CYP2C ranitidina carbamazepina CYP2C19*2 0.13 proteina
hepatica copidogrel dexametasona
progesterona | rifampicina CYP2C19*17| 015 |incrementada
melatonina

Farmacos tipicamente porfirogénicos marcados en negrita
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Entre sus sustratos se encuentran antipsicdticos (risperidona),
antidepresivos triciclicos, opioides (tramadol y codeina), antieméticos, beta-
bloqueantes (timolol, metoprolol), antiarritmicos, agentes anticancerigenos
(tamoxifeno) etc. Algunos de ellos son considerados porfirogénicos mientras que
otros no. Actdan como inhibidores de CYP2D6 el haloperidol, paroxetina,
risperidona, bupropién y metadona, entre otros (214). Curiosamente, esta enzima
ha sido tradicionalmente considerado como no inducible por xenobidticos, dado
que los ensayos in vitro han fallado en demostrar su induccion tras analizar
diversos compuestos. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que
CYP2D6 es inducible por corticosteroides enddgenos y exdgenos (cortisol,
corticosterona, dexametasona, prednisolona), y han sugerido que los métodos
habituales para llevar a cabo ensayos in vitro de inducibilidad pueden haber
estado interfiriendo en la induccién por los xenobidticos (224). Ademas, CYP2Dé6
se induce transcripcionalmente durante el embarazo, aumentando su actividad
durante este periodo (225-227).

El gen CYP2D6 es uno de los mas polimorficos del metabolismo xenobidtico
de fase I, existiendo una gran variabilidad genética y fenotipica en la poblacién.
Se han descrito 113 alelos distintos, muchos de ellos nulos que no codifican un
enzima funcionante, contribuyendo a la aparicion de fenotipos PM e IM. Existen
alelos con actividad ligera o moderadamente reducida respecto al alelo de
referencia (*1), por lo que existe una gran variabilidad interindividual en la
actividad enzimatica. También es relativamente frecuente la aparicion de
duplicaciones del gen o amplificaciones mayores, mas cominmente de los alelos

*1y *2. Las copias adicionales del gen dan lugar a los fenotipos UM.

Los alelos CYP2D6*1 y *2 son los mas comunes en poblacion con frecuencias
del 36% (0.364) y 32% (0.324), respectivamente. CYP2D6*2 presenta una actividad
ligeramente menor que el de referencia, sin crear gran impacto en el fenotipo. De
todos los alelos nulos, CYP2D6*3, *4, *5 y *6 contribuyen al 95% de los fenotipos
PM en poblacion caucasica (228). En poblacion espanola los alelos *1 y *2
representan un 71.5%, mientras que los alelos nulos mas frecuentes son *4 (13.8%)
y *5 (3.3%) (229). Otros alelos nulos aparecen con frecuencias inferiores, *3 (0.95%)
y *6 (0.95%). Los fenotipos UM son relativamente frecuentes, con una frecuencia

de duplicaciones alrededor del 4%.
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Tabla 1.4. Principales caracteristicas de CYP2De.

Alelos mas

Frecuencia

Enzima Relevancia Sustratos Inductores Inhibidores . Actividad
comunes alélica
risperidona corticosteroides: |haloperidol
antidepresivos | cortisol paroxetina CYP2D6*1 0.36 referencia
triciclicos corticosterona risperidona '
opioides dexametasona bupropion
(tramadol y prednisolona metadona
responsable codeina) CYP2D6*2 0.32 normal
0 antieméticos
CYDP2DE6 del 25/o‘del betabl
metabolismo | Peta-bloqueantes
de farmacos | (timolol, :
metoprolol) CYP2D6*4 014 |3usenciade
A proteina
antiarritmicos
tamoxifeno
CYp2pg's | 003 |usenciade

proteina

Farmacos considerados no seguros en porfiria marcados en negrita
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El alelo CYP2D6*4 se caracteriza por la sustitucion NM_000106.5:c.506-
1G>A (1s3892097), que elimina un sitio consenso de empalme y genera la ausencia

de enzima. Por otro lado, el alelo *5 consiste en la delecion completa del gen.

1.8.43 CYP3A4y CYP3A5

En humanos la familia CYP3 consta tan s6lo de una subfamilia, CYP3A.
Esta familia estd formada por cuatro genes CYP3A4, CYP3A5 CYP3A7 y
CYP3A43, localizados de forma adyacente en el cromosoma 7q22.1. Es una familia
que presenta gran versatilidad en la biotransformacion de compuestos, se estima
responsable del metabolismo de la mitad de los farmacos comercializados (230).
CYP3A4 es la isoforma mayoritaria en higado y también en intestinos, mientras
que CYP3A5 también se expresa en higado y es la isoforma probablemente
predominante en localizaciones extrahepaticas: rindn, cerebro y pulmoén. Las
enzimas CYP3A4 y CYP3A5 (Tabla 1.5) constituyen en conjunto un 30% de los
citocromos P450 hepaticos. CYP3A?7 es la principal isoforma fetal de esta familia y
raramente se expresa en adultos, mientras que CYP3A43 es muy escasa en higado
(231, 232).

CYP3A4 comparte un 85% de aminoacidos con CYP3AS5, la gran homologia
entre isoformas explica su superposicion en la selectividad de sustrato (231). Los
sustratos tipicos son inmunosupresores como la ciclosporina A y el tacrolimus, los
antibidticos macrdlidos como la eritromicina y los farmacos anticancerigenos
como el taxol, moléculas mas pequenias como la ifosfamida, el tamoxifeno, las
benzodiazepinas, varias estatinas, antidepresivos y opidceos, entre otros. CYP3A4
actiia también como hidroxilasa de esteroides con un papel importante en el
catabolismo de varios esteroides enddgenos incluyendo testosterona,
progesterona, cortisol y acidos biliares. Entre los inhibidores irreversibles de esta
enzima se encuentran una gran variedad de farmacos (claritromicina,
eritromicina, isoniazida, ketoconazol, ritonavir, etc), algunos identificados como
porfirogénicos (120, 214). Igualmente ocurre con algunos potentes inductores de
CYP3A4/5 como la carbamazepina, fenobarbital y fenitoina.

La base de datos Human CYP Allele Nomenclature Database incluye alrededor
de 50 variantes alélicas del gen CYP3A4 y 26 de CYP3A5. La mayoria de los alelos
descritos del gen CYP3A4 no han mostrado tener efecto en la expresién o
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actividad de la enzima en términos de farmacodindmica o farmacocinética,
respecto al alelo de referencia CYP3A4*1A. Existen algunas variantes genéticas
con impacto funcional en la enzima pero que son muy poco frecuentes (<1%).
Entre ellas, los alelos CYP3A4*6, CYP3A4*20 y CYP3A4*26 dan lugar a proteinas
truncadas resultantes de codones de parada prematuros, mientras que los alelos
CYP3A4*8, *11, *13, *16 y *17 presentan actividad enzimatica reducida. Ademas,
se han descrito dos polimorfismos en regiones no codificantes que se han
relacionado con una expresion alterada de la enzima (CYP3A4*1B y CYP3A4*22)
(233).

Uno de los alelos alternativos al de referencia mas comun en la poblacion es
CYP3A4*1B, que contiene el polimorfismo NM_001202855.2:c.-392G>A
(rs2740574) consistente en la sustitucion de un solo nucledtido en el promotor
proximal del gen. Este SNP presenta una frecuencia alélica de 2-9% en poblacion
caucasica, pero es mas abundante en poblacion africana. En poblacion espafiola se
ha descrito una frecuencia del 4% (234, 235). Existe controversia sobre el impacto
de este polimorfismo en la funcionalidad de la enzima. Mientras que algunos
autores han descrito una actividad reducida en los portadores de este alelo (233)
otros no han detectado impacto del polimorfismo en la expresion enzimatica
(236), o han descrito un incremento de su expresion respecto al alelo de referencia
(237). El alelo CYP3A4*1B se ha relacionado con distintos tipos de cancer y con un
inicio mas temprano de la pubertad en mujeres (238). Otros alelos alternativos con
impacto en la funcionalidad de la enzima son mas raros en la poblaciéon, con
frecuencias alélicas inferiores al 1% (0.01). Por ejemplo, se ha descrito una
frecuencia alélica de 0.6 % (0.006) en poblacion espafiola para el alelo CYP3A4*20,

que determina una ausencia enzimatica (239).

De las 26 variantes alélicas descritas en el gen CYP3A5, el tnico alelo que
codifica una proteina completamente funcional es CYP3A5*1. Sin embargo,
CYP3A5*1 no es el alelo mas frecuente en la poblacion caucasica. En poblacion
espafiola se ha descrito una frecuencia alélica del alelo no funcional CYP3A5*3 del
91% (0.91) (235). Este se caracteriza por la sustitucion NM_000777.4:c.219-237A>G
(rs776746), que genera un sitio criptico de empalme alternativo que da lugar a un

ARNm aberrante con un codén de parada prematuro.
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Tabla 1.5. Principales caracteristicas de CYP3A4 y CYP3AS5.
. . . Alelos mas | Frecuencia ..
Enzima | Relevancia Sustratos Inductores Inhibidores . Actividad
comunes alélica
ciclosporina A carbamazepina | claritromicina
tacrolimus fenobarbital eritromicina | -yp344*1A | 0.96-0.97 normal
o eritromicina fenitoina isoniazida
principal taxol ketoconazol
CYP3A4 | CYP . . . .
hepético ifosfamida ritonavir Controvertida
tamoxifeno CYP3A4*1B | 0.02-0.09 | (aumentada/
benzodiazepinas disminuida)
opiaceos
testosterona
menos
progesterona
abundante | cortisol CYP3A5*1 <0.10 normal
(30% 4cidos biliares
CYP3A5 | metabolismo
de farmacos ausencia de
junto con CYP3A5*3 091 roteina
CYP3A4) p

Farmacos tipicamente porfirogénicos marcados en negrita.
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Solo los portadores de al menos una copia del alelo CYP3A5*1 producen un
ARNm de longitud normal y expresan la enzima CYP3A5 (240). Por ello, la
proteina CYP3AS se expresa en solo un 10-30 % de los adultos de raza blanca y
asidtica, y en un 60% de los afroamericanos. El resto de variantes alélicas son raras

en poblacidn caucasica.






II - JUSTIFICACION
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I1- JUSTIFICACION

La PAI es la porfiria aguda mads frecuente en nuestra poblacion. Se trata de
una enfermedad rara genética con herencia AD que, como sucede con el resto de
porfirias, presenta penetrancia incompleta, de forma que no todos los individuos
portadores de la enfermedad la manifiestan clinicamente. La expresion clinica de
la PAI consiste en crisis neuroviscerales que aparecen tras periodos de latencia
clinica. Se ha descrito que tan s6lo un 10-20% desarrollan crisis neuroviscerales
(PAI manifiesta). Las crisis neuroviscerales suelen ocurrir asociadas a
determinados factores considerados como precipitantes: farmacos porfirogénicos,
ayuno, estrés, alcohol y hormonas esteroideas, principalmente. Sin embargo, estos
factores no proporcionan explicacion suficiente a la baja penetrancia de la
enfermedad, puesto que la susceptibilidad es variable entre los individuos
portadores de PAL Tampoco dan una explicacién completa a la penetrancia las
posibles diferencias en las mutaciones o variantes patogénicas del gen HMBS, ya
que individuos dentro de una misma familia, portadores del mismo defecto
genético, presentan diferencias en la expresion clinica de la enfermedad. Por ello
se ha sugerido la existencia de otros genes, distintos a HMBS, que intervendrian
posiblemente en la modulacion de la demanda de hemo y por tanto tendrian un

papel en la susceptibilidad a desarrollar crisis en las porfirias agudas.

Actualmente, se desconocen los posibles factores genéticos que influyen en
la expresion de las porfirias agudas y son escasos los estudios dirigidos en este
sentido. Sin embargo, es necesaria la identificacion de genes modificadores,
particularmente en la PAI y la deteccion de variantes genéticas de susceptibilidad
a desarrollar crisis. Esto permitiria esclarecer los mecanismos implicados en la
penetrancia y elaborar perfiles de riesgo genético individual con aplicabilidad

traslacional en medicina personalizada o de precision de esta enfermedad.
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II1 - HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

Dada las evidencias que sugieren que ALASI y los genes CYP intervienen
en la modulacion de la sintesis de hemo, se plantea la hipdtesis de que las
variantes genéticas en estos genes, con impacto en la actividad catalitica de las
enzimas, podrian determinar una mayor o menor susceptibilidad a manifestar
crisis agudas en los individuos portadores de PAI. Estas variantes genéticas
contribuirian a explicar la diferencias interindividuales en la expresién de la

enfermedad, y por tanto su penetrancia.

3.2 OBJETIVOS

El objetivo principal es identificar variantes genéticas en las regiones
reguladoras del gen ALAS1 y en los genes CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4y
CYP3A5, que actiien como factores de susceptibilidad para la manifestacion de

crisis agudas en individuos portadores de PAL
Los objetivos secundarios son:

—Identificar las caracteristicas demograficas basicas en nuestra poblacion de PAl 'y
la proporcion de portadores con PAI manifiesta y latente.

—Identificar variantes en la secuencia nucleotidica en la region promotora del gen
ALAS1 y en las dos regiones distales de respuesta a farmacos, ADRES1 y
ADRES2.

—Analizar el grado de metilacion de una isla CpG en la region 5 reguladora de
ALAS1, detectada por prediccion in silico, para identificar posibles variantes
de metilacion.

—Analizar si existe asociacion entre las variantes de la secuencia o de metilacion y
la aparicion de PAI manifiesta.

—~Determinar el genotipo de los genes citocromo P450 (CYP) para los siguientes
alelos y calcular sus frecuencias alélicas: CYP2C9*2 (rs1799853), CYP2C9*3
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(rs1057910), CYP2C19*2 (rs4244285), CYP2D6*4 (rs3892097), CYP2D6*5
(delecion del gen), CYP3A4*1B (rs2740574) y CYP3A5*3 (rs776746).

—Comparar las frecuencias alélicas entre portadores de PAI latente y PAI
manifiesta.

—Analizar si existe asociacion entre los genotipos CYP y la aparicion de PAI
manifiesta.

—Analizar el efecto de los genotipos CYP en la excreciéon urinaria de los
precursores ALA y PBG.



IV -MATERIAL Y METODOS
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IV -MATERIAL Y METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio observacional retrospectivo de las caracteristicas
demograficas y la aparicion de crisis (PAI manifiesta) en individuos portadores
de PAI y analitico transversal para analizar la presencia de variantes genéticas en
los genes ALAS1, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4 y CYP3A5 con el fin de

determinar su asociacidn con la manifestacion clinica de la enfermedad.

4.2  POBLACION DE ESTUDIO

Se incluyeron 50 individuos, mayores de 16 afios, con diagndstico molecular
confirmado de PAI, procedentes de la Seccion de Genética Médica del Servicio de
Pediatria del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA) en El
Palmar, Murcia. El HCUVA pertenece a la red publica de hospitales y es centro de
referencia del 4area 1 de salud de la Region de Murcia. La Seccion de Genética

Médica del hospital es la unidad de referencia de la region en esta disciplina.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica del
HCUVA y el Comité de Etica de la Universidad Catélica de Murcia (UCAM).

Los pacientes fueron citados en la consulta de Genética Médica del HCUVA
donde se les informé del estudio. Los participantes accedieron voluntariamente a
ser incluidos en el estudio firmando consentimiento informado (Anexos 2 y 3)
autorizando la consulta y utilizacion de datos clinicos y la realizacion de los
analisis incluidos en el estudio. Ademads, dieron su consentimiento para la
utilizacion de material bioldgico excedente del proceso asistencial y su
conservacion en el nodo 1 del Biobanco en Red de la Region de Murcia
(BIOBANC-MUR), en cumplimiento de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de

Investigacion Biomédica.
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4.3 RECOGIDA DE DATOS CLINICOS

Los pacientes con PAI siguen un control anual en la Seccion de Genética
Meédica del HCUVA. Se revisaron sus historias clinicas, con el fin de determinar
los antecedentes de manifestaciones clinicas propias de la PAI y ademas fueron
entrevistados en la consulta. Los datos se recogieron segin un cuestionario
estandarizado que incluye ademads de las variables utilizadas en este estudio,
otros datos de interés para el seguimiento clinico de los pacientes (Anexo 4). Los

datos y las variables que se utilizaron para el presente estudio fueron:
- Datos personales: nombre, fecha de nacimiento, nimero de historia clinica.

