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Resumen

Las porfirias son enfermedades metabélicas consecuencia de fallas en la
biosintesis del hemo, caracterizadas por un patrén especifico de acumu-
lacion y excrecién de intermediarios, responsables de su patofisiologia. En
las porfirias agudas el exceso de &cido 6-aminolevilico (ALA) produce una
sintomatologia neuroabdominal asociada al dafio oxidativo por formacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS), originadas por autooxidaxién
del ALA. En las cuténeas, la sintomatologia es producto de la acumula-
cién de porfirinas, que como el ALA, inducen la formacién de ROS. Su
desencadenamiento se precipita por factores endégenos (ayuno, estrés,
hormonas) y/o exdgenos (farmacos), en particular algunos anestésicos.
Se presenta una revision de los estudios bioquimicos y genéticos en
pacientes con diferentes porfirias obtenidos en el Centro de Investigacio-
nes de Porfirias y Porfirinas (CIPYP), durante los ultimos 38 afios, que
permitieron ampliar el conocimiento sobre las bases moleculares sobre
estas patologias. Se describen los logros resultantes del empleo de modelos
experimentales de porfiria, inducida farmacolégica o genéticamente, que
contribuyeron a la clasificacién de algunas drogas como prohibidas para
pacientes con porfiria. Finalmente, las porfirinas generadoras de ROS, y
por ende inductoras de muerte celular, tienen su aplicacién para comba-
tir infecciones por organismos hemo-deficientes como Trypanosoma cruzi
y también para ser utilizadas como fotosensibilizadores en la terapia
fotodindmica (TFD).

Palabras clave: metabolismo del hemo * porfirias * porfirinas * acido 6-amino-
levilico * anestésicos volatiles * terapia fotodinamica * Trypanosoma cruzi
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8ummary

Porphyrias comprise a group of metabolic disorders of the heme biosynthesis pathway resulting in a specific ac-
cumulation and excretion of intermediates which are responsible for their pathophysiology. Acute porphyrias are
characterized by acute neurovisceral symptoms due to the overproduction and accumulation of -aminolevulinic
acid (ALA) which leads to an oxidative damage resulting from the formation of reactive oxygen species (ROS). In
cutaneous porphyrias, the symptomatology is a result of porphyrin accumulation which also induces ROS mould-
ing. In both cases, their clinical signs are precipitated by endogenous factors (stress, hormones, low calories
intake) and/or exogenous drugs, in particular some anaesthetics. A review of the biochemical and genetic results
obtained from patients with different porphyrias, diagnosed at the CIPYP during the last 38 years is presented
here, aimed at obtaining additional evidence about the molecular nature of these disorders. The achievements
obtained from experimental porphyria models —pharmacologically or genetically induced- are also described,
which contributed to the classification of some drugs as prohibited for their use in porphyric patients. Finally,
as porphyrins produce ROS and therefore cellular death, they can be used to treat infections by heme-deficient
organisms like Trypanosoma cruzi and also as photosensitizers in photodynamic therapy (TFD).

Key words: heme metabolism * porphyrias * porphyrins * d-aminolevulinic acid * volatile anaesthetics *
photodynamic therapy * Trypanosoma cruzi

Resumo

As Porfirias sdo doengas metabdlicas decorrentes de falhas na biossintese do Hemo, caracterizadas por um
padrdo especifico de acumulacdo e excregdo de intermediérios responsaveis de sua patofisiologia. Nas Porfirias
Agudas, o excesso de dcido d-aminolevulinico (ALA) produz uma sintomatologia neuroabdominal associada ao
dano oxidativo por formagao de espécies reativas de oxigénio (ROS), decorrentes da auto-oxidagdo do ALA. Nas
Cuténeas a sintomatologia é produto da acumulagéo de porfirinas, que como o ALA, induzem a formagéo de ROS.
Seu desencadeamento precipita-se por fatores enddgenos (jejum, estresse, hormdnios) e/ou exdgenos (farmacos),
especialmente alguns anestésicos. Apresenta-se uma revisao dos estudos bioquimicos e genéticos em pacientes
com diferentes Porfirias obtidos no Centro de Investigagbes de Porfirias e Porfirinas (CIPYP), durante os dltimos
38 anos, que permitiram ampliar o conhecimento sobre as bases moleculares destas patologias. Descrevem-se as
conquistas resultantes do uso de modelos experimentais de Porfiria, induzida farmacoldgica ou geneticamente,
que contribuiram a classificagao de algumas drogas como proibidas para pacientes com Porfiria. Afinal, as porfiri-
nas geradoras de ROS e, por conseguinte, indutoras de morte celular tém sua aplicacdo para combater infecgbes
por organismos hemo-deficientes como Trypanosoma cruzi e também ser utilizadas como fotossensibilizadores
na terapia fotodindmica (TFD).

Palavras-chave: Metabolismo do hemo * porfirias * porfirinas * dcido d-aminolevulinico * anestésicos volateis *
terapia fotodindmica * Trypanosoma cruzi

Introduccién

El hemo es el grupo prostético de varias hemopro-
teinas indispensables para el metabolismo celular. Se
sintetiza a partir de moléculas simples como la glici-
na y succinilCoA, que dan origen al precursor acido
d-aminolevilico (ALA), reaccion catalizada por la en-
zima ALA sintetasa (ALA-S). A partir de dos molécu-
las de ALA y por accion del ALA dehidrasa (ALA-D) o
PBG-sintetasa se forma el monopirrol porfobilinégeno
(PBG). Cuatro moléculas de PBG se condensan por
accion de la PBG deaminasa (PBG-D) o hidroximetil-
bilano (HMB) sintetasa para formar el tetrapirrol de
cadena abierta, HMB, el cual se reordena y cicla al is6-
mero fisiolégico, uroporfirinégeno III (UROgen III),
reaccion catalizada por la uroporfirinégeno sintetasa o
isomerasa. A partir de aqui, una serie de reacciones de
decarboxilacion y decarboxilacion oxidativa, catalizadas
por enzimas especificas, URO decarboxilasa (URO-D),
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coproporfirinogenasa (CPGasa) y protoporfirinégeno
oxidasa (PPox), llevan a la formacién de protoporfirina
IX (PPIX), que por incorporacion de una molécula de
hierro catalizada por la enzima ferroquelatasa (FECH)
sintetiza finalmente hemo (1) (Figura 1).

La principal via de degradacion del hemo es cataliza-
da por la enzima hemo oxigenasa (HO), obteniéndose
CO, biliverdina e F62+; la biliverdina posteriormente
es convertida a bilirrubina por la enzima biliverdina
reductasa y transportada al higado para formar bilirru-
bina conjugada y ser excretada del organismo (2)(3)
(Figura 1). En humanos se han identificado 3 isofor-
mas de HO: HO-1, HO-2 y HO-3; la HO-1 es inducible
frente al estrés oxidativo, shock térmico, hipoxia, lipo-
polisacaridos, metales pesados, citoquinas y su propio
sustrato (4).

La biosintesis del hemo esta finamente regulada de
tal forma que en condiciones normales se acumulan y
excretan cantidades minimas de intermediarios. En el
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Figura 1. Metabolismo del hemo y su regulacién en higado.
ALA-S: Acido 8-aminolevtilico sintetasa, ALA-D: Acido 8-aminolevulico dehi-
drasa, PBG-D: Porfobilindgeno deaminasa, UROgen lII-S: Uroporfirinégeno
Il sintetasa, URO-D: Uroporfirinégeno decarboxilasa, CPGasa: Coproporfi-

rinogenasa, PPox: Protoporfirindégeno oxidasa, FECH: Ferroquelatasa, HO:
Hemo oxigenasa, BRV: Biliverdina reductasa.

Protoporfirina IX

PPox

Protoporfirindgeno

higado, esta regulacion se ejerce esencialmente por in-
hibicion y represion del ALA-S (ALA-S 1) por el hemo.
En eritrocitos, la mayor fuente de hemo para la sintesis
de hemoglobina, la regulacion esta ejercida principal-
mente por la cantidad de Fe en la célula sobre la iso-
forma especifica del ALA-S (ALA-S 2) y el receptor de
transferrina, mediante un complejo mecanismo sobre
la traduccion de dichas proteinas (Figura 2).

La deficiencia de algunas de las enzimas del camino
del hemo, excepto la ALA-S, conduce a su desregula-
cién con acumulaciéon de los precursores ALA y PBG
y/o porfirinas y a la expresion de enfermedades cono-
cidas como porfirias. Sin embargo, cuando esta acumu-
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ALASZ |
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Figura 2. Regulacion de la sintesis de hemo en células
eritroideas.
ALA-S: Acido 8-aminolevlico sintetasa, Tf: Transferrina, Tf-r: Receptor de
transferrina.
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lacion se induce por diferentes métodos puede tener
aplicaciones sumamente ventajosas.

Este trabajo trata tanto de los aspectos negativos de
la acumulacién de precursores y/o porfirinas como de
los efectos benéficos de su utilizacion con fines terapéu-
ticos.

Porfirias

En la tematica de las porfirias, el Centro de Investi-
gaciones sobre Porfirinas y Porfirias (CIPYP) es un Ins-
tituto del CONICET y la UBA; desde 1978 es un centro
de referencia tnico en Latinoamérica, dedicado desde
hace 38 anos al diagnéstico, tratamiento y seguimiento de
los pacientes con distintos tipos de porfirias. E1 CIPYP po-
see reconocimiento internacional (www.orphan-europe.
com), esta avalado por numerosas publicaciones, in-
cluyendo libros, que han contribuido al mejor conoci-
miento cientifico asi como al desarrollo de nuevas tera-
pias para el tratamiento de todas estas enfermedades,
varias de ellas publicadas en Acta Bioquimica Clinica
Latinoamericana (5-11) o en sus Suplementos (1) (12).

La sintomatologia de las porfirias esta asociada
con la acumulacion de los intermediarios del camino
biosintético del hemo. El defecto enzimatico en cada
porfiria es hereditario, excepto en la Porfiria Cutdnea
Tardia (PCT) que también puede presentarse en una
forma adquirida. Si bien todas las porfirias, excepto
dos, se heredan en forma autosémica dominante, la
penetrancia es variable y, en general, los portadores
del gen afectado pueden permanecer asintomaticos
durante toda su vida. La herencia de un alelo mutado
disminuye la actividad de la enzima en aproximada-
mente un 50%; sin embargo, la cantidad de hemo
sintetizado es suficiente para el normal funciona-
miento del metabolismo celular. La presentacion de
la sintomatologia clinica pareceria entonces requerir
de factores adicionales que afecten la biosintesis del
hemo, ya sea aumentando su demanda, produciendo
una mayor disminucién de la actividad enzimatica o
ambos factores a la vez (1). Los estudios bioquimicos,
si bien son determinantes en pacientes sintomaticos
(6), no son siempre absolutamente seguros para su
correcto diagnostico diferencial y menos ain en pa-
cientes latentes en los cuales los parametros bioqui-
micos estan dentro de los valores normales. La detec-
cion e identificacion de la mutacion en el gen que
codifica para la enzima afectada responsable de la
porfiria, constituye en muchos casos, la tnica forma
de identificar los portadores asintomaticos (8).

