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Las porfirinas estan compuestas por un anillo tetrapirrdlico y son . Maria Florencia D’Andrea y

conservadas en los seres vivos. Estan presentes en la clorofila y el .
*
hemo. El camino de sintesis del hemo involucra ocho enzimas. Las Marta Blanca Mazzetti*.

porfirias son un grupo de enfermedades metabélicas, principalmente
hereditarias, en las que hay fallas en la sintesis de hemo. Pueden
clasificarse en hepaticas o eritropoyéticas; agudas o crénicas. Las
agudas son susceptibles al desencadenamiento y exacerbacion por

*Laboratorio de Disturbios Metabdlicos por Xeno-
biodticos, Salud Humana y Medio Ambiente, Depar-
tamento de Quimica Biolégica, Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires,

drogas. La capacidad de una droga para precipitar la enfermedad, esto Ciudad Universitaria, Pab. II, 4to Piso, C1428EGA
es, su porfirinogenicidad, depende principalmente de su capacidad para Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina. Fax:
aumentar la actividad de la primera enzima del camino de biosintesis +54 11 4576 3342.

del hemo, al inhibir su control fisiolégico por retroalimentacion

negativa, por reduccion del pool de hemo regulatorio. El citocromo mazzetti@aqb.feen.uba.ar

P450 es importante tanto en la metabolizacion de drogas prescriptas,
como de xenobioticos toxicos. Se describen propiedades quimicas y mecanismo de accion de estas drogas: hidrofobicidad,
capacidad de inducir o destruir al citocromo P450 y capacidad de unirse a receptores nucleares que median la induccién
de la trascripcion del gen de la 5-aminolevulinico sintasa. Respecto a las porfirias experimentales, se resefian cinco grupos
de drogas que modelan en animales, porfirias humanas y se describen sus mecanismos de toxicidad. El primero comprende
aquellas drogas que inactivan al citocromo P450; el segundo, sustancias que son potentes inductores multifuncionales; el
tercero, drogas que inhiben a la uroporfirinégeno descarboxilasa; el cuarto, inhibidores de la protoporfirinégeno oxidasa y el
quinto, metales pesados que inhiben metaloenzimas. Las porfirias experimentales permiten el estudio de estas enfermedades
y el desarrollo de tratamientos mas efectivos.

Porphyrins are conserved tetrapyrroles in living organisms. They are present in chlorophyll and heme. The metabolic heme
synthesis pathway involves eight enzymes. The porphyrias are a group of mainly inherited metabolic diseases in which there
are alterarions on the heme synthesis pathway. They can be classified as hepatic or erythropoietic; acute or chronic. Acute
porphyrias are susceptible to acute onset and exacerbation by drugs. The ability of a drug to precipitate the disease, that is, its
porphyrinogenicity, depends primarily on its ability to increase 5-aminolevulinic acid synthase activity, the first enzyme of the
heme biosynthetic pathway by inhibition of their physiological negative feedback control by reducing the pool of regulatory
heme. The cytochrome P450 is important in the metabolism of prescription drugs, as toxic xenobiotics. Chemical properties
and mechanism of action of these drugs are described: hydrophobicity, ability to induce or destroy the cytochrome P450
and ability to bind to nuclear receptors that mediate the induction of gene transcription of 5-aminolevulinic acid synthase.
About the animal models for human porphyrias, five groups of drugs and their mechanisms of toxicity are reported. The first
includes those drugs that inactivate cytochrome P450; second, substances that are potent multifunctional inducers; third,
uroporphyrinogen decarboxylase inhibitors; fourth, protoporphyrinogen oxidase inducers, and fifth, heavy metals that are
metalloenzymes inhibitors. The experimental porphyrias permit the study of these diseases, allowing the development of more
effective treatments.

W :QUESON LAS PORFIRINAS? 4, anillos pirrélicos, unidos a suvez de sus cadenas laterales. Estos com-

por cuatro puentes meteno (Figura puestos retinen ciertas propiedades
Las porfirinas son tetrapirroles, 1), que se clasifican quimicamente fisicas, quimicas y biolégicas que
macrociclos que consisten en cua- segln la naturaleza y ordenamiento les conceden una gran importancia
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en el funcionamiento de los seres
vivos. Son precursores del hemo en
el reino animal y de la clorofila en
el reino vegetal (Nordmann y Puy,
2002, Bonkovsky et al., 2013), por
lo que son metabolitos clave en los
procesos de respiracion y fotosinte-
sis, respectivamente. Como molécu-
las, se caracterizan por ser conjuga-
das, ciclicas, aromaticas, poseer alta
estabilidad y caracteristicas fotofisi-
cas particulares. (Mauzerall, 1998).

El nombre particular que recibe
la porfirina depende de los distintos
tipos de substituyentes que la con-
forman. Por ejemplo si la molécula
posee ocho sustituyentes de dos cla-
ses diferentes, como cuatro acidos
acéticos y cuatro grupos propioni-
cos, se llama a dicha conformacion
uroporfirina. Estas cadenas laterales
pueden encontrarse en cuatro com-
binaciones posibles, alrededor de la
periferia de la molécula, que se de-
notan para este ejemplo utilizando

Figura 1. Macrociclo no substituido de la molécula de porfirina. Se ob-
servan los cuatro anillos pirrélicos en los vértices de la estructura.
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Figura 2. Estructura de la molécula de hemo.

los nimeros romanos del I-IV.

Las porfirinas forman complejos
con atomos metdlicos como el hierro
o el magnesio que influyen en la ac-
tividad biolégica de los mismos, que
se denominan metaloporfirinas. Las
propiedades cataliticas inherentes a
los metales de transicién, debido a
sus orbitales parcialmente llenos, se
ven potenciadas cuando son quela-
dos por las porfirinas o sus derivados
(Mauzerall, 1998). De esta manera
se generan pequefas variaciones en
la estructura basica del tetrapirrol
que conforma la molécula, asi como
cambios en las cadenas sustituyen-
tes, permitiendo gran diversidad de
reacciones bioquimicas esenciales,
en las que intervienen.

Dentro de las metaloporfirinas,
el hemo o ferroprotoporfirina IX
(Figura 2) es estructuralmente un
compuesto formado por un dtomo
de hierro coordinado al anillo te-
trapirrélico de la protoporfirina IX.
Esta molécula forma parte de la he-
moglobina, permitiendo la unién re-
versible de oxigeno con sus grupos
hemo, logrando asi suministrar el
O, necesario a los diferentes tejidos
y 6rganos alrededor del cuerpo. La
estructura proteica alrededor de los
grupos hemo genera un ambiente
particular que permite que se lleve a
cabo la reaccion que cataliza.

Otras metaloporfirinas de rele-
vancia biolégica se encuentran en
los organismos fotosintetizadores.
La molécula de clorofila posee mag-
nesio como especie metalica unida
a la estructura de la porfirina. La fun-
cién que cumple la molécula en este
caso es la de capturar protones de
luz en el UV cercano (400 nm) y la
region roja del espectro visible (650-
700 nm). Para la cobalamina o coen-
zima de la vitamina B,,, la unién de
la porfirina precursora se da con
cobalto, el cual facilita la reduccién
de especies organicas en reacciones
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que involucran la transferencia de
atomos de hidrégeno.

El camino biosintético de las por-
firinas es probablemente el camino
metabdlico mas conservado. Con
excepcion de la sintesis del inter-
mediario 4cido 5-aminolevulinico
(ALA), los otros pasos son seme-
jantes tanto en bacterias primitivas
como humanos (Mauzerall, 1998).
Las metaloporfirinas clorofila, co-
balamina y el hemo, tienen como
precursor biosintético comdn a uro-
porfirinégeno Il (Uro’gen IlI) (Figura

3), diferenciandose recién posterior-
mente los caminos de sus sintesis.

El alto grado de conservacion de
las porfirinas refleja la importancia
de su ruta metabdlica en los siste-
mas bioldgicos, considerandose a
estas moléculas junto con la bicapa
lipidica, las proteinas y los acidos
nucleicos como componentes clave
de los seres vivos.

B EL GRUPO HEMO

El hemo es una molécula esen-

cial para la funcién de todas las cé-
lulas aerdbicas. Esta sirve de grupo
prostético de varias hemoproteinas
que juegan un papel fundamental en
funciones bioldgicas vitales como
ser unién de oxigeno (hemoglobina,
mioglobina), transferencia de elec-
trones (citocromos) y metabolismo
del oxigeno (catalasas, peroxidasas
y oxidasas); siendo también grupo
prostético de enzimas que intervie-
nen en la produccién de moléculas
sefial tales como GMP ciclico (gua-
nilato ciclasa), hormonas esteroideas
(hidroxilasas) y éxido nitrico (6xido
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Figura 3. Relacion entre la clorofila a, la amida cobirinica que conforma la vitamina B12, y el hemo. Todas estas
moléculas comparten en sus rutas de sintesis el precursor biosintético Uro’gen lII.
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nitrico sintasa); asi como controla la
expresion de numerosas proteinas
(globina, enzimas de la ruta meta-
bélica del hemo, mieloperoxidasa,
hemo oxigenasa-1 y receptor de
transferrina) (Tsifsoglou et al., 2006).