- Datos clinicos: mutacidén o variante patogénica en el gen HMBS causal de

PAI, antecedentes familiares de PAI (arbol genealdgico).
- Variables demograficas: sexo y edad.

- Variables clinicas: se consider6 la ocurrencia de crisis agudas y el naimero
de crisis. La variable ocurrencia de crisis se obtuvo a partir de la historia previa de
crisis agudas, definidas como crisis de dolor abdominal con demostracién de
aumento de precursores ALA y PBG en orina, que hayan requerido atenciéon en
un servicio de urgencias o ingreso hospitalario. Los individuos que habian
presentado al menos una crisis aguda, se clasificaron como PAI manifiesta y los

que nunca habian presentado crisis se clasificaron como PAI latente.

4.4 RECOGIDA DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Se llevé a cabo una extraccion de sangre periférica en 2 tubos con EDTA de
5 ml, por el personal de enfermeria de la Secciéon de Genética Médica. Las
muestras se remitieron inmediatamente al nodo 1 del Biobanco en Red de la
Regiéon de Murcia (BIOBANC-MUR) para la extraccion de ADN y su

conservacion.

Los pacientes tomaron una muestra de orina de miccion espontanea reciente
a primera hora de la mafiana y la entregaron protegida de la luz en la Seccion de
Genética Médica para determinacion rutinaria de control de ALA y PBG
urinarios. Todas las muestras de orina se recogieron en periodo asintomatico o al

menos tras un periodo de 6 meses libre de sintomatologia sugestiva de PAI en los
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casos de PAI manifiesta. Las muestras de orina se remitieron al servicio de

Analisis Clinicos del hospital para su andlisis.

4.5 PURIFICACION DE ADN Y CONSERVACION

El procedimiento de extraccién de ADN a partir de las muestras de sangre
total se llevd a cabo en el biobanco. Los tubos de extraccién primarios se
centrifugaron a 1500 g durante 15 minutos, de los que se recuper6 la capa
leucocitaria. La purificacion del ADN se realizd de forma automatizada en un
equipo Qiacube (Qiagen, Hilden, Alemania), con el kit comercial de extraccion en
columna Qiamp DNA Blood mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Tras la purificacion se cuantifico la concentraciéon de
ADN por espectrofotometria en un equipo Infinite M200 PRO (Tecan, Mannedorf,
Suiza).

El ADN se distribuyo en alicuotas segun el procedimiento habitual del

biobanco y se almacenaron en un congelador de -40°C hasta su uso.

Las alicuotas requeridas para los andlisis genéticos de este estudio se
solicitaron a biobanco y se transportaron refrigeradas al laboratorio de la Catedra
de Genética de la Universidad Catolica de Murcia (UCAM). Alli se conservaron

en un congelador de -20°C durante su uso.

Tras descongelar las alicuotas, se realizé una nueva cuantificacion del ADN
por espectrofotometria de absorcion molecular en el espectro ultravioleta
utilizando el espectrofotometro DeNovix DS-11 (DeNovix, Wilmington, EEUU) y
agua destilada como calibrador. Esta cuantificacion por espectrofotometria esta
basada en la propiedad de las bases puricas y piramidinicas de ADN de absorber
luz con un maximo de absorcion a una longitud de onda de 260 nm. Una unidad

de absorbancia de 260 nm corresponde a una concentracion de ADN de 50 mg/ml.

4.6  ANALISIS DEL PROMOTOR DEL GEN ALAST Y LAS REGIONES ADRES1 Y ADRES2

El analisis del promotor de ALASI y las regiones ADRES1 (-20 Kb) y
ADRES2 (-16 Kb) consistidé en una secuenciacion para la identificaciéon de

variantes genéticas.
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Para el andlisis del promotor de ALASI, se establecido como diana de estudio
una regién de 12 Kb comprendida entre el nucledtido +1 y -1200
(NC_000003.11(NM_199166.2)). Se considero posicion +1 el primer nucle6tido del
sitio de inicio de la transcripcion (TSS) en localizacion mas 3, puesto que el gen
ALASI presenta multiples TSS (14).

4.6.1 Amplificacion de las regiones de interés

Las regiones de interés se amplificaron mediante PCR convencional. Con
este fin, se disenaron oligonucledtidos cebadores especificos con el programa en
linea de libre acceso Primer3 version 4.1.0, (accesible en http://primer3.ut.ee/) (241).
Se tomaron como referencia las regiones de interés y zonas flanqueantes
(correspondientes a la version de genoma GRCh37.p13 (NC_000003.11)) que se
descargaron de la base de datos  GeneBank  (accesible en
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/). La secuencia de los cebadores, asi como

el detalle de las regiones amplificadas (amplicones) se muestran en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Amplicones y cebadores utilizados en el anélisis de la region 5" de

ALASI.
Nombre Tamano Coordenadas
del Oligonucleétido cebador 5'-3' amplicén | del amplicon
amplicon (pb) (GRCh37.p13)
promotor Directo | CCAAGTCCAAGTGCTGACCT 571 chr3:52230886-
ALASI_1 | Reverso | CCATCCAGGGTTGTCTGAAG 52231456
promotor Directo | TGGAGGAGAGTACCTCTGAGC 559 chr3:52231209-
ALAS1_2 | Reverso | CTTGGACATGGAGGAAGAAGG 52231797
promotor Directo AGCCCTTGTTCACAGTTTCC 539 chr3:52231696-
ALAS1_3 | Reverso | GGGCACTCAAGTCGAGAAGT 52232234
Directo GGCTTGTGTCACCCAGATIT . -
ADRES] 366 chr3:52211232
Reverso | CCCCACCACACTTTGACTCT 52211597
Directo | GAGGTTGGGGTGGAGAAGAC . -
ADRES? 232 chr3:52216182
Reverso | TGTGCTCTGTCACTGGTTCC 52216413
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La amplificacion de la region de 1.2 Kb en la zona promotora se llevé a cabo
en tres amplicones solapantes, mientras que las regiones ADRES1 y ADRES2 se
amplificaron en un solo amplicon cada una. Todos los cebadores se disefiaron con
temperaturas de hibridacion proximas 60°C para asegurar una mayor
especificidad y favorecer una uniformidad en la reaccion de PCR. Los cebadores

fueron sintetizados por Sigma-Aldrich Co (San Luis, EEUU).

La reaccion de amplificacion incluia: 12.5 pl de AmpliTaq Gold™ 360
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, EEUU), que consiste en una mezcla
comercial para PCR que contiene Taq polimerasa, dNTPs y tampon; 0.5 ul de
cada par de cebadores (directo y reverso) a una concentracion de 10 uM; 0.5 pl de
tampon comercial 360 GC Enhancer (Applied Biosystems); 100 ng de ADN
gendmico (DNAg) y agua libre de nucleasas hasta completar un volumen de

reaccion de 25 pl.

La amplificacidon se llevd a cabo en un termociclador Veriti™ (Applied
Biosystems) siguiendo las siguientes condiciones: 2 minutos de desnaturalizacion
a 95°C, 35 ciclos de amplificaciéon (30 segundos a 95°C de desnaturalizacion, 1
minuto a 60°C de hibridacion de cebadores, 1 minuto a 72°C de extension) y 5

minutos a 72°C de extension final terminando con un paso de refrigeracion a 4°C.

En cada reaccion de amplificacion se incluy6 un control negativo carente de

ADN para controlar posibles contaminaciones.

4.6.2 Electroforesis en gel de agarosa y purificacion de los productos de PCR

Los productos de la amplificacion se analizaron mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2% (UltraPure Agarose, Invitrogen, Carlsbad, EEUU) preparado
en tampon TBE 1x (Fisher Scientific, Hamptom, EEUU). Se anadié 10 ul de
SYBR™ Safe (Invitrogen) concentrado 10000x en DMSO a cada 100 ml de gel. Este
consiste en un compuesto comercial que se une al ADN y emite fluorescencia a

280 y 502 nm, permitiendo su visualizacién en un transiluminador ultravioleta.

Se mezclaron 5 pl de producto de PCR con 2 pl de tampdn de carga y se
cargaron en los distintos pocillos del gel junto con un marcador de tamano
molecular (100bp DNA Ladder, Invitrogen). El gel se sometié a electroforesis a
120 voltios durante 35 minutos. La visualizacion de los productos de PCR se llevd
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a cabo con un transiluminador UV y se capturaron imagenes usando un equipo
ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare, Freiburg, Alemania).

Se comprobo la aparicion de un tnico amplificado del tamafio esperado
para cada reaccidon, comparando con el marcador de tamafio molecular y la
ausencia de bandas inespecificas o de producto de amplificacion en la reaccion de

control negativo.

Los productos de la PCR fueron purificados mediante reacciéon enzimatica
para eliminar los cebadores y dNTPs no incorporados, previamente a la reaccion
de secuenciacidn. La purificacion se realizd mezclando 4 pl de producto de la PCR
con 0.5 pl de fosfatasa alcalina (SAP) y 0.5 pl de exonucleasa I (EXO), ambas
incluidas en el kit comercial Illustra™ ExoProStar™ S (GE Healthcare, Freiburg,
Alemania), y 1 pl de agua para uso molecular. La mezcla resultante se incubd en
el termociclador durante 5 minutos a 37 °C seguido de 10 minutos a 80°C, segun

indicaciones del fabricante.

4.6.3 Reaccion de secuenciacion, purificacion y electroforesis capilar

La reaccidn de secuenciacion convencional (secuenciacidon sanger) se realizd
con el kit comercial BrightDye™ Terminator Cycle Sequencing (Nimagen,
Nijmegen, Paises Bajos) que contiene todos los elementos necesarios para los
ciclos de secuenciacion. Los amplicones se secuenciaron en sentido directo y
reverso, utilizando los mismos cebadores que en la reaccion de PCR de
amplificacién. La reaccion consisti6 en 3 pl del producto de amplificacion
purificado, 1 ul de BrightDye premix (incluido en el kit), 1.5 ul de 5x Sequencing
Buffer (incluido en el kit), 0.5 ul de cebador directo o reverso y 4 ul de agua libre
de nucleasas, con un volumen final de 10 ul. Los ciclos de secuenciacion se
realizaron en el termociclador siguiendo las condiciones recomendadas por el
fabricante: 1 minuto de desnaturalizacion inicial a 96°C, 28 ciclos de sintesis (10

segundos a 96°C, 5 segundos a 57°C y 4 minutos a 60°C), refrigeracién a 4°C.

Tras los ciclos de secuenciacion, todo el volumen de la reaccidon se sometio a
un paso de purificacién mediante filtracién por columna, en placa de 96 pocillos
Optima DTR™ (EdgeBio, Gaithersburg, EEUU) siguiendo los pasos de
centrifugacion indicados por el fabricante (5 minutos a 850 g). Este sistema
permite la eliminacion de los ddNTPs marcados fluorescentemente no
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incorporados, dNTPs, cebadores y sales que puedan interferir en la electroforesis

posterior.

La electroforesis capilar se realizd en un secuenciador automatico 3500
Genetic Analizer (Applied Biosystems). Los electroferogramas se analizaron con
el software Sequence Analysis V6.0 (Applied Biosystems). Para la deteccion de
variantes genéticas se utilizd6 el programa Variant Reporter v2 (Applied
Biosystems) tomando la secuencia de referencia de las regiones de interés

procedentes de GeneBank.

4.7  ANALISIS DE ISLAS CpGY GRADO DE METILACION EN LA REGION 5 DEL GEN
ALAS 1

4.7.1 Prediccion in silico de islas CpG

Se analizd la secuencia que comprende desde el inicio de la transcripcion
(posicién +1) hasta -6 Kb (en direccién 5’) del gen ALASI, en busqueda de
prediccidon de posibles islas CpG con el software EMBOSS Cpgplot (EMBL-EBI)
(accesible en https://www.ebi.ac.uk/Tools/seqstats/emboss_cpgplot/) (242). Se
tomaron como criterios de busqueda los siguientes: tamarno igual o superior a 100
pb, suma del porcentaje de citosinas y guaninas superior al 50% y ratio de la

frecuencia observada/esperada superior a 0.6.

El programa predijo dos posibles islas CpG con una extension de 100 pb
(isla CpG 1) y 101 pb (isla CpG 2), localizadas a -4.67 Kb y -2.64 Kb del inicio de la
transcripcion, respectivamente. Se estudiaron con detenimiento ambas regiones
en el navegador gendmico UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/) (243)
(Figura 4.1 y Figura 4.2). Distintas herramientas de analisis de conservacion
filogenética (GERP, phastCons y phyloP) mostraron un alto indice de conservacion
de la secuencia nucleotidica en la region correspondiente a la prediccion de la isla
CpG 1 y regiones anexas, a diferencia de la prediccion de la isla CpG 2. Segtin
datos procedentes de ensayos de metilacion del proyecto ENCODE
(https://www.encodeproject.org/), esta posible isla CpG se encuentra en una
region diferencialmente metilada en distintos tejidos. Asi mismo, el predictor de
islas CpG Weizmann Evolutionary CpG Islands, consultado a través de UCSC
Genome Browser, predice una isla solapante con la definida a -4.67 Kb por el
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Figura 4.1. Vista en UCSC Genome Browser de la isla CpG 1 (en color purpura) y amplicones estudiados (naranja).
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software EMBOSS Cpgplot. Teniendo en cuenta estos hallazgos se decidid dirigir
el estudio a la posible isla CpG 1, situada a -4.67 Kb del inicio de ALASI. Se
estableci6 como region diana un segmento de 250 pb, que abarca 100 pb
correpondientes a la predicion in silico de la isla CpG 1 y 150 pb adicionales

anexas en posicion 5'.

4.7.2 Analisis del estado de metilacion

El analisis del estado de metilacion de los dinucleétidos CG localizados en

la regidn diana se llevo a cabo mediante secuenciacion especifica de bisulfito.

4.7.2.1 Tratamiento con bisulfito

Se tomaron dos alicuotas de ADNg por individuo y una de ellas se sometio
a tratamiento con bisulfito usando el kit comercial EpiJET Bisulfite Conversion Kit
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EEUU), siguiendo las instrucciones del

fabricante.

El tratamiento con bisulfito del ADNg produce la desaminacion de las
citosinas que se encuentran sin metilar convirtiéndolas en uracilo, mientras que
las citosinas metiladas no sufren modificacion. Las citosinas convertidas a uracilo
aparecen como timina tras una amplificacion por PCR. Esta conversion permite
posteriormente estudiar en paralelo el ADN tratado con bisulfito y el original sin
tratamiento, mediante la comparacion de la secuencia nucleotidica entre ambos.
Aquellas citosinas de la secuencia original que se detectan como timina en la
secuencia tratada con bisulfito corresponden a aquellas que se encuentran sin
metilar, mientras que las que se detectan como citosina corresponden con las que

se encuentran metiladas en la secuencia original.

4.7.2.2  Amplificacion por PCR

Se disefiaron cebadores para la amplificacion de la region de interés a partir
tanto de la secuencia original no sometida a tratamiento como de la secuencia
convertida con bisulfito. Los detalles de los cebadores y amplicones resultantes se
muestran en la Tabla 4.2. El disefio de cebadores para amplificar el ADN no
tratado con bisulfito se realizé con el software Primer3 version 4.1.0. El disefio de

cebadores para amplificar el ADN tratado con bisulfito se realizé con el software
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de libre acceso MethPrimer (accesible en http://www.urogene.org/cgi-
bin/methprimer/methprimer.cgi), que asume la conversion de las citosinas en

uracilo para el disefio (244).

Tabla 4.2. Amplicones y cebadores para el andlisis de la isla CpG.