Las porfirias se pueden clasificar en cutaneas, agudas
o mixtas de acuerdo con sus principales manifestacio-
nes clinicas (Tabla I). Las porfirias agudas se caracte-
rizan por la presencia de severos ataques con sintoma-
tologia abdominal aguda y un sindrome neurolégico

Acta Bioquim Clin Latinoam 2016; 50 (4): 547-73
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Tabla |. Aspectos generales de las porfirias.

Porfiria Enzima afectada Locus Modo de herencia Clasificacion Caracteristicas
NPA ALA-D 9¢33.1 Autosémica recesiva Hepatica/aguda Muy rara.’ Ata‘?”.es agudos o
neuropatia crénica.
PAI PBG-D 11q23.3 Autosémica dominante Hepaticalaguda |11 coman-
/Atagues agudos.
Rara. f ibili
PCE UROGEN I1I-S 10g25.3-g26.3 Autosémica recesiva Eritropoyética/cutanea h:r:fénsjzera otosensibilidad y
- ) Muy frecuente. Fragilidad
Aut d te/ . )
PCT URO-D 1p34 . osomlcal f)mman € Hepética/cuténea cuténea y enfermedad hepética
adquirida .
crénica.
PHE URO-D 1p34 Autosémica recesiva Hepatoent’ropoyetlca/ ariante hgnjomgota de la PCT.
cutanea Fotosensibilidad aumentada.
Rara. A
CPH CPGasa 3qll.2-gl2.1 Autosémica dominante Hepatica/mixta arg . taquesl agudos y/o
fragilidad cutanea.
PV PPOX 1g22-23 Autosémica dominante Hepatica/mixta | 2dues agudos y/o fragilidad
cuténea.
PPE FECH 18qg21.3 Autosémica dominante Eritropoyética/cuténea Fotosen5|b|I|~dad y 9:n‘ el 5% de
los casos dafio hepatico.

NPA: Nueva Porfiria Aguda, PAI: Porfiria Aguda Intermitente, PCE: Porfiria Congénita Eritropoyética, PCT: Porfiria Cutanea Tardia, PHE: Porfiria Hepatoeritro-
poyética, CPH: Coproporfiria Hereditaria, PV: Porfiria Variegata, PPE: Protoporfiria Eritropoyética. ALA-D: 6-Aminolevilico dehidrasa, PBG-D: Porfobilinégeno
deaminasa, UROGEN I11-S: Uroporfirinégeno 11l sintetasa, URO-D; Uroporfirinégeno decarboxilasa, CPGasa: Coproporfirinégeno oxidasa, PPOX: Prototoporfiri-

négeno oxidasa, FECH: Ferroquelatasa.

psiquico con ataques neurologicos intermitentes; en
particular, los sintomas mdas comunes son dolores abdo-
minales y gastrointestinales, hipertension, taquicardiay
diferentes manifestaciones que involucran disfunciones
del sistema nervioso central (SNC), periférico y auto-
nomo, como consecuencia de la acumulacién de pre-
cursores, especialmente de ALA que se comporta como
una neurotoxina. Las porfirias cutaneas presentan una
manifestaciéon cutanea en zonas expuestas debida a la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) por
accion de la luz sobre las porfirinas acumuladas, cuya
severidad depende del tipo de porfirina en exceso. Se
las puede clasificar también en hepaticas, eritropoyéti-
cas y hepatoeritropoyéticas, segiin el 6rgano principal
de manifestacion de la deficiencia enzimatica (1). En la
Tabla II se resumen los datos bioquimicos caracteristi-
cos de los distintos tipos de porfirias.

Porfirias Agudas
PORFIRIA AGUDA INTERMITENTE

La Porfiria Aguda Intermitente (PAI) es la mas co-
mun de las porfirias agudas y la primera en frecuen-
cia en la poblacién argentina (1:150.000). Surge como
consecuencia de un defecto en la PBG-D, tercera enzi-
ma del camino biosintético del hemo. Se hereda con
un cardcter autosémico dominante y la expresion cli-
nica ocurre después de la pubertad, aunque hay casos
descriptos de PAI infantil (13) (14). A nivel bioquimico,
los individuos sintomaticos presentan niveles aumenta-
dos de ALA y PBG en orina, responsables de los signos
agudos (1).
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Hasta la fecha se identificaron mas de 400 mutacio-
nes diferentes en el gen de la PBG-D (Human Genome
Mutation Database hitp://www.hgmd.org) que muestran
la heterogeneidad molecular de la PAI. En el CIPYP se
han estudiado hasta el momento 109 familias a nivel
molecular; de 178 diagnosticadas bioquimicamente,
se han detectado 22 mutaciones atin no descriptas en
la literatura. El 54% de las familias PAI no relaciona-
das que fueron analizadas poseen la misma mutaciéon
(p-G111R) sugiriendo que tendrian un ancestro comun
(14-21) (Tabla III).

PORFIRIA VARIEGATA

La Porfiria Variegata (PV) se transmite como un ca-
racter autosomico dominante con penetrancia incom-
pleta, y surge como consecuencia de una deficiencia
parcial en la protoporfirinégeno oxidasa (PPox), la sép-
tima enzima del camino metabélico del hemo. Ademas
de presentar la sintomatologia aguda, un alto porcenta-
je de los portadores de esta enfermedad pueden mani-
festar fragilidad cutanea y fotosensibilidad; es por esta
variabilidad en los signos que también se la llama por-
firia mixta. A nivel bioquimico, los individuos sintoma-
ticos presentan niveles aumentados de ALA y PBG en
orina durante el ataque; se observa ademas un aumento
de porfirinas, principalmente PPIX que se excreta por
heces y, en menor proporcion, coproporfirina, respon-
sables de la sintomatologia cutanea (1).

Hasta la fecha se han identificado alrededor de 170
mutaciones diferentes en el gen de la PPox (Human
Genome Mutation Database hitp://www.hgmd.org) que cau-
san PV. La frecuencia en la poblacién argentina es de
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Tabla Il. Pardametros bioquimicos determinados en las diferentes porfirias.
Orina Materia fecal Sangre
Porfiria ALA PBG Porfirinas Perfil cromatogréfico (%) Porfirinas /ndlgg de Porfirinas
me/2d h | meroa b totales U F Y p c totales porfirinas totales
& & Lg/24 h Lgle plasméticas | ug/100 mL GR
PAI 8-60 | 15-300| 400-6.830 | 50-60| 5-10 |5-10|5-10(25-30 1,30- 3,40
A: 619 nm
2,25-13,50
PV 2-15 2-40 | 307-4.030 [15-220| 3-5 | 3-5|5-10(60-70| 230-2.900 ) 624- 627 nm
CPH 4-14 6-50 |[2.246-5.877| 5-20 | 3-5 [ 3-5|5-10|60-90|1.532-5.056 1,88 - 6,90
A: 619 nm
1,60-9,00
PCT VN VN 800-15.000 [40- 50|30-35|5-10| 5-10 | 5-10 | 30-300 r 619 nm 50 - 250
10-33
PHE VN VN 5.000 - 20.000, 33 41 5 14 7 500 - 1.500 200 - 400
A: 619 nm
2,40 -14,70
PPE VN VN N 100 | 235-1.240 - 630- 635 nm 250 - 950
37.000 - 5,80-11,50
PCE VN VN 60.000 35561 | 3-12 | 1-2| 4-15 |35-41|880-5.250 7 619 nm 200 - 700
Valor <1,30
normal <4 <2 20 - 250 - --- - --- 100 < 130 <190
WN) A: 619 nm

Los datos corresponden a los valores determinados al momento del diagndstico. NPA: Nueva Porfiria Aguda, PAIl: Porfiria Aguda Intermitente, PCE: Porfiria
Congénita Eritropoyética, PCT: Porfiria Cutanea Tardia, PHE: Porfiria Hepatoeritropoyética, CPH: Coproporfiria Hereditaria, PV: Porfiria Variegata, PPE:
Protoporfiria Eritropoyética. U: uroporfirina; F: firia o heptaporfirina; H: hexaporfirina; P: pentaporfirina; C: coproporfirina.

1:500.000. En el CIPYP se diagnosticaron bioquimica-
mente, hasta el momento, 68 familias de las cuales 39 ya
se han estudiado genéticamente. Se detectaron y carac-
terizaron 21 mutaciones atin no descriptas en la litera-
tura (Tabla IV). Es notable que la mutacién c.1043InsT
se detect6 en 16 familias argentinas aparentemente no
relacionadas, siendo asi la mutacion mas frecuente en
esta poblacion (41%); se ha encontrado que los porta-
dores de esta mutaciéon comparten un alelo, en base a
un analisis de microsatélites, indicando un efecto fun-
dador para la misma (22-28).

COPROPORFIRIA HEREDITARIA

La Coproporfiria Hereditaria (CPH) se produce
por una deficiencia en la coproporfirinégeno III oxi-
dasa (CPGasa), sexta enzima del camino metabélico
del hemo. La CPH es también una porfiria mixta; los
pacientes pueden presentar sintomas abdominales
y/o cutaneos. Bioquimicamente, la actividad dismi-
nuida de la CPGasa produce la acumulaciéon hepati-
ca de coproporfirina y su excrecion aumentada por
orina y heces, mientras que durante los ataques, el
PBG y el ALA urinarios también estin incrementa-
dos. La CPH es muy poco comun, incluso entre las
porfirias. En Argentina se han diagnosticado sélo 17
familias. Hasta hoy, se han caracterizado 64 mutacio-
nes en el gen CPO (Human Genome Mutation Database

http://www.hgmd.org) y en las 6 familias argentinas es-
tudiadas genéticamente se detectaron 6 mutaciones
diferentes descriptas por primera vez en la literatura

por el CIPYP (Tabla V) (29) (30).

NUEVA PORFIRIA AGUDA

La Nueva Porfiria Aguda (NPA) es una enferme-
dad extremadamente rara, ya que hasta el momento
se han publicado menos de 10 casos a nivel mundial,
la mayoria de ellos varones jovenes (31). Esta porfiria
se caracteriza por una deficiencia severa en la enzima
ALA-D y se presenta con los mismos sintomas que las
otras Porfirias agudas; no se observan manifestaciones
cutaneas. Bioquimicamente se puede diferenciar de la
PAI en funcién de la excrecion de PBG, que en el caso
de la NPA se mantiene en niveles normales. La caida
en la actividad enzimatica de ALA-D es muy marcada,
tanto en eritrocitos como en otros tejidos, con valores
menores al 2% de actividad residual, produciendo una
importante acumulacion de ALA (32).

Entre los casos descriptos a nivel mundial se han
indicado 12 alelos mutados (Human Genome Mutation
Database http://www.hgmd.org). Al ser una enfermedad
de herencia autosémica recesiva, el probando debe he-
redar un alelo mutado de cada padre y aunque estos
no son sintomaticos, los valores de actividad enzimatica
estan alrededor del 50% respecto al valor normal (32).