Las propiedades Unicas del hemo
le permiten actuar tanto como trans-
portador de electrones y catalizador
de reacciones redox. Si bien el Fe?*
se une a oxigeno, no se produce su
oxidacion. La combinacion entre el
ligando de la porfirina y el ambiente
proteico cambia el potencial redox
del hierro y detiene la formacién de
un complejo con el agua, inhibien-
do la oxidacién Fe’* a Fe**.

El hemo se oxida a hemina in vi-
tro teniendo una carga positiva resi-
dual y por lo general se aisla como
cloruro. Se transforma en hematina
cuando al ser disuelto en solucion
alcalina se adiciona un radical hi-
droxilo, eventualmente transforman-
dose en hemo en la célula (Figura 4)
(Sassa y Nagai, 1996; Tsiftsouglou et
al. 2006).

W SINTESIS DEL HEMO

La biosintesis del hemo (Figura 5)
puede dividirse en cuatro procesos:
i) formacién del pirrol, ii) ensambla-

do del tetrapirrol, iii) modificacion
de las cadenas laterales del tetrapi-
rrol, iv) oxidacién del protoporfiri-
noégeno (Proto’gen) IX a protoporfiri-
na IX e insercion del hierro.

La sintesis de hemo involucra
ocho enzimas, cuatro de las cuales
son citoplasmdticas y cuatro mito-
condriales. El primer paso ocurre
en la mitocondria e involucra la
condensacion de los metabolitos
succinil-CoA y el aminoéacido hidro-
filico glicina para formar ALA, reac-
cién catalizada por la enzima ALA-
sintasa (ALA-S). La enzima citosélica
5-aminolevulinico dehidrasa (ALA-
D) convierte a continuacién, dos
moléculas de ALA en el monopirrol
porfibilinégeno (PBG).

Las enzimas de los dos pasos si-
guientes se encargan de transformar
cuatro moléculas de PBG en el te-
trapirrol ciclico Uro’gen Ill, el cual
es posteriormente descarboxilado
de sus cuatro grupos acetato de las
cadenas laterales permitiendo la
formacion de coproporfirinégeno
(Copro’gen) 1ll, menos soluble que
Sus precursores .

Las siguientes dos descarboxila-
ciones hacia grupos metilo ocurren
en la mitocondria por accién de

la Copro’gen Il oxidasa, siendo el
Proto’gen producido posteriormente
oxidado a protoporfirina debido a la
remocion de dtomos de hidrégeno
gracias a la actividad de la enzima
proto’gen Il oxidasa. La insercién
u i6 i -
de un catién de hierro en la proto
porfirina IX, se realiza por la accién

Zi u .

de la enzima ferroquelatasa

B DEGRADACION DEL HEMO Y
METABOLISMO DEL HIERRO

Todas las células, salvo los eritro-
citos maduros y tal vez otras células
altamente diferenciadas, pueden de-
gradar hemo.

El hemo se cataboliza a bilirrubi-
na a través de la accién de las enzi-
mas microsomales hemo oxigenasa
(HO) y biliverdina reductasa. Si bien
ha sido descripta la degradacién no
enzimatica del hemo in vivo, no se
considera que esta sea la principal
via de degradacion (Wu y Wang,
2005).

La enzima HO abre el anillo del
hemo permitiendo, mediante libera-
cién de CO vy hierro, la formacién
del pigmento biliverdina, que absor-
be a las longitudes de onda corres-
pondientes al verde. La biliverdina
es luego reducida al pigmento ama-

Hemina
(Cloruro)

Hematinag

Figura 4. Tres formas diferentes del hemo. Los atomos de nitrégeno representan los atomos que componen el
anillo pirrélico de la molécula. Extraido de Sassa y Nagai, 1996.
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Figura 6. Ruta degradativa del hemo. La enzima NADPH:CYP reductasa reduce el ion férrico como prerrequi-
sito para cada ciclo de unién y activacién de oxigeno. La bilirrubina, hidrofébica, debe ser glucuronidada en
el higado para aumentar su solubilidad y facilitar su excreciéon. M=metil, V= vinil, P= propionato. Adaptado de
Ryter y Tyrrel 1999.

rillo bilirrubina por la enzima bili-
rrubina reductasa (Figura 6).

El catabolismo del hemo produ-
ce la liberacién de hierro, el cual,
siendo un oxidante, estimula la sin-
tesis de la proteina ferritina. La mis-
ma actdia a su vez como un repositor
de hierro intracelular, secuestrando
el hierro libre (Wu y Wang, 2005),
que es toxico para la célula ya que
actda en la formacién de especies
reactivas del oxigeno (EROS) a través
de la reaccion de Fenton.

B LOCALIZACION DE LA SINTESIS
DEL HEMO

En mamiferos, alrededor del 80%
del hemo total producido es sinteti-
zado en células eritroides inmaduras
de la médula ésea y eventualmen-
te incorporado a la hemoglobina
(Norman y Puy, 2002). El hemo re-
manente es sintetizado predominan-
temente en el higado en células nu-
cleadas como el hepatocito, donde
es incorporado a hemoproteinas, en
particular al citocromo P450 (CYP)

(Podvinec et al.,, 2004; Hift et al.,
2011), representando el 15% del
total de hemo producido por el or-
ganismo (Sassa y Nagai, 1996; Nor-
man y Puy, 2002). El 5% restante se
sintetizarfa en el rindn y otros tejidos
(Puy et al., 2010).

A su vez, en el higado de una
rata adulta, cerca del 65% del hemo
que se produce se utiliza para la
formacion de CYP en microsomas,
15% para sintesis de catalasa en los
peroxisomas, 6% para la formacién
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de los citocromos mitocondriales y
8% para la formacién del citocromo
b, (Sassa y Nagai, 1996).

La velocidad de sintesis de hemo
en las células eritroides en desarro-
llo supera en un orden de magnitud
al hemo sintetizado en el higado.
Esto se debe a que si bien la mayor
cantidad de hemo se sintetiza en los
eritrocitos inmaduros, el ndmero
total de estos es considerablemente
menor al de hepatocitos.

El hemo extracelular ingresa a la
célula a través de transportadores de
hemo (Wu y Wang, 2005). Siendo
el hemo un quelante hidréfobo de
bajo peso molecular, altas concen-
traciones de hemo libre en la célula
podrian catalizar reacciones de oxi-
dacién dependientes de hierro gene-
rando EROS, peroxidacion lipidica 'y
disrupcién de las membranas (Ryter
y Tyrrell, 1999; Wu y Wang, 2005).

B REGULACION DE LA ACIDO
5-AMINOLEVULINICO SINTETASA
(ALA-S).

La enzima ALA-S es un homodi-
mero que reside en la matriz de la
membrana mitocondrial interna y
presenta una alta especificidad por
la glicina como sustrato. El segundo
sustrato, succinil-CoA, es un inter-
mediario del ciclo de Krebs y provee
la mayor fuente de energia para la
ruta biosintética del hemo. La reac-
cién requiere de piridoxal 5-fosfato
como cofactor.

ALA-S presenta dos isoenzimas,
la eritroide (ALA-S E 0 ALA-S 2) y la
no especifica o constitutiva (ALA-S
N, también conocida como ALA-
S1), que se expresa ubicuamente
(Sassa y Nagai, 1996; Ponka, 1997).
Estas son sintetizadas a partir de ge-
nes diferentes, mapeados en el bra-
zo corto del cromosoma 3 vy el cro-
mosoma X respectivamente (Puy et
al., 2010). La expresion diferencial

de estas isoformas en los tejidos es la
que determina que la regulacion de
la sintesis del hemo sea distinta en-
tre células eritroides y no eritroides
(Ponka, 1997).

En el higado, la regulacion de la
ruta del hemo permite una respuesta
rapida a los requerimientos metabé-
licos, mientras que en los progenito-
res de los eritrocitos, donde se sinte-
tiza el hemo, la regulacion permite
un estado constante y elevado de
sintesis dependiente de la disponibi-
lidad de hierro.

En células eritroides, el hemo
bloquea la captacion de hierro por
la célula, desde la proteina transfe-
rrina e induce la expresion de ALAS2
a través de un “elemento de respues-
ta al hierro” en la regién 5’-UTR de
su ARNm, asi como disminuye la
disponibilidad de glicina como sus-
trato de ALA-S. La regulacion ocurre

durante la diferenciacién a eritrocito
en respuesta a la hormona eritropo-
yetina.