DR Tamano | Coordenadas
1 li leoti -3
de. , Oligonucledtido cebador 5'-3 (pb) | (GRCh37.p13)
amplicon
o Directo CACCCCTCTCCTGTGCTAGA s chr3:52007147-
p Reverso CACCCCCTTGTCTACCTTGA 52227521
Directo | GAAGGAGTTGTTTGATATGATTTAT
islaCpGl 292 chr3:52227221-
bisulfito | Reverso | ATCTACCTTAATACTCACAACATTAC 52227512

La reaccion de PCR a partir de ADNg sin tratamiento con bisulfito se llevé a
cabo en las condiciones detalladas en el apartado 4.6.1. La amplificacion a partir
de ADNg tratado con bisulfito se realizd con: 12.5 pl de AmpliTag Gold™ 360
Master Mix (Applied Biosystems), 0.5 ul de cada par de cebadores (directo y
reverso) a una concentracion de 10 uM, 100 ng de ADNg tratado con bisulfito y
agua libre de nucleasas hasta completar un volumen final de reaccion de 25 ul. La
PCR se llevd a cabo siguiendo las siguientes condiciones: 2 minutos de
desnaturalizacion a 95°C, 45 ciclos de amplificacion (30 segundos a 95°C de
desnaturalizacion, 1 minuto de hibridacion de cebadores a 55°C, 1 minuto a 72°C
de extension) y 5 minutos a 72°C de extension final terminando en un paso de

refrigeracion a 4°C. Se incluyeron controles negativos sin ADN.

Los productos de la amplificacion se analizaron mediante electroforesis en
gel de agarosa al 2% en las condiciones detalladas en el apartado 4.6.2 y se
visualizaron para comprobar la aparicién de un tnico amplificado del tamano
esperado.

Los productos de la PCR fueron purificados mediante reaccién enzimatica
usando el kit comercial Illustra™ ExoProStar™ S, siguiendo las instrucciones

detalladas en el apartado 4.6.2.
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4.7.2.3  Reaccion de secuenciacion, purificacion y electroforesis capilar

Los amplicones se secuenciaron en sentido directo y reverso, utilizando los
mismos cebadores que en la reaccion de PCR de amplificacion, mediante
secuenciacién convencional. La secuenciaciéon del fragmento procedente de la
PCR del ADN no tratado con bisulfito se realizé en las condiciones detalladas en
el apartado 4.6.3. La secuenciacion del fragmento resultante de la PCR procedente
del ADN tratado con bisulfito se realiz6 siguiendo el mismo protocolo, salvo las
condiciones de la PCR de secuenciacion, que fueron las siguientes: 1 minuto de
desnaturalizacién inicial a 96°C, 30 ciclos de sintesis (10 segundos a 96°C, 5

segundos a 55°C y 4 minutos a 60°C), refrigeracion a 4°C.

Los productos de la PCR de secuenciacion se purificaron mediante filtracion
en gel, en placa de 96 pocillos Optima DITR™ (EdgeBio, Gaithersburg, EEUU)

siguiendo los pasos de centrifugacidon indicados por el fabricante.

La electroforesis capilar y el analisis de secuencias se realizaron como se
detalla en el apartado 4.6.3. Para la deteccion de variantes genéticas se utilizo el
programa Variant Reporter v2 (Applied Biosystems) tomando la secuencia de

referencia de la region gendmica correspondiente procedente de GeneBank.

4.8  ANALISIS DE GENES CYP

El andlisis de genes CYP consistid en el genotipado de los SNPs que
determinan los alelos CYP2C9*2 (rs1799853), CYP2C9*3 (rs1057910), CYP2C19*2
(rs4244285), CYP2D6*4 (rs3892097), CYP3A4*1B (rs2740574) y CYP3A5*3
(rs776746) y en el estudio de delecion del gen CYP2D6 que corresponde al alelo*5.

4.8.1 Genotipado de polimorfismos en los genes CYP

El genotipado de polimorfismos se realizé por discriminacion alélica con
sondas Taqman® mediante PCR a tiempo real. El fundamento de la técnica
basada en tecnologia Tagman se detalla en la Figura 4.3. Se usaron Kkits
comerciales TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assays de Applied
Biosystems™, que incluyen los cebadores y sondas Tagman marcadas con

flourocromos especificos para el genotipado de cada polimorfismo (Tabla 4.3).



CAPITULO IV: MATERIAL Y METODOS 115

W.Componentesdelensayo

Sonda Tagman /“Ga Sonda Tagman /N(,e
Cebador reverso
® Frrer@

ST

Cebador directo v ¥ Q

N

®  Molde de ADN Al g

3

\ 5 3
2. Desnaturalizacion del ADN molde ? :

o hibridacién ETPPPIITe
Polimerasa /“‘Ga )*c’“
s de ADN v r  Q & 5 Q
\ 24 L 1.1 1 Ll o,
' 3. Polimerizacién L
y produccién de sefial
/“GB
© v @
v A
P

T i S

Figura 4.3. Fundamento del genotipado de SNPs por PCR a tiempo real con
sondas Tagman. Los ensayos de genotipado TagMan® consisten en un par
de cebadores especificos de la region objeto de estudio y dos sondas alelo
especificas marcadas en el extremo 5 con los colorantes fluorescentes FAM
(F) y VIC (V), respectivamente. Ambas sondas contienen una molécula Q
(Quencher) en su extremo 3’, que suprime la fluorescencia del colorante
mientras ambos estan unidos al ADN y una molécula MGB (Minor Groove
Binder), que aumenta la temperatura de fusion (Tm) de la sonda y estabiliza
los hibridos sonda-molde. En cada ciclo de amplificacion, la sonda que es
complementaria al alelo presente en el ADN se une a este. La polimerasa
comienza la sintesis de ADN complementario a partir del cebador. Cuando
llega a la sonda, con su actividad exonucleasa, libera el colorante
fluorescente separandolo de Q. Esto permite la emision de fluorescencia
por el colorante, que es detectada por el equipo de PCR a tiempo real. En
ausencia del alelo complementario, la sonda no se une y permanece intacta
de forma que no emite fluorescencia al encontrarse en las proximidades de
Q. Por lo tanto, la deteccion de fluorescencia indica la presencia del alelo
complementario a la sonda marcada con dicha fluorescencia. Modificado

de https://www.thermofisher.com.
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La reaccion de PCR, con volumen final de 25 pl, consistio en 1.25 ul del
reactivo TagMan® Drug Metabolism Genotyping Assays, 12.5 pl de Tagman
Genotyping Master Mix de Applied Biosystems™, que incluye la polimerasa,
dNTPs y tampon para la PCR, y 11.25 ul de ADN (20ng) diluido en agua libre de
nucleasas. Se incluyeron cuatro controles negativos en cada ensayo. La
amplificacién y deteccion de fluorescencia se realizd con un termociclador a
tiempo real ABI 7500 Fast (Applied Biosystems™). Las condiciones fueron las
siguientes: 10 minutos iniciales a 95°C para la activacion de la polimerasa, 50
ciclos (95°C durante 15 segundos de desnaturalizaciéon y 60°C durante 90
segundos de hibridacion y extension), siguiendo las instrucciones del ensayo. Se
configuraron lecturas de fluorescencia pre-PCR (sefial de fondo), a tiempo real y
post-PCR.

Tabla 4.3. Detalle de los kits de discriminacion alélica TagMan® Drug
Metabolism Genotyping Assays.

Gen Polimorfismo | Genotipo Alelo ﬂtll\(l)lra:::e]: flte REfZI:;C;: del
referencia
C f *1 VIC
rs1799853 C_25625805_10
T *2 FAM
CYP2C9 -
A referencia (*1) FAM
rs1057910 C_27104892_10
C *3 VIC
referencia
G f ia (*1 FAM
CYP2C19 | 1rs4244285 C_25986767_10
A *2 VIC
referencia
C f *1 VIC
CYP2D6 rs3892097 C_27102431_D0
T *4 FAM
referencia
T f ia (*1A FAM
CYP3A4 rs2740574 C_1837671_50
C *1B VIC
C referencia (*1) FAM
CYP3A5 rs776746 C_26201809_30
T *3 VIC

El andlisis de los datos se realizd con el software controlador del equipo
(7500 Sotware v2.0.6). Este permite la obtencién de un grafico de dispersién
(grafico de discriminacion alélica) de las intensidades de fluorescencia a punto

final obtenidas en cada individuo. Este grafico representa la fluorescencia
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correspondiente a cada sonda, complementaria a cada alelo, en los ejes X e Y,
respectivamente. De esta forma, los individuos analizados se agrupan
visualmente en tres grupos o clasters: uno para los homocigotos para el alelo de
referencia; otro para los heterocigotos con las dos sefiales de fluorescencia y otro
para los homocigotos del alelo alternativo minoritario. En aquellos casos en los
que solo estaban presentes dos genotipos de los tres posibles se habilitd la opcion
de andlisis para dos clusters (2-cluster calling), para una correcta asignacion del

genotipo.

4.8.2 Analisis de delecion del gen CYP2D6 (CYP2D6*5)

El andlisis del alelo CYP2D6*5, consistente en la delecién del gen CYP2D6
completo, se realizo con el ensayo comercial Tagman Copy Number Assay con
referencia Hs00010001_cn (Applied Biosystem). Se usé el ensayo del gen de la
ARNasa P (RPPH1) localizado en el cromosoma 14 (14q11.2) como referencia. Este
analisis consiste en una PCR a tiempo real simultdnea para la amplificacién del
gen de interés y el gen de referencia que esta presente constitutivamente con dos
copias. La amplificacion de ambos genes es detectada con dos sondas Tagman
marcadas con colorantes fluorescentes (FAM y VIC). La cuantificaciéon del
numero de copias se basa en el método de comparacion de Cr (ciclo umbral) o
AACrt. En primer lugar, se detecta el ciclo en el cual la sefial de fluorescencia de
cada ensayo (gen de interés y gen de referencia) alcanza un valor umbral (Cr) y se
realiza una comparacion entre ellos (ACr) con el fin de normalizar los valores de

fluorescencia obtenidos:

ACT: CT ensayo del gen de interés - CT ensayo del gen de referencia

A continuacién se realiza una comparacién (AACr) entre el valor ACr
analizado en cada muestra analizada y el obtenido en una muestra usada como

calibrador, cuyo nimero de copias para el gen de interés es conocido:

AACT= ACT muestra = ACT calibrador
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En ausencia de calibrador, se realiza un calculo considerando los valores
ACr obtenidos en todas las muestras analizadas estableciendo que el numero de

copias mas frecuente es igual a 2, como valor del calibrador.

Finalmente el software de andlisis realiza una predicciéon del ntimero de

copias en base al siguiente calculo:
CNnuestra = RQmuestraXCNcalibrador

donde CN es el nimero de copias y RQ es la cuantificacion relativa (2-(44¢D)

La reaccion de PCR consistié en: 10 ul de Tagman Genotyping Master Mix, 1
ul de Tagman Copy Number Assay (ensayo especifico de la region de interés, que
contiene dos cebadores y una sonda Tagman marcada con el colorante FAM), 1 ul
de Tagman Copy Number Reference Assay RNase P (ensayo de referencia para la
deteccion de ARNasa P, que contiene dos cebadores y una sonda Tagman
marcada con VIC), 4 ul de ADNg a una concentracién de 5 ng/ ul y 4 ul de agua
libre de nucleasas. Se realizaron dos replicados por muestra salvo en aquellos
casos con resultado dudoso en los que se repiti6 el ensayo con cuatro replicados.
Se incluyeron 6 controles negativos en cada placa analizada. No se incluyd ensayo
con muestra calibrador. Las conciciones de termociclado fueron: 10 minutos a
95°C y 40 ciclos (15 segundos a 95°C, 60 segundos a 60°C). La reaccion y deteccion
de fluorescencia se realizé con un termociclador ABI 7500 Fast. Se establecieron
los parametros indicados por el fabricante en el termociclador para la lectura de
fluorescencia (“Manual Ct threshold”=0.2 y “Autobaseline”=On).

Los resultados se exportaron al programa CopyCaller Sotware v2.0
(Applied Biosystems) para el analisis y calculo del nimero de copias.

4.9 DETERMINACIONES DE ALA Y PBG EN ORINA

Las muestras de orina de miccion espontanea protegidas de la luz se
mantuvieron congeladas a -20° hasta su analisis en el laboratorio de Analisis
Clinicos del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca. Los niveles de
ALA y PBG se determinaron mediante cromatografia en columna, usando el kit
comercial con referencia 11017 de BioSystems S.A. (Barcelona, Spain), y posterior

cuantificacion mediante espectrofotometria a 553 nm.
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Los valores se expresaron como ratio respecto a creatinina (Cr) en orina:
ALA/Cr y PBG/Cr (umol /mmol). La determinacion de creatinina en orina se
realizd de forma automatizada en un sistema Cobas ¢ (Roche, Mannheim,

Alemania), mediante el método de Jaffé con el kit comercial CRE]J2 (Roche).

4.10 ANALISIS ESTADISTICO

Se consideraron las siguientes variables: edad, sexo, tipo de mutacidn,
ocurrencia de crisis (PAI manifiesta), genotipo en cada uno de los genes CYP
estudiados (CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4 y CYP3A5) y alelos presentes
(CYP2C9*2, CYP2C9*3, CYP2C19*2, CYP2Dé6*4, CYP2D6*5, CYP3A4*1B 'y
CYP3A5*3), ratio PBG/creatinina en orina (U-PBG/Cr) y ratio ALA/creatinina en
orina (U-ALA/Cr).

Se realiz6 un andlisis descriptivo basico de las variables analizadas. Para las
variables cualitativas, se obtuvieron las frecuencias absoluta y relativa; y para las

variables cuantitativas, los valores minimo, maximo, media y error estandar.

La comprobacion del equilibrio de Hardy-Weinberg para la distribuciéon
genotipica de cada gen CYP estd integrada en el programa Tagman Genotyper
Software, empleado para el andlisis de los ensayos de genotipado. Este aplica el
test de la Chi cuadrado para comparar las frecuencias genotipicas observadas y

esperadas en base a las frecuencias alélicas, en la poblacion analizada.

Se analizo el efecto del genotipo de los distintos genes CYP en las variables
a explicar: ocurrencia de crisis (variable dicotdmica que toma los valores: 1=PAI
manifiesta y 0=PAI latente) y las variables continuas U-PBG/Cr y U-ALA/Cr. La
variable explicativa principal era el genotipo (toma valor 0= dos alelos normales,
1= un alelo no funcional y 2= dos alelos no funcionales). Se controlé por sexo y

edad para estimar el efecto del genotipo descartando efectos de confusion.

Para la variable a explicar dicotdomica (ocurrencia de crisis) se usé un
modelo de regresion logistica:

Logit(Yi)= BO + B1X+ B2S + B3E

“2rr
1

Donde Yi = valor de la variable a explicar en el individuo “i”, X= Genotipo,
S= Sexo (0= Masculino, 1= Femenino), E= edad del paciente, eBO = Odds de la

variable a explicar si el paciente no tiene dos alelos normales, eB1 = Odds Ratio
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(OR) del genotipo, eB2 = OR del sexo del paciente, eB3 = OR de la edad del

paciente.

El OR representa el cociente de la Odds de la variable a explicar en dos
grupos. Por ejemplo, Odds de tener ocurrencia de crisis en un grupo = N? de
pacientes con PAI manifiesta / N° de pacientes con PAI latente (es decir, n® de

pacientes con PAI manifiesta por cada uno con PAI latente) en el grupo.
Para las variables a explicar continuas se us6 un modelo de regresion lineal:

Yi=B0+B1X + B2S + B3E + ei

“"ir
1

Donde Yi= valor de la variable a explicar en el individuo “i”, X= Genotipo,
S= Sexo (0= Masculino, 1= Femenino), E= edad del paciente, B0= Media de Yi0
(media basal de la variable a estudiar), Bl= incremento medio en la variable a
explicar por cada alelo no funcional mas que tienen el paciente, B2= incremento
medio en la variable a explicar por ser mujer, B3= incremento medio en la variable
por cada afio mdas que tiene el paciente, ei = error aleatorio con distribucion

normal ei ~ N(0, oe).