Acta Bioquim Clin Latinoam 2016; 50 (4): 547-73
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Tabla Ill. Mutaciones en el gen PBGD descriptas en la poblacion argentina con PAl

Mutacidn Efecto Nﬁmgrq de Referencia
familias

c.76 C>T p.R26C 2 130
c.87+1 g>a exén3 del 1 131
c.101 C>T p.Q34P 6 16
c.100 C>T p.Q34X 1 130
c.104 C>T p.T35M 1 18
c.138 C>A p.Y46X 1 132
¢.202_203delCT p.L68fsX69 1 133
c.242 T>C p.L81P 1 134
c.331 G>A p.G111R 59 135
€.298_304 dup CCCACTG p.V103fsX120 1 20
c.344+1 g>c exén7 del 1 136
c.346 C>T p.R116W 1 135
c.423-2 a>g 15pb del 1 137
c.423-1 g>t 15pb del 2 16
c.446 G>A p.R149Q 1 138
c.453_455 del AGC p.A152 del 1 15
c.518 C>A p.R173Q 1 137
c.517 C>T p.R173W 3 140
c.601 C>T p.R201W 1 141
c.610 C>T p.Q204X 1 142
c.612-1 G>T Delecién de 3aa 3 138
€.665 insA p.V221fsX242 1 16
c.728_729 delCT p.T243fsX249 1 143
c.771+1 g>a exén 12 del 1 144
c.772-1 g>a exénl3 del 1 145
c.815_818 del AGGA p.K272fsXx287 1 16
c.841_843 delGGA p.G281del 2 16
c.913-2 a>g exénlb del 1 146
c.913-1 g>a exénlb del 1 14
c.913insC p.H301fsX306 2 144
c.948 delA p.V315fsX328 1 16
¢.985 del TTGGCTG p.L329fsX341 1 16
c.961 C>A p.R321H 1 147
¢.1003 G>A p.G335S 1 16
g.3078-8306 del 5228pb Delecién de 5228 bp 2 14

Porfirias Cutaneas
PORFIRIA CUTANEA TARDIA

Una deficiencia en la uroporfirinégeno decarboxi-
lasa (URO-D) es responsable de dos formas genéticas
de porfiria cutanea: Porfiria Cutanea Tardia familiar o he-
reditaria (PCT-F) y Porfiria Hepatoeritropoyética (PHE).
La primera se transmite en forma autosémica domi-
nante, se caracteriza por la fotosensibilidad cutanea,
frecuentemente asociada a una disfuncién hepatica y
se precipita por factores ecogenéticos que incluyen la
sobrecarga de hierro, compuestos policlorados, abuso
de alcohol, hormonas, virus hepatotrépicos etc. La PHE
se transmite con caracter recesivo, s mas severa que la
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PCT-F y se la puede considerar como una forma homo-
cigota de la PCT. En Argentina se ha encontrado solo
un caso de PHE que porta mutaciones ya descriptas en
PCT (33). También existe una forma adquirida de la
PCT (PCT-A) con una actividad disminuida de URO-D
s6lo en higado, que representa alrededor del 80% de la
poblacién PCT (1). Es la porfiria cutanea mds comun y
tiene una frecuencia de 1:20.000 en Argentina.

Hasta el momento se han descripto alrededor de 120
mutaciones diferentes en el gen de la URO-D (Human
Genome Mutation Database hitp://www.hgmd.org). En 64
familias PCT-F argentinas no relacionadas se detectaron
19 mutaciones nuevas en el gen que codifica para la
URO-D y dos mutaciones missense que ya habian sido re-
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Tabla IV. Mutaciones en el gen PPOX descriptas en la poblacidn argentina con PV.

Mutacion Efecto Ndmero de f Sintomatologia Referencia
c.227C>T p.S76F 1 aguda 26
c.1265A>G p.Y4A22C 1 latente
¢.1330_1331delCT p.L444fsX451 1 mixta 148
c.476 C>T p.A159V 1 cutanea 149
c.1384_1385delAG p.S462fsX475 1 cuténea 150
€.995G>C p.G332A 1 latente 25
2 aguda
c.1042_1043insT p.Y348fsX349 7 cuténea 23
7 mixta
c.101AST p.E34V L aguda
1 cuténea 25
c.133delT p.S45fsX67 1 cuténea
c.694G>C p.G232R 1 aguda 151
c.925delA p.1309fsX314 1 mixta o5
c.808-1G>C r.EX8del 1 mixta
c.317A>C p.H106P 1 cutanea 22
c.670T>G p.W224R 1 mixta o5
€.338+3_insT r.EX4del 1 mixta
c.1082_1083insC p.G362fsX380 1 aguda 150
c.807G>A r.EX7del 1 mixta o5
c.995G>C p.G332A 1 aguda
c.532C>G p.L178V 1 cuténea 22
c.745delG p.V249fsX272 1 cutanea 150
c.471G>A r.EX5del 1 cutanea 25
¢.503G>A p.R168H 1 mixta 22
c.1291+1 G>C r.EX12del 1 cutanea 152

Tabla V. Mutaciones en el gen CPO descriptas en la poblacion argentina con CPH.

Mutacion Efecto Nro. de familias Referencia

c.1282+5 g>t r.exénbdel 1

c.701-2 a>c r.exén8del 1 59
c.279delc p.F93fsX135 1
c.1175 A>C p.Y392C 1
c.754delC p.H253fsX260 1

30
c.(348_172dupl15) + (488_516del21) p.(E153_ELLILE173_180) + p.(V163fsx231) 1

portadas en estado homocigota en familias con PHE. En
17 familias se detecté la mutacién c¢.10-12insA, asi, la pre-
valencia de esta mutacién en la poblacion PCT-F argenti-
na es del 26,6%, siendo la mas frecuente en este pais. La
segunda en prevalencia es la mutacion p.M165R, entre
ambas representan el 40% de los alelos mutados caracteri-
zados hasta la fecha (Tabla VI) (34-40).

Si bien en general es una porfiria que se desencade-
na en la edad adulta, a la fecha estos autores han des-
cripto 28 casos de PCT infantil, hasta ahora el mayor
numero hallado en la literatura (13).

PROTOPORFIRIA ERITROPOYETICA

La protoporfiria eritropoyética (PPE) se produce en el
95% de los casos por una pérdida de funcién de la enzi-

ma FECH, ultima etapa del camino biosintético del hemo,
responsable de la insercion del hierro (Fez+) en la molé-
cula de PPIX.

La acumulacién de PPIX en médula 6sea, globulos
rojos, plasma e higado resulta en un incremento de la
excrecion biliar de este compuesto. Clinicamente, la
PPE se caracteriza por una fotosensibilidad temprana,
desde la ninez, debido al danno que causa en la piel la fo-
toactivacion de la PPIX, con un severo ardor, que inclu-
ye hinchazoén y eritema en areas expuestas a la luz solar.
En un 5-10% de los pacientes con PPE, la enfermedad
cronica hepatica puede llegar a ser una complicacion
importante siendo necesario, en ocasiones, el trasplante
del 6rgano. E195-99% de los pacientes PPE presentan una
deficiencia parcial de la FECH con herencia autosémica
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Tabla VI. Mutaciones en el gen UROD descriptas en la poblacidn argentina con PCT.

Mutacion Efecto Ndmero de familias Referencia
c.10-12insA p.N3fs15-17X 17
c.494 T>G p.M165R 7
g.645del1053pb c.1del316pb 4
c.912 C>A p.N304K 3 34
€.995 G>A p.R332H 1
c.948 G>A r.exén9del; p.E314E 1
c.5683 C>T p.L195F 1
c.476 G>A p.W159X 1 35
c.894-1 G>C r.ex6n10del 2
c.132+1insG r.exén2del 1
€.267-269delTGT p.V90del 2
¢.573-594del22pb p.L191fsX196 1 37
c.1104+62-63delAA Pérdida parcial sefial de poliadenilacién 1
c.472 C>T p.P158S 1
€.994-995delGC p.R332fsX343 1 38
€.223+1 G>T r.exén3del 2
c.752delC p.A251fsX258 1
C.664 G>T p.G222W 1 40
¢.307delG p.G103fsX115 2 153
c.25 C>G p.Q9H 1 No publicada
c.213+1 G>T r.exén3del 2 38
c.239 C>G p.A80G 2 154
c.203 C>T p.P62L 1 155
'c.235 G>A p.D79N 1 156
c.659 A>C p.H220P 1 157
c.616 C>T p.Q206X 1 153
c.613 G>A p.G205R 2 158
c.238 G>T p.A80S 2 159
c.712 C>T p.R238C 1 www.ncbi.nlm.nih.gov

dominante y penetrancia incompleta; se han descripto
s0lo 26 casos de herencia autosémica recesiva (1) (41).

En Ia actualidad se han detectado mas de 190 muta-
ciones y 538 variantes polimorficas (Human Genome Mu-
tation Database http://www.hgmd.org). Funcionalmente,
estos polimorfismos pueden modular en trans la pene-
trancia de la enfermedad (42).

En la forma dominante, el fenotipo es el resultado
de la herencia combinada de un alelo mutado y uno
de baja expresion que produce el 75% de la cantidad
normal de ARNm de la enzima (43) (44).

Se ha demostrado que mutaciones en el gen del
ALA-S 2 que producen ganancia de funcién causan un
tipo de protoporfiria dominante ligada al cromosoma
X (PPDLX), que es responsable del 2% de los pacientes
que manifiestan PPE (45).

La forma PPDLX de la enfermedad, a diferencia de
la PPE producida por una falla en el gen FECH, pre-
senta un grado de penetrancia cercano al 100%. En
este caso se incrementa la tasa de formacion de ALA
que se metaboliza casi en su totalidad produciendo
la acumulaciéon de PPIX en glébulos rojos que puede
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convertirse en hemo libre y ser exportado al citoplas-
ma. Ademas, la acumulacion de Zn-PPIX observada en
PPDLX, indica que la FECH utiliza Zn como sustrato
alternativo. La elevada produccién de PPIX que supe-
ra la cantidad requerida para la hemoglobinizacién
en células eritroideas es suficiente para producir fo-
tosensibilidad y dano hepatico a pesar de la actividad
normal de la FECH.

En Argentina, la frecuencia de Ia PPE es de 1:900.000.
De las 44 familias con PPE, 16 se han estudiado molecu-
larmente, detectandose 15 mutaciones, 7 de las cuales
son nuevas en la literatura (41) (46) (Tabla VII).

PORFIRIA CONGENITA ERITROPOYETICA

La Porfiria Congénita Eritropoyética (PCE) es una
enfermedad autosémica recesiva de la cual solo se han
descripto en la literatura alrededor de 200 casos, aun-
que fue la primera porfiria detectada en 1889 en Esco-
cia en 2 hermanos (47). Se produce por una disminu-
cion en la actividad de la uroporfirinégeno III sintetasa
(URO-S), que cataliza la formacion del URO III, el
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Tabla VII. Mutaciones descriptas en el gen FECH en la poblacidn argentina.