La velocidad de produccién del
hemo se encuentra entonces limita-
da por la disponibilidad del hierro
aportado desde la transferrina y no
es inhibida por hemo. Los macrdéfa-
gos del higado y el bazo degradan el
hemo y lo reciclan luego de la eri-
trofagocitosis a través de la enzima
inducible HO-1 (Puy et al., 2010).

Por otro lado, ha sido demostra-
do que ALA-S hepatica estd negati-
vamente regulada por el producto
final de la via: el hemo (Sassa y Na-
gai, 1996, Norman y Puy, 2002). El
efecto mas relevante del hemo, en
su sintesis hepatica, ocurre a nivel
de la inhibicién de la sintesis de
ALA-S1, la cual se propuso, ocurre
en cuatro niveles diferentes (Figura
7): 1) a nivel de expresion génica de

Trascripcion

Traduccién

Biosintesis del

Heme "

Mitocondria

Nagai, 1996.

Figura 7. Niveles en los que ocurre la regulacién de la enzima ALA-S. A
nivel de la transcripcién, mediante disminucién de la vida media de su
ARNmM y/o evitando transferir el precursor proteico sintetizado de ALA-S
a mitocondria. Triptéfano 2,3-dioxigenasa (TDO). Adaptado de Sassa y
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ALA-S1, 11) a nivel de represion post-
traduccional mediante disminucion
de la vida media de su ARNm, 1lI)
evitando transferir el precursor pro-
teico sintetizado a mitocondria y
IV) inhibiendo la actividad catalitica
de la enzima ALA-S (Sassa y Nagai,
1996). La inhibicion directa de la
actividad de ALA-S hepatica no de-
beria ser fisiolégicamente relevante
debido a que las otras clases de inhi-
bicién anteriormente mencionadas
se alcanzan a concentraciones de
hemo mucho menores que las ne-
cesarias para que ésta exista (Ponka,
1997), por lo cual no se considera
relevante.

De hecho, la represién de ALA-
S1 por hemo es responsable de que
esta enzima sea la reguladora de la
velocidad de sintesis en el camino
biosintético del hemo hepatico.

La velocidad de sintesis de hemo
también responde al aumento de
la demanda que ocurre frente a un
cuadro de induccién de CYP por la
accion deletérea de drogas sobre
los CYP. En este caso los niveles del
ARNm de ALAST son regulados po-
sitivamente para proveer de hemo
a los apoCYP sintetizados de novo,
produciendo una disminucion del
hemo vy evitando la regulacién por
retroalimentacién negativa sobre
ALA-S1. A su vez, se ha reportado
que existen enhancers cuya acti-
vacion responderia a xenobidticos
inductores e interaccionarian con
el receptor X de pregnano (PXR) y
el receptor constitutivo androstano
(CAR) teniendo un efecto inductor
directamente sobre la transcrip-
cién del gen de ALA-S 1, similar al
efecto observado sobre la expresion
de CYP (Podvinec et al., 2004). La
transcripcion del gen de ALA-S 1
parece verse también regulada po-
sitivamente por el coactivador tras-
cripcional que interacciona con los
receptores llamados Activadores del
Proliferador de Peroxisomas (PGC-

1a). Este es coactivador de recep-
tores nucleares y otros factores de
transcripcion, controlando la bio-
génesis y metabolismo oxidativo en
varios tejidos, incluyendo musculo
esquelético, corazon, higado vy te-
jido adiposo marrén (Handschin et
al., 2005).

En el higado, PGC-1a se induce
durante el ayuno, cuando éste pre-
senta baja disponibilidad de glucosa
para la obtencién de energia utili-
zando la b-oxidacién de acidos gra-
sos como reserva energética, bajo
el control de PCG-1a (Handschin
et al., 2005). Esto explica porque la
porfiria aguda intermitente (PAl) es
asociada con una disminucién de
la energia del metabolismo hepati-
co y desnutricion crénica (Puy et al.,
2010).

Sin embargo, es de interés obser-
var que en la induccién de ALA-ST
por drogas que ejercen un mecanis-
mo inductor multifuncional como el
fenobarbital (FB), el PGC-1a no seria
esencial para la induccién del gen
de ALA-S1 (Handschin et al., 2005).
Esto indicaria que el rol de PGC-1a
no podria extenderse universalmen-
te a todos los mecanismos de induc-
cién por drogas.

B POOL HEPATICO DE HEMO LI-
BRE CELULAR

Se plantea hipotéticamente la
existencia de un pool hepatico de
hemo libre, ya sea de sintesis re-
ciente o que haya sido liberado de
las hemoproteinas de las cuales for-
maba parte como grupo prostético.
Debido a que éste se encontraria en
pequefias cantidades y seria consu-
mido rapidamente se torna dificil de
probar su existencia (Sassa y Nagai,
1996).

Este pool contiene hemo recién
sintetizado y sirve como precursor
de hemoproteinas y también cum-

ple funciones regulatorias. En culti-
vos de hepatocitos de ratas adultas,
se observé que el 20% del hemo
sintetizado se trasformaba en pig-
mentos biliares directamente mien-
tras que el 80% era empleado por
la célula para la formacién de las
hemoproteinas. Esto pareceria indi-
car que el hemo de los hepatocitos
se forma ligeramente en exceso en
relacion a su requerimiento meta-
bélico (Ponka, 1997), asi como que
concentraciones de hemo elevadas
inducen la hemoxigenasa (HO), es-
timulando la ruta catabdlica (Wu y
Wang, 2005).

Se ha propuesto que el pool de
hemo libre citosélico, en equilibrio
con el hemo utilizado por la enzima
de naturaleza hemoproteica tript6-
fano 2,3-dioxigenasa (TDO) (Figura
7), reprimirfa la formacién de ALA-
S e induciria a la HO-1, la enzima
limitante del catabolismo del hemo
(Sassa y Nagai, 1996).

B HEMOPROTEINAS: CITOCRO-
MOS P450 (CYP).

Con el término CYP se denomina
a un grupo de hemoproteinas que,
al combinarse en su estado reduci-
do con monéxido de carbono (CO),
forma un complejo que absorbe la
luz a 450 nm. En casi todos los teji-
dos de mamiferos, especialmente el
higado e intestino delgado podemos
encontrar CYPs, localizados en va-
rias organelas, si bien principalmen-
te se localizan en el reticulo endo-
plasmico (RE) y la mitocondria.

Se considera a los CYPs produc-
tos de una superfamilia de genes
que codifican para enzimas mo-
nooxigenasas relacionadas con el
metabolismo de sustancias endé-
genas, drogas y otros xenobidticos.
Esta consiste en 27 familias de genes
de las cuales las tres principales para
el metabolismo de drogas son CYPT,
CYP2, CYP3.
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Los CYPs existen en diversas iso-
formas que exhiben polimorfismos
y metabolizan la mayor parte de las
drogas en humanos a diferentes ta-
sas debido a variacién genética inte-
rindividual entre ellas (Tsiftsoglou et
al., 2006). Un mismo sustrato puede
ser metabolizado por mas de una
isoforma de CYP, siendo su accion
sobre una amplia gama de sustratos,
lo que refleja su enorme potencial
detoxificante.

Muchas sustancias exégenas que
ingresan al cuerpo o xenobidticos,
pueden causar un marcado incre-
mento en la cantidad de CYP en el
higado, asociado con un aumento
en la sintesis del hemo en el hepa-
tocito (Ponka et al., 1997). De esta
forma, los xenobidticos deben pre-
sentar cierto grado de lipofilicidad
para poder atravesar la membrana
plasmatica de la célula para ser me-
tabolizados por los CYP.

El CYP presenta en su estructura
un aminoacido cisteina que es clave
para su coordinacién con el grupo
prostético hemo. El hemo interac-
tia de forma de alterar el estado de
oxidacién de ligandos especificos,
como CO, NO, O,, CN"y otros que
se unen directamente al hierro que
conforma el complejo.

Aunque algunas de las formas de
CYP muestran especificidad por un
determinado sustrato, la mayoria de
ellas catalizan gran ndmero de re-
acciones metabdlicas a la vez (Del
Arco, 1997). Los CYP pueden catali-
zar reacciones tales como deamina-
cién, epoxidacion y desulfuracion,
hidroxilacién y oxidacion, todas ne-
cesarias para convertir los compues-
tos hidrofébicos en compuestos de
mayor polaridad y facilitar de esta
forma su excrecion.

Por su caracter de monooxigena-
sas, los CYPs utilizan solo una mo-
lécula de O,, empleando un dtomo

de oxigeno para la oxidacion del
sustrato, mientras que el otro es re-
ducido para formar H,O (por ello
también se las denomina oxidasas
mixtas), a merced de la presencia de
un donante externo de electrones.

La reaccién catalizada por los
CYPs se caracteriza por presentar
los siguientes pasos: 1) adicién de un
sustrato a la enzima, 1) donacién de
un electrén, 1) adicién de un dtomo
de oxigeno, y IV) donacién de un se-
gundo electrén y pérdida de agua.