El tratamiento de datos se hizo con el programa estadistico R (version 3.4.1).
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V-RESULTADOS

5.1 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA POBLACION ESTUDIADA

En el estudio participaron 50 individuos con diagndstico de PAI,
confirmado molecularmente. Los individuos pertenecian a 21 familias distintas.

Las caracteristicas demograficas y clinicas se describen en la Tabla 5.1.

El 52% presenté PAI manifiesta, con un niimero medio de crisis de 2.5+2
(rango: 1-10 crisis). La proporcion de PAI manifiesta en el grupo de portadores de
la mutacidn prevalente en la region c.669_698del (n=39) fue del 48.7% (19/39
individuos), siendo el porcentaje de PAI manifiesta del 62.5% en mujeres (15/24) y
del 26.6% en hombres (4/15). La proporcion de PAI manifiesta en el grupo de

menor tamano portador de la mutacion ¢.76C>T fue del 50%.

Tabla 5.1. Caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacion.

Total de PAI latente PAI manifiesta

individuos (n=50)  (n=24) (n=26)

Edad (afos)

Media y DS 444 +15.6 41.7+159 469 +14.9

Rango 16-77 16-75 22-77
Sexo, n (%)

Muijer 28 (56) 10 (42) 18 (69)

Hombre 22 (44) 14 (58) 8 (31)
Mutacion en el gen HMBS, n (%)
¢.669_698del, 39 (78) 20 (83) 19 (73)
p.(Glu223_Leu232)
.76C>T, p.Arg26Cys 8 (16) 4(17) 4 (15)
¢.275T>C, p.(Leu92Pro) 1(2) - 1(4)
c.750delA, p.(Glu250GlufsTer4) 2 (4) - 2 (8)

n: numero de individuos; DS: desviacion estdndar. Mutaciones en el gen HMBS
expresadas tomando como referencia la secuencia NM_000190.3 (NC_000011.9).



124 MARIA BARREDA SANCHEZ

5.2  ANALISIS DE VARIANTES GENETICAS EN LA REGION REGULADORA 5" DEL GEN
ALAST Y REGIONES ADRES DISTALES

5.2.1 Amplificacion por PCR

La amplificacion de las regiones de interés generd cinco amplicones
distintos, tres amplicones solapantes de tamafios 571, 589 y 539 pb
correspondientes a la region que se extiende 1200 pb en direccion 5 desde el
inicio de la transcripcion y dos amplicones de 366 y 232 pb correspondientes a las
regiones ADRES1 y ADRES2, respectivamente (Figura 5.1). No se observaron
bandas de amplificacion inespecificas, ni amplificacion en la muestra de control
negativo. En la Figura 5.2 se muestra la localizacion de los amplicones en el

contexto gendmico visualizado con el navegador UCSC Genome Browser.

ALAS1_1
ALAS1_ 2
ALAS1_3
ADRESI
ADRES2

2072 pb
1500{3:) ﬂ

600 ph Wi iy N oy

100 pb
571pb 589 pb 539 pb 366 pb 232 pb

Figura 5.1. Amplicones del promotor de ALASI y las dos regiones
ADRES visualizadas en gel de agarosa al 2% tefiido con SYBR™
SAFE y comparados con un marcador de 100 pb.
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Figura 5.2. Contexto gendmico de las regiones amplificadas (en naranja) en UCSC Genome Browser (GRCh37/hg19).
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5.2.2 Secuenciacion y descripcion de variantes genéticas

Todos los amplicones se sometieron a secuenciacion Sanger siguiendo el
procedimiento descrito en el apartado 4.6.3. Los electroferogramas resultantes se
analizaron visualmente y con la ayuda del software Variant Reporter. El
alineamiento con la secuencia de referencia correspondiente a las regiones de
interés confirmd la correcta amplificacion de las regiones diana.

La comparacion de las secuencias obtenidas con las secuencias de referencia
reveld6 la presencia de una tnica variante, NC_000003.11:g.52211502C>T,
localizada en el amplicoén correspondiente a la region ADRES]. Esta variante solo
se halld6 en un paciente (PAI-48). En la Figura 5.3 se muestran los
electroferogramas resultantes de la secuenciacion de las cadenas directa y reversa,

correspondientes al paciente portador.

) e P FiE]
Ref: C C T C C C ¢ 6 & & C C C G ¢ © T G G C T ©C & & G
sumC C T C C C ¢ & & & C C ¥ G ¢ C© T 6 G C T © A& & G
PAI-48
LI | - -— - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - .
cc T c c Cc 6 G A A C C ¥ G 6 C T G G C T C A &G
ju— — — — L L — — -_— -_— - J— -_— — — — -_— — — — — — —
c ¢ T C C C G G cc ¥ G cC T ¢ G C T C G
230 235 240 245 250

MM AN DA S\

T+ [PAI-43:PAI-48_ADRES1_F.abi

— ——
L A A A L R R L A O A I
T 55

< FAI48:FAI4E_ADRES1_R.abi

Figura 5.3. Detalle del electroferograma correspondiente a la
variante identificada en el paciente PAI-48. Arriba se muestra el
electroferograma correspondiente a la secuencia directa y abajo a la
secuencia reversa. Y: indica lectura simultanea de C y T; Ref:
secuencia de referencia; Sum: secuencia consenso (cadena directa y

reversa) en el paciente.
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Sin embargo, la variante consiste en una sustitucion de citosina por timina
en una posicion que no altera los sitios consenso de union a receptores nucleares
(halfsites con repeticiones de tipo DR4 y DR5) que caracterizan la region ADRES1
(Figura 5.4). Se trata de un polimorfismo que se encuentra en la base de datos
dbSNP (rs115287049), que ha sido previamente descrito con una frecuencia del
alelo T en poblacion europea de 0.0119 (1000 Genomas).

A excepcion de este polimorfismo detectado en un solo individuo, el resto
de pacientes mostraron una secuencia idéntica a la de referencia en todos los
amplicones analizados. Por lo tanto, nuestra poblacion de estudio no presentaba
variantes genéticas en las regiones diana de interés y no se pudo llevar a cabo

analisis de asociacion con la aparicion de crisis agudas (PAI manifiesta).

chr3:52211232-52211597 (GRCh37)
GGCTTGTGTCACCCAGATTTGTCTGACAAATCAATGGTGACACATTTTTTTTG
TCCGACAARAAANTGGTGAGTGGGAGGGGCCCAGGCGCAAAGTCAACACAAGC
CTCTCCACCGTGTGTCCATGTTTATGTGTATGCGCTGTGCCCCGTCATGCCAC
CTGGACGCA AGCCTCTGCTGGTTTGG
DR4 DRS

GAAAGATTGGCATGACATCAGCCAAGCTCTGGCCTTGCCTTTTTTCCCTCCCG
GAACCCGGCTGGCTCAAGATCTGAGCCGTGGATCTGCACCCACTTTGGGGAGT
TCCTGCCCTTGGGCTAGAGTAGAGGCCAAGAGTCARAGTGTGGTGGGEE

Figura 5.4. Secuencia correspondiente al amplicon de la region
ADRESI. En azul aparecen los hexameros que constituyen cada
secuencia consenso para el reconocimiento por factores nucleares, del
tipo DR4 y DR5, la flecha indica la direccion de la secuencia. En verde
se indica los nucleétidos espaciadores. En rojo se indica la posicion de

citosina sustituida en el paciente PAI-48 por timina.

5.3 ANALISIS DE VARIANTES DE METILACION EN LA ISLA CpG

5.3.1 Analisis del estado de metilacion

La amplificacion por PCR tanto del ADN tratado con bisulfito como no
tratado, generé amplicones del tamafio esperado (Figura 5.5) en todos los
pacientes.
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El andlisis de los electroferogramas resultantes de la secuenciacion del ADN
no tratado con bisulfito no mostrd variantes genéticas; todos los pacientes
presentaron la secuencia de referencia. La secuenciacion del ADN tratado con
bisulfito mostrd la presencia de 12 posiciones CG donde la citosina no habia sido
transformada a timina tras la PCR de bisulfito (Figura 5.6), por lo que se
encuentran metiladas en todos los pacientes estudiados. Estas 12 posiciones
coinciden con la prediccion in silico realizada en la fase preanalitica de este
estudio, sin embargo, el hecho de que se encuentren metiladas indica que esta
region no se comporta como una isla CpG en el tejido estudiado (linfocitos de
sangre periférica).

Asi mismo, la ausencia de metilacion diferencial entre los individuos
estudiados indica que la region estudiada no interviene en el grado de expresion
de la enzima ALASI.

o

Lo
M X‘Q\j
. 5\?0?‘:’ \5\3&&

! 1500 pb

Lo 600 pb

100 pb
375pb 292 pb

Figura 5.5. Amplicones de la isla CpG estudiada en gel de
agarosa al 2% tefiido con SYBR™ SAFE comparados con un marcador
de 100 pb.
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SB CACCCCTCTCCTGT
1

SB GCTAGAACTTGCTAACACCAGTACCATGCCCTACCAATATCCATTGCTGACCCCGGAGCA
TB o

SB  GAAGGAGCTGTCTGACATGACTCATCGCATCGTAGCTCTGGGCAAGGGCATCCCGGCTGC
TB GAAGGAGTTGTTTGATATGATTTATCGTATCGTAGTTTTGGGTAAGGGTATTTCGGTTGT

5B  AGATGAGTCCACTGGGAGCACTGCCAAGTGGCTGCAGTCCATTGGCACCGAGAATACCGA
TB AGATGAGTTTATTGGGAGTATTGTTAAGTGGTTGTAGTTTATTGGTATCGAGAATATCGA

SB GGAGAACCGGTGCTTCTACCGCCAGCTGTGGCTGACAGCTGACAACCGCGTGAACCCCTG
TBE GGAGAATCGGTGTTTTTATCGTTAGTTGTGGTTGATAGTTGATAATCGCGTGAATTTTTG

5B CATCAAGGGTGTCATCCTCTTCCATGAGACGCTGTACCRAAARGGCGGATGATGGGCGTCC
TB TATTAAGGGTGTTATTTTTTTTTATGAGACGTTGTATTRAAAAGGCGGATGATGGGCGTTT

5B CTTCCCCCAAGTTATCAAATCCAAGGGCAATGTTGTGAGCATCAAGGTAGACRAGGGGGT
TB TTTTTTTTAAGTTATTAAATTTAAGGGTAATGTTGTGAGTATTAAGGTAGAT———————-

SB G
T™B -

Figura 5.6. Secuencia de la isla CpG estudiada, hallada en todos los
pacientes. SB: secuencia del ADN sin tratamiento con bisulfito;
TB: secuencia del ADN tras tratamiento con bisulfito. Las
posiciones CG donde la citosina no se ha transformado en
timina tras el tratamiento con bisulfito y posterior PCR se

muestran resaltadas en amarillo.

5.4 ANALISIS DE LOS GENES CYP

5.4.1 Genotipado de polimorfismos en los genes CYP

El analisis visual de las curvas de fluorescencia obtenido en cada muestra
para cada ensayo de genotipado, mostrd una correcta amplificacion en todos los
casos. En la Figura 5.7 se muestran los graficos de discriminacion alélica con la
representacion de los niveles de fluorescencia normalizados de FAM y VIC
detectados en cada ensayo.
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CYP2C9*2 (rs1799853) CYP2C9*3 (rs1057910)
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Figura 5.7. Graficos de discriminacion alélica para los distintos polimorfismos estudiados (continiia en pdginas
siguientes). En el eje horizontal se representa la fluorescencia (Rn) de la sonda marcada con VIC y en el eje vertical

la fluorescencia (Rn) de la sonda marcada con FAM.
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CYP2C19*2 (rs4244285) CYP2D6*4 (rs3892097)
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Figura 5.7 (continuacion). Graficos de discriminacion alélica para los distintos polimorfismos estudiados.
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CYP3A4*1B (rs2740574) CYP3A5*3 (rs776746)
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Figura 5.7 (continuacion). Graficos de discriminacion alélica para los distintos polimorfismos estudiados.
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5.4.2 Analisis de delecion del gen CYP2D6 (CYP2D6*5)

Tras realizar el ensayo Tagman de nimero de copias del gen CYP2D6, en
paralelo al del gen de referencia de la RNasa P, se visualizaron las curvas de
fluorescencia en cada muestra. Todas las amplificaciones fueron correctas a
excepcion de la muestra PAI-4 que fallo6 en la amplificacion de ambos genes
(CYP2De6 y gen de referencia) en seis replicados realizados y tras la repeticion del
ensayo. Los resultados de las lecturas de fluorescencia fueron analizados con el
software Copy Caller v2.0 que calcul6 el nimero de copias del gen y realizd una
prediccion del nimero de copias en base a dicho cdlculo. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 5.8. S6lo un paciente era portador de la
delecion del gen (CYP2D6*5).

5.4.3 Distribucion genotipica y frecuencias alélicas en los genes CYP

Una vez determinado el genotipo en los distintos polimorfismos de los
genes CYP estudiados y la delecién de CYP2D6, se designaron los alelos presentes
en cada individuo. Se asumi6 la presencia de un alelo con actividad normal (*1)
en ausencia de los polimorfismos estudiados, puesto que la frecuencia de otros
alelos nulos o con actividad reducida es baja en nuestra poblacion. La distribucion
genotipica en la poblacion estudiada se muestra en la Figura 5.9. Se calcularon las
frecuencias alélicas para cada gen (Tabla 5.2), que cumplieron con el equilibrio de

Hardy-Weinberg.

Tabla 5.2. Frecuencias alélicas en los genes CYP.

Gen Alelo Frecuencia alélica

*2 0.28
CYP2C9

*3 0.01
CYP2C19 *2 0.15

*4 0.12
CYP2Deé6

*5 0.01
CYP3A4 *1B 0.03

CYP3A5 *3 0.95
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Copy Number

Figura 5.8. Representacion grafica del nimero de copias calculado del gen CYP2D6. En el eje vertical se indica el nimero
de copias calculado y en el eje horizontal la identificacién de la muestra analizada. Las barras naranjas indican el
minimo y el maximo del nimero de copias entre los replicados de cada muestra. La prediccion del namero de

copias se muestra con color en cada barra: 1 copia 2 copias ™3 copias ™4 copias.
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Figura 5.9. Distribucidn genotipica de los genes CYP.
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5.44 Comparativa de las frecuencias alélicas de los genes CYP entre PAI
manifiesta y PAI latente

Se comparo la distribucion alélica de los genes CYP analizados entre el
grupo de PAI manifiesta y PAI latente (Tabla 5.3).

Tabla 5.3. Comparacion de las frecuencias alélicas en los genes CYP entre
PAI latente y PAI manifiesta.

PAI PAI
Gen Alelo . Valor P
latente manifiesta
*2 0.33 0.23
CYP2C9 0.26
*3 0.02 0
CYP2C19 *2 0.13 0.17 0.70
*4 0.19 0.06
CYP2Dé6 0.05
*5 0.02 0
CYP3A4 *1B 0.02 0.04 1.00
CYP3A5 *3 0.96 0.94 0.91

Se observd diferencia en las distribuciones alélicas del gen CYP2D6, de
manera que la frecuencia conjunta de los alelos defectuosos (CYP2D6*4 vy
CYP2D6*5) fue 3.5 veces superior en el grupo de PAI latente (P=0.05). También se
aprecié una frecuencia de los alelos defectuosos en el gen CYP2C9 (CYP2C9*2 y
CYP2C9*3) ligeramente superior (1.5 veces) en PAI latente, aunque sin evidencia
estadistica. La distribucion alélica en el resto de genes fue comparable en ambos

grupos.

5.4.5 Analisis del efecto de los genotipos CYP en la aparicion de PAI

manifiesta

Se analizé el efecto del genotipo en la ocurrencia de crisis (PAI manifiesta)
mediante regresion logistica controlando por sexo y edad, para evitar el efecto
confusor de estas dos variables. Los genotipos se clasificaron en tres categorias en

funcién de la presencia de dos alelos normales (ausencia de alelo defectuoso), la
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presencia de un alelo normal y uno defectuoso, y la presencia de dos alelos
defectuosos.