Mutacion Efecto Ndmero de familias Referencia
c.67-2 A>G r.exén2del 1 46
¢.400delA p.K133X144 1 16
c.451delT p.L150fsX169 1 16
c.315-2 A>G p.A154_T170del 1
c.343 C>T p.R1156X 2 161
c.580_585delTACAG p.Q193fsX209 1 162
c.598+1 G>T r.exénbdel 1 163
c.557 T>C p.1186T 1 164
c.655 G>A p.S222N 1 41
c.930 C>A p.W310X 1 165
c.1099 A>T p.R367X 1 41
c.77 G>A p.S26N 1 166
c.892 C>T p.R298X 1 41
g.12490_18067del c.5.576pbdel 1 167
c.627 C>A p.Y209X 1 168

isémero fisiol6gico en la biosintesis del hemo. Se acu-
mulan grandes cantidades de los isomeros de la serie I,
no fisiolégica, que se oxidan a URO Iy COPRO I pro-
vocando la lisis de los globulos rojos y la liberacion de
grandes cantidades de porfirinas que se excretan por
orinay materia fecal. La URO I acumulada en plasma es
la principal responsable de las manifestaciones clinicas:
lesiones cutdneas severas en zonas expuestas que pue-
den llevar a la mutilacion de los tejidos, hipertricosis,
alopecia, eritrodoncia, sintomas que generalmente se
presentan desde el nacimiento, aunque ya se han des-
cripto 13 casos de manifestacion tardia (11).

Se han encontrado en la literatura alrededor de 49
mutaciones responsables de PCE. En este laboratorio se
han estudiado 4 casos infantiles y uno de manifestaciéon
tardia. No fue posible estudiarlos a nivel molecular a
tres de los casos infantiles; en cuanto al cuarto caso, fue
sometido a trasplante de médula 6sea a los 6 anos; la do-
nante fue su hermana y hasta el momento que ha cum-
plido 19 anos, se encuentra en buen estado de salud;
porta una mutacién missense (p.C73R) y una mutacién
de splicing en el otro alelo (c.627ins27pb). Curiosamen-
te, en el caso de manifestacion tardia, fallecido en la
actualidad por causas ajenas a la porfiria, se encontré
s6lo una mutacion, la p.C73R, pero sufria también de
talasemia menor (11) (48).

Porfiria experimental

El analisis de los mecanismos de la deficiencia de
hemo, y su impacto sobre las hemoproteinas vitales y
la homeostasis tisular, es un tema de enorme impor-
tancia en la patogénesis y el tratamiento de muchos
desordenes.

Las drogas son los desencadenantes mas comunes de
las porfirias. Entre otros factores que pueden provocar

una crisis se encuentran el ayuno, la dieta, infecciones
o intoxicaciones diversas.

Se definen como porfirias experimentales las provo-
cadas por xenobio6ticos en animales o cultivos de células
aisladas, con el fin de conocer la etiopatogenia, los meca-
nismos alternativos tisulares, la fisiopatologia, los rasgos
clinico-bioquimicos y la posible prevencion y terapéutica
de las porfirias.

Los efectos producidos por los compuestos porfiri-
nogénicos se observan tanto en individuos con porfiria
como en individuos normales, aunque en estos tltimos
la induccion de una manifestacion porfirica requiere la
administracion de una dosis mucho mas elevada. Este
fenémeno de induccioén por drogas también puede ob-
servarse en animales de experimentacion, asi como en
determinados tipos de cultivos de tejidos (17).

Todos los compuestos porfirinogénicos tienen en
comun la propiedad de estimular marcadamente la ac-
tividad del ALA-S hepdtica y, ademas, de disminuir el
contenido del hemo hepatico, ya sea por inhibicion de
su sintesis o por aceleracion de su degradacién (1). Se
conoce una extensa lista de estas drogas porfirinogéni-
cas, que son capaces de provocar una porfiria ain en
ausencia de una predisposicion genética, produciendo
anormalidades metabodlicas similares a las observadas
durante el ataque agudo de las porfirias hereditarias
humanas (http:/sites.google.com/site//cipypconicel).

En lo que se refiere a la porfiria experimental, la
accion de drogas porfirinogénicas y en particular los
anestésicos volatiles, este laboratorio ha sido pioneroy
ha publicado numerosos trabajos que han permitido in-
cluir ciertos anestésicos en la lista de drogas prohibidas
para su uso en individuos con porfiria. En las Figuras
3, 4 y 5 se muestra la multiplicidad de metabolismos
afectados cuando dichos xenobiéticos o el ALA mismo,
fueron administrados a ratones control y modelos gené-
ticos de porfirias agudas y no agudas.
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PORFIRIA EXPERIMENTAL INDUCIDA POR ALA

Todas las porfirias hepaticas agudas presentan sin-
tomas neurologicos cuya patogénesis permanece hasta
ahora sin esclarecer (1)(49-52). Existen dos hipétesis
principales para explicar el mecanismo de accion de las
drogas porfirinogénicas que cuentan con cierto grado
de evidencia experimental, la deficiencia de hemo y
la toxicidad inducida por ALA (53). La deficiencia de
hemo llevaria a la falta de hemoproteinas vitales como
los citocromos respiratorios, con el consecuente dano
del tejido nervioso.

Con respecto al ALA, se ha demostrado la capacidad
del cerebro para generar su propio ALA; la sintesis pro-
bablemente ocurra en las células gliales desde las cuales
es transferido a las neuronas. Estudios in vitro han reve-
lado que el ALA tiene efectos sobre diversas funciones
nerviosas; sin embargo, se ha puesto en duda su acciéon
farmacoloégica a las concentraciones presentes en el te-
jido nervioso durante un ataque agudo de porfiria (54)
(55). Por otro lado, se ha demostrado que el ALA pue-
de acumularse y concentrarse en la corteza cerebral y
que las ROS producidas por este compuesto pueden da-
nar diversos componentes celulares (56-58). Los efectos
del ALA en el SNC podrian deberse a su unién a los
receptores GABA (59). Ademas, se ha descripto que la

inhibicién de la captaciéon de glutamato por el ALA po-
dria ser la causa de las convulsiones inducidas por este
precursor de la sintesis de hemo (60).

Los resultados de estos autores (Figura 3) han de-
mostrado que el ALA puede acumularse en el SNC des-
pués de su administracion, tanto aguda como crénica,
afectando varios metabolismos como el sistema colinér-
gico y el metabolismo del 6xido nitrico. En particular,
el aumento de HO podria ser consecuencia del estrés
oxidativo generado por la presencia del ALA, en con-
cordancia con las alteraciones en el sistema de defensa
antioxidante (61).

PORFIRIA EXPERIMENTAL INDUCIDA POR
ANESTESICOS VOLATILES

El enflurano (2-Cl-1,1,2-trifluoroetildifluorometil-
éter), el isoflurano (1-cloro-2,2,2-trifluoroetil difluoro-
metil éter) y el sevoflurano (fluorometil 2,2,2-trifluoro-1
[trifluorometil]etil éter) son anestésicos volatiles muy
utilizados para producir anestesia general (62)(63). La
toxicidad hepatica y renal de los anestésicos volatiles
éteres fluorados se produce por su biotransformacion,
mediada por el citocromo P450 (CYP), a metabolitos
toxicos; el CYP2E] es la isoforma responsable del meta-
bolismo de estos compuestos en humanos (64).

ANESTESICOS VOLATILES
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Figura 3. Efecto de los anestésicos volatiles, otras drogas porfirinogénicas y el ALA
sobre diferentes metabolismos en ratones control.
ALA: Acido 8-aminolevulico, ALA-S: Acido 8-aminolevulico sintetasa, PBG-D: Porfobilinogeno deaminasa, HO: Hemo oxigenasa, CYP: Citocromo P-450, CPR:

NADPH-citocromo P-450 reductasa, GSH: glutation reducido, SOD: Superdéxido

dismutasa, NO: Oxido Nitrico, NOS; Oxido Nitrico Sintasa, AChE: Acetilcolinesterasa, BuChE: Butirilcolinesterasa, mAChR: receptor muscarinico, NMDA: receptor

nicotinico.
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ANESTESICOS Y METABOLISMO DEL HEMO EN
RATONES CONTROL

La administracion de los anestésicos enflurano, isoflu-
rano y sevoflurano a ratones cepa CFI modifico la activi-
dad de algunas enzimas del metabolismo del hemo, re-
produciendo algunos de los signos bioquimicos de la PAI
(Figura 3) (65-69), efecto dependiente de la cepay el sexo
(70). Se produjeron alteraciones similares por la anestesia
en animales bajo diferentes estados metabolicos: en ani-
males alcoholizados (71), bajo induccién o deplecion del
CYP (9) (72), deplecion de glutation (73) e induccién de
la enzima HO (74). Estos trabajos indicaron la potencial
porfirinogenicidad de los anestésicos y las precauciones
necesarias para su uso en pacientes con porfirias agudas.

ANESTESICOS Y METABOLISMO DEL HEMO EN
MODELOS GENETICOS DE PAI

Teniendo en cuenta la multiplicidad de metabolismos
afectados por las drogas porfirinogénicas o el ALA, razén
por la cual es dificil establecer las causas de las manifesta-
ciones neurolégicas de esta enfermedad, y con el fin de
incrementar el conocimiento sobre los mecanismos de ac-
cion de estas drogas en cerebro, se utilizaron ratones cepa
C57BL6 knockout deficientes en la enzima PBG-D como
modelo de PAL: T1 (homocigotas, actividad 55% reduci-
da) y PAI (doble heterocigotas, actividad 70% reducida)
(75) (Figura 4).
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Se observaron alteraciones bioquimicas que depen-
dieron del sexo y la mutacion. Asi, el isoflurano afec-
t6 auin mas la actividad de la PBG-D, disminuida como
consecuencia de la mutacion en los animales homoci-
gotas mientras que el sevoflurano causé un efecto simi-
lar pero en los ratones hembra, en los cuales, ademas,
se produjo una importante induccion en la actividad de
ALA-S (76). En los ratones PAI doble heterocigotas no
se produjeron variaciones (Figura 4). En general, los
efectos fueron mas pronunciados que los observados en
ratones cepa CFI, indicando una mayor sensibilidad del
modelo a estos xenobioticos.

ANESTESICOS Y METABOLISMO DEL HEMO EN
MODELOS GENETICOS DE PORFIRIAS NO AGUDAS

Si bien los anestésicos estan principalmente rela-
cionados con el desencadenamiento del ataque en las
porfirias agudas, su administracién en modelos gené-
ticos de PHE (linea celular de linfocitos B) (77) y PPE
(Fech m1pas/Fech m1pas) (78) causé alteraciones bioqui-
micas en la biosintesis del hemo compatibles con las
observadas en una porfiria aguda (Figura 5). Tanto el
isoflurano como el sevoflurano indujeron la actividad
del ALA-S y redujeron la actividad de la PBG-D cuando
se agregaron a la linea celular de linfocitos B, mientras
que no se observaron diferencias debido al tratamien-
to con enflurano. En el modelo de PPE la actividad de

MODELO GENETICO DE PORFIRIA AGUDA INTERMITENTE
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Figura 4. Efecto de los anestésicos volatiles sobre diferentes metabolismos en un modelo genético murino de PAI.
ALA-S: Acido 8-aminolevulico sintetasa, PBG-D: Porfobilinégeno deaminasa, HO: Hemo oxigenasa, GSH: Glutation reducido, TRP: Triptofano pirrolasa, GST:

Glutation S-transferasa,
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LINEA CELULAR PORFIRIA HEPATOERITROPOYETICA
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Figura 5. Efecto de los anestésicos volatiles sobre diferentes metabolismos en modelos de Porfirias no agudas.
ALA-S: Acido 8-aminolevilico sintetasa, PBG-D: Porfobilindbgeno deaminasa, HO: Hemo oxigenasa, CYP: Citocromo P-450, GSH: glutatién reducido.