Las actividades del sistema de
monooxigenasas requieren de un
flujo de electrones que es canali-
zado por la NADPH-CYP-reductasa
desde el NADPH* hasta un comple-
jo formado por el sustrato o xeno-
biético con CYP.

El xenobidtico en forma reduci-
da se une, en primer lugar, al CYP
oxidado (CYP-Fe’*). Posteriormente,
el CYP es reducido por la reductasa
a CYP-Fe** y el complejo CYP- Fe?*-
xenobidtico interactia con el O,
para formar un complejo terciario, el
oxiCYP (O,-CYP-Fe**-xenobidtico).
Dicho complejo puede disociarse,
dando lugar a un anién superperéxi-
do (O,"), regenerandose la hemo-
proteina férrica, el CYP-Fe**. Ade-
mas, el complejo recibe un segundo
electrén para formar sucesivamente
otros complejos, de modo que en
definitiva un atomo de oxigeno es
transferido al sustrato para oxidarlo
y el otro reacciona con dos protones
para formar H,O. El sustrato oxidado
queda liberado y el CYP se regenera
en forma férrica.

Es importante resaltar que en este
proceso de oxidacion por el CYP,
esta involucrado también el proceso
de formacion de radicales libres, es
decir, la liberacién de productos de
reduccion del oxigeno que no estan
acoplados a sustratos de hidroxila-
cién, como son el anién superdxi-

do (O,"), el peréxido de hidrégeno
(H,0,) y el H,O

W ;QUE SON LAS PORFIRIAS?

Las porfirias son enfermedades
metabdlicas caracterizadas por un
bloqueo en la sintesis del hemo y
la acumulacién de sus precursores
(Kappas et al., 1995). Estas son en-
fermedades hereditarias o adquiri-
das que resultan de deficiencia pri-
maria parcial de alguna de las ocho
enzimas del camino biosintético del
hemo, determinando en cada caso
un tipo de porfiria particular (Tabla
1) (Puy et al., 2010; Siegesmund et
al., 2010). Dependiendo de los pa-
sos deficientes en la sintesis, la acu-
mulacion de porfirinas y/o precurso-
res se produce en los diferentes teji-
dos, asi como su excrecién en orina
(Sassa, 2006).

Las porfirias se heredan con ca-
racter autosémico dominante o au-
tosomico recesivo. Las deficiencias
enzimaticas pueden ser parciales o
practicamente totales dependiendo
del tipo de mutacion génica (Sassa,
2006). Existen casos documenta-
dos de herencia de mutaciones que
alin encontrandose en heterocigosis
pueden producir una porfiria clini-
camente relevante, aunque en es-
tos casos suelen presentarse por lo
general en la vida adulta y con una
severidad menor que en los casos
de homocigosis (Poh-Fitzpatrick,
1998). Estudios genéticos y enzi-
maticos demuestran que individuos
con una mutacién en alguna de las
enzimas de la ruta biosintética del
hemo y con parientes heterocigotas
con porfirias clinicamente expresa-
das, podrian permanecer silentes o
sin sintomas asociados durante toda
su vida (Sassa, 2003).

Histéricamente las porfirias se
han clasificado en hepaticas y eritro-
poyéticas, dependiendo el sitio pri-
mario de expresién de la enzima dis-
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funcional prevalente (Siegesmund et
al., 2010), si bien desde el punto de
vista clinico, es mas apropiado cla-
sificar a las porfirias en agudas o no
agudas, enfatizando de esta manera
la presencia o ausencia de ataques
potencialmente mortales.

Se clasificard entonces a las por-
firias en: 1) porfirias eritropoyéticas,
) porfirias crénicas hepaticas, am-
bas asociadas con fotosensibilidad
cutdnea como sintoma caracteristi-
co, y Ill) las porfirias hepaticas agu-
das que se caracterizan por sus sin-

tomas neurolégicos, si bien algunas
de ellas pueden presentar también
fotosensibilidad (Sassa, 2006).

Las porfirias denominadas “agu-
das o inducibles” pueden presentar
ataques agudos desencadenados
por factores diversos que generan
la de-represién de ALA-S (Kappas
et al., 1995). Dentro de las mismas
encontramos a la porfiria aguda in-
termitente (PAl), la porfiria variega-
a (PV), la coproporfiria hereditaria
(CH) y la porfiria con deficiencia
de ALA-dehidrasa (Hift, 2011; Puy

et al., 2010). En las PAI no se desa-
rrollan lesiones dérmicas, las cuales
aparecen en aproximadamente el
60% de los pacientes con PV (Puy et
al., 2010) y raramente en pacientes
con CH donde la incidencia de este
sintoma ronda el 5%.

Los ataques agudos son mas fre-
cuentes en mujeres, siendo raros
antes de la pubertad y después de
la menopausia (Puy et al., 2010; He-
rrick, et al., 2005), salvo casos don-
de la mutacién se presenta en ho-
mocigosis (Nordmann et al., 2002;

Tabla 1
Clasificacién de las porfirias humanas. *En la PCT familiar ha sido reportada herencia autosémica dominante,
mientras que en la PCT hepatoeritropoietica, se reportd que la herencia es autosémica recesiva. La PCT espora-
dica se adquiere por la exposicion a xenobidticos. Extraido de Nordmann y Puy, 2002. **Recientemente se ha
reportado la protoporfiria eritopoyética, ligada al cromosoma X (XLP), el defecto genético altera la actividad de
ALA-S2. En la XLP se produce un aumento de la actividad de enzima ALA-S2. esto da lugar a produccién de mas
protoporfirina para la sintesis de hemoglobina en la médula 6sea (Balwani y Desnick, 2012).
Enzima deficiente Nombre de la porfira Heredabilidad Clasificacién Atague Mmanifestaciones
aguda cutaneas
ALA-Dehidrasa Fil:u!in-u .por O Hepéfica Hi noe
deficiencia de
ALA-D (ADP) recesiva
PEG deaminaza P.arfnu Iugudu Autosémica Hepéfica 5i ne
intermitente
(PAI) deminante
Uroporfibilinégena 1 1 Porfm , e e Erilropoyélica no 5
sintasa Eritrop oy éfica i
congénita (PEC) e
Uraporibilinegens Parfiria cutdnea Variable® Hepéfica no Si
Decarboxilasa tarda (PCT)
Coproporfiinégenc Caprap:nrihu i Hepéfica 5i 5
Ovidaza hereditaria [CH) )
dominanfe
Protoperdirindgeno F?rfmu+ Autosémica Hepéfica 5 5
Oxidasa vanegaia
(PV) dominante
L Avtosomica Erifropoyéfica ne -
Feroquelatasa Bileopoyélica e
(PE)
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Balwani y Desnick, 2012).

Generalmente, los sintomas de
un ataque agudo pueden asociarse
a la disfuncion del sistema nervioso
auténomo, periférico y central. Mu-
chas personas que sufren un ataque
agudo presentan severo dolor abdo-
minal y en la zona de la espalda pro-
ducto de una neuropatia autbnoma
con la cual se relacionan todos los
sintomas iniciales. Estos se caracteri-
zan por ser inespecificos como ndu-
seas, vomitos, diarrea, constipacion,
taquicardia, sudoracién abundante,
hipertensién (Puy et al., 2010; Sie-
gesmund et al., 2010), asi como fie-
bre, debilidad muscular y en estados
mas avanzados puede presentarse
pardlisis respiratoria y variedad de
signos psiquidtricos y neurolégicos
(Sassa, 2006). La paralisis respirato-
ria puede progresar hasta el coma 'y
la muerte, llegando la tasa de mor-
talidad hasta el 10%, si el paciente
no se diagnostica a tiempo (Sieges-
mund et al., 2010).

La neuropatia porfirica es bastan-
te menos comin hoy en dia, y los
ataques agudos son letales en con-
tadas ocasiones. Las manifestacio-
nes clinicas inespecificas indican el
andlisis bioquimico necesario para
el correcto diagndstico de porfiria y
tratamiento.

Las porfirias que no presentan
ataques agudos, dentro de su sinto-
matologia, constituyen un grupo de
enfermedades mas heterogéneo. La
porfiria cutanea tarda (PCT), la por-
firia congénita eritropoyética (PCE) y
la protoporfiria eritropoyética (PE) se
caracterizan por presentar el sinto-
ma de fotosensibilidad crénica. La
PCT es el tipo de porfiria mas fre-
cuente y los pacientes que la pade-
cen presentan manifestaciones der-
matoldgicas y dafo hepdtico (Puy et
al., 2010), ademas es el Gnico tipo
de porfiria en la que se puede di-
ferenciar una forma adquirida, que

no presenta la mutaciéon genética
caracteristica para desarrollarse, y
una forma heredada. La expresién
de la forma adquirida de la enferme-
dad se encuentra fundamentalmen-
te relacionada con la exposicion
prolongada y sostenida a diferentes
sustancias. Estas, por lo general, han
sido descriptas como contaminantes
ambientales tales como dioxinas,
bifenilos policlorados, pesticidas or-
ganoclorados, que pueden producir
alteraciones del camino metabdlico
del hemo, provocando, inhibicién
de la uroporfirinégeno descarboxi-
lasa (Uro-D) hepatica y porfirinurias
en individuos que no presentan la
mutacion genética caracteristica de
la enfermedad (Cochén et al. 2005).