En la Figura 5.10 se muestra la proporcion de individuos con PAI manifiesta
y con PAI latente por genotipo en los distintos genes CYP. Los valores odds ratio
(OR) obtenidos tras el andlisis estadistico, el intervalo de confianza al 95% (IC
95%) y el nivel de significacion estadistica (valor P) se muestran en la Tabla 5.4.

El porcentaje de individuos con PAI manifiesta fue menor de forma
estadisticamente significativa (P<0.05) en los grupos de pacientes portadores de
uno y dos alelos defectuosos en el gen CYP2D6, en comparacion con los
portadores de dos alelos normales. La posibilidad de encontrar individuos con
PAI manifiesta se redujo por término medio en un 80% (OR 0.2; IC 95% 0.04-0.81)
por cada alelo defectuoso adicional en dicho gen. También se observo, con ligera
evidencia estadistica (valor P=0.09), una disminucion en el porcentaje de
individuos con PAI manifiesta en los grupos de portadores de uno y dos alelos
defectuosos en el gen CYP2C9 con respecto a los portadores de alelos normales.
Por término medio la posibilidad de encontrar individuos con PAI manifiesta se
redujo en un 55% (OR 0.45; IC 95% 0.17-1.09) por cada alelo defectuoso adicional
en el gen CYP2C9. No se observo evidencia de que el genotipo de los genes
CYP2C19, CYP3A4 y CYP3AS5 tuviese efecto en la ocurrencia de crisis en la
poblacién estudiada.

Ademas, se analizd si existia efecto aditivo de los genotipos de los genes
CYP2C9 y CYP2D6 en la ocurrencia de crisis. Para ello se agruparon las distintas
combinaciones de genotipos en ambos genes en tres categorias: 0 (aquellos que
presentaban dos alelos normales en ambos genes), 1 (aquellos que presentaban al
menos un alelo defectuoso en sélo uno de los dos genes) y 2 (aquellos que
presentaban al menos un alelo defectuoso en ambos genes) (Tabla 5.5). Se observo
una reduccion en la posibilidad de encontrar individuos con PAI manifiesta del
65% por término medio (OR 0.35; IC95% 0,12-0.89), por cada gen adicional con al
menos un alelo defectuoso.
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CYP2C9 CYP2C19

2 alelos 1 alelo *2 0*3 2 alelos *2 0 *3 2 alelos 1 alelo *2
normales normales
(*1/*1) (*1/*1)
CYP2Do CYP3A4

2 alelos 1 alelo *4 0 *5 2 alelos *4 0 *5 2 alelos 1 alelo *1B
normales normales
CYP3A5

B % PAI manifiesta
B % PAI latente

1 alelo®*3 2 alelos *3

Figura 5.10. Ocurrencia de crisis por genotipo CYP.
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Tabla 5.4. Andlisis de ocurrencia de crisis de PAI por genotipos CYP.

PAI manifiesta

Gen Genotipo

% OR IC 95% valor P

2 alelos normales (*1/*1) 55.6

CYP2C9 1 alelo defectuoso (*2 0 *3) 58.8 045  0.17-1.09  0.09
2 alelos defectuosos (*2 o0 *3) 16.7
2 alelos normales (*1/*1) 48.6

CYP2C19 1 alelo defectuoso *2 60.0 1.75  0.49-6.81  0.40
2 alelos defectuosos *2 -
2 alelos normales (*1/*1) 60.5

CYP2D6 1 alelo defectuoso (*4 o *5) 27.3 0.2 0.04-0.81  0.04*
2 alelos defectuosos (*4 0 *5) 0
2 alelos normales (*1/*1) 51.1

CYP3A4 1 alelo defectuoso *1B 66.7 1.94  0.14-49.63 0.63
2 alelos defectuosos *1B -
2 alelos normales (*1/*1) -

CYP3A5 1 alelo defectuoso *3 60.0 0.67 0.07-5.02  0.70
2 alelos defectuosos *3 51.1

Tabla 5.5. Ocurrencia de crisis por combinacion de genotipos CYP2C9 y CYP2De.
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5.4.6 Analisis del efecto de los genotipos CYP en los niveles de excrecion en
orina de ALA y PBG

Se pudo analizar los niveles de ALA y PBG en orina en 45 de los 50
pacientes incluidos en el estudio. Se realizd un andlisis de regresion lineal
controlada por sexo y edad para determinar el efecto del genotipo de los distintos
genes CYP en la excreciéon urinaria de ALA y PBG, en periodo asintomatico. Los
resultados del andlisis se muestran en las Tablas 5.6. y 5.7. La distribucion de la
excrecion urinaria de PBG por genotipos CYP se muestra con mas detalle en la
Figura 5.11.

Tabla 5.6. Andlisis de PBG en orina por genotipos CYP.

U-PBG/Cr
media (EE)  Beta (IC 95%) P
2 alelos normales (*1/*1) 12.93 (3.36)
CYP2C9 1 alelo defectuoso (*2 o *3) 5.62 (1.88) -6.50 (-12.09;-0.91) 0.02*
2 alelos defectuosos (*2 0 *3)  1.87 (0.80)

Gen Genotipo

2 alelos normales (*1/*1) 9.12 (2.34)

CYP2C19 1 alelo defectuoso *2 9.32(4.27)  0.20(-9.11;,9.50)  0.96
2 alelos defectuosos *2 NA
2 alelos normales (*1/*1) 10.71 (2.63)

CYP2D6 1 alelo defectuoso (*4 o *5) 5.34 (2.38) -4.89 (-13.27;3.49) 0.24
2 alelos defectuosos (*4 0 *5)  0.76 (NA)

2 alelos normales (*1/*1) 9.52 (2.12)

CYP3A4 1 alelo defectuoso *1B 1.88 (1.07) -7.34 (-28.0;,13.33) 0.47
2 alelos defectuosos *1B NA
2 alelos normales (*1/*1) NA

CYP3A5 1 alelo defectuoso *3 6.45 (5.00) 2.67 (-12.28;17.62) 0.72
2 alelos defectuosos *3 9.45 (2.2)

U-PBG/Cr: ratio PBG/creatinina (pmol /mmol), rango de referencia <1.5 pmol /mmol ;
EE: error estandar; Beta: coeficiente del analisis de regresion; IC 95%: intervalo de
confianza al 95%; NA: no aplicable; * P <0.05
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Tabla 5.7. Andlisis de ALA en orina por genotipos CYP.

U-ALA/Cr
Gen Genotipo
media (EE) Beta (IC 95%) P

2 alelos normales (*1/*1) 8.48 (1.30)

CYP2C9 1 alelo defectuoso (*2 o0 *3) 12.85 (6.67) -0.60 (-6.97;,5.77)  0.85
2 alelos defectuosos (*2 0 *3)  4.98 (0.71)
2 alelos normales (*1/*1) 10.58 (3.01)

CYP2C19 1 alelo defectuoso *2 6.39 (1.30) -4.22 (-15.09;5.64) 0.39
2 alelos defectuosos *2 NA
2 alelos normales (*1/*1) 10.45 (2.94)

CYP2D6 1 alelo defectuoso (*4 o *5) 593 (1.05)  -2.59 (-11.67;6.49) 0.57
2 alelos defectuosos (*4 0 *5)  11.82 (NA)
2 alelos normales (*1/*1) 9.67 (2.27)

CYP3A4 1 alelo defectuoso *1B 2.96 (1.56)  -6.68 (-28.82;15.47) 0.55
2 alelos defectuosos *1B NA
2 alelos normales (*1/*1) NA

CYP3A5 1 alelo defectuoso *3 433 (1.02)  5.43(-10.49;21.36) 0.50
2 alelos defectuosos *3 9.86 (2.38)

U-ALA/Cr: ratio ALA/creatinina(pumol /mmol), rango de referencia <3.8 pumol /mmol; EE:
error estandar; Beta: coeficiente del analisis de regresion; IC 95%: intervalo de confianza al
95%; NA: no aplicable.

Se observé una reduccion significativa de la excrecion de PBG en funciéon

del genotipo CYP2C9. Por término medio los valores se redujeron 6.50 unidades

por cada alelo defectuoso adicional en el gen, en comparacion con los portadores

de alelos normales (Beta -6.50; IC 95% -12.09 a -0.91). Este efecto no se observo en

la excrecion de ALA. Asi mismo, se aprecié una tendencia a reducir la excrecion

de PBG en funcion del genotipo CYP2D6, aunque sin evidencia estadistica. No se

observé efecto del genotipo CYP en la excrecion de ALA y PBG en el resto de

genes en la poblacién analizada.
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Figura 5.11. Distribucion de la excrecion de PBG urinaria por genotipo CYP:
graficos de cajas. La linea gruesa horizontal en la caja representa la mediana
mientras que los bordes inferior y superior de la caja se corresponden con
los cuartiles 1 y 3, respectivamente. Los brazos verticales de la caja indican
los limites superior e inferior (calculados como rango intercuartilico x 1,5) y
aquellos valores atipicos que exceden los limites se representan con un
circulo. U-PBG/Cr: ratio PBG/creatinina en orina.
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Sin embargo, puesto que los niveles de ALA y PBG pueden mantenerse
elevados durante afios tras una crisis aguda también se considerd en el analisis de
regresion el efecto de la PAI manifiesta en los niveles de ALA y PBG urinarios
(Tabla 5.8). Los individuos con PAI manifiesta presentaron valores de U-PBG/Cr
superiores a los individuos con PAI latente (13.82 unidades por término medio; IC
95%: 6.65-20.99; P=0.0003). No se observaron diferencias en la excrecion de ALA.

Tabla 5.8. ALA y PBG urinarios por ocurrencia de crisis

PAI manifiesta PAI latente

P P-
TECUISOTeS €Ny fedia (EE) Media (EE)  Beta (IC 95%)
orina valor
U-PBG/Cr 15.94 (3.39) 212(0.80)  13.82 (6.65;20.99) 0.0003
U-ALA/Cr 9.08 (1.39) 9.68 (428)  -0.61(-9.51;829) 0.891

U-PBG/Cr: ratio PBG/creatinina (umol /mmol), rango de referencia <1.5 pmol /mmol;
U-ALA/Cr: ratio ALA/creatinina(pumol /mmol), rango de referencia <3.8 pmol /mmol;
EE: error estandar; Beta: coeficiente del analisis de regresiéon; IC 95%: intervalo de
confianza al 95%.

Como se tenia evidencia de diferencias en la frecuencia de PAI manifiesta
en determinados genotipos de CYP2D6 y CYP2C9, se decidio analizar el efecto del
genotipo en la excrecion de precursores controlando por la ocurrencia de crisis.
Este nuevo analisis de regresion lineal, ajustado por sexo, edad y ocurrencia de
crisis (PAI manifiesta), mostréd que la reduccion de PBG atribuible al genotipo
CYP fue de 3.82 unidades por término medio por cada alelo defectuoso adicional
en el gen CYP2CY9 en comparacion con los portadores de alelos normales, pero sin
suficiente evidencia estadistica (Beta -3.82, IC 95% -9.25 a 1.62, valor P= 0.16). En
el caso del gen CYP2D6 se determin6 una reduccion por término medio de 0.67
unidades (Beta -0.67, IC 95% -8.60 a 7.27, valor P=0.87), sin evidencia estadistica.
Ademas, se evidencid que el efecto de disminucion de PBG observado en los
genotipos CYP2C9 y CYP2D6 era atribuible a la ocurrencia de crisis, es decir, a la
menor frecuencia de PAI manifiesta en los individuos portadores de alelos
defectuosos en dichos CYP (P<0.05).
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VI-DISCUSION

Las porfirias son enfermedades metabolicas raras de origen genético. Entre
ellas, la PAL con herencia AD y baja penetrancia, es la porfiria hepatica aguda
mas comun. Es producida por variantes patogénicas en el gen HMBS que provoca
la deficiencia parcial de la enzima correspondiente en la via de sintesis del grupo
hemo. Los factores que contribuyen a la baja penetrancia de la PAI todavia no han
sido caracterizados. Distintas mutaciones o variantes patogénicas en el gen HMBS
contribuyen a las diferencias observadas en la penetrancia en distintas
poblaciones (77, 79). Se conocen multitud de factores precipitantes de la expresion
clinica aguda de la enfermedad, tales como farmacos, hormonas esteroideas,
restriccion calorica, estrés, alcohol o drogas de abuso. Sin embargo, la exposicion
a estos factores precipitantes no explican por si sélos la penetrancia incompleta de
la enfermedad puesto que se ha observado diferencias en la tolerancia a farmacos
(114), incluso dentro de una misma familia. Por ello se cree que la dotacién
genética individual también influye en la expresion de la PAI, asi como en otras
porfirias. Se ha propuesto un modelo multifactorial en el cual los individuos
portadores de mutaciones causantes de porfiria estarian sujetos a la influencia
tanto de factores externos precipitantes de crisis como de distintos factores de
susceptibilidad genéticos (78, 85, 86). Los genes de susceptibilidad involucrados

en la manifestacion de crisis agudas en la PAI son desconocidos.

Tanto el gen ALAST como los genes CYP, intervienen en la modulacion del
grado de sintesis del grupo hemo, por tanto son candidatos idéneos a
desempenar un papel importante en la manifestacion clinica de la PAIL

influyendo en su penetrancia.

El objetivo principal de esta investigacion fue determinar el posible papel
de ALAS1 y determinados genes CYP como genes modificadores en la PAI Se
propuso identificar variantes genéticas en la region reguladora del gen ALAST y
en los genes de los citocromos CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4 y CYP3A5,
que pontencialmente actuaran como factores de susceptibilidad para la aparicion
de crisis agudas (PAI manifiesta) en individuos portadores de PAI Para ello fue

necesario la identificaciéon de las caracteristicas demograficas basicas en nuestra
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poblacion de PAI y determinar la proporcion de portadores con PAI manifiesta y

latente.

6.1 CARACTERISTICAS CLINICAS Y DEMOGRAFICAS DE LA POBLACION PAI
ESTUDIADA

Como se ha puntualizado en apartados anteriores en la Region de Murcia
predomina la mutacién fundadora c.669_698del en el gen HMBS, explicativa de

PAI en el 78% de los casos estudiados.

En general la penetrancia en la poblacion PAI estudiada fue del 52%, muy
superior a lo reportado cldsicamente. Sin embargo, este porcentaje es solo
ligeramente superior a la proporcion de PAI manifiesta publicada en poblaciones
en el norte de Europa con prevalencia de otras mutaciones fundadoras, como es el
caso del 42% reportado en Suecia o Noruega, donde la mutacion c.593G>A
(p-W198X) es predominante (80, 81). En la poblacion PAI analizada en este
estudio la  penetrancia asociada a la  mutacion  c.669_698del
(p-(Glu223_Leu232del)) fue del 48.7%, muy similar a la penetrancia asociada a la
mutacion p.W198X (44%) (79). La penetrancia asociada a la mutacion c.76C>T
(p-Arg26Cys), la segunda mads frecuente y observada en una sola familia, fue
también similar (50%).

Estos datos distan mucho de la penetrancia clasicamente descrita, indicando
que estas mutaciones fundadoras probablemente tengan un mayor impacto en la
funcionalidad de la enzima que otras mutaciones descritas con penetrancia
inferior, contribuyendo en mayor grado a explicar la alta frecuencia de PAI

manifiesta observada.

Dado que no se disponen de estudios de expresion y cristalizacion de la
enzima HMBS resultante de la mutacion fundadora c.669_698del
(p.(Glu223_Leu232del)) no conocemos su impacto estructural sobre la proteina.
Los analisis de actividad enzimatica en pacientes portadores heterocigotos de esta
mutacion han detectado niveles medios del 47.5% (error estandar: 3.9). Este dato
es una evidencia que apoya en la interpretacion del efecto patogénico de la

mutacién.
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Basandonos en el conocimiento estructural de la enzima silvestre o wildtype
(64), cabe pensar que la ausencia de los residuos delecionados probablemente
alteran la estructura conformacional de la proteina. Puesto que se trata de una
enzima que requiere del desplazamiento de sus dominios para la adicion
secuencial de PBG durante la formacion del pirrol, y el residuo L238 es esencial en
el movimiento del dominio 1, es posible que la delecion fundadora que
comprende desde el glutdmico en posicidon 223 hasta la leucina en posicion 232
produzca un desplazamiento de éste aminoacido esencial impidiendo su funcion

como residuo bisagra.