ALA-S hepatica se indujo sin que se produzcan variacio-
nes en la actividad de la PBG-D o de la HO.

Los resultados indicaron que el uso de estos anestési-
cos no s6lo debe evitarse en el caso de porfirias agudas
sino que también deben utilizarse con precaucion en
pacientes con porfirias hepaticas no agudas. Ademas,
debe senalarse que el isoflurano produjo alteraciones
en el metabolismo del hemo causando una reduccion
en la actividad de PBG-D y un aumento en la actividad
de HO, cuando se administré a un modelo murino de
hemocromatosis (Hfe-/-), enfermedad relacionada a
alteraciones en la homeostasis del hierro y que frecuen-
temente esta asociada a la PCT (79).

ANESTESICOS Y OTRAS DROGAS PORFIRINOGENICAS
SOBRE METABOLISMOS INTERRELACIONADOS CON
LA BIOSINTESIS DEL HEMO

Dentro de los estudios tendientes a elucidar los me-
canismos que conducen a la neuropatia porfirica, se de-
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mostré que algunas drogas porfirinogénicas alteraban
los sistemas colinérgico (80) y glutamaérgico (81), el
sistema de defensa antioxidante (82), el sistema meta-
bolizante de drogas (83) (84), el metabolismo del 6xido
nitrico (NO) (85) (86) y la cadena respiratoria mitocon-
drial (87) en encéfalo de ratones cepa CFI.

Las alteraciones descriptas podrian deberse a la ac-
cion directa de las drogas o sus metabolitos en cerebro,
o al efecto del ALA sintetizado en el higado y transpor-
tado al cerebro. El aumento de HO producido por los
agentes porfirinogénicos estudiados, implica el disparo
de mecanismos antioxidantes frente al estado de estrés
oxidativo en el cerebro, lo que contribuiria y podria
ser uno de los factores que conducen a la neuropatia
porfirica. Estos resultados indicarian la multiplicidad
de metabolismos afectados por las drogas porfirinogé-
nicas o el ALA, razén por la cual es dificil establecer
las causas de las manifestaciones neurolégicas de esta
enfermedad.
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Los cambios observados en el SNC difieren de los
producidos en el higado para los mismos agentes por-
firinogénicos. Estas diferencias sugieren que las alte-
raciones neurologicas observadas en la porfirias no se
podrian explicar por simple extrapolacion al SNC de
los efectos deletéreos observados en el tejido hepatico.
De hecho, como ya se ha mencionado, no se conocen
los mecanismos por los cuales se controla la formacién
de hemo en cerebro. Se ha demostrado que el ALA-S en
cerebro de rata se induce por disminucién del pool
de hemo celular, pero no por la acciéon de agentes
porfirinogénicos que actian a través del CYP hepa-
tico. Por lo tanto, es necesario plantear nuevas hipo-
tesis que contemplen la accion directa de los agentes
porfirinogénicos, los cuales serian especificos para
el SNC, o efectos secundarios debidos a productos
originados en otros tejidos como consecuencia de la
accion de dichos agentes.

Terapia fotodinamica

Las propiedades fotodinamicas de las porfirinas, que,
como se ha visto, son causantes de la fotosensibilizacion
cutanea en las porfirias, constituyen por otro lado, la base
fundamental del procedimiento terapéutico conocido
como terapia fotodinamica (TFD). Las porfirinas al ser
irradiadas con luz de longitud de onda adecuada, pasan
de su estado energético basal a un nivel excitado; esa ener-
gia es transferida a otras moléculas generando especies
citotoxicas, principalmente oxigeno singulete, que produ-
cen la muerte celular. Esta propiedad se aplica para el tra-
tamiento de tumores oncologicos y también en patologias
no oncologicas, como la inactivaciéon de microorganismos
(bacterias, virus, parasitos) (Figura 6).

En el drea de la terapia fotodinamica utilizando ALA
(TFD-ALA), este laboratorio ha sido pionero. Ya en 1975,
se describi6 la destruccion fotodinamica de callos de soya,
tejido considerado como un tumor vegetal dada su alta di-
vision celular, cuando se agregaba ALA al medio de cultivo
y se iluminaba (88). La base racional para la aplicacion
de TFD-ALA es la acumulacion selectiva de PPIX inducida
por ALA en los tumores, debido a una actividad reducida
de la FECH y a una actividad relativamente aumentada de
la PBG-D en las células malignas. Una acotacion impor-
tante es destacar que la administracion de ALA en rato-
nes portadores de tumor, al menos en las dosis utilizadas
en la TFD-ALA, no es citotoxica (89). Con respecto a la
TFD-ALA, mas de 75 articulos en revistas internacionales,
3 libros, capitulos en varios libros de TFD, numerosas confe-
rencias, un Congreso Internacional sobre Terapia Fotodina-
mica del cancer, realizado en Argentina, varios premios de
organizaciones relacionadas con el cancer, cientos de presen-
taciones en Congresos internacionales y nacionales, que se
han publicado avalan la experiencia de estos autores en el
tema (90) (91).
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Mas recientemente, se comenzaron a estudiar los
mecanismos de muerte fotodinamica en células tumo-
rales humanas y murinas, observando que dependen
del tipo celular y del fotosensibilizante (FS) empleado
(92) (93), pero no estan dilucidados aun los efectos de
la TFD sobre los mecanismos de senalizacion celular.

TFD-ALA EN CELULAS LEUCEMICAS

En enfermedades como leucemias y linfomas, el em-
pleo de transplante hematopoyético autélogo presenta
el problema de la contaminacién con células tumora-
les, las que luego de la re-infusién contribuyen a la re-
caida de la enfermedad. Es deseable entonces erradicar
la fraccion de células cancerosas sin causar dano a las
células normales. Un posible método para este prop6si-
to es el purgado basado en tratamientos fotodinamicos
(94) (95). Otra de las dificultades es la resistencia a dro-
gas que suele generarse en los tratamientos antineopla-
sicos; algunos trabajos han descripto que la TFD no pre-
senta resistencia cruzada con la quimioterapia (96), por
lo que seria sumamente beneficiosa su aplicacion en cé-
lulas leucémicas resistentes a drogas de quimioterapia.

Buscando entonces erradicar células malignas me-
diante la fotoactivaciéon de porfirinas endogenas sinte-
tizadas a partir de su precursor ALA, se realizaron estu-
dios con lineas celulares de leucemia murina sensibles
a drogas antineoplasicas (LBR-), y dos lineas derivadas,
una resistente a doxorrubicina (LBR-D) y otra resisten-
te a vincristina (LBR-V).

El FSse concentra
en el tumor

El FS es inyectado
al paciente

El tumor es destruido
selectivamente

El FS es activado
por laser

Figura 6. Mecanismo de accion de la Terapia Fotodinamica.
FS: Fotosensibilizante.
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Se midio la sintesis de porfirinas bajo diferentes condi-
ciones de incubacion (concentracion de ALA y tiempos)
y se vio que la linea LBR-V fue la que sintetiz6 mayor can-
tidad de porfirinas. Cuando se evalu6 la viabilidad celular
mediante el método del Tripan Blue luego del tratamien-
to luminico utilizando un banco de dos tubos fluorescen-
tes (18]/ cm?), se observé que lalinea parental (LBR-) fue
mas sensible al tratamiento fotodinamico que las lineas re-
sistentes LBR-D y LBR-V. Mediante microscopia confocal,
utilizando marcadores mitocondriales y lisosomales, se vio
un patrén similar de localizaciéon de PPIX intracelular en
las tres lineas. Si bien inicialmente la PPIX se detect6 prin-
cipalmente en mitocondrias y parte en lisosomas, alas 20 h de
incubacion el patrén de fluorescencia se volvié mas difu-
so, indicando una redistribuciéon del fotosensibilizador en
el citoplasma celular. Esta localizacion intracelular sugiere
que la apoptosis podria constituir un mecanismo de muer-
te asociado a la TFD, por lo que se estudi6 la morfologia
mitocondrial mediante tinciéon con MitoTracker Green.
En las tres lineas se observé una pérdida de la integridad
mitocondrial a medida que aumento la dosis luminica. Se
evalu6 entonces la induccion de apoptosis utilizando na-
ranja de acridina-bromuro de etidio. Se observé un incre-
mento en la morfologia apoptoética en funcion de la dosis
luminica y del tiempo post-TFD. La linea LBR-V160, que
fue la que mayor cantidad de PPIX sintetiz6, a 2 h post-TFD
present6 el mayor porcentaje de apoptosis, indicando que
seria la mas sensible al tratamiento. En todas ellas la induc-
cion de necrosis fue muy baja. Se evalu6 la liberaciéon de
citocromo c al citoplasma utilizando un anticuerpo espe-
cifico. Se produjo un aumento en la liberacion del mismo
cuando las células se trataron con la TFD, sugiriendo la ac-
tivacion de la via apoptotica intrinseca. Se estudi6 también
la activacion de apoptosis lisosomal utilizando el inhibidor
de catepsina D, pepstatina A (pA). En las lineas celulares
resistentes se observé una disminucion en los niveles de
apoptosis al utilizar pA, en comparacion con las células
tratadas s6lo con TFD, mientras que en la linea sensible
LBR- no se encontraron diferencias.

Se observo, por lo tanto, que las tres lineas celulares
respondieron a TFD-ALA, en concordancia con resulta-
dos obtenidos por otros autores, quienes describieron
que la TFD pudo revertir la resistencia a drogas en dis-
tintos tipos celulares (97) (98).

Los resultados obtenidos sugieren entonces que la
TFD-ALA constituye una alternativa eficaz para la erradi-
cacion de células malignas remanentes en el tratamiento
de leucemias resistentes a quimioterapia, y contribuye a
dilucidar los mecanismos de accion subyacentes a la TFD.

ESTRES OXIDATIVO INDUCIDO POR LA TFD-ALA.

Con el objeto de investigar los mecanismos intervi-
nientes en la citotoxicidad de la TFD-ALA, se estudiaron
las especies reactivas involucradas en el fotodano luego
de incubar las células con ALA seguida de una irradia-
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cion con luz blanca, y se evalu6 la produccion de radica-
les peroxilo, peroxido de hidrégeno, radicales hidroxilo,
anion superoxido, y el dano mitocondrial determinado
mediante la despolarizacion de la membrana mitocon-
drial. En todos los casos los pardmetros de estrés oxida-
tivo medidos aumentaron con el tiempo de irradiacién
en las tres lineas estudiadas, y fueron mayores en la linea
sensible LBR- (99). Estos resultados indican la importan-
cia de las mitocondrias en los efectos de la TFD.

TERAPIAS COMBINADAS EN LINEAS CELULARES
LEUCEMICAS: QUIMIOTERAPIA Y TFD-ALA.

Como se indicara anteriormente, el transplante de
médula 6sea asociado a quimioterapia es una de las mo-
dalidades terapéuticas utilizadas en el tratamiento de la
leucemia, siendo una limitacién importante la presencia
de células malignas remanentes y la aparicion de fenoti-
pos resistentes a multidrogas. Por otra parte, la aplicacion
de terapias combinadas con diferentes mecanismos de ac-
cién contribuye a incrementar la efectividad y minimizar
las reacciones adversas en el tratamiento del cancer. Resul-
t6 de interés entonces estudiar los efectos de la TFD-ALA
combinada con DOX y VCR, en la linea celular de leuce-
mia murina LBR- sensible a drogas de quimioterapia.

Se observo un efecto sinérgico al utilizar las terapias
combinadas, demostrado por una disminucién signifi-
cativa de la supervivencia celular con respecto a cada
terapia en forma independiente; este efecto fue ma-
yor para el tratamiento con VCR en comparacién con
DOX, y Ia mortalidad fue superior a la obtenida con el
doble de dosis de DOX 'y VCR (Tabla VIII).

Estos resultados indican que la combinacion de TFD
y quimioterapia puede constituir una alternativa tera-
péutica beneficiosa, generando la posibilidad de lograr
una determinada eficacia disminuyendo las dosis de
quimioterapia (en este caso, DOX y VCR en un 50%),
lo que contribuiria a minimizar los efectos secundarios
adversos de la misma y el desarrollo de fenotipos celula-
res resistentes a drogas (100). En base al efecto sinérgico
obtenido al utilizar las terapias combinadas en un mo-
delo in vitro, resulté interesante evaluar la respuesta de
esta combinacién en un modelo in vivo. Ademas, hasta
el presente, en la bibliografia no se publicaron trabajos
en los que se haya estudiado el efecto combinado de
la TFD-ALA y drogas de quimioterapia en modelos in
vivo de leucemia, aunque algunos autores estudiaron
esta combinacion empleando otros FSs y otros agentes
antineoplasicos en distintos modelos de cancer in vivo
(101-105). Con el fin de evaluar los efectos de las tera-
pias combinadas, ratones BALB-C se inocularon via iv
con cé€lulas LBR- tratadas previamente en cultivo con
ALA-TFD, DOX, VCR, o la combinacién de tratamien-
tos TFD+quimioterapia, dando lugar a los siguientes
grupos experimentales: células LBR- no tratadas (grupo
control), tratadas s6lo con TFD, DOX, VCR, y las com-



Tabla VIII. Efecto del tratamiento con TFD, DOX o VCR, solos y combinados, sobre la supervivencia de las células LBR-D160.
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% supervivencia vs células no tratadas
Tratamiento Sin iluminacién Tiempo de iluminacion
5 min 10 min 20 min

TFD - 49,10 + 3,60 38,20 + 4,10 30,20 + 3,40

DOX 48,6 + 5,4 - - -

VCR 45,6 +9,8 - - -
TFD y DOX - 35,20 + 2,60 24,00 + 3,30 23,80 + 3,50
TFDy VCR - 12,00 + 2,40 16,30 + 4,10 1,60 + 0,02
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Las células LBR-D160 fueron tratadas con ALA-TFD (irradiadas 5, 10 6 20 min), o con quimioterapia con doxorrubicina (DOX), vincristina (VCR) o la
combinacion de ambas terapias. El tratamiento se hizo en condiciones tales que con la quimioterapia sola se obtenia aproximadamente un 50% de
muerte celular, al igual que con la TFD sola. La supervivencia de las células se evalu6 con el ensayo de MTT. Los valores representan los porcentajes
de supervivencia con respecto a las células sin tratamiento, y son el promedio + la desviacién estandar de tres experiencias independientes.

binaciones TFD+DOX, TFD+VCR. Los animales se sacri-
ficaron a los 30 dias y se evalu6 presencia y grado de in-
filtracién tumoral mediante analisis histolégico en timo,
rinén, higado, bazo, corazén, pulmoén, ganglios linfati-
cos y cerebro. En el grupo inoculado con el vehiculo no
se observo infiltracion, mientras que el inoculado con
las células sin tratar se observo una gran intensidad de
infiltracién, en el 87,5% de los érganos. El grupo ino-
culado con células sometidas a TFD mostré un 50% de
organos infiltrados (principalmente ganglios linfaticos),
pero con menor intensidad que el grupo sin tratar. En
los animales inoculados con células tratadas con DOX o
VCR se observaron células tumorales en el 25% y el 75%
de los 6rganos, respectivamente. Utilizando la combina-
cion DOX+TFD o VCR+TFD, no se evidenci6 infiltra-
cion de células leucémicas en ninguno de los 6rganos
estudiados (Tabla IX) (106).

El beneficio al utilizar TFD en combinacion con
DOX o con VCR en este modelo in vivo, concuerda con
los resultados obtenidos previamente in vitro. Canti et
al (107) utilizaron combinaciones similares en mode-
los in vivo de leucemia, hallando resultados sinérgicos,
e incluso aditivos aplicando TFD con ftalocianina de
alumino como FS en combinaciéon con DOX y con cis-
platino, asi como también combinando tres terapias en
forma simultanea: TFD basada en ftalocianina, junto
con linfocitos inmunes (inmunoterapia) y las drogas de
quimioterapia vinorelbina o cisplatino.

Teniendo en cuenta los resultados previamente des-
criptos, tanto a nivel in vitro, como in vivo, queda en
evidencia el beneficio de la utilizaciéon de TFD-ALA en
combinaciéon con drogas de quimioterapia como un
método eficaz para erradicar las células malignas du-
rante el purgado de médula 6sea en pacientes con leu-
cemia, sugiriendo una potencial alternativa terapéutica
que permitiria disminuir las dosis de quimioterapia, mi-
nimizando asi sus limitaciones y efectos adversos.

TFD-ALA EN CELULAS DE CANCER DE PULMON

El cancer de pulmén de células no pequenas (NSCLC)
es la histologia mas frecuente (80%) de este tipo de tu-
mores. Actualmente, se aplica TFD a tumores de pulmén
obstructivos y microinvasivos. Luego de administrar el FS
que se acumula selectivamente en el tejido tumoral, se
fotoactiva por via broncoscopica con luz de longitud de
onda adecuada, y se generan ROS que provocan danos
celulares irreversibles llevando a la muerte celular.

Se realizaron estudios con células de adenocarcinoma
de pulmén humano A549 (NSCLC) utilizando el mode-
lo de crecimiento en cultivos bi y tridimensionales.

TFD-ALA EN CULTIVOS Bl Y TRIDIMENSIONALES
DE CELULAS DE ADENOCARCINOMA DE PULMON

El cultivo de células en esferoides multicelulares
(EMGCs) representa un modelo in vitro tridimensional

Tabla IX. Porcentaje de érganos afectados con infiltracion leucémica (IL) para los distintos grupos de tratamiento.

) Organos afectados con infiltracion leucémica (%)
Tratamiento
Timo Pulmdn Corazdn Higado Bazo Rifion Ganglio Cerebro
Control 100 100 0 100 100 33,3 33,3 33,3

TFD 40 60 0 0 60 0 100 0

DOX 0 0 0 0 50 0 25 0
DOX+TFD 0 0 0 0 0 0 0 0

VCR 50 25 0 25 50 0 33,3 25
VCR +TFD 0 0 0 0 0 0 0 0

TFD: Terapia fotodinamica, DOX: doxorrubicina, VCR: Vincristina.
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(3D) de tumores solidos, mds representativo de lo que
ocurre in vivo respecto del cultivo en monocapa. Es 1til
para el estudio de distintas terapias antitumorales, y
apropiado para el estudio de muerte celular post-TFD,
dado que simula las condiciones de microtumores inde-
pendientemente de la vasculatura, cuyo rol en la erradi-
cacion de tumores por TFD es controversial. Se realizo
la puesta a punto de las condiciones adecuadas para el
cultivo de esferoides en la linea A549 y se compar¢ la
respuesta de sintesis de porfirinas y viabilidad post-TFD
en las conformaciones 2D y 3D del cultivo. Sembrando
5x10% células/mL sobre agar 3%-RPMI (1:1) se obtuvie-
ron esferoides compactos de 100-700 pm a los 7 dias.

En el cultivo en esferoides se llegé a un plateau en la
sintesis de porfirinas a una concentracion de ALA ma-
yor que en el cultivo en monocapa. A plazos cortos (3 h)
se observé que el aumento de la sintesis de porfirinas
en funcién del tiempo de incubacion, fue similar para
ambos tipos de cultivo, pero a tiempos largos (16 h)
la cinética de sintesis en la monocapa fue mas rdpida
que en los esferoides. En el modelo 3D, por microsco-
pia confocal, se observé una distribuciéon de porfirinas
uniforme en los distintos planos del esferoide.

Se analizaron, tanto en la monocapa como en los es-
feroides la viabilidad celular por el método de MTT y
la muerte celular por tinciéon con naranja de acridina y
bromuro de etidio, luego de la incubaciéon con ALA y
posterior irradiacion. Las curvas de supervivencia post-
TFD-ALA en esferoides mostraron un ligero corrimien-
to (2 min) de la dosis luminica que produce un 50%
de muerte celular (DL, ) y una mayor supervivencia de
células en esferoides (31,9+8,7%) respecto de la mono-
capa (9,3+0,8%) para una irradiacién de 20 min. Estos
resultados permiten inferir que, si bien la sintesis de
porfirinas en los esferoides es del mismo orden que en
la monocapa, la accesibilidad de la luz a las células del
interior del esferoide es un factor limitante para la efec-
tividad de la terapia en este modelo de conformacion
3D propia de los tumores (108).

ALTERACIONES CELULARES EN UN

MODELO TRIDIMENSIONAL DE CELULAS DE
ADENOCARCINOMA DE PULMON HUMANO LUEGO DE
LA APLICACION DE ALA-TFD

En el modelo 3D, 1 h después de la irradiacion, se
visualizo el fotodano mediante diferentes métodos: tin-
cion con NA/BE, Hoechsty H/E. Se observé pérdida
de compactacion de la estructura del EMC con des-
prendimiento de células muertas de la superficie, dis-
rupcién de la membrana, aumento de la granularidad
del citoplasma, gran cantidad de nicleos condensados
y con tinciones atipicas. La tincién para mucopolisaca-
ridos de secrecion (PAS) indicé en EMCs no tratados
fuerte marcaciéon que se pierde luego de la TFD. La
proliferacién celular fue inmunodetectada con Ki67,
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mostré en los EMCs control, un gradiente de células
proliferativas desde la periferia hacia el centro. Luego
de la TFD las células positivas se restringen a la periferia
en un cordon de células proliferativas con morfologia
relativamente conservada y escasa marca hacia el inte-
rior de la estructura.

La condicion hipéxica basal en los EMCs no tratados
mostré una expresion de HIF1lo moderada y heterogé-
nea de localizacién nuclear, que se increment6 con una
dosis luminica baja (5 min) y se perdié con 10 y 20 min
de irradiacion. Se explicaria asi la menor generacion de
ROS comparada con la monocapa, los signos de apop-
tosis disminuidos (condensacion nuclear, liberacion de
citocromo c, despolarizacién mitocondrial, activacion
de caspasa-3, Anexina) e indicios de necrosis y autofa-
gia (expresion de Bcl-2 y LC3-IT).

La detecciéon de ROS no fue significativamente di-
ferente en presencia y en ausencia de antioxidantes de
alto grado de proteccion (ascorbato y trolox, segun los
cultivos en monocapa), pero por microscopia de fluo-
rescencia se vio un efecto protector a nivel superficial
en las capas externas de los EMCs (NA/BE), sugiriendo
que el fotodano a los tejidos normales puede ser ate-
nuado mediante la administraciéon de agentes antioxi-
dantes (109).

Los resultados muestran que la estructura interna y
la diferenciacion de las células en el EMC se ven altera-
das por la TFD-ALA, senalando que el efecto no es uni-
camente superficial, sino también en las capas internas.

CELULAS DE ADENOCARCINOMA DE PULMON
HUMANO SENSIBLES Y RESISTENTES A TFD-ALA

La TFD se aplica en numerosas patologias tumorales,
pero la aparicion de células resistentes es un efecto no
deseado. Para identificar qué cualidades confieren a las
células la capacidad de sobrevivir a la TFD, se trataron
células de adenocarcinoma de pulmén humano A549
con TFD-ALA. Se gener6 un linaje celular resistente a
TFD-ALA luego de 12 ciclos sucesivos (C-12), que acu-
mulé un 50% menos de porfirinas (control: 19,9+1,2 n
porﬁrinas/lOD células; C-12: 9,5+0,7 ng porfirinas/10
células). La fotosensibilizacion con PPIX exégena in-
dujo recuperacion parcial de la sensibilidad a TFD en
células C-12 (supervivencia irradiacién 10 min: control
ALA: 39,5%; control PPIX: 27,5%; C-12 ALA: 10,0%;
C-12 PPIX: 75,0%). La menor sensibilidad de las C-12
a la PPIX-TFD no se debe a una menor acumulaci-
6n de PPIX, pues es similar en ambos tipos celulares
(77,1£2,2 ng r;porﬁ]rinas/ 10° células control; 80,6+4,8 ng
porfirinas/10” células C-12). No hubo diferencias nota-
bles en la morfologia (tinciones con azul de toluidina y
Hoechst) ni en la capacidad de migracién (ensayo de la
herida). En cuanto a parametros asociados a apoptosis:
en las C-12 se detect6 despolarizacion mitocondrial sin
liberacion de citocromo c, activacion de caspasa-3 y se
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observo expresion de Bcl-2. Siendo NFkB un factor sen-
sible al estado redox, es relevante en la supervivencia a
TFD. Se analiz6 la expresion de IkB y la subunidad p65
de NFxB en las fracciones citosolicas y nucleares res-
pectivamente, de células parentales y C-12, luego de la
TFD. En células sensibles se detecté IkB; en las C-12, se
detecté NFkB en todos los tratamientos, y un patrén de
bandas de IkB similar al de células sensibles. Los resul-
tados sugieren que la activacion de NFkB es un evento
relacionado con un efecto a largo plazo de la TFD. Las
células que reciben un tnico tratamiento fotodinadmico
s6lo activan esta respuesta con dosis subletales, meno-
res ala DL, (110).

EFECTO DE SECUESTRANTES DE ROS EN LA TFD-ALA

A fin de evidenciar la participacion de las ROS en la
induccién temprana de la muerte celular, se determiné
el grado de proteccion de distintos agentes secuestran-
tes: glutation reducido, manitol, triptofano y ascorbato
(Asc) en la TFD-ALA de células A549, LBR-, LBR-D160
y LBR-V160. Para estudiar en forma comparativa el efec-
to de los compuestos secuestrantes se determiné el gra-
do de proteccion (GP) como la supervivencia post-TFD
en presencia del compuesto relativa a la supervivencia
en ausencia del mismo. Utilizando tiempos de ilumina-
ci6én entre 5y 10 min, a las concentraciones estudiadas
(0,5-10 mM), ninguno de los compuestos fue fotoacti-
vo en ausencia de ALA. En células A549 el Asc mostro
el mayor GP (% apoptosis TFD 7 min: 16,3+1,3% wvs.
65,8+23,7%; % apoptosis TFD10 min: 48,3+2,7% wvs.
98,4+3,5%; con y sin Asc respectivamente). Con el resto
de los compuestos se observo efectividad a los 10 mi-
nutos de iluminacién pero no a los 7 min. En las lineas
leucémicas, Asc protegi6 a las tres lineas celulares, y el
efecto fue mayor en las lineas resistentes cuando se irra-
diaron durante 10 min.

Los resultados obtenidos contribuyen a dilucidar los
mecanismos de acciéon de la TFD, demostrando la par-
ticipacion de las ROS en el proceso de muerte celular, y
proveen una herramienta para evaluar las condiciones
a tener en cuenta para optimizar la eficacia de la TFD,
ya que secuestrantes como trolox o Asc serian efectivos
en la prevencion clinica del fotodano a tejidos no tu-
morales (111).

Microorganismos hemo-deficientes:
Trypanosoma cruzi

Si de aspectos benéficos y perjudiciales de las porfirinas
se trata, los microorganismos hemo-deficientes constitu-
yen un ejemplo donde convergen ambos efectos. El cardc-
ter de hemo-deficientes se debe a que poseen un camino
biosintético de las porfirinas total o parcialmente bloquea-
do; en este caso, el suministro de compuestos hémicos es
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necesario para asegurar la supervivencia de estos microor-
ganismos. Pero por otro lado, cuando lo que se suministra
e incorpora excede a lo requerido para el normal funcio-
namiento de la célula, entonces se manifiesta el conocido
efecto citotoxico generado por las porfirinas acumuladas.
Dentro de los organismos incapaces de sintetizar hemos.
Se seleccion6 a Trypanosoma cruzi, €l agente causal de la
enfermedad de Chagas, como objeto de estudio en este
laboratorio.

Referido al camino biosintético de las porfirinas, en
base a la determinacién de precursores, porfirinas y ac-
tividades enzimdticas en epimastigotes de 7 cruzi (112)
(113) se concluye que el parasito conservaria funcio-
nales las enzimas de localizacion mitocondrial, ALA-S 'y
FECH (Figura 7). A continuacién se detalla éste y otros
estudios referidos a la via metabdlica del hemo en el
parasito.

SINTESIS DE ALA Y HEMO EN T. cruzi

Empleando cultivos de epimastigotes de 7. cruzi,
cepa Tulahuen,Tul 2, se investigaron ambas vias de sin-
tesis de ALA (114), Ia del ALA-S y la via en la que a
partir de precursores de 5 atomos de C se forma ALA
manteniendo la integridad del esqueleto carbonado
(115) (116), conocida como via de 5-C (esta via se en-
cargaria de sintetizar ALA, principalmente en plantasy
microorganismos fotosintéticos). Considerando al 4ci-
do 4,5-dioxovalérico (DOVA) como intermediario de
la via de 5-C, la enzima DOVA-transaminasa (DOVA-T)
seria la encargada de catalizar la sintesis de ALA a partir
de DOVA (117-119). A pesar de no detectar actividad
de ALA-S in vitro, se midieron niveles significativos de
ALA intracelular y gran cantidad de ALA excretado al
medio. E198% del ALA sintetizado por el pardsito es ex-
cretado al medio extracelular; esta eliminacion evitaria
el efecto citotoxico en el interior de la célulay pone de
manifiesto la falta de funcionalidad de la via encargada
de metabolizarlo (ALA-D y demas enzimas citosolicas).
Referente a la actividad del ALA-S, en este laboratorio
se detect6 la presencia de una molécula no proteica,
de bajo peso molecular, inestable al calor, que es capaz
de inhibir la actividad de esta enzima proveniente de
bacterias fotosintéticas (114). La capacidad inhibitoria
de esta molécula se correlaciona con los niveles intra-
celulares de hemo. Respecto a la via de 5-C, ni intra- ni
extracelularmente se detect6 DOVA y se midieron nive-
les muy bajos de actividad de DOVA-T, que serian insu-
ficientes para justificar la cantidad de ALA sintetizado.
Estos resultados llevaron a concluir que el parasito es
capaz de sintetizar ALA a pesar de no poder convertirlo
en porfirinas. La sintesis de ALA seria catalizada prin-
cipalmente por la via del ALA-S, cuya actividad estaria
regulada por los niveles de hemo directa e indirecta-
mente a través de la actividad del factor inhibitorio de-
tectado en el parasito.
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Figura 7. Camino biosintético de las porfirinas en Trypanosoma cruzi. Se esquematiza la localizacién intracelular y citosélica de la via
metabdlica, remarcando las enzimas funcionales (o) y las que no mostraron actividad (/).
ALA-S: Acido 8-aminolevilico sintetasa, DOVA-T: Acido 4,5-dioxovalérico transaminasa ALA-D: Acido 8-aminolevtlico dehidrasa, PBG-D: Porfobilinégeno
deaminasa, UROgen III-S: Uroporfirindgeno Il sintetasa, URO-D: Uroporfirinégeno decarboxilasa, CPGasa: Coproporfirinogenasa, PPox: Protoporfirinégeno

oxidasa, FECH: Ferroquelatasa.

Teniendo en cuenta que ya se ha dilucidado la se-
cuencia del genoma del parasito, se esta estudiando
la expresion de genes presentes en 1. cruzi, que segun
un analisis bioinformatico previo (GeneDB, Blast, ORF
Finder) serian candidatos para codificar con alto score
para una proteina con actividad de ALA-S. Es intere-
sante esclarecer el significado fisiolégico que tendria
en el parasito, la presencia de una enzima involucrada
especificamente en una via que no es metaboélicamente
funcional.

En lo relacionado con la FECH, se detect6 actividad
en la fraccién mitocondrial de epimastigotes de 7. cruzi,
cepas Tulahuen e Y (120). La enzima manifesto activi-
dad in vitro tanto con PPIX como con deutero- y meso-
porfirina como sustratos; en cuanto al metal a insertar
en el anillo porfirinico, los mayores valores de actividad
se obtuvieron con Fe?* y Zn®* (100 uM), a la misma
concentracién con CuZ* y Co%* no se observé actividad,
mientras Mn?* y MgQJr se manifestaron como potentes
inhibidores. Segun el sustrato porfirinico utilizado, la
enzima fue fuertemente inhibida (entre 40 a 75% de
inhibicién) por Tritén X-100, lo que manifiesta la co-
nocida asociacion a membrana requerida en la catalisis.

La FECH del parasito en presencia de PPIX y Fe?t
como sustratos mostro, a diferencia de la enzima de hu-
manos, una fuerte inhibicién con el agregado de Cu?*.
Este hallazgo seria importante a tener en cuenta en una
terapia que actuara sobre el parasito sin afectar al hués-
ped. Actualmente esta en estudio en este laboratorio, la
identificacion de una secuencia a nivel de genoma que
codifique para la Hemo-S de 7. cruzi.
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EFECTO DE LOS COMPUESTOS HEMICOS
SOBRE T. cruzi

Trabajando con epimastigotes de 7. cruzi, cepa Tu-
lahuén, Tul 2 cultivados en medio liquido, se evalu6 el
efecto de distintas concentraciones de hemina (entre
0-30 mg/L) sobre la diferenciaciéon celular, contenido
total de proteinas, enzimas del sistema de defensa antio-
xidante del parasito, actividad y expresion de HO (121).