Por otra parte, agentes terapéuti-
cos varios como diclofenac y ketoke-
nazole (Sassa, 2003) se clasifican
como porfirinogénicos por su po-
tencialidad de exacerbar el cuadro
porfirico. Se han generado listas de
seguridad para evitar la prescripcion
de las mismas a pacientes con pre-
disposicion a padecer la enferme-
dad (Sassa, 2003; Hift et al., 2011).

Para explicar los mecanismos
subyacentes al desencadenamiento
de un ataque agudo, varias hipdtesis
se han puesto en juego.

Sassa recopilé las causas que
pueden llevar al desarrollo de la
sintomatologia del ataque porfirico
(Sassa, 2006), asi enumerod: (1) exce-
so de PBG y ALA puede causar neu-
rotoxicidad; (2) aumento de la con-
centracién de ALA en el cerebro que
puede inhibir la liberacién de acido
gamma-amino butirico (GABA), (3)
la deficiencia de hemo que se ge-
nera en el cuadro porfirico puede
provocar cambios degenerativos en
el sistema nervioso central; (4) la
disminucion de sintesis en el higado
puede resultar en una disminucién
en la actividad de la hemoproteina,
con funcién catalitica TDO, provo-

cando niveles elevados de triptéfano
y aumento del neurotransmisor sero-
tonina; (5) como todas las porfirias
asociadas con sintomas neurovis-
cerales muestran elevada excrecion
urinaria de ALA o ALA 'y PBG vy el
ALA aumentaria los valores de pe-
roxidacion lipidica, este mecanismo
podria mediar una crisis aguda de
porfiria y (6) la deficiencia en TDO
puede causar un descenso en los
niveles de melatonina plasmaticos
que puede resultar en una perdida
de proteccién contra la peroxida-
cién lipidica (Sassa, 2006).

También se ha propuesto una
disminucién en el hemo disponible
que afectaria la sintesis de citocro-
mos involucrados en cadena respi-
ratoria, reduciendo la subsecuente
capacidad de respiracion oxidativa
y produccion de ATP, necesario para
brindar energia a procesos celulares.

B FACTORES PRECIPITANTES DE
UN ATAQUE PORFIRICO: DRO-
GAS PORFIRINOGENICAS.

La predisposicién a sufrir un ata-
que agudo de porfiria se encuentra
ligada a factores ambientales o ad-
quiridos, como son el estado nutri-
cional, la exposicién a drogas porfi-
rinogénicas, la presencia de esteroi-
des y otros quimicos tanto de origen
exégeno como enddégeno (Herrick
y McColl., 2005; Puy et al., 2010)
cuya exposicién genera en el indivi-
duo porfirico un aumento sustancial
en la probabilidad de desencadenar
el ataque agudo (Figura 8).

Esto sugiere que existe un impor-
tante efecto exdgeno en la expresion
clinica del defecto génico. Investiga-
ciones han mostrado que aproxima-
damente el 90% de los individuos
con una deficiencia en la actividad
de la enzima porfobilinégeno dea-
minasa nunca expresan clinicamen-
te la enfermedad (Sassa, 2003).
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tado de Herrick y McColl, 2005.

Figura 8. Diversos factores que pueden influir en el desencadenamiento de un ataque agudo de porfiria. Adap-

Dentro de los factores precipi-
tantes del ataque agudo, existe con-
siderable evidencia de que factores
enddcrinos y hormonas esteroideas
juegan un rol importante en des-
encadenar el ataque agudo de PAI
(Sassa y Nagai, 1996). No es raro
observar que las porfirias agudas son
raramente observadas antes de la pu-
bertad y son mayormente padecidas
por mujeres, cobrando particular re-
levancia en la fase premenstrual.

Otro factor que se ha constata-
do potencia la probabilidad de su-
frir un ataque de PAI, es una ingesta
con bajo contenido energético que
suele relacionarse con las dietas
para bajar de peso. Una inadecuada
ingesta de carbohidratos induce la
enzima catabdlica HO, que degrada
el hemo e influye también en la pér-
dida de la represién (desrepresion)
de ALA-S (Tsifsoglou et al., 2006). A
su vez, la transcripcion de ALA-S1
también estd regulada positivamente
por PGC-1a. En condiciones de baja

glucosa, PGC-To aumenta su pro-
duccién, generando mayores niveles
de ALA-S1 y generando condiciones
proclives al ataque porfirico (Hands-
chin et al., 2005).

Se ha reportado también que el
alcohol inhibe algunas de las enzi-
mas de la sintesis del hemo e indu-
ce la sintesis de CYPs, asi como en
pacientes fumadores se ha eviden-
ciado una tendencia a la presen-
cia de ataques agudos en repetidas
oportunidades (Herrick y McColl,
2005; Sassa, 2006), efecto que se
considera causado por la induccién
de los CYPs por los hidrocarburos
aromaticos policiclicos que forman
parte de los componentes del tabaco
(Herrick y McColl, 2005).

Entre otros factores, los ataques
de porfiria suelen desencadenarse
durante infecciones y aparecer de
forma conjunta con otras enferme-
dades, al someterse a cirugias mayo-
res y/o cuadros de estrés fisioldgico.

Gran parte de estas condiciones se
ha visto que afectan directamente
la actividad de la enzima catabdli-
ca HO-1 (Sassa, 2006), siendo dicho
mecanismo el propuesto para expli-
car su porfirinogenicidad.

Dentro de los desencadenantes
del ataque agudo que presentan ma-
yor variabilidad en cuanto a sus pro-
piedades como porfirinégenos, en-
contramos los diversos farmacos que
pueden prescribirse a los pacientes,
de los que en su mayoria se carece
de evidencia directa sobre su posi-
ble efecto en el paciente porfirico.

Los pacientes que presentan pre-
disposicion genética a la enferme-
dad pueden reaccionar de ciertas
formas a la exposicién a una droga
porfirinogénica: con un ataque agu-
do, con un aumento en la excrecién
de porfirinas asintomdtico y clinica-
mente insignificante o no presentan-
do ninguna reaccién sintomatica o
bioquimicamente evidente. De he-
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cho los pacientes pueden responder
de forma diferente a la misma droga
en distintos momentos de su admi-
nistracion. La variabilidad en la inte-
raccion con otras drogas asi como la
variacién interindividual de los pa-
cientes se vuelve algo importante a
tener en cuenta para saber el efecto
que va a producir la administracion
de la misma (Hift et al., 2011).

Mas de la mitad de las drogas co-
munmente prescriptas son metabo-
lizadas en el higado por el sistema
de oxidasas de funciéon mixta, de
las cuales los CYP son los miembros
mas importantes. Las drogas que
pueden considerarse de riesgo frente
a la posibilidad de desencadenar un
cuadro porfirico presentan ciertas
propiedades tanto quimicas como
mecanisticas, generalmente en rela-
cién a su interaccion con los CYPs.
A pH fisiolégico, la lipofilicidad del
xenobidtico favorece el metabolis-
mo oxidativo, por lo cual aquellas
sustancias hidrofébicas se asocia-
rian con una afinidad mayor a las
isoenzimas CYP. Dependiendo de
la capacidad de la droga de induc-
cién (o destruccion) de los CYP, que
contienen hemo, muchos farmacos
lipofilicos son considerados poten-
cialmente porfirinogénicos (Thunell
etal., 2007).

La exposicion a drogas porfirino-
génicas produce un incremento en la
transcripcion del gen de ALA-ST en
repuesta a un mayor requerimiento
de hemo para la sintesis de CYP. En
un sujeto normal, el resultado es un
aumento en la produccién de pre-
cursores y porfirinas que alimentan
el camino biosintético de produc-
cién del hemo. En un paciente que
lleva predisposicion genética a una
porfiria aguda, la enzima defectuo-
sa puede volverse limitante, lo que
resulta en la acumulacién de porfiri-
nas y sus precursores propiciando el
ataque agudo.

Se ha reportado que el ALA-
S, contiene en su gen secuencias
para “xenosensores” que producen
induccion de su actividad a nivel
transcripcional de manera directa, a
través de receptores nucleares huér-
fanos, que difieren en su afinidad al
ligando y en los mecanismos me-
diante los cuales ejercen sus efectos
(Podvinec et al.,, 2004). Paralela-
mente las drogas que producen este
efecto inducirian los CYP para su
metabolizacion.