En cuanto a la mutacion ¢.76C>T (p.Arg26Cys), descrita por primera vez en
Finlandia, se sabe que da lugar a ARNm y producto proteico (245). Algunos
autores habian especulado que el posible efecto de este cambio en el residuo 26
afectaria a la unién al sustrato (62). Los estudios estructurales de la enzima HMBS
humana mas recientes apuntan que para su correcto funcionamiento, el cofactor
dipirrometano se protona en la posicion C2 para luego sufrir la hidrélisis de la
union carbono-carbono y generar el producto final. Los analisis del sitio activo
sugieren que los residuos R26, Q34 o R195 se encuentran cerca del anillo C2 del

cofactor y potencialmente pueden participar en dicha protonacion (64).

Disponemos de escasos datos de los niveles de actividad de la enzima
HMBS (no incluidos en este estudio) en nuestros pacientes, puesto que no se
realizan de forma rutinaria en los casos con una mutacion familiar ya conocida.
En el caso indice portador heterocigoto de la mutacion c.76C>T (p.Arg26Cys) se

determind una actividad en eritrocitos del 52%.

Todo esto explicaria el alto impacto de la mutacion ¢.76C>T (p.Arg26Cys) lo

que contribuiria también a su elevada penetrancia.

Por otro lado, es de interés destacar que la mayoria de estudios dirigidos a
determinar la penetrancia de mutaciones causantes de PAI se han realizado en
poblaciones con prevalencia de una mutacion particular. Una vez que se
identifica una mutacion causante de PAI en un individuo se desencadena el
estudio familiar en cascada de dicha mutacion, lo que favorece la identificacion de
nuevos portadores. Este hecho enriquece la poblacion afecta de PAI de individuos
portadores de la mutacion prevalente. Sin embargo, es dificil detectar otras

mutaciones diferentes si la penetrancia general de la PAI es tan baja como un 10-
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20% o incluso proxima al 1% como sugieren las estimaciones basadas en la
prevalencia de variantes patogénicas en el gen HMBS en donantes de sangre (75)

o en las bases de datos gendmicas (76).

Con respecto a la distribucién del sexo, como sucede en otras series de
pacientes con PAI, la PAI manifiesta es mas frecuente en mujeres que en hombres

en nuestra poblacidn, con una ratio similar, alrededor de 2:1.

6.2 PAPEL DE LAS REGIONES REGULADORAS DEL GEN ALAST EN LA SUSCEPTIBILIDAD
A LAS CRISIS AGUDAS EN PAI

El andlisis de la region reguladora del gen ALASI revel6 un alto grado de
conservacion y homogeneidad de la secuencia nucleotidica en la poblacion
estudiada, de forma que no se detectaron polimorfismos en las regiones diana
(promotor proximal y regiones distales ADRES). Se obtuvieron resultados
analogos en el andlisis del grado de metilacion en la isla CpG en la region
reguladora de este gen. Todos los individuos presentaron todas las posiciones
CpG metiladas de forma uniforme. Esto indica que esta region rica en GC es poco

accesible a proteinas de union al ADN, necesarias para su transcripcion.

Los resultados obtenidos sugieren que las regiones reguladoras analizadas
no intervienen en la susceptibilidad a las crisis agudas en la poblacion estudiada.
Por lo tanto, este estudio no ha permitido analizar el posible papel de variantes

genéticas en las regiones reguladoras de la expresion de ALAST enla PAL

La inexistencias de variantes genéticas en estas regiones puede ser debido a
que se trata de secuencias conservadas donde la existencia de polimorfismos es
poco frecuente en la poblacion y la probabilidad de deteccion en una muestra
pequena sea muy baja. Puesto que la regién promotora del gen ALAST contiene
sitios de union a factores de transcripcion y RNs impresdindibles para la
induccion del gen, es 16gico pensar que estas secuencias presenten un alto grado
de conservacién para preservar su funcionalidad. Por otro lado la homogeneidad
genética en estas regiones podria deberse a las caracteristicas propias de la
poblacion PAI estudiada, procedente de un area geografica proxima y con un alto
grado de parentesco, puesto que los 50 individuos analizados procedian de 21

familias.
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Como este trabajo es el inico existente hasta la fecha en PAI con este tipo de
abordaje, no podemos descartar el posible papel que desempenaria la presencia
de variantes genéticas en estas regiones. Es de interés senalar que este tipo de
estudio ha sido de utilidad en PV. Un estudio realizado en 26 individuos de
poblacion sudafricana con PV detectdé dos variantes genéticas en el promotor
proximal de ALAS1 (186). Estas variantes se asociaron a una induccion diferencial
del gen en respuesta a estrogenos, tras la realizacion de estudios de expresion in
vitro. Los resultados del estudio en PV sugieren que las porfirias agudas, en
general, podrian verse influidas por variantes genéticas en el promotor de ALASI.
Pese a que en nuestra poblacion no se haya observado tal evidencia no se puede
descartar la utilidad de este tipo de estudio en otras poblaciones PAI o en otro

tipo de porfirias agudas.
En relacion a las regiones ADRES1 y ADRES2, no se han identificado

variantes de la secuencia que alteren los sitios consenso de unién a NRs en el
presente estudio. Estos resultados son andlogos a los hallados en el estudio
sudafricano de PV (186). Probablemente estas dos regiones presentan una alta

conservacion al constituir elementos funcionales del ADN.

Por otro lado, los estudios de metilacion del gen ALASI en porfirias son
inexistentes. De forma analoga, solo hay una publicaciéon que ha descrito una
asociacion entre la hipermetilacion del gen FECH y una mayor gravedad de la
PPE (187). La metilacion es un conocido mecanismo regulador de la expresion
génica por lo que muy probablemente el gen ALAS1 esté sujeto a regulacion de

este tipo.

Los resultados del andlisis de la isla CpG indican que ésta se encuentra
silenciada en el tejido estudiado (linfocitos de sangre periférica). Es posible que
esta region CpG se encuentre metilada de forma constitutiva en linfocitos. Dado
que esta linea celular no requiere de alta inducibilidad de la sintesis de hemo,
podria presentar expresion basal exclusivamente. Este estudio tampoco permite
descartar que esta isla CpG intervenga en la modulacion de la expresion de
ALAS1 en otros tejidos con alta inducibilidad del gen, como es el tejido hepatico.
Seria necesario el estudio de metilacion en hepatocitos procedentes de portadores
de porfiria, pero este tipo de estudios son dificilmente realizables dada la
dificultad en la accesibilidad de este tejido. En este sentido, los estudios en
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modelos animales de porfiria serian de gran utilidad. Cabe afadir que también
seria de interés el analisis del grado de metilacion de la isla CpG caracteristica del
promotor core o proximal, aunque esta region probablemente tenga tendencia a
conservar el estado no metilado de los dinucledtidos GC para permitir la unioén de
los factores de transcripcion necesarios para la expresion basal del gen ALASI, de

expresion constitutiva en todos los tejidos.

6.3 PAPEL DE LOS GENES CYP EN LA SUSCEPTIBILIDAD A LAS CRISIS AGUDAS EN PAI

En relacion al efecto del genotipo de los CYP en la expresion clinica de las
porfirias, algunos estudios ya habian sugerido la asociacion de algunos
polimorfismos con PCT principalmente (207, 208), pero también con PAI (213). En
estos estudios observaron diferencias de la distribucion alélica o genotipica entre
individuos con porfiria y poblacion control sana. Pero éstos no permitieron
establecer una clara evidencia de que los genes CYP actuaran como un factor

modificador en la penetrancia de la enfermedad.

En el presente estudio se ha evidenciado que las frecuencias alélicas de los
genes CYP analizados en portadores de PAI son similares a las descritas en
nuestra poblacion de referencia (218, 229, 234, 235). Sin embargo, al comparar
entre individuos con PAI manifiesta y PAI latente se observa una distribucion
diferencial de los alelos CYP2D6, de manera que los alelos defectuosos se
encuentran con mas frecuencia en el grupo de PAI latente. También hay indicios
de un hallazgo similar en el gen CYP2C9. Este resultado concuerda con lo descrito
por Lavandera y colaboradores en un estudio que incluy6 20 individuos con PAI
en poblacion argentina (213). En dicho estudio la frecuencia alélica de CYP2D6%*4
fue inferior en individuos con PAI en comparacion a poblacion control sana, y
ningun individuo sintomatico era portador de este alelo. Las diferencias en la
distribucion alélica, unidas al efecto detectado del genotipo CYP2D6 y CYP2C9 en
la aparicion de PAI manifiesta, aportan una mayor evidencia del posible papel de
los CYP como modificadores de la penetrancia en PAI, pudiendo explicar parte de

la variabilidad interindividual en la ocurrencia de crisis agudas.

De forma adicional, en el caso de CYP2C9 se ha observado también un
efecto en la expresion metabolica de la PAI al existir diferencias en la excrecion

de PBG por genotipo. Sin embargo, este resultado se ha de interpretar con cautela,
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puesto que los niveles de PBG en orina pueden permanecer elevados durante
anos tras una crisis aguda (92, 93). Por ello, tras comprobar que existian
diferencias en la excrecion de PBG entre los individuos con PAI manifiesta y PAI
latente, se realiz6 un andlisis controlado por esta ultima variable para valorar los
efectos en la excrecion de PBG del genotipo y de la ocurrencia de crisis de forma
independiente. El efecto atribuido exclusivamente a los alelos defectuosos en el
gen CYP2CY9 (disminucion de 3.82 unidades de PBG) fue inferior al inicialmente
descrito sin tener en cuenta la ocurrencia de crisis (disminucion de 6.5 unidades
de PBG), y estadisticamente no significativo. De hecho, se evidencié que las
diferencias observadas en los niveles de PBG en orina estaban asociados a la
historia previa de ocurrencia de crisis en cada paciente. Es probable que los alelos
defectuosos determinen por si sélos una menor excreciéon de PBG, pero es
necesario reproducir estos hallazgos en otras poblaciones mads extensas para
analizar este efecto. Los resultados en el andlisis del gen CYP2D6 no permiten
extraer conclusiones a favor de un efecto de este gen en la excreciéon de PBG. Lo
que se puede deducir en este estudio es que los alelos defectuosos en los genes
CYP2D6 y CYP2(C9 se asocian a una disminucion en la excrecién de PBG, siendo

la ocurrencia de crisis el factor intermedio explicativo.

El hecho de que sean aquellos genotipos o alelos asociados a una menor
actividad enzimatica de los CYP los que determinan una menor posibilidad de
aparicion de PAI manifiesta indica que los alelos nulos o defectuosos actuarian
como factores protectores, o lo que es lo mismo, los alelos funcionales podrian

constituir factores de susceptibilidad.

Una posible explicacion es que los individuos portadores de alelos o
genotipos CYP con menor actividad enzimatica podrian ser menos susceptibles a
los metabolitos porfirogénicos resultantes del metabolismo de farmacos mediado
por estas enzimas. Otra posibilidad es que los portadores de estos alelos sean
menos susceptibles a la inhibicion irreversible por sustrato, de forma que estén
menos sujetos a la destruccion del grupo hemo requiriendo menor nivel de
sintesis de éste. Estas razones explicarian solo la variabilidad en la susceptibilidad
individual a desarrollar crisis frente a la exposicion de farmacos. Por ultimo, otra
hipotesis es que los portadores de alelos menos funcionales o nulos podrian

requerir menor volumen de hemo para su sintesis. De esta forma mantendrian
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una demanda de hemo mads baja que los portadores de alelos funcionales,
evitandose la sobrecarga de la via biosintética y previniendo hasta cierto punto la
acumulacion de precursores. Asi, estos individuos requeririan senales
porfirogénicas mas potentes para el desencadenamiento de las crisis agudas. Esta
ultima hipdtesis es consistente con la evidencia de que los alelos CYP2D6*4 y
CYP2D6%*5, que no generan producto proteico que consume hemo, son los que
muestran un efecto protector en la ocurrencia de crisis. También concuerda con
los indicios hallados de una menor excrecion de PBG en orina en los individuos
portadores de genotipos menos funcionales en el gen CYP2C9. Las tres
explicaciones sugeridas podrian coexistir sin ser excluyentes, aunque se requiere

investigar en profundidad estos hallazgos para su confirmacion.

Ademas, el efecto del genotipo de varios genes CYP podria ser aditivo,
puesto que se ha evidenciado menor ocurrencia de crisis en portadores de alelos
defectuosos en ambos genes CYP2C9 y CYP2D6, frente a los portadores de alelos
defectuosos en uno soélo de éstos. Esto sugiere que el genotipado conjunto de
aquellos genes CYP que se vean involucrados en la susceptibilidad de las crisis
agudas podria proporcionar una herramienta para la estratificacion del riesgo en

los pacientes con porfiria.

En definitiva, se ha determinado que los genes CYP2D6 y CYP2C9 podrian
constituir genes modificadores en la PAI, actuando los alelos defectuosos como
factores de proteccion frente a las crisis agudas. Con los resultados obtenidos se
puede afirmar que aquellos portadores de PAI con alelos defectuosos en los genes
CYP2D6 y CYP2C9 presentan menos probabilidad de ocurrencia de crisis que los
que presentan alelos normales. Otros genes CYP podrian estar desempefiando el
mismo papel, aunque en este estudio no se haya logrado evidencia. Del mismo
modo, los genes CYP podrian constituir genes modificadores en otros tipos de

porfirias agudas.

La caracterizacion de genes modificadores de la penetrancia permite tener
un mejor conocimiento del mecanismo patogénico de las porfirias agudas y
determinar nuevas dianas terapeuticas. A nivel traslacional, destaca su potencial
aplicacion en la medicina de precision, ya que seria posible una estratificacion
personalizada del riesgo para la manifestacion de crisis agudas, a partir del perfil

alélico individual de los genes CYP, y la planificacion de un seguimiento mas
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personalizado. La manifestacion clinica de la PAI es el resultado de la
concurrencia de diversos factores tanto exdogenos o ambientales, como endogenos
que conllevan la sobreactivacion de la biosintesis de hemo. En la medida que un
individuo presenta factores genéticos de susceptibilidad, que no son modificables,
presentard menor tolerancia a la adicion de los factores externos desencadenantes
de crisis. Por ello, los individuos con genotipos CYP mas susceptibles presentaran

un mayor riesgo basal que aquellos que no son portadores de éstos.

Esta estratificacion del riesgo podria ser de gran utilidad para la
identificacion de pacientes candidatos para la administracién de terapias génicas
basadas en ARNi para el gen ALASI. Si estas terapias demuestran en el futuro
alta tolerancia y efectividad frente al tratamiento profildctico convencional con
hemina para la prevencion de crisis agudas, podria ser también potencialmente
de utilidad en los pacientes, que sin cumplir criterios estrictos de recurrencia,
presentan mas riesgo de sufrir crisis agudas. En definitiva, la evaluacién del
genotipo CYP junto con la valoracién de otros factores exogenos y endogenos
permitiria establecer una estrategia de medicina personalizada en la PAL para un
manejo, prevencion y seguimiento mas eficiente de los individuos mas

susceptibles.

Por ultimo, cabe destacar que los estudios centrados en los pacientes con
PAI en nuestra region han sido de gran interés traslacional. En su momento
permitieron una simplificacion de la estrategia en el diagnostico genético, tras la
identificacion de la mutacion fundadora prevalente, de la que se han beneficiado
los pacientes y familias murcianas afectadas (183). Ahora, la identificacion de
variantes genéticas de susceptibilidad en los genes CYP permite dar un paso mas
alld en la caracterizacion individual de nuestros pacientes para incorporar la
medicina personalizada al cuidado de los portadores PAIL Ademads, estos
hallazgos podrian ser aplicables no solo a este grupo de pacientes sino a toda la
poblacion PAI y posiblemente a otros tipos de porfirias agudas. Aunque se
requieren estudios mas extensos para confirmar los resultados, esta via es muy

prometedora y merece seguir siendo explorada.
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6.4 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Es necesario puntualizar que este estudio presenta limitaciones que han

dificultado la consecucion de todos los objetivos propuestos.