Concentraciones de hemina entre 5y 10 mg/L resul-
taron ser las 6ptimas para obtener epimastigotes en cul-
tivo, concentraciones mayores disminuian la velocidad
de crecimiento y modificaban la morfologia de la célula.
Los cambios se correspondian con la transformacion del
estadio epimastigote a amastigote. Respecto al efecto de
la hemina sobre la sintesis de proteinas, se sabe que altos
niveles de hemina estimulan la transcripciéon al permi-
tir la fosforilacion del factor de iniciacion elF-20. (122).
Investigando el efecto de la hemina sobre el contenido
total de proteinas en parasitos se pudo observar que has-
ta alcanzar la concentracién 6ptima, el comportamiento
fue acorde a lo esperado, ya que a medida que aumen-
taba la concentracién de hemina también aumentaba la
cantidad de proteinas. Para niveles de hemina por enci-
ma del 6ptimo para el crecimiento, no sélo se invierte
este comportamiento sino que ademas se produce de-
gradacion de las proteinas existentes. Se han descripto
resultados similares en Leishmania donovani, donde para
concentraciones de hemina del orden de 30 mg/L se
observé una notable disminuciéon en el contenido de
proteinas en general y de f-tubulina en particular (123).



Metabolismo del hemo: las dos caras de los efectos de la acumulacion de precursores y porfirinas

Asimismo, en células de mamiferos se ha observado una
degradacion de proteinas catalizada por hemina (124).
Conocida la capacidad de la hemina de generar ROS
y modificar el estado de 6xido reduccion de la célula, se
evalu6 el estado del sistema de defensa antioxidante del
parasito al variar los niveles de hemina en el medio de
cultivo. Los Trypanosomatidos carecen de actividad de
catalasa y glutation peroxidasa, su sistema antioxidante
involucra a las enzimas superoxido dismutasa (SOD),
ascorbato peroxidasa (APx), triparedoxin peroxidasa
(TrxPx) y antioxidantes de bajo peso molecular, princi-
palmente trypanotiona (NI,N8- bisglutationillespermi-
dina (Try) (125). Otra enzima interviniente es la Trypa-
notiona reductasa (TryR), dependiente de NADPH que
se encarga de regenerar la Try reducida, metabolito
esencial para mantener la actividad de APx y TrxPx. La
acciéon combinada de APx, TrxPx y TryR es de primor-
dial importancia para mantener una concentraciéon baja
de HyO,. En la Figura 8 se esquematiza en forma com-
parativa el sistema de defensa antioxidante presente en
el parasito (A) y en una célula de mamifero (B). Las
diferencias existentes entre ambos sistemas, justifican
la distinta toxicidad para el parasito y hospedador, que
muestran las drogas antiparasiticas cuyo mecanismo de
accion involucra procesos oxidativos o generacion de
especies oxidantes. Asi, el sistema antioxidante del pa-
rasito constituye un blanco interesante al momento de
disenar drogas para combatir la enfermedad de Chagas.
Al evaluar el sistema de defensa antioxidante del pa-
rasito (actividades de SOD, APx y TryR y contenido de
grupos tioles), se observé para concentraciones de he-
mina menores de 15 mg/L, que tanto las enzimas como
el contenido de tioles aument6 progresivamente con la
concentracion de hemina, para luego decaer abrupta-
mente a concentraciones mayores (hasta 30 mg/L). El
dano oxidativo producido por altas concentraciones de
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hemina no seria contrarrestado por el sistema de defensa
antioxidante y podria justificar la degradacion de protei-
nas mencionada anteriormente. Para las mismas condi-
ciones de cultivo se investigé la actividad y expresion de
HO (121). Esta enzima no s6lo degrada el hemo sino
que ejerce un importante efecto protector contra el es-
trés oxidativo, debido al poder antioxidante adjudicado
a la biliverdina y bilirrubina (4) (126). Tanto la actividad
como expresion de la HO se incrementaron al aumen-
tar la concentracién de hemina, dicho incremento fue
significamente mayor para la expresion (6-7 veces) que
para la actividad (alrededor de 3 veces). Por analisis de
Western blot se identificé que la isoforma evaluada se co-
rrespondia con la HO-1. En base a este comportamiento
es evidente una correlacion positiva entre actividad y ex-
presion de la enzima, mostrando la expresion mayor sen-
sibilidad frente a los cambios en los niveles de hemina.

Si se compara el comportamiento de las enzimas
del sistema antioxidante con el de la HO, se ve que
mientras las enzimas antioxidantes disminuyen su ac-
tividad, la HO se induce significativamente. Este com-
portamiento pone de manifiesto el diferente modo de
accion y la complementacion de ambos sistemas anti-
oxidantes.

En base a estos resultados se concluyé que tanto la
deprivacion de hemo como su acumulacién son perjudi-
ciales para 7. cruzi. Con el fin de utilizar estos resultados
con fines terapéuticos, nuestro proposito es interferir en
la captacion y/o utilizacién del hemo, para producir, por
sobrecarga o deplecion, la muerte del parasito.

ACTIVIDAD ANTI-T. cruzi DE COMPUESTOS ANALOGOS
AL HEMO

Teniendo en cuenta que la hemina y porfirinas rela-
cionadas ejercen una importante accion citotoxica y la
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Figura 8. Sistema de defensa antioxidante en Tripanosomatidos (A) y en células de mamiferos (B).
Fe-SOD: superéxido dismutasa dependiente de Fe; Tpx: triparedoxina peroxidasa. MnSOD: superoxido dismutasa dependiente de Mn; Cu-Zn-SOD: supe-
roxido dismutasa dependiente de Cu y Zn; GSH: glutation reducido; GSSG: glutatién oxidado.
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avidez del parasito por este tipo de compuestos, se in-
vestigo el efecto de la cianocobalamina (analogo estruc-
tural del hemo) in vitro sobre epi-, tripo- y amastigotes
de T cruzi e in vivo en un modelo murino agudo de la
enfermedad de Chagas (127).

Estructuralmente la vitamina B, (Figura 8) es una
cobalamina que resulta de la unién asimétrica de cuatro
anillos pirrélicos, formando un grupo macrociclico casi
planar (ntcleo corrinico) en torno a un atomo central
de cobalto. El anillo corrinico (derivado de la URO III)
es parecido al anillo porfirinico y se diferencia de éste
por el caracter asimétrico de las uniones entre los grupos
pirrélicos, por lo tanto puede ser utilizado como andlogo
estructural de la hemina.

La vitamina B, produjo in vitro una marcada ac-
tividad inhibitoria sobre los tres estadios del parasito
epi-, tripo- y amastigotes. Los valores de IC,, obteni-
dos (IC50 ep; 2,42+0,54 pM; 1C50 amas 10,69£1,50 pM y
IC50 trip 9,46+1,20 pM) resultaron ser de 2 a tres veces
menores a los del Benznidazol (Bnz) utilizado como
droga de referencia. La vitamina B12 incremento su ac-
tividad antiparasitica en presencia de un reductor como
el acido ascorbico. A pesar de que la cianocobalamina,
al igual que la hemina, induce en el parasito muerte
celular por dano oxidativo, el antioxidante potencia su
efecto citotoxico debido a la conocida accién prooxi-
dante que un reductor manifiesta en presencia de me-
tales de transicion, como ser Fe, Cu o Co (128)(129).

Al tratar de dilucidar el mecanismo de accion de la
vitamina B,, empleando epimastigotes de 71 cruzi se ob-
servo por citometria de flujo que la misma incrementa
el estado oxidativo intracelular, genera anién superoxi-
do, a la vez que aumenta la actividad de SOD (50%) y
APx (s6lo un 20%) sin modificar la actividad de TryR.
En base a estos resultados se postul6 que la vitamina B12

HZNOB

R = 5'-deoxyadenosyl, Me, OH, CN

ejerce su accion a través de la secuencia de reacciones
que se esquematiza en la Figura 9.

En primer lugar, por acciéon de un compuesto anti-
oxidante (CAO) se produce la reduccién del cobalto
(presente como Co”" en la vitamina B ,) a Co®" y lue-
go el Co?" reduce el O, a anion superoxido, el anion
superoxido a peroxido de hidrégeno y el peréxido de
hidrégeno a radical hidroxilo. En conclusion, la vitami-
na B1 actuaria sobre el pardsito como un generador
de ROS y su administracién, conjuntamente con un
agente reductor, podria tenerse en cuenta para nuevas
modalidades terapéuticas a emplear en el tratamiento
de la enfermedad de Chagas.

Teniendo en cuenta estos resultados, empleando ra-
tones infectados en forma aguda con 7. cruzi, se evaluo,
sobre diferentes lotes de animales, el efecto del trata-
miento con B12’ B12+2’1cid0 ascorbico (vitamina C), Bnz
y Byytdcido ascorbico+Bnz. El tratamiento s6lo con B,
fue capaz de reducir en aproximadamente un 50% la
parasitemia, siendo esta disminucién 2 veces mayor en
presencia de ambas vitaminas. Mientras en el pico de la
parasitemia el nivel de parasitos circulantes fue similar
para los ratones tratados con las vitaminas, con Bnz, o
con Bnz + ambas vitaminas se observaron diferencias
notables para estos tres lotes en el area bajo la curva
de parasitemia versus tiempo, siendo de 43,9%; 58,6%
y 64,6%, respectivamente. Estos iltimos valores fueron
muy importantes al momento de evaluar la sobrevida
de los animales. Los animales control murieron todos
entre los dias 14 y 28 post-infecciéon, mientras que el
83,3% de los animales tratados con Bnz suplementado
con las vitaminas se mantuvieron con vida hasta el final
del experimento (100 dias post-infeccion). La vitamina
B12 y el acido ascorbico mostraron un efecto sinergisti-
co sobre el efecto del Bnz solo.

2Co%* + CAO,qq — 2C0%*+ 2H* + CAO,

Co2*+ O 2 — Co¥ + 0,
CoZ+ O, + 2H* — Cod* + H,0,

Co?* + H,0, — Co¥* + OH + OH

Figura 9. Estructura de la vitamina B,, y mecanismo propuesto para su actividad antiparasitica.
Ver descripcion en el texto.
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En base a estos resultados, se propone como alterna-
tiva terapéutica para la enfermedad de Chagas, un tra-
tamiento combinado B ,+acido ascorbico+Bnz, el cual
permitiria disminuir la dosis de Bnz, reduciendo asi los
efectos colaterales perjudiciales que el mismo presenta.

Por otro lado, siguiendo con la aplicacion de andlo-
gos estructurales al hemo como agentes antiparasiticos,
surge la posibilidad de aplicar la inactivacién fotodina-
mica (IFD) empleando porfirinas sintéticas como fo-
tosensibilizantes. IFD es el nombre que recibe la TFD
cuando se aplica a microorganismos, en lugar de cultivo
de células o animales. En la actualidad este grupo esta
investigando la posibilidad de emplear IFD como técni-
ca para el tratamiento antiparasitario de sangre conta-
minada con T. cruzi.
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