En humanos, CAR y PXR median
mas del 50% de la mayoria de las
transcripciones inducidas por xe-
nobidticos de CYP. Algunas pocas
drogas son ligando del receptor de
hidrocarburos aromaéticos (Ahr), el
cual es prioritariamente activado por
hidrocarburos policiclicos o de la
familia de los receptores nucleares
denominados “receptores activado-
res del proliferador de peroxisomas”
(PPARs) (Podvinec et al., 2004; Thu-
nell et al., 2007).

Si bien se han postulado dife-
rentes abordajes para estimacién y
prediccion de la capacidad porfiri-
nogénica de drogas (Thunell et al.,
2007; Hift et al., 2011) resulta im-
prescindible sefialar su caracter pre-
dictivo. La ausencia o deficiencia
en cantidad de datos basicos, para
algunas drogas hace que aparezcan
sefialadas en las listas de indicacién
como “probable” y “posiblemente”
segura o insegura.

B PORFIRIAS TOXICAS.

Las porfirias toxicas se generan
por la exposiciébn a xenobidticos
que inducen a nivel metabdlico
una situacion de acumulacion de
precursores del hemo, como la que
ocurre en las porfirias que presentan
una base genética.

La porfiria téxica generada en
animales de experimentacion con el

fin de estudiar la enfermedad se de-
nomina porfiria experimental.

® ANTECEDENTES DE PORFIRIAS
ADQUIRIDAS.

El concepto de induccién quimi-
ca de la porfiria se originé a partir de
1889, cuando se comenzd a utilizar
el sulfonal, trional y tetronal como
sedantes, farmacos que presentan
alto grado de porfirinogenicidad.
Ello provocé un brote masivo de
porfiria aguda, enfermedad hasta en-
tonces desconocida. Posteriormente
se desencadenaron miiltiples casos
semejantes y aln fatales de la enfer-
medad debido a la administracién
de barbittricos y dosis elevadas del
farmaco Sedormid, casos en los que
las personas expuestas desarrollaron
porfiria si bien no tenian necesaria-
mente predisposicion genética a la
enfermedad.

En Turquia ocurrié un episodio
masivo por el compuesto organo-
clorado hexaclorobenceno (HCB)
que indujo cuatro mil casos de PCT
por ingestion de pan realizado con
harina de semillas que habian sido
expuestas a este fungicida antes de
ser sembradas. Mas de cuatro mil in-
dividuos desarrollaron sintomas si-
milares a los de una PCT que fueron
reportados entre 1956 a 1961.

Durante los afios 70 ocurrieron
episodios en Estados Unidos (Michi-
gan) y en Japén, provocados por bi-
fenilos polihalogenados que condu-
jeron a un cuadro porfirico de PCT
en los sujetos expuestos, no siendo
estas situaciones de la misma gra-
vedad que el episodio ocurrido en
Turquia con anterioridad. Cuadros
semejantes se observaron en Seve-
so, ltalia, en 1976, por la exposi-
cién a la nube téxica de la dioxina
2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina
(TCDD,).

También se ha reportado una ex-
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posicién a HCB ocurrida en Espana,
donde personas de una poblacién
en contacto con organoclorados de-
bido a la vecindad de una fabrica de
dichos compuestos, mostraron altos
niveles del xenobidtico en suero, si
bien no se Ilego en este caso a desa-
rrollar una PCT definida (San Martin
etal.,, 1977; Cochon et al., 2005).

B PORFIRIAS EXPERIMENTALES:
MODELOS ANIMALES.

El empleo de drogas para generar
estos modelos animales ha permitido
profundizar el estudio experimental
de enfermedades, tales como la dia-
betes y otros disturbios metabdlicos.
La administracion de drogas puede
modelar en animales, porfirias hepa-
ticas (De Matteis, 1978; Hift et al.,
2011). Asi, se han modelado con di-
versas drogas distintos tipos de por-
firias agudas y crénicas en animales
utilizando agentes quimicos como
el HCB, 2-alil-2-isopropilacetamida
(AlA), 3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihi-
drocolidina (DDC) y la griseofulvi-
na que mimetizan diversos tipos de
porfirias agudas (Hift et al., 2011).

Los compuestos porfirinogénicos
estimulan la actividad de ALA-S al
disminuir la cantidad de hemo libre
que puede ejercer la represién de di-
cha enzima. Esta disminucién pue-
de deberse a la inhibicion de alguna
otra enzima involucrada en la for-
macién del hemo y/o a un aumento
de los requerimientos del mismo por
parte de la célula. Esta deplecién
del pool de hemo puede deberse
a la induccién de la sintesis de he-
moproteinas como, por ejemplo, de
CYP en el higado o a un aumento
en la velocidad de degradacién del
hemo. Los quimicos inductores de la
sintesis del hemo en el higado gene-
ralmente no producen aumento de
la produccién de hemo en células
eritroides (Ponka, 1997).

La mayor parte del conocimiento

actual en porfirias proviene de estu-
dios realizados en modelos en los
que se genera un fenotipo porfirico
quimicamente inducido, lo que per-
miti6 testear la porfirinogenicidad
de drogas tanto in vivo como in vitro.
Las listas de drogas seguras para pa-
cientes porfiricos estdn fuertemente
influenciadas por estos resultados.

A lo largo del tiempo se han uti-
lizado diversas drogas para modelar
la porfiria. Fueron descriptos mo-
delos con diversos barbitiricos que
inducfan la enzima ALA-S en unas
pocas horas a partir de su adminis-
tracion, también se sugirié que la
intoxicacién de ratas con DDC po-
dia producir un modelo de porfiria
adecuado y de hecho permitieron
la generacién de las primeras listas
de seguridad de drogas (Hift et al.
2011). En estos modelos se observé
acumulacion de ALA y PBG en higa-
do y orina o aumento de ALA-S he-
patica como parametros indicadores
de porfiria (De Matteis, 1978).

En nuestro laboratorio se dise-
6 experimentalmente el modelo
de HCB en ratas, bioquimicamente
similar a la PCT, se estudié el me-
canismo de la porfirinogenicidad in
vivo del téxico explicando su efecto
sobre la enzima Uro-D, también se
emple6 este modelo para estudiar
aspectos del metabolismo de lipi-
dos y de los hidratos de carbono asf
como de su regulacion hormonal en
relacién con la porfiria desarrollada
(San Martin de Viale et al., 1977;
Wainstok de Calmanovici et al.,,
1984; Mazzetti et al., 2004; Cochén
et al., 2005)

Por otra parte hemos desarrolla-
do un modelo de porfiria hepatica
aguda, bioquimicamente similar a
las porfirias agudas humanas, por
la administracién conjunta de AlA
y DDC a ratas, en el que se estudié
el metabolismo de los hidratos de
carbono y su regulacién y los efec-

tos del estrés oxidativo en relacion
con los parametros bioquimicos de
la porfiria modelada. (Lelli et al.,
2005, Matkovic et al., 2011, Faut et
al., 2013).

Recientemente ha comenzado a
utilizarse el oxadiazén, un herbicida
que presenta una estructura de di-
fenil éter que inhibe Proto’gen oxi-
dasa, para probar en ese modelo la
porfirinogenicidad de nuevas drogas
antiepilépticas.

El uso de modelos por suministro
de drogas como antihipertensivos y
psicotropicos en cultivos celulares
de higado de embriones de pollo
también ha sido utilizado para me-
dir la actividad de ALA-S, porfirinas
y concentraciones de hemo libre
(Hift et al. 2011).

B ;CUALES SON LOS MECANIS-
MOS DE PORFIRINOGENICIDAD?

A continuacion se describen los
mecanismos por los cuales las dro-
gas pueden desencadenar un cuadro
porfirico.

Inactivacion de CYP

Varios xenobiéticos son metabo-
lizadas por los CYP a intermediarios
reactivos que inhiben a los mismos
CYP de forma irreversible o cuasi-
irreversible (Marks et al., 1988; Hift
et al., 2011). Es decir, la droga es
sustrato e inhibidor de la enzima
que lo metaboliza.

La interaccion de la droga con
CYP deriva en la formacién de EROS
que promueven la destruccién del
CYP. El hemo liberado se destruye
metabolizandose como bilirrubi-
na, hierro y CO. Esto resulta en la
reduccion del pool de hemo libre
intracelular el cual, disminuido por
la creciente demanda de hemo para
la sintesis de nuevos CYP, produce
una situacién de deplecién del pool
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de hemo que desreprime el ALA-S
hepdtica, propiciando su induccién
(Thunell et al., 2007; Hift et al.,,
2011). La destruccion y eliminacion
del grupo hemo constituyente de los
CYPs es acompanado asi por la dis-
minucion del pool de hemo regula-
torio del hepatocito, lo que produce
una aceleracién compensatoria de
la sintesis del hemo.