La principal limitacion es el nimero de pacientes analizados, como ocurre
en la mayoria de enfermedades raras. Aunque consideramos un éxito haber
incluido casi la totalidad de los pacientes con PAI registrados en la Region de
Murcia, la cifra de 50 individuos no es la mds optima para conseguir estudios de
asociacion con alta significancia estadistica. Pero permite identificar tendencias y
evidencias moderadas que justifiquen estudios de verificacion en poblaciones de
mayor tamafio que requieren esfuerzos de colaboracion y sinergias, dada la baja

prevalencia de la PAI

Ademas, el nimero reducido de la poblacién de estudio y la homogeneidad
genética innata a la poblacion estudiada, procedente de una misma region
geografica y con vinculos familiares en algunos casos, ha sido un factor que
puede influir en la deteccidén de variantes genéticas en las regiones reguladoras
del gen ALASI. Sin embargo, esta homogeneidad genética también se considerd
una ventaja durante el disefio del estudio puesto que podria facilitar la deteccion
de diferencias interindividuales atribuibles a los distintos genotipos CYP, al
eliminar parte de la variabilidad debida a las diferencias entre las mutaciones u

otros factores genéticos no considerados.

Por otro lado, aunque la alta variabilidad genética en los genes CYP haya
permitido analizar el efecto de estos genes en la ocurrencia de crisis, este estudio
se limitd a los alelos defectuosos mas frecuentemente hallados en nuestra
poblacion. Para un analisis del genotipo mas riguroso seria necesario evaluar la
presencia de otros alelos alternativos que, pese a encontrarse en baja proporcion

en poblacion, podrian constituir un porcentaje apreciable en conjunto.

Finalmente, para llevar a cabo un andlisis mas riguroso del impacto del
genotipo CYP en la excrecion urinaria de ALA y PBG hubiese sido necesario
recoger varias muestras de orina seriadas en un periodo de tiempo, para
caracterizar la variacion intraindividual y obtener unos valores basales medios
mas fiables. Sin embargo, esta aproximacion no era muy practica, considerando
que se trata de una muestra sensible (luz y temperatura) que ha de analizarse en

el laboratorio de referencia regional (Hospital Clinico Universitario Virgen de la
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Arrixaca) y que se tenia constancia de incidencias preanaliticas cuando la muestra
era entregada en puntos de extraccion diferentes del centro de referencia. Para
evitar fallos en la recepcion y conservacion de las muestras de orina se decidio
tomar una sola muestra como referencia basal, recogida el dia en el que el

paciente acudia a la consulta.

6.5 FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Los hallazgos de este estudio abren una prometedora linea de investigacion
enfocada al posible papel de los genes CYP en la modulacidn de la expresion de la
PAI en particular y las porfirias agudas en general. La relevancia de los CYP en la
magnitud de la biosintesis del grupo hemo ha sido sugerida por muchos estudios.
Sin embargo, su papel no se ha explorado en profundidad en las porfirias. Los
resultados de este estudio animan al estudio de otros alelos y genes CYP en
poblaciones con porfirias agudas con el fin de confirmar su efecto y perfilar
aquellos genes con mayor relevancia en la modulaciéon de estas enfermedades. El
estudio sistematizado de los genes CYP y la confirmacién de su papel en la
expresion de la PAI permitiria establecer un perfil de estudio de riesgo basado en

el genotipo, como se ha sugerido anteriormente.

Adicionalmente, la principal hipdtesis que explicaria el papel de los CYP en
la PAI se basa en el hecho de que los genes CYP tienen un efecto en los niveles de
demanda de sintesis de hemo, por consumo de éste. Esto hace pensar en que otros
genes codificantes de proteinas que consumen hemo o que reducen su
disponibilidad también podrian verse involucrados en la modulaciéon de la
demanda biosintética. Un ejemplo son los genes de las enzimas HO que
intervienen en el catabolismo del hemo, reduciendo su disponibilidad. Junto a
estos existen una multitud de genes que intervienen en la induccion del gen
ALAS] en respuesta a farmacos (genes de NRs) o en situaciones de bajos niveles
de glucosa, por ejemplo. Todos estos genes podrian ser también candidatos a
modular la sobrestimulacion de la sintesis de hemo y por tanto desempefiar un
papel en la expresion de las porfirias agudas. Con el desarrollo de las nuevas
tecnologias de anadlisis genético, como la secuenciaciéon masiva o las plataformas

de array de genotipado de SNPs, seria posible el abordaje a gran escala que
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incluyese de forma simultanea el estudio de todos los genes candidatos de forma

coste-efectiva.

Por ultimo, los recientes hallazgos de asociacion de ciertos genotipos del
gen PEPT2 con un empeoramiento de la funcion renal mas pronunciada en
pacientes con PAI (113) apoyan la hipdtesis de que distintos factores genéticos
actuan modulando la expresion clinica de la enfermedad, no sélo a nivel agudo
sino en sus manifestaciones crénicas. En este sentido seria de interés la evaluacion
de la funcion renal en los pacientes con PAI y el andlisis del efecto del genotipo
CYP, puesto que éstos podrian determinar un impacto en los niveles de PBG, asi

como de otros genes involucrados en el metabolismo del hemo.

Estas nuevas lineas de investigacion se ven favorecidas por la disposicion
de una coleccion de muestras bioldgicas de la poblacion PAI estudiada en el
Biobanco en Red de la Regién de Murcia (BIOBANC-MUR), creada durante el
desarrollo de este trabajo. Sin duda, la creacién de esta coleccion de muestras
cedidas por los pacientes para investigacion biomédica, previo consentimiento
informado, ha sido un objetivo secundario que permitird la continuidad de la

investigacion traslacional en nuestra poblacion PAI de forma inmediata.
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VII-CONCLUSIONES

1-La penetrancia de la PAI en nuestra poblacion, con una mutacion fundadora
prevalente, es superior a la descrita cladsicamente y similar a la de otras
poblaciones del norte de Europa con una mutacién fundadora como el
caso de Suecia.

2-Existe una alta homogeneidad genética en la region promotora proximal del
gen ALAS1 y las regiones reguladoras distales ADRES1 y 2, en la
poblacion PAI estudiada.

3-La isla CpG localizada a -4.67 Kb del inicio del gen ALASI se encuentra
homogéneamente metilada, no interviniendo en la potenciaciéon de la
expresion del gen ALASI, en el tejido analizado (linfocitos de sangre
periférica).

4-Las diferencias interindividuales en la ocurrencia de crisis en esta poblacion
no son atribuibles a diferencias genéticas o epigenéticas en las regiones
reguladoras 5" analizadas del gen ALAS1, dada la homogeneidad genética
hallada.

5-Los alelos defectuosos CYP2D6*4 y CYP2D6*5 son mas frecuentes en
individuos con PAl latente que en individuos con PAI manifiesta.

6-Los genotipos CYP2D6, y en menor medida CYP2C9, que determinan
fenotipos menos funcionales se relacionan con una menor posibilidad de
aparicion de PAI manifiesta. Los alelos defectuosos en estos genes
constituirian factores protectores.

7-Los genotipos CYP2C9 que determinan fenotipos menos funcionales se
relacionan con una menor excrecion urinaria de PBG, aunque la
ocurrencia de crisis es un factor intermedio explicativo de dicho efecto.

8-No existen diferencias en la distribucion alélica de los genes CYP2C19,
CYP3A4 y CYP3A5 en la poblacion analizada, no observandose efecto del
genotipo en la ocurrencia de crisis agudas.

9-El genotipado de genes CYP podria tener aplicacion como estrategia en la
medicina personalizada si se confirma su papel modificador en la PAI y se
identifican aquellos alelos que confieren susceptibilidad a las crisis

agudas.
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ANEXO 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION EN EL ESTUDIO.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo
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DECLARO:

Haber sido informado/a del estudio y procedimientos de la investigacion. Los investigadores
que van a acceder a mis datos personales y a los resultados de las pruebas son:

Dra. Encarnacion Guillén Navarro
Dfia. Maria Barreda Sinchez

Asimismo, he podido hacer preguntas del estudio, comprendiendo que me presto de forma
voluntaria al mismo y que en cualquier momento puedo abandonarlo sin que me suponga perjuicio
de ningtn tipo.

CONSIENTO:

1.-) Someterme a las siguientes exploraciones:

® Extraccién de sangre.

e Cumplimentacién de un cuestionario clinico con datos personales acerca de mis
habitos de vida, historial médico y resultados de pruebas diagnodsticas recogidos en
mi historia clinica.

® Cumplimentacién de encuesta de calidad de vida.

® Analisis molecular y bioquimico de las muestras biolégicas cedidas, previo
consentimiento, a BIOBANC-MUR , biobanco del Hospital Clinico Universitatio
Virgen de la Arrixaca.

2.-) El uso de los datos obtenidos segtin lo indicado en el parrafo siguiente:

En cumplimiento de la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de
Datos de Caricter Personal, le comunicamos que la informaciéon que ha facilitado y la
obtenida como consecuencia de las exploraciones a las que se va a someter pasard a
formar parte del fichero automatizado INVESALUD, cuyo titular es la FUNDACION
UNIVERSITARIA SAN ANTONIO, con la finalidad de INVESTIGACION Y
DOCENCIA EN LAS AREAS DE CONOCIMIENTO CIENCIAS
EXPERIMENTALES Y CIENCIAS DE LA SALUD. Tiene derecho a acceder a esta
informacién y cancelarla o rectificarla, dirigiéndose al domicilio de la entidad, en Avda.
de los Jerénimos de Guadalupe 30107 (Murcia). Esta entidad le garantiza la adopcién de
las medidas oportunas para asegurar el tratamiento confidencial de dichos datos.

En Guadalupe (Murcia) a .......... de e de........
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ANEXO 3. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA CESION DE MUESTRAS BIOLOGICAS
A BIOBANCO.

> BIOBANC-MUR Alw:

-
!MI el ull,. Biobancoen Red de la Region de Murcia

et acin Beokanitars

UTILIZACIGN DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

En el Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca, igual que en la mayoria de hospitales, ademds de la
asistencia a log pacientes, se realiza investigacidn biomédica La finalidad de esta investigacidn es progresar en el
congcimiento de las enfermedades y en su prevencidn, diagndstico, prondstico y tratamiento. Esta investigacidn
biomédica requiere recoger datos clinicos ¥y muestras hioldgicas de pacientes y donantes sanos para analizarlos y
abtener conclusiones con el objetivo de conocer mejor las enfermedades y avanzar su diagndstico y fo tratamiento.

Las muestras ¥ datos clinicos obtenidos para el diagndstico o control de las enfermedades, una vez utilizadas con esta
finalidad, resultan también Gtiles y necesarias para la investigacion. De hecho, muchos de log avances cientificos
abtenidog en los dltimos afios en medicina son fruto de este tipo de estudios

Solicitamos su autorizacidn para incorporar al Biobanc-Mur Nodeo Area | del hospital el material bioldgico
sobrante de las pruebas que, como parte del actual proceso asistencial, se le han realizado o se le van a
realizar en este centro, con el fin de que puedan ser utilizadas en investigacidn biomédica.

Siguiendo lo establecido por la Ley 142007, de Investigacidn Biomédica, la Ley Orgdnica 1571999, de Proteccidn de
Datos Personales, y sus normas de desarrollo, ke solicitamos que lea detenidamente este documento de informacidn y
el consentimiento informado que se le adjunta al final para su firma, 51 estd de acuerdo en participar en esta propuesta

20ué es un biohanco?: Institucidn para favorecer la investigacidn y la salud.

Un biobance es una institucidn, regulada por leyes especificas, que facilita la investigacidn biomédica, es decir, aguella
dirigida a promover la salud de las personas.

Las muestras inchuidas en un biohanco pueden ser cedidas para investigacidn en Medicina, siempre bajo la supervigidn
de un comité cientifico y otro de ética. Las muestrag se cederdn generalmente gin informacidn personal asociada,
aungue a veces podrd ser necesario el acceso a la historia clinica o al resultado de otras pruebas para completar la
Investigacitn.

La investigacidn biomédica es, hoy en dia, un fendmeno global por lo que ocasionalmente estas muesiras podrin ser
cedidas a grupos de investigacidn fuera de Espaia, siempre que se cumplan los requisitos de la legislacidn espafiola y
ko aprueben log correspondientes comités.

Muestras hiolbgicas e informacidn asociada: Em ningiin caso se le procticardn mds pruebas de las
imprescindibles para su adecuada atencidn médico.

Se guardard y dispondra del material bioldgico sobrante que se le extraiga durante el proceso asistencial (muestras de
sangre, Hquidos bioldgicos v/o tejidos), sin que este hecho le cause molestias adicionales. La donacidn de muestras
excedentes de este proceso asistencial no impedird que usted o su familia puedan wsarlas, cuando sea necesario por
motives de salud, siempre que estén disponibles. Las muestras y la informacidn asociada a las mismas se custodiarin
y/o guardardn en el Bishanco Biobanc-Mur Nodo Area [ del Hospital Clinico Universitario Viegen de la Arrixaca
hasta su extincidn. Este Biobanco forma parte como nodo de la Red Temditica de Investigacidn Cooperativa (RETIC) de
Biohancos del Instituto de Salud Carlos 111 con la referencia RDOS/0076/00065, v estd en proceso de Registro con el
desarrollo de la normativa regional de Biobancos que aplica la normativa nacional.

Este hiobanco acoge colecciones organizadas de muestras bioldgicas e informacion asociada en las condiciones y
garantias de calidad y seguridad que exige la legislacidn anteriormente referida y bos cddigos de conducta aprobados
por los Comités de Etica. Dichas muestras y su informacidn asociada quedan disponibles para aquellos investigadores
que lo soliciven al biobanco.

£ Rl Bifioancos 1
B
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HRed Macsonal de Biobancos - ISCIIL Version julio 2002



198 MARIA BARREDA SANCHEZ

® BIOBANC-MUR
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Cualquier estudio de investigacion para el que se solicite la utilizacién de estos datos o muestras deberd disponer
siempre de la aprobacién del Comité de Etica de la Investigacién [CEI) competente, que velard para que los
investigadores desarrollen sus estudios siguiendo siempre las mas estrictas normas éticas y legales. Ademas, el comité
cientifico del biohanco garantizara que los proyectos sean de excelencia cientifica.

A partir de las muestras donadas, en los casos en que la investigacién lo requiera, se realizardn estudios genéticos, v a
partir de ellos se puede obtener informacion acerca de su salud y la de sus familiares. Siempre se actuara velando por
la proteccidn de esta informacitn [ver apartado de proteccién de datos y confidencialidad).

Por este consentimiento, los responsables del Biobanco del Hospital podran consultar su historial clinico, solamente en
el caso de que ello sea imprescindible para la realizacidn del proyecto para el que se soliciten las muestras y previa
autorizacién por parte del Comité de Etica correspondiente.

En caso de ser necesaria alguna muestra adicional, la institucién sanitaria se podria poner en contacto con usted para
solicitarle nuevamente su colaboracion. En este caso se le informara de los motivos y se le solicitard de nuevo su

consentimiento.

Proteccidn de datos v confidencialidad: Las muesiras se conservardn codificadas.

Los datos personales que se recojan serdn obtenidos, tratados v almacenados cumpliendo en todo momento el deber
de secreto, de acuerdo con la legislacidn vigente en materia de proteccion de datos de caracter personal.

