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RESUMEN

Las porfirias son un grupo de enfermedades metabdlicas raras generadas por bloqueos en lavia de sintesis del
hemo gque generan aumento de la excrecién de porfirinas o sus precursores. La porfiria cutaneatardia se
genera por unafallaen laenzima"Uroporfirinégeno decarboxilasa’', que generaria de decarboxilacion del
uroporfirinégeno I11 en Coproporfirinégeno 111.

Esta porfiria puede dividirse en tres tipos: Tipo | o esporédico, que se manifiesta con un nivel de enzima del
50% en € higado; Tipo |1 o familiar que se caracteriza por una deficiencia del 50% en la actividad de la
misma enzima en varios tejidos como higado y eritrocitos; y €l Tipo |11 o porfiria hepatoeritropoyética.

El diagnostico de la misma se basa en |os antecedentes clinicos y familiares, el examen fisico, y andlisisde
laboratorio como espectrofotometria, una biopsia hepética, y el andlisis del Gen URO-D para buscar
mutaciones que condicionen su malfuncionamiento. Este andlisis se realiza a través de amplificacién por PCR
y utilizando métodos de secuenciacion como Illumina, SOLID, lon Torrent y PacBio.

El tratamiento de la porfiria cuténeatardia es sintomético paralas lesiones cutaneas y reduciendo los niveles
de hierro circulante utilizando flebotomias o medicacion. Posteriormente teorizamos como podriallegar a
aplicarse unaterapia génica en esta enfermedad.

PALABRASCLAVE: porfiria cutdnea tardia, diagnéstico, tratamiento

ABSTRACT: PORPHYRIA CUTANEA TARDA

Porphyrias are a group of rare metabolic diseases generated by blockages in the heme synthesis pathway that
lead to increased excretion of porphyrins or their precursors. The porphyria cutaneatardais generated by a
failure in the enzyme "uroporphyrinogen decarboxylase”, which would generate decarboxylation of
uroporphyrinogen 111 in coproporphyrinogen I11.
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This porphyria can be divided into three types: sporadic (type I), which manifestsitself with an enzyme level
of 50% in the liver; family (typeIl) that is characterized by a 50% deficiency in the activity of the same
enzyme in various tissues such as liver and erythrocytes; and hepatoerythropoietic porphyria (type I11).

Its diagnosis is based on the clinical and family history, the physical examination, and laboratory analysis
such as spectrophotometry, liver biopsy, and URO-D Gene analysis to look for mutations which condition its
malfunction. Thisanalysisis performed through PCR amplification and using sequencing methods such as
[llumina, SOLID, lon Torrent and PacBio.

Treatment of porphyria cutaneatardais symptomatic for skin lesions and by reducing circulating iron levels
using phlebotomies or medication. Later we theorize how gene therapy could be applied in this disease.

KEY WORDS: porphyria cutaneatarda, diagnosis, treatment

INTRODUCCION

Las porfirias son un grupo de enfermedades metabdlicas raras caracterizadas por aumento de la excrecién de
porfirinas o sus precursores, que se genera por bloqueos en la via de sintesis del hemo. Las mismas pueden
ser hereditarias 0 adquiridas, afectando a personas en distintos rangos etarios dependiendo del tipo especifico
de porfirial2.

Fig 1:Via metabdlica de la sintesis del hemo,
con las enzimas participantesy el tipo de porfiria generada si estas se ven afectadas.
ALA: acido deltaaminolevulinico; PBG: porfobilindgeno.
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Podemos clasificar las porfirias en: agudas, cutaneas o mixtas3. También pueden ser clasificadas segun el
sitio principal de acumulacion de los intermediarios del hemo, en: hepéticas, eritropoyéticas y hemato-
eritropoyéticasl.4.

Las porfirias no son prevalentes, por esto son consideradas como enfermedades raras. Su prevalenciavaria
entre 0,5 a 10 por 100.000 personas en diferentes poblaciones (presenta unaincidencia de 1:5000 en
Republica Checay Eslovaquia pero en Estados unidos es de 1:25000) 156, La porfiria més frecuente en
argentina es la Porfiria Aguda I ntermitente (PAI) con una prevalencia de 1:100.000, seguida de la Porfiria
Variegata, con una frecuencia de 1:600.000. Sin embargo, |a porfiria mas frecuente en la Argentinaesla

http://biomed.uninet.edu/2019/n2/agnese.html


file:///D|/BIOMED/LA-WEB/2019/n2/agnese/Fig1.jpg

Electron J Biomed 2019;2:55. Agnese. PORFIRIA CUTANEA TARDIA

Porfiria Cuténea Tardia, con una prevalencia de 1:37.000. 3.7.

Todas las porfirias tienen origen en desdrdenes genéticos, a excepcion de la porfiria cuténeatipo I, aunque
varian en su dominancia, pudiendo ser autosdémicas dominantes o recesivas (Tabla 1).

Tabla 1: patréon de dominancia de las porfirias

AUTOSOMICA AUTOSOMICAS RECESIVAS
DOMINANTES
Aguda intermitente Nueva porfiria aguda
Variegata Porfiria congénita eritropoyética
Cutanea tardia Hepatoeritropoyética

Coproporfiria hereditaria
Protoporfiria eritropoyética

En este trabajo se desarrollara la Porfiria Cutanea tardia, la cual se debe ala deficienciaparcial, tanto
hepatica como eritrocitaria, de la enzima uroporfirinégeno |11 descarboxilasa. La misma participa como la
quinta enzima del proceso de sintesis del hem, encargada de la remocion de &tomos de oxigeno y carbono del
intermediario uroporfirinégeno |11 paraformar coproporfirinégeno 1118. Se profundizard més sobre lostipo ||
y 11 ya que son aguellos en los que existe un componente genético en el desarrollo de la enfermedad.

PORFIRIA CUTANEA TARDIA En 1978 se clasifico la porfiria cutanea tardia en dos tipos. El tipo | o
esporadico, que se manifiesta con un nivel de enzimadel 50% en el higado, y €l tipo | o familiar que se
caracteriza por una deficiencia del 50% en la actividad de la misma enzima en varios tejidos como higado y
eritrocitos, generado por un defecto genético®. Actual mente también se hace referenciaalaporfiria
hepatoeritropoyética como porfiria cutaneatardiatipo I11.

TIPO Il O FAMILIAR El tipo Il o familiar solo representa el 20% del total de los casos de porfiria cutanea
tarda. La causa de este tipo es la presencia, en heterocigosis, de una alteracion en € gen URO-D, ubicado en
el brazo corto del cromosoma 1, en laposicion 34.1 (1p34.1), e cua posee 10 exones en un total de 3kb %y
codifica para una proteina de 367 aminoécidos y una masa molecular de 40.8 kD®. Dicha proteinaesla
enzima uroporfirindgeno descarboxilasa, que generala conversién uroporfirinbgeno a coproporfirinégeno a
través de la eliminacion de las cuatro cadenas | ateral es de carboximetilo0.

Se han identificado 50 mutaciones diferentes asociadas a esta enfermedad y también factores ambientales
desencadenantes!3. EI ARNm mensajero es el lavariante del transcripto niimero 2 (identificada como
NR_036510.1)14, y a partir del mismo se indican los en la proteina. En Argentina, la mutacion més hallada
fue H63D, que produce una mutacion missense de Histidina por Aspartato en la posicion 63 de la proteina.
Esto significa que los codones CAU, CAC que codifican para histidina, cambian su primera base de una
citocina a una guanina, para dar los codones codificantes para aspartato GAU, GACL,

Por otro lado presenta una penetranciaincompleta3, por o que solo un 10% de los portadores de esta
alteracion manifiesta la enfermedad8. Dicha expresién fenotipica puede verse influenciada por otros factores
ambientales, entre los que podemos mencionar € uso de alcohol y tabaco, exceso de hierro, exposicién a
quimicos arométicos polihal ogenados, estrogenos, hepatitis, infecciones por VIH y hemocromatosis
hereditaria por mutaciones en el gen HFE 5.6,10,14, Estos desencadenan |a enfermedad ya que reducen la
actividad de la enzima uroporfirindgeno 111 descarboxilasa del 50% al 20%, y generan asi |la acumulacion de
porfirinaslo,

En Argentina, la porfiria cutaneatardiadel tipo | es més frecuente en hombres (4:1), probablemente debido a
lamayor exposicion afactores desencadenantes, siendo el virus de la hepatitis C el més prevalente (35,2
%)15. Por otro lado, lavariante tipo |1 se cree que afecta ahombresy mujeres en igua proporcions.

En laporfiria cutdneatardia el principal sintoma es la fotosensibilidad cutdnea, manifestandose en ampollasy
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lesiones de la piel ante la exposicion alaluzl. Otro signo de la enfermedad es la coloracion rojiza o café dela
orina, generada por la eliminacion de las porfirinas através de la mismal 6. Este tipo de porfiria no posee
manifestaciones neuro visceralesb.

TIPO 11l O HEPATOERITROPOYETICA Anteriormente se menciono que si lamutacion en el gen URO-
D se encuentra en heterocigosis se desarrolla PCT tipo |, pero también existe la posibilidad que la alteracion
se presente en ambos alelos (homacigosis). Este es el caso de la denominada porfiria cutdneatardiatipo Il o
porfiria hepatoeritropoyética. En estos pacientes la actividad enzimética es extremadamente baja (7-8%),
tanto en el tgjido hepatico como en |os eritrocitos, por lo que se manifiesta en los primeros afios de viday de
manera méas grave que € tipo 115610, En Argentina solamente se han identificado alrededor de 30 casos de
este tipo®.

DIAGNOSTICO

El diagndstico en general puede establecerse a considerar 1os antecedentes clinicosy familiares, el examen
fisico, y andlisis de laboratorio apropiados, como espectrofotometria o una biopsia hepéticad 1o,

El diagndstico de la porfiria cutanea tardia de tipo familiar se establece en el caso indice mediante los
indicadores nombrados anteriormente y mediante laidentificacion de una variante patogénica en
heterocigosis en el gen URO-D. Para esto se utilizan distintas técnicas de diagndstico genético, las cuales
pueden ser de un solo gen o de un panel multi genético.

Primero se amplificaen el gen por medio de latécnica de PCR y luego se procede a andlisis del mismo
mediante secuenciacion, preferencialmente Next generation sequencing como se explicarden el proximo
parrafo. Si ninguna variante patol égica fue encontrada se procede a un andlisis de delecion o duplicacién en
el gen, en el cual se pueden utilizar varios métodos como PCR cuantitativa, PCR de largo rango (que permite
laamplificacion de longitudes de ADN que generalmente no se pueden amplificar por métodos de PCR
rutinarios)16, MLPA ("multiplex ligand probe amplification", que suele utilizarse para amplificar
simultaneamente |os exones de un gen utilizando primers para cada uno) o microarrayl’. En la actualidad,
debido alos bajos costos, se esta reemplazando la secuenciacion clasica por latecnica de next generation
sequencingl8. Estas técnicas incluirian Illumina, SOLID, lon Torrent y PacBio.

En el caso de la deteccion del Gen URO-D, existe un estudio (GTR000519417.9) que usando Next generation
Sequencing (NGS) cubre laregion codificante del gen, incluyendo 10 bases de ADN no codificante
flanqueando cada exén que se amplificard El ADN se extrae de la muestray se secuencia utilizando el
método Illumina Esta técnica utiliza oligonuclettidos unidos a unamatriz y terminadores-marcados de union
reversible. Los fragmentos se unen alos oligonucledtidos y son ampliados, pero los terminadores que se
remueven luego de cada ciclo parareutilizarse. Los resultados se comparan através de programas
computacionales, y las variantes patogénicas (clase V), probablemente patogénicas (clase |V) y de
significado incierto (variante I11) se confirma utilizando secuenciacion Sanger. Se analizan ademés
polimorfismos de repeticiones en tdndem ya que ciertos podrian relacionarse con lafuncionalidad de la
enzima, estos se confirman con aCGH, MLPA, o PCR antes de ser reportadost®.

Dentro del panel multigenético no solo seincluye el gen UROD sino también otros de interés que pueden
aportar a un diagnéstico diferencial. Este panel podria ser € "Panel de secuenciacién para porfirias
cutaneas/cronicas con deteccion de CNV (variacion del nimero de copias)” (dicho codigo de pedido es
GTR000552988.4), que incluye ademés de la deteccion de la porfiria cutdneatardiadel tipo |1 (del Gen
UROD dd cromosoma 1p34.1), la protoporfiria eritropoyéticaligadaa X (gen ALAS 2 del cromosoma
Xpl1.21); laporfiria eritropoyética congénita (gen UROS del cromosoma 10g26.2); la protoporfiria
eritropoyética (gen FECH del cromosoma 18g21.31); la Coproporfiria hereditaria (gen CPOC del cromosoma
3g11.2) y la porfiria variegata (gen PPOX del cromosoma 1¢23.3)20.

Por su caracter de penetranciaincompleta, € diagnéstico presintomatico en las familias afectadas es
fundamental para la deteccién de los portadores asintométicos y su asesoramiento para evitar laexposicion a
compuestos porfirinogénicos a fin de prevenir e desencadenamiento de la enfermedad3.
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En argentina existe un centro dedicado exclusivamente a diagndstico tanto genético como bioquimico de
todas las porfirias. Es el Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias (CIPY P) dependiente del
Hospital de Clinicasy del CONICET?1,

TRATAMIENTO

Actualmente el tratamiento de la porfiria cutanea tardia es sintomético para las lesiones cutaneas!4. Ademas,
se busca lareduccién de los niveles de hierro circulante a través de flebotomias 2223 o del tratamiento con
medicacién, como la cloroquinay la deferoxamine. La fotoproteccion tanto fisica con ropa como en laforma
tépica con protectores que tengan filtros UVB y UV A de ata proteccion son parte importante de estos
tratamientos.

La cloroquina bloguea las porfirinasy ayuda a su excrecion, reduciendo asi sus niveles en el organismo. Se
debe indicar con sumo cuidado ya que incluso en las dosis normales puede generar necrosis hepética aguda?4.
Sin embargo, larespuesta a tratamiento de cloroguina depende del perfil genético del paciente: aquellos que
tienen un polimorfismo C282Y heterocigotaen el gen HFE, (codificante para la proteina homoénima
encargada de laregulacion de la absorcion del hierro) responden a este medicamento; mientras que si se es
homocigota padece de hemocromatosis hereditaria, y no responde?. Otra alternativa para el tratamiento esla
deferoxamina, que es un agente quelante que promueve laremocién del exceso de hierro. Del mismo se
realiz6 un estudio piloto en fase 3 (codigo identificador: NCT00599326) como tratamiento parala porfiria
cutanea tardia2®.

Propuesta de ter apia génica

Al deducir que los desencadenantes de la expresion de esta enfermedad son la sobrecarga de la via metabdlica
(por exceso de hierro) y la disminucién de actividad de esta enzima (por ejemplo, por lesién hepatica durante
hepatitis); suponemos que un método posible parala mejoria de esta condicidn es laterapia génicade
adhesién de un gen nuevo funcional, o bien lareparacion del alelo mutado.

Para latransfeccién del nuevo material genético dispondremos de vectores virales, sin embargo el mas
utilizado es el Virus Adeno-Asociados recombinante debido a su excelente perfil de seguridad en
comparacion al Adeno-Virus. Ademés a incorporarse al torrente sanguineo el primer sitio de transfeccién es
el higado?6.

Adenovirus (AV) Virus Adeno-Asociados (AAV)
Transfecta células en division y células quiescentes.

Se deposita episomalmente, no se integra al genoma. Mayoritariamente se deposita episomal. Puede
integrarse a genoma (preferencias por € brazo q13.4-ter del cromosoma 19)

Generan unarespuesta inmune. Activa linfocitos citotdxicos, linfocitos CD4+; que destruyen las células
transfectadas. Activalinfacitos B, cuyos anticuerpos dificultan una consiguiente administracion de mas virus.
Respuesta inmune menor. Puede erradicarse a inhibir la expresion del toll-receptor 9.
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Tabla 2: Comparacion entre Adenovirus y Yirus Adeno-Asociados (27.28).

Adenaovirus (AV) Virus Adeno-Asociados (AAV)

Transfecta células en division y células quiescentes.

Mayoritariamente se deposita episomal. Puede
integrarse al genoma (preferencias por el brazo
q13.4-ter del cromosoma 19)

Se deposita episomalmente, no se integra
al genoma.

Generan una respuesta inmune. Activa
linfocitos citotdxicos, linfocitos CD4+; que
destruyen las células transfectadas. Activa | Respuesta inmune menor. Puede emradicarse al
linfocitos B, cuyos anticuerpos dificultan inhibir la expresion del toll-receptor 9.

una consiguiente administracién de mas
Virus.

Si bien € virus adeno-asociado es € més seguro, también presenta ciertas desventajas.

Para su obtencion requiere una co-transfeccion con dos plasmidos un plésmido helper que contenga el
transgen flangueado por repeticiones terminales invertidas (ITRS) y otro que codifique para genes de
replicacion, de capsulay proteinas adenoviraes (ya que requiere de una"infeccién conjunta’ con
adenovirus)28,

El serotipo a utilizar es controversial. En modelos murinos el serotipo 8 logré un 40% de transfeccién, y
mostré una eficacia mayor que los serotipos 2 y 52627, Sin embargo se cree que en |os humanos seria més
eficiente una cdpside quimera que transporte 5 cdpsides parentales de Virus adeno-asociados diferentes?8.

Unavez discutido el vector, dentro de su genoma podriamosincluir una copia del gen URO-D. Este podria
recombinarse homélogamente con el alelo mutado de la célulatransfectaday repararlo28, o mantenerse
episomal y ser transcripto para aumentar la cantidad de enzima funcional. Otro enfoque parala reparacién del
ADN podria ser integrar un método para reparar la mutacion puntual que posee. Podria el mismo ser
incorporado dentro de la célula usando un vector viral.

Actualmente esta en desarrollo una nueva estrategia experimental para corregir enfermedades metabdlicas
generadas por la mutacion de un solo nucledtido, que se basa en un quimerdplasto?”. Los quimeroplastos son
oligonucledtidos que combinan ADN y ARN (en la zona de oligonuclettidos target), metilados pararesistir
las endonucleasas. Estos poseen mayor actividad de recombinacién y estan disefiados para hibridar con €l
ADN target en € genoma. Unavez unido, induce un cambio missmatch y se utiliza el quimeroplasto como
molde parala reparacion de la mutacion puntual 28,

Utilizando como ejemplo la mutacion més comun en Argentina (H63D) podria crearse un quimeroplésto que
indique un missmatch en la primera base del codén que codifica parala posicién 63, que seria una guanina,
paraque al repararse volviese aincluirse unacitosinay se recupere el aminoacido histidina. Siguiendo este
gjemplo, podrian corregirse otras mutaciones de este gen que se deban a un cambio de base que genere una
mutaci6n missense 0 una mutacion puntual gque modifique €l sitio de splicing de un intron.

Por Ultimo, € sistema CRISP/Cas9 podria servir a momento de corregir una mutacion. Este se basa en una
endonucleasa guiada por ARN, que constituye un sistema de defensainmune adaptativo contra fagos, virusy
plasmidos de bacterias y archea. Incorporando ADN codificante parala endonucleasa Cas9, y un ARN guia
parael sitio acortar, € sistema puede ser utilizado para generar un corte de la doble hebra en € sitio puntual
de lamutacion e inducir una reparacion por recombinacion homologaZ8. Ese ARN guia puede variar segiin la
mutacion que se busca reparar.

CONCLUSION

El diagndstico para esta enfermedad estd en constante avance, como puede verse en las nuevas técnicas
basadas en paneles de genes estudiados por next generation sequencing. Sin embargo, consideramos que €
tratamiento podriamejorar. Si bien estan investigando nuevos medicamentos que funcionen como quelantes
de hierro (deferoxamina), |os mismos siguen basandose en reducir sintomas o buscan reducir los niveles de
hierro, que es el factor ambiental predisponente.
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Creemos que es necesario desarrollar unaterapia correctiva,que serviriano solo parala Porfiria Cutéanea
Tardia sino también para la porfiria hepato-eritropoyética, cuya mutacion se encuentraen el mismo gen
(URO-D) pero en homocigosis.
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Hospital Italiano de Buenos Aires,
Argentina
Email: ornella.agnese @ hospitalitaliano.org.ar

Comentario delarevisora Paula A. Enz Dermatélogay Geriatra. Sub-Jefa del Servicio de Dermatologia
del Hospital Italiano de Buenos Aires, Argentina.

Es importante interrogar a estos pacientes acerca de la existencia de unaingesta excesiva de alcohol, asi
como evaluar la posible presencia de diabetes mellitus, ya que unaintervencion sobre estas patol ogias, junto
con la fotoproteccion, puede contribuir mucho alamejoriade las lesiones

Comentario delarevisora Dra. Anita Amalia Rossi MD Dermatdloga consultora del Hospital de Nifios de
LaMatanza. Provincia de Buenos Aires, Argentina.

Otras manifestaciones que deben buscarse en un paciente con sospecha de porfiria cutanea tardia, esla
hipertricosis facial, y la hiperpigmentacién de zonas fotos expuestas, siendo un signo muy interesante el
oscurecimiento o la desaparicion de las canas. También puede observarse en algunos casos induracién
esclerodermiforme de la piel, al punto de poder llegar a ser diagnéstico diferencial con la escelrodermia
sistémica.
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