Este mecanismo ha sido descrip-
to para compuestos como secobar-
bital, AIA, isoniazida, progesterona,
asi como compuestos del tipo de las
dihidropiridinas y dihidroquinolo-
nas

Se describe en particular el me-
canismo de las dihidropiridinas,
dentro de las cuales se encuentra
el DDC. Se ha reportado que la ad-
ministracion de 3,5-dietoxicarbo-
nil-1,4 dihidro-2,4,6-trimetilpiridina
o 3,5-dietoxicarbonil 1,4-dihidroco-
lidina (DDC) produce un aumento
de la actividad de ALA-S y la acumu-
lacién de protoporfirina IX por inhi-
bicién de la enzima ferroquelatasa.
Esta disminucién de la actividad de
la enzima no fue observada en estu-
dios in vitro, debido a que la accién
inhibitoria del DDC ocurria a través
del metabolito N-metil protoporfiri-
na IX. Se propuso que la interaccién
del DDC con el hemo del sitio ac-
tivo del CYP era la responsable de
la formacion de este intermediario
(Marks, et al., 1988).

En efecto esa misma N-metil
protoporfirina es la que actda como
poderoso inhibidor a nivel de la fe-
rroquelatasa, la enzima terminal de
su sintesis (Marks et al. 1988). Como
consecuencia, hay induccion de
ALA-S y acumulacién y excrecion
en exceso de protoporfirina, asi
como también de otros precursores
(Marks et al., 1988). Se produce asi,
en animales expuestos a DDC, una
porfiria semejante a la PV.

B INDUCCION MULTIFUNCIO-
NAL.

Algunas sustancias son potentes
inductores de enzimas hepaticas mi-
crosomales, como CYP y glucuronil-
transferasas (Hift et al. 2011). Como
estas actdan en mas de un sistema,
se los denomina inductores multi-
funcionales. Entre esas sustancias
las drogas mejor estudiadas son las
drogas antiepilépticas clasicas como
el FB, fenitoina, carbamazepina y
primidona. Su porfinogenicidad se
explica por la transcripcién masiva
del gen de ALA-ST en conjunto con
la induccion de varias subclases de
CYP (Thunell et al. 2007). También
enzimas que forman parte de cami-
nos metabdlicos fisiol6gicos, como
Acil-CoA oxidasa, Dopa-decarboxi-
lasa y glutation-S-transferasas se ve-
rian inducidas con FB (Hamadeh et
al. 2002)

E INHIBICION DE UROPORFI-
RINOGENO DESCARBOXILASA
(URO-D)

fluorfen, oxadiazén y fomesafen son
inhibidores competitivos de Proto-
Ox, la enzima cuya actividad se ve
disminuida en la porfiria variegata
(Hift et al. 2011)

B ACCION DE METALES PESADOS.

ALA-D es una enzima que con-
tiene grupos sulfhidrilo y requiere
de iones zinc para su actividad. Va-
rios metales como el mercurio y el
plomo modifican su actividad ya sea
por oxidacién de sus grupos sulfhi-
drilo o compitiendo con el zinc por
su incorporacion.

La ferroquelatasa, enzima que
se encarga de insertar el hierro en
la molécula de protoporfirina IX,
puede unirse con otros metales diva-
lentes como zinc y niquel, mientras
que plomo, manganeso, mercurio y
cadmio la inhiben competitivamen-
te (Hift et al. 2011).

B OTROS MODELOS UTILIZADOS
PARA MODELAR PORFIRIAS.

Para explicar el mecanismo por
el cual el HCB vy otros polihaloge-
nuros aromaticos (incluyendo las
dioxinas) inhiben la enzima Uro-D
se sugiere que estos son ligandos del
receptor Ahr que se plantea tendria
un rol fundamental en este mecanis-
mo. CYPTA2 es un producto génico
regulado por este receptor que pare-
ce jugar un papel central en el de-
sarrollo de la uroporfiria en ratones
(Marks et al., 1988; Hiftetal., 2011).
En algunos modelos en roedores, la
sobrecarga de hierro es necesaria
para producir uroporfiria sugirien-
do su parecido al modelo humano
(Smith y Elder, 2010).

B INHIBICION COMPETITIVA DE
PROPORFIRINOGENO OXIDASA
(PROTO-0OX).

Un numero de agentes herbici-
das que incluyen el acifluorfen, oxi-

Algunos investigadores han uti-
lizado cepas genéticamente modi-
ficadas en las cuales la porfiria es
reproducida por una manipulacién
puntual en el gen de alguna de las
enzimas de la sintesis del hemo. Un
modelo en ratones que mimetiza
una PAI se produjo por una disrup-
cién parcial del gen que codifica
para PBG deaminasa. Estos ratones
demostraron un aumento en la ac-
tividad de ALA-S1 y la excrecion
urinaria de ALA y PBG aumentadas,
aunque para presentar un aumento
en la induccion de ALA-S debieron
ser ademas intoxicados con FB.

Si bien estos modelos mimetizan
correctamente a una porfiria, resultd
necesaria la estimulacién con FB o
alguna droga porfirinogénica para
que la porfiria se exprese bioquimi-
camente, como suele ocurrir con los
pacientes portadores de alguna mu-
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tacion génica sobre la ruta de sin-
tesis del hemo. Esto demuestra que
presentar propensiéon genética de
la enfermedad no es suficiente para
explicar el desencadenamiento del
ataque agudo (Hift et al. 2011).

Si bien se pensé que estos mode-
los donde se emplean ratones knock
out iban a introducir avances en lo
que respecta a la evaluacién de la
porfirinogenicidad de farmacos, se
ha considerado que los mismos no
pueden brindar mayor informacién
que los modelos por induccién qui-
mica debido a que la variabilidad
inter-especie e inter-individual sigue
sin ser explicada en estos modelos.

Las porfirias experimentales ge-
neradas en roedores permiten el es-
tudio de los mecanismos, la fisiopa-
tologia y rasgos tanto clinicos como
bioquimicos de estas enfermedades,
permitiendo dilucidar variables me-
tabdlicas que puedan alterar el de-
sarrollo de la sintomatologia y lograr
tratamientos mas efectivos para estas
patologias.

B ABREVIATURAS.

Ahr, receptor de hidrocarburos
aromaticos; AlA, 2-alil-2-isopropi-
lacetamida; ALA, acido 5-aminole-
vulinico; ALA-D 5-aminolevulinico-
dehidrasa; ALA-S, dcido 5- aminole-
vulinico sintasa; ALA-S1, ALA-S N,
5-aminolevulinico sintasal (forma
no especifica o constitutiva); ALA-
S2, ALA-S E, acido 5-aminolevu-
linico sintasa-2 (forma eritroide);
CH, coproporfiria hereditaria; CN-,
cianuro; CO, monoxido de carbo-
no; Copro’gen, coproporfirinoge-
no; CYP, citocromo P450; DDC,
3,5-dietoxicarbonil-1,4-dihidrocoli-
dina; EROS, especies reactivas del
oxigeno; FB, fenobarbital; GABA,
acido gamma-amino butirico; H,O,,
peroxido de hidrégeno; HCB, hexa-
clorobenceno; HO, hemo oxigena-
sa; NO, mondxido de nitrégeno; O,,

oxigeno molecular; O, , anién su-
peréxido; PAI, porfiria aguda inter-
mitente; PBG, porfibilinégeno; PCE,
porfiria congénita eritropoyética;
PCT, porfiria cuténea tarda; PE, pro-
toporfiria eritropoyética (PE); PGC-
Ta, coactivador trascripcional que
interacciona con los receptores ac-
tivadores del proliferador de peroxi-
somas; PPARs, receptores activado-
res del proliferador de peroxisomas;
Proto’gen, protoporfirinégeno; PV,
porfiria variegata; RE, reticulo endo-
pldsmico; TCDD, 2,3,7,8-tetracloro-
dibenzo-p-dioxina; TDO, Triptéfano
2,3-dioxigenasa; Uro’gen lll, uro-
porfirinégeno llI.

B GLOSARIO

autosémico dominante: uno de los
patrones de herencia clasicos o men-
delianos que se caracteriza por pre-
sentar el fenémeno de dominancia
genética para un determinado alelo
de un gen cuyo locus se encuentra
ubicado en alguno de los cromoso-
mas no determinantes del sexo. Es
decir, que por este mecanismo una
determinada caracteristica hereda-
ble se transmite en una forma que
puede ser predicha sin tener en con-
sideracion el sexo del descendiente.
Ademas para que esta caracteristica
heredable se exprese basta con que
el descendiente reciba el gen de uno
solo de sus progenitores.

autosémico recesivo: uno de los pa-
trones de herencia cldsicos o men-
delianos y se caracteriza por no pre-
sentar el fenémeno de dominancia
genética. En este patrén de herencia
el fenotipo que caracteriza al alelo
recesivo se encuentra codificado un
gen cuyo locus se encuentra ubica-
do en alguno de los cromosomas no
determinantes del sexo. Este alelo
recesivo no se manifiesta si se en-
cuentra acompanado por un alelo
dominante. Es decir, que por este
mecanismo una determinada carac-
teristica heredable se transmite en

una forma que puede ser predicha
sin tener en consideracion el sexo
del descendiente. Ademas para que
esta caracteristica heredable se ex-
prese es necesario que el descen-
diente reciba el gen de ambos pro-
genitores.

catalasa: enzima perteneciente a la
categoria de las oxidorreductasas
que cataliza la descomposicion del
peréxido de hidrégeno (H,O,) en
oxigeno y agua.

citocromo P450: enorme y diversa
superfamilia de hemoproteinas en-
contradas en bacterias, archaea y
eucariotas. Las proteinas del citocro-
mo P450 usan un amplio rango de
compuestos exdgenos y enddgenos
como sustratos de sus reacciones
enzimaticas.

coactivador trascripcional que in-
teracciona con los receptores acti-
vadores del proliferador de peroxi-
somas (PGC-1a): regulador de la
biogénesis mitocondrial y del meta-
bolismo oxidativo. Interacciona con
los receptores llamados Activado-
res del Proliferador de Peroxisomas
(PPAR).

cromosoma X: uno de los cromo-
somas sexuales, del ser humano y
otros mamiferos, este cromosoma
esta presente tanto en individuos
hembras como machos. En los seres
humanos esta situado en el llama-
do par 23. Cuando en el par 23 se
da XX el sexo del individuo es cro-
mosémicamente llamado hembra.
En caso de que sea XY el sexo del
individuo serd cromosémicamente
macho.

endocitosis mediada por receptor:
forma de endocitosis, que difiere
de la fagocitosis o la pinocitosis en
varios aspectos: 1. permite a las cé-
[ulas tomar macromoléculas especi-
ficas [lamadas ligandos, tales como
proteinas que ligan la insulina (una
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hormona), transferrina (una proteina
que se liga al hierro) o portadores
de colesterol y lipoproteinas de baja
densidad y 2. requiere de recepto-
res de membrana especificos, para
reconocer un ligando particular y
unirse a él.

enhancer ('potenciador') o ampli-
ficador: en genética, corta region
del ADN eucariota que puede unirse
con proteinas (factores de transcrip-
cién) para aumentar los niveles de
transcripcion de genes en un grupo
de genes. Un enhancer no tiene por
qué estar localizado cerca de los ge-
nes sobre los que actla, ni siquiera
en el mismo cromosoma.

eritropoyetina: hormona que esti-
mula la formacién de eritrocitos y
es el principal agente estimulador
de la eritropoyesis natural. En los
seres humanos, es producida princi-
palmente por el rindn en las células
intersticiales peritubulares, células
mesangiales (del 85 al 90 %), el res-
to en el higado y gldndulas salivales
(del 10 al 15 %).

especies reactivas del oxigeno (EROs
o ROS por reactive oxygen species):
incluyen iones de oxigeno, radicales
libres y peréxidos tanto inorganicos
como organicos. Son generalmente
moléculas muy pequefias altamente
reactivas debido a la presencia de
una capa de electrones de valencia
no apareada. Estas especies se for-
man de manera natural como sub-
producto del metabolismo normal
del oxigeno y tienen un importante
papel en la sefializacion celular. Sin
embargo, en épocas de estrés am-
biental sus niveles pueden aumentar
en gran manera, lo cual puede re-
sultar en danos significativos a las
estructuras celulares. Esto lleva en
una situacién conocida como estrés
oxidativo.

grupo prostético: componente no
aminoacidico que forma parte de

la estructura de algunas proteinas
y que se halla fuertemente unido al
resto de la molécula.

guanilato ciclasa: (también conoci-
da como guanil ciclasa) cataliza la
sintesis de GMPc desde GTP

guanosin  monofosfato  ciclico,
GMPc o GMP ciclico: derivado ci-
clico del nucleétido trifosfato GTP,
generado por mediacién de la en-
zima guanilato ciclasa también co-
nocida como guanil ciclasa e impli-
cado como segundo mensajero en
las rutas de transduccién de la sefal
celular.

heterocigosis: condicién de hetero-
cigota. Heterocigota es, en genética,
un individuo diploide que para un
gen dado, tiene en cada uno de los
cromosomas homologos un alelo en
el mismo locus (se expresa, por €j.:
Aa), que posee dos formas diferentes
de un gen en particular; cada una
heredada de cada uno de los proge-
nitores.

homocigosis: condicién de homo-
cigota. Homocigota es, en genética
un individuo diploide que para un
gen dado, tiene en cada uno de los
cromosomas homoélogos un alelo en
el mismo locus que posee formas
iguales de un gen en particular. Para
nombrarlos se utilizan letras mayus-
culas y minusculas; asi se dice que
AA es Homocigota Dominante y aa
es Homocigota Recesivo.

hormona esteroide: es un esteroide
que actda como una hormona. Las
hormonas esteroides pueden ser
agrupadas en cinco grupos segun el
receptor al que se unen: glucocorti-
coides, mineralocorticoides, andro-
genos, estrogenos y progestagenos.

isoenzimas o isozimas: son enzimas
que difieren en la secuencia de ami-
noacidos, pero que catalizan la mis-
ma reaccioén quimica.

mieloperoxidasa: enzima presente
en los neutréfilos y monocitos. Es
responsable de la actividad micro-
bicida contra un amplio espectro de
organismos. Cataliza la produccién
acidos hipohalogenosos, principal-
mente acido hipocloroso, y otros
intermedios toxicos que aumentan
poderosamente la actividad micro-
bicida (Cl- + H,0, == HOCI + H,0).

monooxigenasas: enzimas que in-
corporan un grupo hidroxilo en
sustratos en muchas rutas metabo-
licas. En esta reaccion, dos dtomos
de oxigeno son reducidos a un gru-
po hidroxilo y a una molécula H,0O
por la oxidacién concomitante de la
NAD(P)H.

oxido nitrico sintasa: (sigla en in-
glés NOS): es una oxidorreductasa
(ya que tiene un dominio oxidasa y
un dominio reductasa) responsable
de la sintesis de 6xido nitrico (ON,
siglas en espanol, y NO, siglas en
inglés ) a partir del atomo terminal
de nitrégeno de la L-arginina en pre-
sencia de NADPH (nicotinamida-
adenin-dinucleétido fosfato reduci-
do) y oxigeno molecular (O,).

peroxidacion lipidica o lipoperoxi-
dacion: hace referencia a la degra-
dacion oxidativa de los lipidos. Es el
proceso a través del cual los radica-
les libres capturan electrones de los
lipidos en las membranas celulares.

raton knockout o ratén KO: ratén
modificado por ingenierfa genética
para que uno o mas de sus genes es-
tén inactivados mediante una técni-
ca llamada gene knockout.

reaccion de Fenton: (llamada asi
por su descubridor en 1894, H.J.H.
Fenton): es la que se produce al ca-
talizar el peréxido de hidrégeno con
metales de transicion, generalmente
hierro, dando como resultado la ge-
neracion de radicales altamente re-
activos del hidroxilo (OH-).
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receptor X de pregnano (PXR): tam-
bién conocido como NR1I2 (de sus
siglas en inglés “nuclear receptor
subfamily 1, group |, member 2”),
factor de transcripcion de la familia
de los receptores nucleares codifica-
do en humanos, cuya funcién prima-
ria consiste en detectar la presencia
de sustancias téxicas o extranas en
la célula y, en respuesta, activar la
expresion de proteinas encargadas
de la detoxificacion y eliminacién
de dichas sustancias.

receptor constitutivo de androstano
(CAR): receptor nuclear que parece
funcionar como sensor de xenobio-
ticos que activan la expresion de las
enzimas del citocromo P450 impli-
cadas en el metabolismo de dichos
xenobiéticos.

reticulo endoplasmico: complejo
sistema de membranas dispuestas
en forma de sacos aplanados y tibu-
los que estan interconectados entre
si compartiendo el mismo espacio
interno.

retroalimentaciéon negativa o regu-
lacién por feedback negativo: tipo
de regulacion enzimética a nivel de
cantidad o actividad de la enzima.
Esta inhibicién se observa cuando el
producto final inhibe la enzima del
primer paso (u otro paso clave) de
esa secuencia.

transferrina: proteina transportadora
especifica del hierro en el plasma.

UTR (del inglés untranslated region
o bien untranslatedtrailer): regiones
no traducidas de los genes. Se ha-
bla generalmente de un 5’-UTR y de
un 3’-UTR, que son las dos partes
no traducidas de cada gen, debido
a que se encuentran colindando el
marco abierto de lectura (u ORF).

Xenobioético: deriva del griego xeno
(‘extrano’) y bio (‘vida’). Se aplica a
los compuestos cuya estructura qui-

mica en la naturaleza es poco fre-
cuente o inexistente debido a que
son compuestos sintetizados por el
hombre en el laboratorio.
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