La identificacién de las muestras hioldgicas del Biobanco serd sometida a un proceso de codificacién. A cada muestra
se le asigna un cédigo de identificacion, que serd el utilizado por los investigadores. Unicamente el personal autorizado
por el biobanco podra relacionar su identidad con los citados codiges. Mediante este proceso los investigadores que
soliciten muestras al biobanco no podran conocer ningin dato que revele su identidad. Asimismo, aunque los
resultados obtenidos de la investigacidn realizada con sus muestras se publiquen en revistas cientificas, su identidad
no serd facilitada. En aquellos estudios en los que no se prevean resultados potencialmente dtiles para su salud, y de
amuerdo con el correspondiente Comité de Etica, las muestras y datos podran ser anonimizadas, es decir, no habra
ninguna posibilidad de volver a asociar la muestra con su identidad.

Sus muestras y los datos clinicos asociados a las mismas, pasaran a formar parte del fichero del Biobanco, inscrito en la
Agencia de Proteccion de datos.

Responsable del fichero : Fundacidn para la Formacidn e Investigacién Sanitarias de la Regién de Murcia.
Direccidn Postal: Calle Luis Fontes Pogan, 9-1, 30003 Murcia

Usted podra ejercer sus derechos de acceso, rectificacién, cancelacién y objecion, asi como obtener informacitn sobre
el uso de sus muestras y datos asociados, dirigiéndose a:

Fundacién para la Formacidn e Investigacidn Sanitarias de la Regidn de Murdia
Responsable del nodo Calle Luis Fontes Pagan, 9-1, 30003 Murcia
Tel.: 968359757 E-mail: juanp.serna@carm.es

Cardcter altruista de la donacién. La cesidn de muestras bioldgicas que usted realiza al Biobanco del
Haospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca es gratuita.

La donacidn tiene por disposicién legal cardcter altruista, por lo que usted no obtendrd ni ahora ni en el futuro ningian
beneficio econdmico por la misma, ni tendrd derechos sobre posibles beneficios comerciales de los descubrimientos
gque puedan conseguirse como resultado de la investigacion biomédica. Sin embargo, los conocimientos obtenidos
gracias a los estudios llevados a cabo a partir de su muestra y de muchas otras pueden ayudar al avance médico y, por
ello, a otras personas.

" Red BiEbancos 2
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Participacidn voluntaria. Su negativa NO repercutird en su asistencia médica, presente o futura

Su participacién es totalmente voluntaria. 5 firma el consentimiento informado, confirmard que desea participar.
Puede negarse a participar o retirar su consentimiento en cualquier momento posterior a la firma sin tener que
explicar los motivos y esto no repercutira negativamente en su asistencia médica, presente o futura.

Revocacidn del consentimiento: si wusted decide firmar este consentimiento, podrd también cancelarlo
libremente.

Si en un futuro wsted quisiera anular su consentimiento, sus muestras bioldgicas serian destruidas y los datos
asociados a las mismas serian retirados del biocbanco. También podria solicitar la anonimizacidn de las muestras, en
cuyo caso se eliminaria la relacidn entre sus datos personales (que revelan su identidad) v sus muestras bioldgicas v
datos clinicos asociados. Los efectos de esta cancelacién o anonimizacién no se podrian extender a la investigacidn que
va se hubiera llevado a cabo.

5i deseara anular su consentimiento, deberd solicitarlo por escrito al Director del Biobanco, en la direccitn
anteriormente indicada.

Informacién sobre los resultados de la investigacidn: se le proporcionard informacidén si usted desea
recibirla

En el caso de que usted lo solicite expresamente, el Biobanco podra proporcionarle informacién acerca de cudles son
las investigaciones en que se han utilizado sus muestras y de los resultados globales de dichas investigaciones, salvo en
el caso de cancelacidn o anonimizacion.

Los métodos utilizados en investigacion Biomédica suelen ser diferentes de los aprobados para la practica clinica, por
lo que no deben de ser considerados con valer clinico para usted. Sin embargo, en el caso que estas investigaciones
proporcionen datos que pudieran ser clinica o genéticamente relevantes para usted e interesar a su salud o a la de su
familia, le serdn comunicados si asi lo estima oportuno. Asimismo, podria darse el caso de obtenerse informacion
relevante para su familia, le corresponderd a usted decidir si quiere 0 no comunicirselo. Si Ud. quiere que se le
comunigue dicha informacidn relevante debe consignarlo en la casilla que aparece al final de este documento.

5i usted no desea recibir esta informacion, tenga en cuenta que la ley establece que, cuando la informacidn obtenida
5ed Necesaria para evitar un grave perjuicio para la salud de sus familiares bioldgicos, un Comité de expertos estudiard
el caso y debera decidir si es conveniente informar a los afectados o a sus representantes legales.

Por favor, pregunte al personal sanitario que le ha comunicado esta informacidn sobre cualquier duda gue
pueda tener, ahora o en el futuro, en relacion con este consentimiento. Asimismo, puede comentar sus
dudas con su médico, quien le pondra en contacto con el personal sanitario autorizado.

Le agradecemos su desinteresada colaboracidn con el avance de la ciencia y la medicing. De esta forma estd
usted colaborando a vencer las enfermedades y ayudar a multitud de enfermos actuales y fuluros.
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LONSENTIMIENTO INFORMADO

UTILIZACION DE DATOS CLiMCD? YMATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL FPROCESO ASISTENCIAL
PARA INVESTIGACION BIOMEDICA Y 5UU CONSERVACION EN UN BIOBANCO

Nombre v Apellidos (donante) ... Persona del centro que informa

Edad: Sewo: L) ) R

Si ha comprendido la informacion que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo 1 en los términos antes explicados, por favor, lea, complete y firme a continuacion esta
hoja

El abajo firmante autoriza al Hospital Clinice Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material bioldgico sobrante
de las pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual procesc asistencial sean
incorporadas en el Biobanco Biobanc-Mur Nodo 1, v que sea cedide desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo
provectos de investigacién biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobarién del Comité de Etica de
Investigacién competente, Esta autorizacién la concede tras haber sido informado verbalmente v haber leido la
informacion adjunta.

Confirmo que:

1. Autoriza al Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material biolégico sobrante de las pruebas
que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el
EBiohanc-Mur Nodo 1, v que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacidn
biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacién competente.
Esta autorizacidn la concede tras haber sido informadoe verbalmente y haber leide la informacicn adjunta.

[mES OnNo
2. Desea que s& le comunique la informacién derivada de la investizacion que realmente sea relevante y aplicable para
su salud o la de su familia Ost OND Teléfono o E-mail de contacto ... s
3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacidn o muestras bioldgicas adicionales

st OND Teléfono o E-mail de contacto: ... s

4, He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepriones respecto al objetivo y mérodos de las

investizgaciones:
DONANTE PERSONA QUE INFORMA
Firma Firma

el Bliibancos’ Biobanec-Mur, Bicbanco en Red de la Region de Murcia
o desawliantl - B Plataforma Red Nacional de Bicbancos - ISCIIIL Versidn 3 02/06,/2014



ANEXOS 201

[ ]
IMI ". . BIOBANC-MUR AI
stitLAD Mureiane ¢ Biobanco enRed de la Region de Murcia B
wastigacién Blosanltarla
Virgen de la Arrixaca

LONSENTIMIENTO INFORMADG ANTETESTIGOS

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS ¥ MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA Y SU CONSERVACION EN UN BIOBANCO.

MNombre v Apellidos [donante]. ... Persona del centro que informa
Nombre y apellidos del testigo que firma 1] ) C—
Relacidn con el donanteiu e s

Si ha comprendido la informacidn que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda gue pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Node 1 en los términos antes explicados, por favor, lea complete y firme a continuacion esta
hoja

El abajo firmante confirma que el donante:

1. Autoriza al Hospital Chinico Universitario Virgen de la Arrixaca a que el material bioldgico sobrante de las pruebas
que se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean incorporadas en el
Biobanc-Mur Node 1, v que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacion
biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de Investigacién competente.
Esta autorizacidn la concede tras haber sido informado verbalmente v haber leido la informacidn adjunta,

s OnNo

2. Desea que se le comunique la informacidn derivada de la investigacion que realmente sea relevante y aplicable para
su salud o la de su familia Ost Ono Teléfono o E-mail de contactou..ee i s
3. Autoriza a ser contactade en el caso de necesitar mas informacion o muestras biologicas adicionales

st OwNo Teléfono o E-mail de contacto: e s

4, He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de las
investigaciones:

5. Me autoriza a firmar en su nombre.

TESTIGO PERSONA QUE INFORMA

Red Bithancos: Biobane-Mur. Biobance en Red de la Region de Murcia
v dessediaeit 5 plataforma Red Nacional de Bichancos - ISCIIL Versién 3 02/06,/2014
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UTILIZACION DE DATOS CLINICOS Y MATERIAL BIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION BIOMEDICA ¥ SU CONSERVACION EN UN EIOBANCO.

Numhrey.ﬁpaﬂiﬂm {ﬂ.m:lante]....... S Persona del centro que informa
Edad: Sexo: I —— DHNI-.
Nombre y apellides del tutor legal que firma 1] | [——
Relacion con el donants:.... e o e

5i ha comprendido la informacion que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener y decide
colaborar con Biobanc-Mur Nodo Area | en los términos antes explicados, por favor, lea y firme a continuacién esta hoja

El abajo firmante autoriza al Hospital Clinico Universitario Firgen de la Arrixaca a que el material bioldgico sobrante
de las pruebas gue se le han realizado o se le van a realizar como parte del actual proceso asistencial sean
incorporadas en el Biobanco Biobanc-Mur Nodo drea I, ¥ que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a
eabo proyectos de investigacidn biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacion del Comité de Etica
de [nvestigacion competente. Esta autorizacion la concede tras haber side informado verbalmente v haber leido la
informarion adjunta.

El abajo firmante confirma que:

1. 5e me ha informado que, legada la mayoria de edad de mi representado, este tendra derecho a revocar o modificar
este consentimiento, para lo cual debera estar debidamente informade. En caso de que no ejerza dicho derecho, se
considerard que el actual documento de consentimiento informado sigue vigente,

st OND

2. Desea que se le comunique la informacidn derivada de la investigacién que realmente sea relevante v aplicable para
su salud o la de su familia asl ONO Teléfono o E-mail de CONTACTD o mmamsmm s s
3. Autoriza a ser contactado en el caso de necesitar mas informacion o muestras bioldgicas adicionales
Ost ONO Teléfono o E-mail d8 CONtACTD: s v s sim s saremsmasm s
4. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepriones respecto al objetive y métodos de las

investigariones:

5. Me antoriza a firmar en su nombre,

TUTOR ASENTIMIENTO DEL MENOR | FERSONA QUE INFORMA
CAPACITADO
{7y Rt B 6
O R

Red Nacional de Bichanecos - ISCIIL Version julio 2012
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BEVOCACION DEL CONSENTIMIENTQ

UTILIZACION DE DATOS CLINICOS ¥ MATERIAL EIOLOGICO EXCEDENTE DEL PROCESO ASISTENCIAL PARA
INVESTIGACION EIOMEDICA ¥ 5U CONSERVACION EN UN EIOBANCO.

POR EL DOMNANTE:
Yo, D./Diia. sl ], - anulo el consentimiento
prestado en fechaum.. - — . -5 | I— v no deseo proseguir la donacidn voluntaria al biobanco Biobanc-

Mur Nodo drea i, que doy por finalizada al dia de hoy.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE MIS DATOS PERSONALES.
La muestra quedard anonimizada irreversiblemente v podra ser utilizada en proyectos de investigacidn.

O SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:
En a de,
POR EL TUTOR/REPRESENTANTE LEGAL DEL DOMANTE:
Yo, D./Diia. [TaT T 1 - Como representante lagal de
D/Diia... 1 COTL DN anulo el consentimiento prestado en
fecha de, de 20wy no deseo proseguir la donacién voluntaria al bichanco Biobonc-Mur Nodo drea 1,

que doy por finalizada al dia de hoy.
O SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LA MUESTRA,
0 SOLICITO ELIMINACION SOLO LOS DATOS PERSOMALES.
La muestra quedard anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacidn.

[ SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:

En a de. de 200
) Rt Bbances 7
E ﬁm i ot -
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ANEXO 4. CUESTIONARIO CLINICO.

ESTUDIO POBLACIONAL DE PORFIRIA AGUDA INTERMITENTE EN

MURCIA
Datos del paciente (pegatina)
Fecha cumplimentacion:
Sexo: 2M 1V
fecha nacimiento : Edad diagnostico: Crisis: 1Si ONo

Mutacion 669_698del: si  no (especificar):

ANTECEDENTES (PAI-M Y PAI-L).
FUMADOR 15Si 0No 2 Si exfumador anos:

Numero cigarros dia: Edad inicio:
ALCOHOL 2 Si (cronico) 1Si (finde semana) 0 No Cantidad: Edad inicio:

FARMACOS 1Si ONo (farmacos potencialmente perjudiciales no desencadentaes de crisis).

Tipo:
ACHO: Si No
THS: Si No

HTA: 1 Si (en tratamiento) 0 No
Edad del diagnostico:
Control HTA: 1 Bien 2 regular 3 mal
Crisis hipertensivas: 15i 0 No
Ntmero de crisis:

Numero de farmacos para control: 1 2 3 >3
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DISLIPEMIA: 1Si 0 No
Edad diagnostico:
Hipercolesterolemia: 1 Si 0 No

Hipertrigliceridemia: 1 Si 0 No

DIABETES: 1Si 0 No
Tipo 1 Tipo 2
Edad diagnostico:
Insulina: 15i 0 No

CRISIS EPILEPTICAS: 1 Si (en atagues PAT) 2 Si (independiente de PAT) 0 No
Tipo de epilepsia:
Numero de crisis:
Tratamiento: si no
Ntmero de farmacos para control: 1 2 3 >3
Farmacos crénicos usados antes no ttiles:
Farmacos utiles:
ENFERMEDAD RENAL: 1Si ONo
Tipo enfermedad renal:
IRC: 1Si ONo
Didlisis: 1Si ONo
Edad diagnostico:
Edad dialisis:

GINECOLOGICO:
Numero Embarazos
Numero abortos
Trimestre abortos 12 3

Reproduccion asistida 1Si ONo
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Sd. HELLP 1Si ONo
Otras complicaciones embarazo (crisis,..):

Crisis epilépticas en embarazo 1Si ONo

ANTECEDENTES PSIQUIATRICOS: 1Si ONo
Depresion: 1 Si 2 Si en crisis 0No
Ansiedad: 1Si 2 Si en crisis 0No
Alucinaciones: 1Si 2 Si en crisis 0No
Brotes psicoticos: 1 Si 2 Si en crisis ONo
Numero de brotes psicéticos:

Edad de inicio antecedentes.
Edad inicio depresion

Edad inicio ansiedad

Edad inicio alucinaciones

Edad inicio brotes psicoticos

DEMENCIAS 1Si 0ONo
Tipo:
Edad de inicio:

ENFERMEDAD HEPATICA: 1Si ONo
Hipertransaminemia 1Si ONo
Cirrosis: 1Si ONo
Carcinoma hepatocelular: 1Si ONo
Edad diagnostico:

Estadiaje al diagndstico:

BV Otro tipo:
OTRAS NEOPLASIAS 1Si ONo Tipo:
VIH1Si ONo



ANEXOS 207

Tratamiento QT

Antirretroviral recibido: 15i ONoTipo (QT o antiretro):

BROTES (PAI-M)

(Manifestaciones clinicas agudas con periodo de latencia intercalado, sin otra causa aparente y con niveles de precursores

porfirinicos documentados y elevados)

Ntmero de brotes:

Edad del primer brote:

Edad del brote con mayor morbilidad:

Ntmero de ingresos hospitalarios atribuidos a PAI:

Anos desde el altimo brote:

SiNTOMAS CRONICOS (PAI-M y PAI-L con cifras altas de ALA/PBG):

Cansancio: 1Si ONo
Mialgias: 1Si ONo
Insomnio: 1Si ONO (en ausencia de otras causas)

Dolor abdominal/dispepsia 1Si dolor 2Si dispepsia ONo
Frecuencia (1 sem):
Hiperémesis gravidica: ~ 1Si ONo
Incapacidad: 1: leve 2:grave 3:leve tras brote 4: grave tras brote
Polineuropatia 1Si ONo
Prox Distal
Axn Desm

Otros:












