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Abreviaturas

a-TTP: Proteina de transferencia de a-tocoferol hepatica
AADEAL: Asociacién Argentina de Especialistas en Animales de Laboratorio
ADRES: Secuencia enhancer de respuesta a drogas de acido aminolevulico sintetasa

AlA: Alilisopropilacetamida

Akt: Proteina kinasa B

ALA: Acido 5-aminolevulico

ALA-D: Acido 8-aminolevulico deshidrogenasa
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ATP: Trifosfato de adenosina

BSA: Seroalbumina bovina

CAR: Receptor activo constitutivamente, (Constitutively Active Receptor)
CIPYP: Centro de Investigaciones sobre Porfirinas y Porfirias

CPGasa: coproporfirindgeno Il oxidasa
CPH: Coproporfiria Hereditaria
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Resumen

La porfiria aguda intermitente (PAI) se caracteriza por un aumento en la expresion de la primera enzima
del camino del hemo, la acido &-aminolevulico sintetasa 1 (ALA-S1) y la consiguiente acumulacién de
intermediarios téxicos de esta via.

Se ha demostrado la participacion de los factores de transcripcion PGC1ay FOXO1 en el control de la
expresion del ALA-S1. Asi mismo, se han identificado sitios de unién a los NR PXR y CAR en el promo-
tor del gen de dicha enzima. Estudios previos han mostrado que el vanadato (V) inhibe la expresién del
ALA-S hepatica en un modelo de diabetes a través de la via PISK/Akt/FOXO1. En base a estos resultados,
se decidio investigar los efectos del V en la regulacion del ALA-S1 en un modelo de PAI inducida con
alilisopropilacetamida (AIA) y la vinculacién con la via PI3K/Akt. Ademas, tomando en cuenta la conocida
capacidad de la vitamina E para contrarrestar la induccion de ALA-S1 observada en la porfirias hepaticas,
se evalué el efecto de la vitamina E sobre la actividad y niveles de expresion del ALA-S1 en este modelo.

En los animales tratados con AlA la actividad y los niveles de proteina de ALA-S1 aumentaron signifi-
cativamente respecto al control. El V y la vitamina E previnieron el aumento de actividad del ALA-S1 y
disminuyeron los niveles de proteina. Los niveles de fosforilacion de IRS1 y Akt no se vieron afectadas
por la administracion de AIA mientras que el tratamiento con V causé un incremento de ambos paramet-
ros. Tanto en los animales tratados con AIA como con AlA+V el nivel de FOXO1 nuclear disminuyé con
respecto al grupo control, mientras que PGC1a se mantuvo inalterado en ambos grupos.

Con el objetivo de investigar el rol de los factores CAR y PXR en la regulacién del ALA-S1 se midieron
los niveles de expresién de CYP3Ay CYP2B1, cuyos genes son blancos de dichos factores de transcrip-
cion y se observé que ambas proteinas co-varian con ALA-S1 ante los tratamientos con AlIAy V.

Uno de los principales efectos toxicos descriptos para el V se relaciona con su capacidad para causar
estrés oxidativo y alterar el sistema de defensa antioxidante. Se evaluaron los efectos del V y la vitamina
E sobre la actividad de la enzima antioxidante catalasa. La actividad de la catalasa disminuyé al tratar a
los animales con AlA y disminuy6 aun mas al administrarles V. La administracion de AlA y vitamina E no
modificé la actividad con respecto a la administracién de AIA indicando un menor impacto de la vitamina
E sobre el sistema de defensa antioxidante con respecto al vanadato.

Un tratamiento combinado con vanadato y vitamina E podria resultar en un descenso de la actividad
y de los niveles de proteina del ALA-S1 sin afectar al sistema de defensa antioxidante.

Capitulo I. Porfirinas y metabolismo del hemo

1.1 Porfirinas

Las porfirinas reunen ciertas propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas que les conceden una gran
importancia en el funcionamiento de los seres vivos. Estos compuestos son los precursores del hemo en
el reino animal y de la clorofila en el reino vegetal (Nordmann & Puy, 2002), por lo que son metabolitos
clave en los procesos de respiracion y fotosintesis, respectivamente.

Las porfirinas son heterociclos formados por cuatro anillos pirrélicos (designados A, B, C y D) inter-
conectados por cuatro puentes meteno (llamados a, B, y y 6), que ademas contienen cadenas laterales
sustituyentes en los carbonos 3 de cada pirrol. Estos compuestos poseen dobles enlaces conjugados
y por lo tanto son coloreados. Son de estructura planar rigida, aromaticos y relativamente grandes, es-
tas caracteristicas le confieren a la molécula hidrofobicidad. Los sustituyentes laterales aportan grupos
alifaticos y carboxilicos que modifican la condicién anterior, haciendo que el compuesto sea hidrofilico.

Las porfirinas pueden coordinar metales, como hierro y magnesio en su cavidad central generando
asi los grupos prostéticos de la hemoglobina y la clorofila, respectivamente.

I.2 Biosintesis del hemo

El hemo es el grupo prostético de una gran variedad de proteinas involucradas en el transporte y
transferencia de oxigeno (hemoglobina), la proteccidn de las células contra especies oxidantes toxicas
(catalasa) y la transferencia de electrones (citocromos) (Bonkowsky et al., 1979).

El hemo es un tetrapirrol ciclico con un hierro coordinado (Figura I.1) y su camino biosintético y su
compartimentacion subcelular parecen ser idénticos en todas las células de mamiferos.
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Figura 1.1: Estructura del hemo.

En su sintesis estan involucradas ocho enzimas, de las cuales cuatro son mitocondriales, y las
restantes son citosdlicas (Figura 1.2). El primer paso es catalizado por acido -aminolevdlico sintetasa
(ALA-S), ocurre en la mitocondria e involucra la condensacion de succinil CoA y glicina para formar acido
O-aminolevilico (ALA). Los siguientes cuatro pasos ocurren en el citosol. EI ALA dehidrasa (ALA-D) con-
vierte dos moléculas de ALA en el monopirrol porfobilinégeno (PBG). Cuatro de estas moléculas se unen
por accioén de la porfobilinégeno deaminasa (PBG-D), formando hidroximetilbilano, el cual por accién de
la enzima uroporfirinogeno Il sintetasa (URO I1I-S) se isomeriza y cicla para formar el uroporfirinégeno
Il (UROgen lll). La enzima citosdlica uroporfirinégeno Il decarboxilasa (URO-D), decarboxila las cade-
nas laterales acetilo del tetrapirrol para formar el coproporfirindégeno Ill, que es luego transportado a la
mitocondria, donde la coproporfirinégeno Il oxidasa (CPGasa) lo convierte en protoporfirinégeno 1X. La
protoporfirinégeno IX oxidasa (PPox) elimina luego seis atomos de hidrogeno para formar la protoporfirina
IX. La ultima etapa en la biosintesis del hemo implica la insercidn del hierro ferroso en el anillo porfirinico
por la accion de la ferroquelatasa (Fe-Quel). El hemo, producto final de esta secuencia, es utilizado para
formar los citocromos respiratorios y el citocromo P450 (CYP) mitocondrial, o es transportado fuera de la
mitocondria para cumplir otra funcion celular (Battle & Magnin, 1988).
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Figura 1.2: Esquema del camino metabdlico del hemo.

1.3 Regulacion de la sintesis del hemo

Todas las células necesitan hemo, algunas en mayor grado que otras, particularmente en respuesta
a factores enddgenos y exégenos. Ademas, considerando que el exceso de hemo intracelular es alta-
mente toxico para las células (Taketani, 2005), su sintesis esta regulada de acuerdo a los requerimientos
especificos de las mismas.

El hemo es sintetizado mayoritariamente en el higado y en el tejido eritroide. La maxima produccién
de hemo ocurre en los eritrocitos en desarrollo, alli se sintetiza aproximadamente el 85% del hemo total.
El segundo tejido en importancia es el higado, con una diferencia entre ambos, de aproximadamente un
orden en la velocidad de sintesis.

Existen dos isoenzimas del ALA-S, codificadas por diferentes genes ubicados en distintos cromosomas.
El gen del ALA-S1 se expresa ubicuamente, aunque fundamentalmente en el higado, mientras que la
expresion del ALA-S2 es especifica para células eritroides.

La sintesis de hemo en el higado ha sido extensamente estudiada y se comprobé que esta regulada
por la primera enzima de su camino biosintético, el ALA-S1. Los niveles de ALA-S1 son controlados por
un mecanismo de retroinhibicidn por el producto final hemo (Hayashi et al., 1972).

El peso molecular del ALA-S1 en el citosol es considerablemente mayor que el del ALA-S1 en la mi-
tocondria, sugiriendo que la enzima citosélica es convertida en una proteina mas pequefia antes de ser
transferida a la mitocondria (Furuyama et al., 2007).
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Figura 1.3: Regulacion de la expresion del ALA-S.

La regulacion negativa del ALA-S1 ocurre en varios niveles incluyendo reduccion de la transcripcién
y traduccion, desestabilizacion del ARNm e inhibicion del transporte a la mitocondria del precursor de la
proteina (Furuyama et al., 2007) (Figura 1.3).

1.4 Catabolismo del hemo

El hemo, ademas de ser el grupo prostético de numerosas enzimas, juega un rol importante en la
transcripcion, traduccion y translocacion de proteinas y en la diferenciacion eritroide (Chandra et al.,
1996); por otro lado el exceso de hemo puede ser téxico para las células produciendo dafio en lipidos y
proteinas por oxidacion (Taketani, 2005), por lo cual no solo la sintesis sino también la degradacion del
hemo se encuentran bajo un estricto mecanismo de regulacion celular.

La hemo oxigenasa (HO) es la enzima clave del catabolismo del hemo. Se halla localizada en el reticulo
endoplasmatico y, junto con la NADPH citocromo P450 reductasa, produce el clivaje del hemo, eliminando
el puente meteno como CO, liberando el atomo de hierro y formando el pigmento biliar, biliverdina. La
biliverdina que se genera por la degradacién del hemo no se acumula y sufre la accidn de la biliverdina
reductasa que la convierte en bilirrubina (Maines, 1988).

El primer paso del proceso de degradacion del hemo es su oxidacion a a-hidroxihemo, requiriendo O2'y
dos electrones. El segundo paso, que también requiere O2 y un electron, es la formacién de a- ferrohnemo
ferroso con la concomitante liberaciéon de CO. El tercer paso es la conversién de a-ferrohemo ferroso a
biliverdina férrica, requiriendo O2 y tres electrones. En el tltimo paso, el hierro férrico de la biliverdina es
reducido y finalmente se libera biliverdina mas hierro ferroso (Matsui et al., 2005).

1.5 Hemoproteinas
Como ya se mencion6 anteriormente, el grupo hemo se encuentra como grupo prostético de numerosas
proteinas donde juega roles estructurales y funcionales (Tsiftsoglou et al.,2006).
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En mamiferos, el hemo es principalemente utilizado para la sintesis de hemoglobina en eritrocitos,
mioglobina en las células musculares y CYP en el higado. En el higado, el 65% del hemo es incorporado
en el CYP (Padmanaban et al., 1989), y una menor fraccion es utilizada para la sintesis de otras hemo-
proteinas como por ejemplo la catalasa, proxidasas, la oxido nitrico sintetaza, la guanilato ciclasa y en
factores transcripcionales (Tsiftsoglou et al.,2006). La principal funcion de la hemoglobina es el transporte
de oxigeno. La mioglobina esté localizada principalmente en células musculares y une oxigeno con mayor
afinidad que la hemoglobina. Varios citocromos constituyen componentes de la cadena respiratoria en
mitocondrias donde transportan electrones desde flavoproteinas hasta citocromo oxidasas.

1.5.1 Citocromo P-450

Las reacciones de biotransformacion de sustratos endégenos o exégenos a metabolitos polares o
hidrofilicos, para que puedan ser excretados, son agrupadas en reacciones de Fase | y de Fase Il. Los
CYP median las reacciones de Fase |, las cuales consisten en oxidacion, reduccién e hidrélisis de drogas,
carcinégenos y esteroides.

Los CYP son una de las mas grandes superfamilias de hemoproteinas. Sus rasgos estructurales mas
conservados estan relacionados con la unién al hemo y con sus propiedades cataliticas (Werck-Reichhart
& Feyereisen, 2000).

Las enzimas del CYP han sido clasificadas en familias y subfamilias en base a su secuencia de ami-
noacidos. Las familias se indican por la sigla CYP, seguida por un niumero arabigo. Los miembros de una
familia comparten el 40% de su secuencia aminoacidica. Dentro de cada familia, las enzimas que tienen
una homologia del 50% forman una subfamilia. Las subfamilias estan indicadas por una letra. Los genes
que codifican para una isoenzima especifica tienen un segundo numero arabigo después de la letra que
caracteriza a la subfamilia (Nelson et al., 1996).

Ademas de participar en el metabolismo de sustratos de naturaleza exégena como drogas, pesticidas,
procarcindgenos, anestésicos, solventes organicos, entre muchos otros, el CYP participa en el metabolismo
de sustratos endégenos de importancia biolégica como colesterol, acidos biliares, hormonas esteroides
y acidos grasos (Chang & Kam, 1999). La denominacion citocromo P450 proviene de la caracteristica
de que el espectro de absorbancia de esta hemoproteina en su forma reducida y unida a mondéxido de
carbono, presenta un maximo a 450 nm (Omura & Sato, 1964).

En mamiferos, todos los CYP estan unidos a membrana y son los componentes terminales del sistema
enzimatico de oxigenasas de funcion mixta. La mayoria se encuentra localizada en el reticulo endo-
plasmatico, aunque algunas isoformas se hallan asociadas a la membrana interna de las mitocondrias
(Guengerich, 2003).

Los CYP se encuentran principalmente en el higado y en menor medida en tejidos extrahepaticos,
como en intestino delgado, pancreas, encéfalo, pulmones, glandula adrenal, génadas y piel (Krishna &
Klotz, 1994) y catalizan una amplia variedad de reacciones de oxidacion, incluyendo epoxidaciones, N-
deaquilaciones, O-deaquilaciones, S-oxidaciones e hidroxilaciones de sustratos aromaticos y alifaticos
(van der Weide & Steijns, 1999).

Aunque la principal funcion del CYP es participar en reacciones de detoxificacion transformando un
compuesto farmacolégicamente activo en inactivo excretado por la orina, también participa en procesos
de activacién metabdlica, de manera que compuestos inertes y poco reactivos son convertidos en otros
de gran reactividad quimica que son téxicos para el organismo.

1.5.2 Catalasa

La catalasa es una hemoproteina que forma parte de los mecanismos enzimaticos de defensa antioxi-
dante y se presenta mayoritariamente en los peroxisomas de las células de mamiferos. Es una enzima
tetramérica que consiste en cuatro subunidades idénticas de 60 kDa ordenadas tetraédricamente, cada
subunidad contiene en su sitio activo un grupo hemo y NADPH. La catalasa posee dos actividades
enzimaticas dependiendo de la concentracion de H202. Si ésta concentracion es alta, la catalasa actua
cataliticamente: remueve H202 formando H20 y O2. Sin embargo, a bajas concentraciones de H202 y
en presencia de un dador de hidrégeno apropiado como el etanol, el metanol, el fenol y otros, la catalasa
actua peroxidativamente, removiendo H202, pero oxidando a su sustrato (Scibior & Czeczot, 2006).

Dentro de la secuencia promotora del gen de la enzima se encuentran varias secuencias de recono-
cimiento para factores de transcripcion, entre ellas, CCAAT boxes y secuencias de unién de EGR1, una
de las cuales se encuentra solapada por una secuencia de reconocimiento de Sp1 (Nenoi et al., 2001).

Se ha descripto que la interrelacion entre los factores de transcripciéon EGR1y Sp1 media la regulacion
transcripcional de varios genes. Extensivos estudios indican que el mecanismo molecular que gobierna
la interaccion entre EGR1 y Sp1 esta controlado a través de la competencia por la unién a la regién de
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reconocimiento dentro del promotor. Por lo tanto la sobreexpresion o la induccién de uno de los factores,
que lleva a un aumento de su concentracion celular, resultara en el desplazamiento del otro factor de la
union a los sitios solapados. Tal desplazamiento de Sp1 por EGR1, o viceversa, puede llevar a una acti-
vacion o represién transcripcional dependiendo del promotor en particular y del contexto celular (Zhang
& Liu, 2003).

Estudios demuestran que la expresion de catalasa esta fuertemente regulada a nivel transcripcional
por Sp1 y factores de reconocimiento de CCAAT. La interaccién del factor EGR1 con las secuencias de
reconocimiento solapadas, Sp1/EGR1, localizadas en el promotor pueden llevar a una inactivacion del
promotor al interferir o competir con la capacidad de Sp1 para inducir la transcripcién (Nenoi et al., 2001).

Capitulo Il. Las porfirias

1.1 Porfirias humanas

Las porfirias son desordenes metabdlicos resultantes de una deficiencia, hereditaria o adquirida, de
una de las enzimas involucradas en la biosintesis del hemo. Mutaciones heredadas dominante o rece-
sivamente en alguno de los genes que codifican a estas enzimas llevan a alteraciones de la sintesis del
hemo con la consiguiente acumulacién y excrecién de porfirinas y/o sus precursores (Bickers et al., 2003).

Estos desordenes pueden ser clasificados segun el 6rgano afectado por la deficiencia enzimatica y/o
segun la sintomatologia. De acuerdo al tejido principalmente afectado las porfirias son hepaticas, eritro-
poyeticas o hepatoeritropoyéticas. En cuanto al sintoma primario, se las divide en cutaneas y agudas,
existiendo ademas algunas porfirias de sintomatologia mixta (Tabla 11.1).

Al desarrollarse estas enfermedades, la acumulacion de intermediarios de este camino metabdlico se
concentra en un dado tejido. Por lo tanto, cuando una porfiria es hepatica esto indica que el principal sitio
de acumulacién de porfirinas es el higado y cuando es eritropoyética, el principal sitio de acumulacion
son los eritrocitos. No obstante también existe una variante en la que estos intermediarios se acumulan
tanto en higado como en tejido eritroideo.

El signo caracteristico de la mayoria de las porfirias es la fotosensibilizacion cutanea resultante de la
accion de la luz sobre las porfirinas acumuladas en la piel. Este sintoma se observa en todas las porfirias
con excepcidn de la porfiria aguda intermitente (PAl) y la nueva porfiria aguda (NPA).

La PAI, la porfiria variegata (PV), la coproporfiria hereditaria (CPH) y la NPA se caracterizan por ataques
agudos con sindrome neuroabdominal, asociados a una masiva produccién y excresion urinaria de los
precursores ALAy PBG en las tres primeras y de ALA en la NPA.
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Enzima Clasificacion segun
Tipo de Porfiria . . .
deficiente sintom atologia
Porfiria Aguda
) PBG-D
Intermitente (PAI) )
No Cutaneas
Mueva Porfiria Aguda
ALA-D
(NPA)
Agudas
Porfiria Variegata o
PPox
mixta (PV)
Hepaticas :
Coproporfiria
o CPGasa
Hereditaria (CPH)
Paorfiria Cutanea Tardia
(PCT)
o URO-D
* Hereditaria
+ Adquirida Cutaneas
Porfiria Congenita
Eit tica (PCE UROTIS No Agud
ntro Iica o Agudas
Eritropoyéticas PO [ )
Protoporfiria
_ _ Fe-Quel
Eritropoyética (PPE)
Porfiria
He pato
. . Hepatoeritropoyetica URO-D
eritropoyéticas
(PHE)

Tabla II.1: Clasificacién de las Porfirias.

La mayoria de las porfirias se heredan con caracter autosémico dominante, excepto la porfiria cutanea
eritropoyética (PCE) y la NPA, que lo hacen como un mendeliano recesivo y la porfiria cutanea tardia
(PCT) que puede existir en dos formas, hereditaria (dominante) o adquirida. Esta dltima forma esta gen-
eralmente asociada a la exposicién a agentes quimicos inductores.

La sobreproduccidon de porfirinas y/o sus precursores es la responsable de las manifestaciones clinicas
de las porfirias. Los mecanismos patogénicos en las diferentes porfirias varian y no existe un tratamiento
universal (Battle & Magnin, 1988).

11.1.1 Porfirias agudas

Las porfirias agudas se caracterizan por la posibilidad de presentar crisis o ataques agudos. Clini-
camente el ataque agudo consiste en dolor abdominal, habitualmente asociado a vomitos debido a la
neuropatia autonémica que lo acompana. Se observa también un sindrome neuropsiquico, de variable
intensidad y consecuencias, que involucra paralisis, disestesias, hiponatremia, hipertension arterial y
taquicardia.

Esta patologia depende de la presencia de una mutacion sin embargo sus sintomas generalmente
son desencadenados por exposicion a una gran variedad de farmacos comunes.

Desde el punto de vista bioquimico estos desordenes se caracterizan por un defecto en enzimas es-
pecificas de la ruta biosintética del hemo con la consiguiente induccidn hepatica del ALA-S y el aumento
de sus precursores téxicos, ALAy PBG, en plasma y orina.

Entre las porfirias agudas se encuentran la PAl, CPH, PV y NPA (Battle, 1997) y las deficiencias enz-
imaticas se hallan a nivel de las enzimas: PBG-D, CPGasa, PPox y ALA-D respectivamente (tabla 11.1)

1.1.2 Porfiria aguda intermitente
La PAI se produce como consecuencia de una deficiencia a nivel de la PBG-D. La reduccién de hasta
un 50% de la actividad de esta enzima provoca un aumento compensador del sustrato y de la actividad
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de ALA-S, por lo que es caracteristico un exceso de ALA y PBG en sangre y orina, y de porfirinas (uro-
porfirina) en orina (Battle, 1997).

Al igual que las otras porfirias agudas, comienza con dolor abdominal agudo, intenso en el abdomen
inferior, que va aumentando en forma progresiva en uno o dos dias, de tipo célico, continuo o con ex-
acerbaciones y periodos de calma que puede simular una apendicitis. Suele acompafiarse de nauseas,
anorexia, vémitos y estrefiimiento. Las manifestaciones intestinales son consideradas de origen neurogé-
nico. Pueden observarse convulsiones y estado confusional como manifestacion primaria. En ocasiones
fendmenos motores con paresias o pardlisis de extremidades, laringeos, y deglutorios, paralisis ascendente
de Landry, algias musculares, hipoténia, hiporreflexia e impotencia funcional (Battle & Magnin, 1988).

Los ataques agudos se precipitan por una amplia variedad de drogas, siendo las mas usuales: barbitu-
ratos, estrégenos, progesterona, sulfonamidas, metildopa, danazol, diazepam, fenitoina, carbamezepina,
sulfonilureas, cloramfenicol, tetraciclinas, algunos antihistaminicos y algunos anestésicos (Thadani et al.,
2000; http://www.drugs-porphyria.org, http://www.porphyria-europe.com). También existen otros factores
capaces de desencadenar los ataques, entre ellos esté la ingestién de alcohol, el ayuno, algunas infec-
ciones, los tratamientos hormonales y el estrés.

El tratamiento consiste en la prevencion de los episodios neurolégicos. Para ello es necesario detectar
a los portadores a quienes hay que instruir sobre el hecho de evitar el ayuno y la ingesta de las drogas
que pueden desencadenar ataques. Las manifestaciones neuroldégicas pueden mejorar e incluso desapa-
recer al: eliminar la droga causante, administrar dextrosa endovenosa, corregir los cambios electroliticos
administrando soluciones hiperténicas, clorpromazina, meperidina, propanolol en dosis pequefias y en
los casos severos se aconseja la administracion de hematina endovenosa (Battle & Magnin, 1988).

La terapia estandar para los ataques severos de porfiria aguda consiste en infusiones tempranas
de hemo o hidratos de carbono, combinados con drogas autorizadas sin riesgo para estos pacientes
(Battle, 1997; Lindberg et al., 1999). Este tratamiento reduce rapidamente la produccion y excrecion de
precursores del hemo tales como el ALA. En nuestro pais se emplea casi exclusivamente el tratamiento
con acido félico -que activa la PBG-D-, hidratos de carbono, y una combinacién de vitaminas y antioxi-
dantes (Battle, 1986), sin efectos colaterales. Este tratamiento ha reducido el indice de mortalidad, que
en el mundo alcanza el 10 %, a un 4 % en la Argentina. Los efectos benéficos de la terapia con hemo
son presumiblemente causados por su capacidad de suprimir la induccion del ALA-S y/o reconstituir las
hemoproteinas. Los aspectos negativos de esta terapia son su alto costo, la necesidad de administrarlo
por via intravenosa lo que requiere de hospitalizacién, efectos colaterales (tromboflebitis, disturbios de
la coagulacion, sobrecarga de hierro) y la observacion de que muchos pacientes entran en un estado de
recurrencia frecuente de los ataques agudos (Tenhunen & Mustajoki, 1998).

11.1.2.1 Efecto glucosa

Se conoce que el ayuno es uno de los agentes causales de los ataques de porfiria aguda en pacien-
tes con porfiria latente. Un alto consumo de glucosa mejora los signos bioquimicos y clinicos asi como
los sintomas del ataque agudo en numerosos pacientes (Stein & Tschdy, 1970). Subsecuentemente se
demostré que otros carbohidratos tienen un marcado efecto sobre el metabolismo de las porfirinas en
humanos con porfiria aguda tanto en la fase latente como durante los ataques (Brodie et al., 1977).

La ingesta de grandes cantidades de carbohidratos provoca un aumento en la produccién de insu-
lina en las células beta del pancreas. Una de las hipétesis que se plantean para explicar el efecto de la
glucosa es que la insulina reprimiria la expresion del ALA-S hepéatica provocando una disminucion en la
produccion de precursores de porfirinas y disminuyendo asi los sintomas del ataque agudo.

La induccion de la porfiria experimental en animales de laboratorio mediante la administracién de un
agente porfirinogénico de accién rapida, como el AlA (alilisopropilacetamida) o el DDC (3,5-dietoxicarbonil-
1,4-dehidrocolina) ocurre sélo cuando el animal esta en estado de ayuno. La administracion de varios
carbohidratos contrarresta el efecto porfirinogénico de estas drogas (Bonkowsky et al., 1973). Este feno-
meno se denomina “efecto glucosa” y se debe a que la glucosa o su metabolismo inhiben o previenen
la induccion del ALA-S1 hepatica producida por las drogas porfirinogénicas. Las bases bioquimicas de
este fendmeno aun no han sido dilucidadas a pesar de los extensos estudios realizados en animales con
porfiria hepatica experimental inducida quimicamente.

1.2 Porfiria experimental
11.2.1 Drogas porfirinogénicas

En animales de laboratorio y en tejidos, la induccién de porfirias por drogas proporciona modelos ex-
perimentales que permiten el estudio de los mecanismos tisulares, la fisiopatologia y los rasgos clinicos
y bioquimicos de estas enfermedades, como asi también la aplicacion de posibles terapias.
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Las drogas porfirinogénicas son capaces de provocar una porfiria aun en ausencia de una predis-
posicion genética, produciendo anormalidades metabdlicas similares a las observadas durante el ataque
agudo de las porfirias hereditarias humanas (Battle, 1997).

Todos los compuestos porfirinogénicos tienen en comun la propiedad de estimular marcadamente la
actividad del ALA-S1 y, ademas, de disminuir el contenido de hemo hepético, ya sea por la inhibicién de
su sintesis, acelerando su degradacion o induciendo las apoproteinas (De Matteis, 1971a).

Entre los compuestos porfirinogénicos méas estudiados que actuan a nivel de alguna de las enzimas de
la sintesis de hemo podemos mencionar AlA, fenobarbital (PB), DDC, Griseofulvina, y los hidrocarburos
poli-halogenados.

1.2.1 Porfiria experimental por AIA

Una de las drogas mas empleadas en la investigacion del metabolismo del hemo tanto en animales
de experimentacion como en cultivo de tejidos es el AlA (Figura I11.1), un analogo del Sedormid, que tiene
la ventaja de carecer de sus propiedades hipnoticas (Golberg et al., 1955).

|
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Figura IIl.1: Estructura del AIA

De un analisis de la composicion quimica de estos compuestos se establecié que la estructura necesaria
para actuar como inductores era la de una acetamida dialquil sustituida o de un ureido ciclico, ademas,
por lo menos uno de los sustituyentes debia ser un grupo alilo (Abbritti & De Matteis, 1972).

EI AlA provoca la pérdida del CYP como consecuencia de la destruccién de su grupo prostético hemo,
la cual conduce a una disminucion de la concentracién del “pool” de hemo regulatorio y consecuentemente,
un aumento de actividad de ALA-S1 por pérdida del control de la regulacién (Marks et al., 1988). La inter-
accioén de los grupos alilisopropil (CH2=CH-CH2) y la funcién amida (-CO-NH2) del AlAy del Sedormid
con el grupo hemo del CYP produce la formacion de pigmentos verdes responsables de la destruccion
del CYP y consecuentemente la estimulacion del ALA-S1 (Bonkowsky et al., 1980).

El AIA aumenta la actividad del ALA-S1, estimulando la sintesis de su ARNm y aumentando su esta-
bilidad sin afectar la vida media de la proteina (Sassa & Granick, 1970).

La administracion de AlA a ratas, ratones y conejos ha proporcionado en cuanto al cuadro bioquimico
y clinico un modelo muy cercano para el estudio de la PAI (Goldberg et al., 1955).

Capitulo Ill. Regulacion transcripcional del ALA-S1

La sintesis de hemo y su degradacién estan finamente controladas de manera tal que la cantidad
de hemo disponible sea aproximadamente la misma cantidad requerida por la célula. En hepatocitos, el
mayor punto de control en la sintesis del hemo ocurre mediante la represion del ALA-S1 por un “pool” de
hemo regulatorio que actua por diferentes mecanismos de retroinhibicion, incluyendo la reduccién de la
transcripcién, reduccion de la estabilidad del mRNA e inhibicion del transporte del ALA-S1 a la mitocondria.

En los ultimos afios se han hecho responsables de uno de los mecanismos de control de la actividad
del ALA-S1 a proteinas de unién al DNA capaces de transformar estimulos externos y metabdlicos en
programas de transcripcion génica (Thunell, 2006).

El gen del ALA-S1 humano esta ubicado en el brazo corto del cromosoma 3, en la posicion 21.1
(Figura IV.1).
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Figura IV.1: Ubicacién del gen del ALA-S1.

Trabajos realizados en cultivos celulares establecieron que las secuencias que dirigen la maxima
expresion del gen residen en la region del promotor entre -479 y 1pb y en el primer intrén. Los elemen-
tos de control encontrados en el promotor incluyen un TATA box en la posicién -30pb, dos sitios NRF-1
adyacentes en las posiciones -59 y -88pb, un CAAT box en posicion -330pb (Braidotti et al., 1992), una
region de respuesta a la insulina (IRE) localizada entre -459 a -354pb y una secuencia de unién para
CREB (proteinas de union a AMPc) (Scassa et al., 2004). Tambien se encuentran secuencias de union
para receptores nucleares huérfanos (Thunell, 2006).

1.1 Induccién por drogas de la transcripciéon del ALA-S1

Como ya se menciond, cuando animales de experimentacion son tratados con drogas como PB 0 AlA,
se produce un gran aumento en los niveles hepaticos de la proteina ALA-S1 (Granick, 1966). A través de
ensayos de transcripcion nuclear se determiné que las drogas aumentan la velocidad de transcripcién del
gen del ALA-S1 en el higado de embrion de pollo (Dogra et al. 1993) e higado de rata, pero se descon-
oce el mecanismo de esta induccion. Estas drogas porfirinogénicas también inducen CYPs especificos,
particularmente en el higado.

Los CYPs juegan un importante rol en la metabolizacion de las drogas. Debido a que los CYPs son
hemoproteinas, su induccion provoca un aumento en la demanda de hemo. Puede postularse entonces
la existencia de un mecanismo de induccién coordinado de CYPs y ALA-S1 que aseguraria un suministro
adecuado de hemo para las apoproteinas CYPs (May et al., 1995).

Se conocen diferentes mecanismos para la induccién de los CYPs. Uno de ellos no involucra una
respuesta transcripcional sino que afecta la vida media de la holoenzima formada. Con esta excepcion,
la induccion de los CYPs se debe a un aumento en los niveles basales de transcripcion del gen. Esta
induccion es mediada por proteinas receptoras intranucleares, que llevan a un aumento de los niveles de
proteina enzimatica dentro de la célula. Dado que sus ligandos fisioldgicos naturales se desconocian, estas
proteinas de unién al ADN fueron llamadas receptores nucleares huérfanos (NRs). Los NRs se activan
al unirse a sus ligandos especificos como por ejemplo un xenobiético o una hormona esteroide (Thunell,
2006). Luego de la activacion se unen al receptor nuclear RXR (9-cis retinoic acid receptor). El complejo
de heterodimerizacion resultante se une a sitios de reconocimiento dentro de secuencias enhancer en sus
genes blanco, incrementando sus niveles de transcripcion en forma coordinada (Podvinec et al., 2004).

En humanos el receptor CAR (constitutively active receptor) y el receptor PXR (pregnane xenobiotic receptor)
median la mayoria de las respuestas transcripcionales de los CYPs inducidas por xenobidticos (Thunell, 2006).

Larespuesta a PB y AlA esta mediada por la accion de los CYPs hepaticos inducibles mas abundantes
CYP2B y 3A cuyos genes son activados por CAR y PXR (Marks et al., 1988; Czekaj, 2000).

Los genes CYP2B contienen dos sitios de unidon a NR que permiten la unién de CAR cuando éste
se encuentra activado por drogas y heterodimerizado a RXR. El receptor nuclear CAR se encuentra se-
cuestrado en el citosol celular y es normalmente excluido del nucleo. Su capacidad para inducira CYP es
dependiente de su grado de translocacion nuclear asi como de su activacion por el ligando (Thunell, 2006).

Las zonas promotoras del gen CYP3A contienen sitios en donde los heterodimeros PXR-RXR y
CAR-RXR activados por ligando se pueden unir, incrementando la transcripcion. En contraste con CAR,
la proteina PXR reside constitutivamente en el nicleo y no necesita translocarse para acceder a su gen
blanco, por lo que el paso limitante en la activacion de la transcripcion por PXR es esencialmente el grado
de unién al ligando (Thunell, 2006).
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Se demostro in-vivo que los genes CYP incluyendo CYP2A5, CYP2B10, CYP3A1, pero no CYP2E1
y CYP2D6 son genes target de RXR (Cai et al., 2002).

El gen ALA-S1 contiene un elemento transcripcional enhancer, la secuencia enhancer de respuesta a
drogas de acido aminolevulico sintetasa (ADRES) que contiene sitios de reconocimiento para CAR y PXR
(Podvinec et al., 2004). La transcripcién de ALA-S1 es por lo tanto estimulada por los mismos NRs que
inducen la transcripcion de los genes apoCYPs involucrados en el metabolismo de drogas, permitiendo
una induccién coordinada en respuesta a la accion de xenobidticos (Thunell, 2006).

lll.2 Regulacién nutricional de la transcripcién del ALA-S1

Bajo diferentes formas de estrés, la induccion del ALA-S1 se efectua a través de la activacion de
factores de transcripcion pertenecientes a la familia de proteinas FOXO, los cuales traducen estimulos
ambientales y metabdlicos a través de cambios en los programas de expresion génica.

Las diferentes funciones de FOXO se regulan por modificaciones post-traduccionales de la proteina,
que son controladas a través de fosforilaciones y acetilaciones que determinan su localizacién nuclear
o citoplasmatica. Los blancos de FOXO son genes que controlan la generacion hepatica de glucosa asi
como la produccion de ALA-S1 (Barthel et al. 2005). Su localizacién intracelular y activacién son dirigidas
por las hormonas claves en la homeostasis de la glucosa, como el glucagon, que activa las vias de liber-
acién hepatica de glucosa y de transcripcion del ALA-S1 durante el ayuno, y la insulina que los bloquea
(Perrot & Rechler, 2005).

La insulina inhibe la transcripcion del ALA-S1 estimulada por FOXO1 al activar la via fosfatidilinositol
3-kinasa (PI3K)-proteina kinasa B (Akt) (Handschin et al., 2005) (Figura IV.2). En concordancia con estos
resultados, estudios previos en nuestro laboratorio en un modelo de diabetes, demostraron que el agente
insulino-mimético vanadato estaria actuando sobre el ALA-S1 a través de la misma via.

PI3K es probablemente la enzima de la cascada de sefializacion de insulina mas extensamente estu-
diada. Es una proteina dimérica con una subunidad catalitica (p110) y una subunidad regulatoria (p85).
La subunidad p85 se une al sustrato 1 del receptor de la insulina (IRS-1) fosforilado y eso hace que cese
su actividad inhibitoria sobre la subunidad p110 (Ueki et al., 2002).

IRS-1 es una proteina rica en regiones de unién a tirosinas fosforiladas (regiones PTB), que le permiten
unirse al receptor y ser fosforilado por él en sus residuos de tirosina (Giovannone et al., 2000).

La subunidad p110 desinhibida fosforila varios fosfolipidos de membrana, principalmente el fosfati-
dilinositol 4,5 bifosfato (Pl 4,5P) para generar fosfatidilinositol trifosfato (PIP3). El PIP3 es el encargado
de fijar a la membrana y activar a Akt, una enzima kinasa de serinas y treoninas que media algunos de
los efectos metabdlicos de la insulina (Currie et al., 1999). La fosforilacion de FOXO1 mediada por Akt
en los sitios Thr24, Ser253 y Ser316 reduce la transcripciéon del gen blanco y estimula la exportacién de
FOXO1 del nucleo hacia el citoplasma (Perrot & Rechler, 2005) donde es vulnerable a la degradacién a
través de la via ubiquitina-proteasoma (Thunell, 2006).

En ausencia de insulina, FOXO1 es importado y retenido en el nucleo (Matsuzaki et al., 2005) incre-
mentando la transcripcion de sus genes blanco.

PGC-1a (Proliferator-activated receptor y coactivator 1a) es un coactivador de receptores nucleares
y otros factores de transcripcion (Puigserver & Spiegeiman, 2003). Se induce en el higado en condicio-
nes de ayuno y de ejercicio fisico extenuante, efectuando transcripciones co-reguladas de los genes de
ALA-S1 vy de las enzimas gluconeogénicas PEPCK y GIc6P. Es inducido por glucagon que, junto con los
glucocorticoides, responde a la reduccion de los niveles de glucosa en plasma (Thunell, 2006).

PGC-1a es reclutado a sus genes blanco por el factor respiratorio nuclear-1 (NRF-1), un factor de
transcripcion que incrementa la expresion de genes mitocondriales codificados en el nicleo. Esta via que
lleva a la liberacion de glucosa hepatica asi como a la induccién del ALA-S1 no es sensible a la insulina.
En contraste, la via de PGC-1a paralela, que lleva a la gluconeogénesis hepética y a la transcripcion de
ALA-S1, que procede a través de FOXO1, el cual es reclutado al elemento de respuesta a insulina (IRE)
dentro del promotor de sus genes blanco, se encuentra activa sélo en estado de ayuno. La resultante
liberacién de glucosa por el higado eventualmente inhibe la produccion de glucagon, inhibiendo la via de
PGC-1a-FOXO1 (Thunell, 2006).
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Capitulo IV. Vanadato y vitamina E

IV.1 Vanadio

El vanadio es un elemento situado en grupo V de la tabla periédica de los elementos. Es un metal de
transicion que puede existir en cuatro estados de oxidacion, +2, +3, +4 y +5. El vanadio puede encontrarse
como vanadil (VO2+) cuando el pH es inferior a 3,5 y en soluciones basicas su forma predominante es
el orthovanadato (VO4-3). Tambien se encuentra como VO4- en soluciones neutras. El metavanadato
(VO3-) es la especie predominante en los fluidos corporales (Barceloux, 1999).
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IV.1.1 Efecto insulino-mimético de los compuestos del vanadio

La primera documentacion acerca de los efectos insulino-miméticos de la sal inorganica del vanadio,
el orthovanadato de sodio (Na3VO4) fue publicada por Lyonnet et al. en 1899, 22 afios antes del descu-
brimiento de la insulina. Observaron que la administracion oral de Na3VO4 causaba un descenso de la
glucosuria en 2 de cada 3 pacientes diabéticos. Desde entonces numerosos estudios han revelado varios
efectos insulino-miméticos de compuestos del vanadio in vitro e in vivo, incluyendo la estimulacién del
transporte y oxidacion de la glucosa, la sintesis de glucdgeno, la lipogénesis asi como la inhibicion de la
lipdlisis y la gluconeogénesis (Srivastava & Mehdi, 2004).

En algunos casos la terapia con vanadio fue asociada con diarreas severas, sin embargo esto se cor-
rigié6 administrando sales de vanadio en soluciones de NaCl 0,5%. También se observo que el descenso
en los niveles de glucosa en plasma, en orina y en el volumen urinario y el mejoramiento en la tolerancia a
la glucosa oral fueron similares sin importar el tipo de sal de vanadio utilizada (Srivastava & Mehdi, 2004).

IV.1.2 Mecanismo molecular de accién del vanadio

Anivel molecular, el mecanismo preciso a través del cual el vanadio ejerce efectos insulino-miméticos y
anti-diabéticos no ha sido completamente dilucidado. Como las sales de vanadio son potentes inhibidores
de proteinas fosfatasas de tirosinas (PTPasas), y la activacién del receptor de la insulina (IR) requiere un
aumento en la fosforilacién de tirosinas de su subunidad (3, se sugirié que al prevenir la desfosforilacion
de la subunidad IR-B, el vanadio podria activar la proteina tirosina kinasa de IR (PTK). La activacion de
IR-PTK fosforila sustratos de IR (IRSs) en multiples residuos de tirosina. La fosforilacion de IRS1 lleva a
la activacion de la via ya mencionada en el capitulo anterior que involucra la activacién de PI3K y de la
proteina kinasa de serinas y treoninas Akt (Figura V.1), la cual ha sido implicada en numerosas respues-
tas fisioldgicas de la insulina a nivel de transporte de glucosa, de glucégeno y de sintesis de proteinas
(Srivastava & Mehdi, 2004).
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Figura V.1: Mecanismo de accion del vanadato.
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IV.1.3 Toxicidad del vanadio

A pesar de sus propiedades anti-diabéticas, los compuestos del vanadio han sido asociados con nu-
merosos efectos toxicos. Los mas comunes son diarrea, descenso en la ingesta de liquidos y alimentos
y deshidratacién (Srivastava & Mehdi, 2005).

Ademas de las molestias gastrointestinales, otros efectos toxicos de las sales de vanadio incluyen
hepatotoxicidad, nefrotoxicidad y teratogenicidad. Estas estimulan la mitogénesis y la proliferacion celular
en cultivos celulares y por lo tanto tienen el potencial de ejercer actividad carcinogénica y tumorigénica.
En contraste, trabajos recientes no encontraron cambios significativos en la histopatologia de numerosos
tejidos, incluyendo el higado, el bazo, el estdmago, el corazén y los pulmones, en animales tratados con
sales de vanadio. En pacientes tratados con sales de vanadio, el efecto téxico mas comun fue la molestia
gastrointestinal, la cual pudo ser corregido al bajar la dosis (Srivastava & Mehdi, 2005).

Ademas, los metales de transicién, como el vanadio, son conocidos agentes generadores de radicales
libres a través de los cual ejercen efectos deletéreos sobre los sistemas bioldgicos. Diferentes estudios
han asociado al vanadio con la produccién de especies reactivas de oxigeno llevando a la peroxidacion
lipidica y a la alteracion del sistema de defensa antioxidante (Soares et al., 2008). En particular, Rus-
sanov et al. (1994) han demostrado que la administracion de vanadato a ratas causa un incremento en
la peroxidacion lipidica asi como una marcada inhibicion de las actividades de las enzimas superoxido
dismutasa y catalasa.

IV.2 Vitamina E
La vitamina E se presenta como un aceite amarillo claro, soluble en grasas e insoluble en agua.
Existen varios vitameros que pueden considerarse derivados de una estructura basica llamada tocol.
El tocol posee un nucleo cromano con un hidroxilo y una cadena lateral de 16 carbonos que puede con-
siderarse como constituida por la union de tres unidades de isopreno saturado. Los tocoferoles, derivados
metilados del tocol, se designan con letras griegas. Los mas importantes son el a (Figura V.2), el By el y
tocoferol, que difieren entre si en el numero y posicién de los grupos metilos unidos al anillo bencénico.

OH
HyC CHs
HyC
O
HyC

Figura V.2: Estructura del a-tocoferol.

La absorcion de los tocoferoles, como la de otras vitaminas liposolubles, requiere la presencia de bilis
y de secreciones pancreaticas para poder formar micelas que seran absorbidas por el intestino. Desde
la mucosa intestinal es transportado por la sangre, probablemente en los quilomicrones, captado por el
higado y posteriormente liberado a la circulacién unido a lipoproteinas.

La propiedad mas notable de la vitamina E es su capacidad antioxidante y a pesar que todos los
tocoferoles poseen actividades antioxidantes similares, solo el a-tocoferol cumple los requerimientos
humanos de vitamina E, los demas son pobremente reconocidos por la proteina de transferencia de
a-tocoferol hepatica (a-TTP) (Traber, 2007).

a-TTP es responsable de mantener la concentracion de a-tocoferol en plasma. El mecanismo por el
cual esto ocurre permanece bajo intensa investigacion, pero esta claro que en ausencia de a-TTP, ocurre
una acumulacién lisosomal de a-tocoferol en lugar de ser secretado en el plasma, como puede observarse
en pacientes con una o-TTP defectuosa (Traber & Atkinson 1993).

Es sabido que en los tejidos pueden formarse, como productos del metabolismo, perdxidos, superdxido
(O2-) y radicales libres que desarrollan una accion nociva en las células. Son particularmente sensibles
a estos agentes, los acidos grasos poliinsaturados, que constituyen los lipidos complejos de membranas
celulares. La vitamina E, conjuntamente con la glutation peroxidasa, la superéxido dismutasa y las cata-
lasas, constituyen un sistema de defensa contra aquellos productos oxidantes.
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IV.2.1 Vitamina E y regulacién de la sintesis del hemo

La demostracién de Dinning & Day en 1957 de que monos con deficiencia de vitamina E sufrian de
anemia nutricional no solo probdé que un primate necesita esta vitamina sino que también advirtié su
posible rol en la biosintesis del hemo y de hemoproteinas.

Algunos estudios llevaron a la observacion de que la vitamina E coopera en un sistema de tipo induccion-
represion en tejidos hepaticos a nivel de dos enzimas, ALA-S1 y ALA-D (Nair, 1972).

La administracién de vitamina E deprime la excrecion urinaria de porfirinas y precursores en conejos
intoxicados con plomo, en ratas con porfiria inducida por AIA'y en humanos con porfiria cutanea tarda.
Algunos estudios revelaron que la vitamina E contrarresta el proceso de induccién del ALA-S1 que car-
acteriza a las porfirias hepaticas, tanto humanas como experimentales, probablemente a nivel genético.
Ademas, también se demostrd que bajo condiciones idénticas de edad y de dosis de AlA, la inducciéon de
ALA-S1 en ratas deficientes en vitamina E tratadas con AlA fue varias veces mas alta que en animales
control normales. Esto se llamo el efecto “permisivo” de la deficiencia de vitamina E en la induccién del
ALA-S1 por AlA (Nair, 1972).

También se observd que en animales deficientes en vitamina E, la actividad del ALA-D hepatica es
significativamente méas baja que en los animales controles (Nair, 1972).
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Objetivos

En el presente estudio nuestro objetivo general es investigar la eficacia y el mecanismo de accién
del vanadato y de la vitamina E como una estrategia terapéutica para el tratamiento de la PAI. Para ello,
utilizando un modelo de PAI inducida con AlA nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

* Investigar los efectos del vanadato sobre la expresiéon del ALA-S1.

+ Determinar la participacion de la via PI3K/Akt/FOXO1 en la regulacién del ALA-S1.

* Investigar los efectos de la vitamina E sobre la expresion del ALA-S1.

+ Determinar los efectos del vanadato y la vitamina E sobre la catalasa, como marcador del estrés

oxidativo, a través de la medicion de los niveles de actividad y expresion de la catalasa bajo los
tratamientos indicados.

Materiales y métodos

Capitulo I. Disefo experimental

Animales

Se utilizaron ratones machos adultos de la cepa CF1 con un peso de aproximadamente 30-35 g que
fueron mantenidos en condiciones controladas de temperatura e iluminacion.

Los animales fueron tratados segun las normas establecidas por el comité de la Asociacion Argentina
de Especialistas en Animales de Laboratorio (AADEAL).

Tratamientos

Los animales recibieron los siguientes tratamientos:

* Ayuno: Los animales fueron privados de alimento 24 o 48 horas antes del sacrificio.

* AlA: Los animales recibieron una unica dosis de 240 mg (i.p) (en etanol: NaCl 0,9 %; 1:3 v/v) 16
horas antes del sacrificio.

* AlA + Vanadato: El V se administr6 en el agua de bebida durante los 6 0 9 dias (150 mg de V +
2,34 g de NaCl en 500 ml de agua) previos a la inyeccion de AlA.

+ AlA + Vitamina E: Los animales recibieron una dosis diaria de vitamina E de 60 mg/kg (i.p) (en
aceite de maiz) durante los 4 dias previos a la inyeccion de AlA.

» Controles: Los animales recibieron el vehiculo correspondiente a cada tratamiento y se sacrificaron
a los tiempos indicados.

Preparacion de los tejidos

En la Figura 1 se muestra el esquema con los diferentes procedimientos efectuados para obtener las
distintas fracciones y los parametros medidos en cada una de ellas:
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Figura 1: Esquema del fraccionamiento subcelular realizado en higado y parametros medidos en cada fraccion

Sol. 1: NaCl 0,9 %, buffer Tris-HCI 0,1 M pH 7,4 y EDTA 0,5 mM; Sol 2: buffer fosfato de sodio 50 mM
pH 7,4. Sol 3: sacarosa 0,25 M, buffer Tris-HCI 0,02 M pH 8, EDTA 0,1 mM y fosfato de piridoxal 0,1 mM.

Capitulo Il. Determinaciones bioquimicas

Actividad de la 8-aminoleviilico sintetasa (ALA-S1)

La actividad de ALA-S1 total se determind segun el método descripto por Marver et al. (1966). El
procedimiento para obtener la muestra de enzima se esquematiza en la Figura 1.

El sistema de incubacion contenia en un volumen final de 2 ml: buffer Tris- HCI 0,075 M pH 7,4, glicina
0,1 M, EDTA 10 mM y 0,5 ml de extracto enzimético. La incubacion se llevé a cabo durante 60 min a 37
°C. La reaccion se detuvo por el agregado de 0,5 ml de TCA 25 % y posteriormente se centrifugd a 1.000
g durante 20 min. El ALA contenido en 1 ml del sobrenadante se condensé con acetilacetona en buffer
acético/acetato 0,5 M pH 4,6 por calentamiento a 100 °C durante 10 min. Luego de enfriar se agregé el
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reactivo de Ehrlich modificado (1 g de p-dimetilaminobenzaldehido en &cido acético glacial: 4cido per-
clérico 70 %; 42:8 v/v) en una relacion 1:1 (v/v) y se midié la absorbancia a 555 nm entre los 8-30 min. de
ocurrencia de la reaccién. La cantidad de ALA formado se calcul6 segun la siguiente ecuacion:

A>x vol f x dil
volenzx €

nmoles/ml homogenato =

A3%5: absorbancia a 555 nm

Vol f: volumen final

Vol enz: volumen de solucidon enzimatica incubada

€: coeficiente de extincion = 58 mM-1 cm-1

dil: dilucién producida por el agregado de los reactivos

Actividad de la 5-aminolevilico sintetasa citoplasmatica y mitocondrial

La actividad de ALA-S1 se determind segun el método descripto por Hayashi et al. (1969). El proced-
imiento para obtener la muestra de enzima se esquematiza en la Figura 1.

El sistema contenia en un volumen final de 2 ml: glicina 0,1 M, Tris-HCI 0,075 M pH 7,4, ATP 0,01
M, MgCI2 0,005 M, acido succinico 0,1 M pH 7,4, EDTA 0,01 M, CoA 0,15 mM, succinil CoA sintetaza
que cataliza la formacién de 10 pymol de succinil CoA y 1 ml de extracto enzimatico. La incubacion se
llevdé a cabo durante 60 min a 37 °C. La reaccién se detuvo por el agregado de 0,5 ml de TCA 25 % y
posteriormente se centrifugé a 1.000 g durante 20 min. EI ALA contenido en 1 ml del sobrenadante se
condensé con acetilacetona en buffer acético/acetato 0,5 M pH 4,6 por calentamiento a 100°C durante 10
min. Luego de enfriar se agrego el reactivo de Ehrlich modificado (1 g de p-dimetilaminobenzaldehido en
acido acético glacial: acido perclérico 70 %; 42:8 v/v) en una relacién 1:1 (v/v) y se midi6 la absorbancia
a 555 nm entre los 8-30 min de ocurrencia de la reaccion. La cantidad de ALA formado se calculd segun
la siguiente ecuacion:

Ax vol f x dil
volenz x €

nmoles/ml homogenato =

A3%5: absorbancia a 555 nm

Vol f: volumen final

Vol enz: volumen de solucidon enzimatica incubada

€: coeficiente de extincion = 58 mM-1 cm-1

dil: dilucién producida por el agregado de los reactivos

Actividad de la catalasa

La actividad de la catalasa se determin6 segun el método cinético de Chance y Maehly (1954). El
procedimiento para obtener la muestra de enzima se esquematiza en la Figura 1.

El volumen final de la mezcla de reaccion fue de 3 ml. A 2,9 ml de buffer fosfato de sodio 0,05 M pH
7,4 conteniendo H202 30 % (suficiente como para obtener una lectura de absorbancia inicial a 240 nm
de aproximadamente 0,500) se le agregaron 0,1 ml de solucion enzimatica. La actividad de la catalasa
se determind midiendo el tiempo requerido para conseguir una disminucién de la absorbancia del H202
desde 0,450 a 0,400.

(pend. x60 xvol fx 10° xdil)

(vol enz X g)

nmoles de H, O, consumidos/min.ml =

pend: valor de la pendiente obtenida con la caida de la absorbancia a 240 nm
vol f: volumen final

vol enz: volumen de solucién enzimatica incubada

€: coeficiente de extincion=39,4 mM-1 cm-1

60: factor de conversion de seg. a min.

24



Tesinas Accion del vanadato en un modelo de porfiria aguda

Determinacién del contenido proteico
Lowry

El contenido proteico de las preparaciones enzimaticas se determiné empleando el método descripto
por Lowry et al., (1951).

A 0,4 ml de una dilucién apropiada de la proteina en H20 destilada se le agregaron 2 ml de una so-
lucion compuesta por 50 ml de Na2CO3 2 % en NaOH 0,1 N, 0,5 ml de tartrato de sodio y potasio 1 %
y 0,5 ml de CuSO4. 5H20 0,5 %. Luego de 10 min. se agregaron 0,2 ml de una dilucién 1:2 del reactivo
de Folin stock, cuyo factor habia sido determinado previamente mediante una curva de calibracién. 30
min. después, la cuantificacion de las proteinas en las muestras se realizo mediante la medicién de la
absorbancia a 660 nm contra un blanco preparado con 0,4 ml de H20 destilada en lugar de la muestra.

La cantidad de proteina se calcula aplicando la siguiente expresion:

mg de proteina/ml=A860 x f x dil.

AB60: absorbancia de a 660nm

f: factor = 0,36 mg/ml

dil: dilucién de la muestra

Bradford

El contenido proteico de las preparaciones para Western Blot se determiné empleando el método de
Bradford (1976).

A 0,1 ml de una dilucion apropiada de la proteina en buffer Tris-HCI se le agregan 2 ml de una solucién
compuesta por 0,01 % (p/v) de Coomassie Brillant Blue G-250; 4,7 % de etanol (95 %) y 8,5 % (p/v) de
acido fosforico (85 %). Se puede medir la absorbancia a 595 nm, luego de transcurridos 10 min., contra
un blanco preparado con 0,1 ml del buffer correspondiente y 2 ml del reactivo. El color se mantiene du-
rante 60 min.

La cantidad de proteina se calcula aplicando la siguiente expresion:

mg de proteina/ml=A595 xf xdil.

A395: absorbancia de a 595nm
f: factor = 0,99 mg/ml
dil: dilucion de la muestra

Analisis estadistico

Se calcularon el promedio y el desvio de cada variable para cada grupo experimental estudiado. Las
diferencias estadisticas entre los grupos se analizaron usando el analisis de varianza para una variable
(ANOVA), estableciéndose un nivel de probabilidad menor a 0,05 para considerar diferencias significati-
vas. En los casos donde la ANOVA mostré diferencias significativas se evalué la diferencia entre grupos
utilizando el test a posteriori de Tukey-Kramer de comparaciones multiples.

Capitulo Ill. Métodos moleculares

WESTERN BLOT

Preparacién Homogenatos

Homogenato total

Se realiz6 un homogenato 1:10 en buffer homogenato (1 % triton, 100 mM Tris-HCI pH 7,4, 100 mM
Na4P207, 100 mM NaF, 10 mM EDTA, cocktail inhibidor de proteasas SIGMA P8340). Se centrifugd una
vez a 13500 g durante 30 min. Se descarto el pellet. El sobrenadante se fraccion6 y guardé a —70 °C. Se
determind la concentracién de proteinas por el método de Bradford (1976).

Homogenato nucleos

Se realizé un homogenato 1:8 en buffer 10 mM Tris—HCI pH 7,6, conteniendo inhibidores de protea-
sas. Se centrifugd durante 5 min a 24 g. Se descarté el pellet. El sobrenadante se centrifugdé durante 5
min. a 855 g. El pellet obtenido correspondiente a la fraccion nuclear se resuspendié en 0,5 ml de buffer
homogenato. Se fracciond y guard6 a —70 °C. Se determind la concentracién de proteinas por el método
de Bradford (1976).
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Corrida Electroforética

Se prepararon geles de poliacrilamida, en condiciones desnaturalizantes, de distinto porcentaje de
acuerdo a la proteina estudiada. Las muestras se desnaturalizaron durante 5 min. a 100 °C por el agregado
de buffer de siembra (1 ml glicerol, 0,5 ml B-mercaptoetanol, 3 ml SDS 10 %, 1,25 ml 1M Tris-HCI pH
6,7 y 1 mg azul bromofenol en una relacién 1:1 (v/v)). Para la corrida electroforética se utilizé buffer de
electroforesis 1X (3 g Tris base, 14,4 g glicina, 10 ml SDS10 %, el pH se llevé con HCI a 8,3, en un volu-
men final de 1 litro). Se corri6 a voltaje constante en un rango de 100-250 V, no excediendo los 300 V. Se
consideré la corrida completa cuando el frente de corrida alcanzé la base del gel.

El porcentaje del gel se especifica en la leyenda de cada figura.

Transferencia

Luego de la corrida electroforética, se sumergio el gel de poliacrilamida en buffer de transferencia o
Towbin-buffer (3,0 g Tris base, 14,4 g glicina, 20 % (v/v) metanol, se ajusté el pH a 8,3 con HCl y se llevo
a un volumen final de 1 litro) durante 10-20 min. La transferencia se realiz6 sobre membrana de nitroce-
lulosa (Hybond ECL Amersham). La membrana se pre-humedecio en agua destilada y posteriormente en
buffer Towbin durante 10 min. Se armé el cassette de electroblotting, de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Se transfiri6 con Towbin-buffer a voltaje constante (35 V) durante 45 min. Una vez finalizada
la transferencia, la membrana se dej6 secar al aire y se guardd entre dos papeles Whatman envuelta en
papel film, a 4 °C.

Inmunodeteccién

Se humedecieron las membranas en TBS-T 1X 0,2 % (2,42 g Tris base, 8,0 g NaCl, se ajusto el pH
a 7,6 con HCI, 2 ml Tween 20 y se llevo a un volumen final de 1 litro) durante 10 min. a temperatura
ambiente y se tifieron con rojo ponceau (0.1 % Ponceau en acido acético 5 %(v/v)) para confirmar una
buena transferencia.

Se bloquearon con BSA (seroalbumina bovina) 5 %, disuelta en 1X 0,2 % TBS-T, o leche descre-
mada en polvo 5 % disuelta en el mismo medio, durante 1 hora a temperatura ambiente. La eleccion del
bloqueante dependid del origen del primer anticuerpo. Se lavaron con 1X 0,2 % TBS-T a temperatura
ambiente durante 30 min.

Las membranas se incubaron con el primer anticuerpo en la dilucién apropiada en 1X 0,2 % TBS-T
para dar un resultado éptimo. Estas diluciones se optimizaron para cada anticuerpo por medio de un
analisis de dot blot. Los tiempos y las temperaturas de incubacion variaron dependiendo del anticuerpo. Se
lavaron 1X 0,2 % con TBS-T a temperatura ambiente. El tiempo de lavado dependié de cada anticuerpo.

Se incubaron con el segundo anticuerpo, conjugado con peroxidasa (IgG-HRP Horse-Raddish Peroxi-
dase), 1 hora a temperatura ambiente. La eleccién del segundo anticuerpo dependio del origen del primero.
Se emplearon diluciones en 1X 0,2 % TBS-T que optimizaron la sefial y disminuyeron el background. El
tiempo de lavado dependié de cada anticuerpo.

Para revelar se empleé el sistema de deteccion de Western Blot ECL Amersham (Enhanced. Chemi-
luminiscent System), basado en el principio de quimioluminiscencia, compuesto por dos reactivos. Se
mezclaron cantidades iguales de los reactivos para obtener un volumen final equivalente a 0,125 ml/cm2
para recubrir completamente la membrana. Se dejé reaccionar durante 1 min. Se recubri6é la membrana
con un film y se expuso a placas radiograficas AGFA. El tiempo de exposicién (desde 1 min. a 1 hora)
dependio de la cantidad de sefial emitida. Posteriormente las placas se colocaron en solucién reveladora
durante 3 min., se lavaron con agua y se fijaron durante otros 3 min.

Los anticuerpos utilizados fueron: ALA-S (generado en el laboratorio); IRS1, p-IRS1, PGC1a, Akt1,
pAkt, anti-rabbit, anti-goat, anti-mouse, CYP3A, Sp1, EGR1, catalasa Santa Cruz Biotechnology; Foxo1
Cell Signaling; CYP2B1/2 Chemicon international; CYP2E1 Stressgen.

Las autoradiografias, se cuantificaron en unidades de scanner relativas. Los resultados se expresaron
como el % del valor control promedio, tomado como 100 %.
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Capitulo V. Purificacion de la succinil CoA sintetasa

Cultivo y crecimiento de rhodopseudomonas spheroides

Se hicieron crecer las bacterias en el medio Weaver EL. Dicho medio se prepara a partir de las
siguientes soluciones:

Sol.A- Acido D-L-malico 20 % pH 6,8

Sol.B- EDTA disédico 1 %

Sol.C- Sulfato de magnesio. 7 H20 20 %

Sol.D- SO4Mg 397,5 mg
Ac. Borico 700 mg
NO3Cu 3 H20 10 mg
S04Zn 7 H20 60 mg
MoO4Na 2 H20 187,5 mg

Llevar a 250 ml con agua destilada.
Sol.E- CI2Ca2 H20 7,5 %
Sol.F- Sulfato ferroso 7 H20 0,5 %

Sol.G- Colina 550 mg
Tiamina 165 mg
Ac. Nicotinico 580 mg
Pantotenato de sodio 100 mg
Biotina 0,6 mg
PABA 160 mg
Mesoinositol 600 mg
Vitamina B12 40 mg
Riboflavina 100 mg

Llevar a 1 litro con agua destilada.

Sol.H- Buffer fosfato de potasio 10 mM pH 6,8

Sol.I- Sulfato de amonio 1 M

Para preparar 1 litro de medio se mezclan las soluciones en la siguiente relacion:

10 ml solucién A

2ml solucién B

1ml solucién C

1ml solucién D

1ml  solucién E

2,4 ml solucién F

1ml  solucién G

15 ml solucién H

10 ml solucién |

Se agregan 0,5 g/L de extracto de levadura

Se esteriliza con vapor, antes del agregado de la solucién G, a 1,5 atm durante 20 min. La solucion
G se filtra antes de ser agregada.

Para el cultivo aerdbico en oscuridad, las células se incubaron en frascos erlenmeyer, con agitacion y
con un volumen no mayor a 1/10 del volumen total del erlenmeyer, a 30 °C durante 48 horas (Figura 2).
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Figura 2: Cultivo aerébico en oscuridad de Rhodopseudomonas Spheroides.

El crecimiento en medio liquido se efectud a partir de punciones de un cultivo en medio semisélido
crecido en semianaerobiosis y con luz continua provista por lamparitas incandescentes (1100 Joule/m2),
los cuales se transfieren luego a erlenmeyers de 200 ml. De esta forma se obtiene una densidad suficiente
de in6culo para repicar a erlenmeyers de 1 litro utilizando un 5 % de inéculo.

Las bacterias se cosecharon por centrifugacion a 13500 g durante 10 min. y se almacenan a -70 °C
hasta el momento de su uso.

Esquema de purificaciéon

Las bacterias se resuspendieron en buffer Tris-HCI 0,05 M pH 7 4.

La suspension se sonicd durante 15 min. a intervalos de 5 min. en frio. La fraccién obtenida se de-
nominé Homogenato (H). Por centrifugacién del H a 21000 g durante 30 min. se separaron la fracciones
Sobrenadante (S) y Pellet (P).

Se llevo el sobrenadante S a 40 % de saturacion con SO4(NH4)2. Luego de 20 min. de agitacion, se
centrifug6 20 min. a 13500 g descartandose el precipitado. Se trabajé siempre en frio.

El nuevo sobrenadante se llevd a 45 % de saturacién con SO4(NH4)2, dejandose agitar durante 20
min. Se centrifugé nuevamente en las mismas condiciones anteriores descartdndose el precipitado. El
nuevo sobrenadante se llevo a 65 % de saturacion con SO4(NH4)2 dejandose agitar durante 20 min.
en bafo de hielo. Se centrifugd en las mismas condiciones anteriores, el precipitado se resuspendio en
buffer Tris-HCI 0,05 M pH 7,4 y se dializ6 contra agua overnight en frio.

Durante toda la purificacién se mantuvo el pH en 7 con NH3.

Considerando las unidades enzimaticas totales de la etapa inicial como el 100% se puede calcular el
rendimiento de cada etapa refiriendo las unidades totales de cada paso a las iniciales.

Para calcular el grado de purificacion debe obtenerse primero el valor de actividad especifica alcanzado
en cada paso. Si se considera la actividad especifica inicial como unidad de purificacion, el grado de
purificacion de cada etapa se calcula haciendo el cociente entre la actividad especifica de dicha etapa y
la del primer paso.

Bajo estas condiciones la enzima fue purificada 2,62 veces con un rendimiento de 25 % (Tabla 1).

El paso de 40 a 45 % de saturacion se realiza para precipitar el ALA-S de la bacteria.
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Fraccion Proteinas Actividad Actividad total | Rendimiento | Purificacion

(mg) especifica (umol) (%)

(U/mg)

Sonicado 1044 1,03 1075 100 1,00
Sobrenadante 545 1,60 872 81 1,55
Sobrenadante
0-40 % 380 1,30 494 46 1,26
Sobrenadante
40-45 % 431,6 1,08 466 43 1,05
Precipitado
4565 % sin dializar | 125 27 347 32 2,62
Precipitado
45-65 % dializado 99,6 2.7 269 25 2,62

Tabla 1: Cuadro de purificacion de succinil CoA sintetaza.

Actividad de la succinil COA sintetasa

La actividad de la succinil CoA sintetaza se determind seguin el método descripto por Kauffman (1955).

El sistema contenia en un volumen final de 2 ml: NH20H 2,4 M, H20, buffer Tris-HCI 1 M pH 7,4, suc-
cinato de potasio 1 M, ATP 0,1 M, CoA 1,3 mM, GSH 0,2 M, MgCI2 0,1 My 200 pl de extracto enzimatico.
La incubacion se llevé a cabo durante 30 min a 37 °C. La reaccién se detuvo por el agregado de 1 ml
de la mezcla de FeCI3 5 %, HCI 3 N y TCA 12 % en cantidades iguales. Se removi6 el precipitado por
centrifugacion y se midio la absorbancia del sobrenadante a 540 nm. La cantidad de enzima que cataliza
la formacién de un pmol de acido succinilhidroxamico en 30 min. a 37 °C (1 unidad) se calcul6 segun la
siguiente ecuacion:

A54O
0,238 xvol enz

umol de &cido succinilhidroxamico/pl x 30 min.=

A340: Absorbancia a 540 nm
vol enz: volumen de solucion enzimatica incubada
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Capitulo I. Accion del vanadato sobre la expresion del ALA-S1 en un
modelo de porfiria aguda inducida con AlA

1.1 Tiempos de ayuno

Como ya se ha discutido en la introduccién, la induccién de la porfiria experimental en animales de
laboratorio mediante la administracion de AIA ocurre sélo cuando el animal esta en estado de ayuno. La
administracion de varios carbohidratos contrarresta el efecto porfirinogénico de estas drogas (Rose et
al., 1961; Bonkowsky et al., 1973).

Con el fin de determinar el tiempo de ayuno necesario para obtener tal induccion se midieron los niveles
de expresion de ALA-S1 hepatica en ratones tratados con AIA, ayunados 24 y 48 horas (Figura 1.1).

A) B)

C AlA 3 A_IA

T oot Aas: aw—Ch
ALA-S1 - - — Mit - e®®—Mit

Figura 1.1: Niveles de expresion de proteina de ALA-S1 hepatica en ratones tratados con AlA , ayunados A) 24 hs y B) 48 hs
antes del sacrificio.

C: Control, Cit: citoplasmatica PM: 75 kD, Mit: mitocondrial PM: 65 kD. Analisis por Western Blot de la
expresion de ALA-S1 hepatica. Gel de poliacrilamida 7,5 %

Tanto en los ratones ayunados 24 hs como en los ayunados 48 hs se observé una induccién impor-
tante del ALA-S1. En base a este resultado se decidié continuar trabajando con un ayuno de 24 hs para
lograr la induccién del ALA-S1 por AIA ya que los animales seran tratados con vanadato, cuyo efecto
hipoglucemiante sumado a largas horas de ayuno, puede causar la muerte del animal.

1.2 Efecto del vanadato en un modelo de porfiria aguda

Con el propdsito de determinar el efecto del vanadato sobre la expresion del ALA-S1 inducida por AlA,
los animales se trataron con vanadato en el agua de bebida durante 6 y 9 dias, previos a la intoxicacion
con el agente porfirinogénico (Figura 1.2).
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Figura 1.2: Niveles de expresion de ALA-S1 hepatica en ratones tratados con AlA y vanadato durante 6 y 9 dias.

C: control, V: vanadato, Cit: citoplasmatica PM 75 kD, Mit: mitocondrial PM: 65 kD. A) Analisis por
Western Blot de la expresion de ALA-S1 hepatica. Gel de poliacrilamida 7,5 %.B) Cuantificacion de los
niveles de proteinas de ALA-S1. Las columnas se expresan como % tomando al grupo control como 100 %.

Como se observa en la Figura 1.2, cuando los animales fueron tratados con vanadato durante 6 dias
los niveles de expresion del ALA-S1 disminuyeron en forma significativa, sin embargo, el tratamiento con
vanadato durante 9 dias no previno la induccion del ALA-S1 provocada por el agente porfirinogénico. En
base a éste resultado se decidi6 continuar trabajando con la administracion de vanadato durante 6 dias.

1.3 Efecto del vanadato en los animales tratados con AIA
1.3.1 ALA-S1

Con el propésito de investigar los efectos del vanadato sobre el ALA-S1 en el modelo de porfiria aguda
inducida con AlA, se determiné la actividad y niveles de expresion de la proteina de dicha enzima en el
higado de animales tratados con AlA y AlA+V. (Figura .3 y 1.4).
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Figura 1.3: Actividad del ALA-S1 hepatica en animales tratados con AlA y vanadato.

C: control, V: vanadato, Cit: citoplasmatica, Mit: mitocondrial. La actividad de ALA-S1 se expresa como
% tomando al control como 100 %. (*) indica diferencia significativa (p<0,001) con respecto al grupo control.
(+) indica diferencia significativa (p<0,05) con respecto al grupo AlA. (++) indica diferencia significativa
(p<0,001) con respecto al grupo AlA.

La actividad de ALA-S1 en los animales tratados con AlA se incrementé 8 veces con respecto a los
controles. Esta induccion se redujo en forma significativa (44 % en citoplasma y 15 % en mitocondrias)
cuando los animales recibieron previamente vanadato en el agua de bebida.
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Figura 1.4: Niveles de expresion de proteina de ALA-S1 hepatica en ratones tratados con AlA y vanadato.

C: control, V: vanadato, Cit: citoplasmatica PM: 75 kD, Mit: mitocondrial PM: 65 kD. A) Analisis por
Western Blot de la expresion de ALA-S1 hepatica. Gel de poliacrilamida 7,5 %. B) Cuantificacion de los
niveles de proteinas de ALA-S1. Las columnas se expresan como veces de induccién tomando al control
como 1X.

En los animales tratados con AlA el contenido de proteina de ALA-S1 citoplasmatica aumenté 20
veces y el de ALA-S1 mitocondrial 18 veces respecto al control. El vanadato llevo los niveles de proteina
citoplasmatica y mitocondrial a 1,4 y 4,8 veces el valor control, respectivamente.

La falta de correlacion observada entre los niveles de induccion de la proteina y la actividad de la
misma, podria deberse a que una porcion significativa de la proteina que se sobreexpresa no adquiere
la conformacion necesaria para tener actividad enzimatica.

1.3.2 IRS-1

En el higado, la union de la insulina a su receptor activa al mismo mediante un aumento en la fosfo-
rilacidon de residuos de tirosina de su subunidad beta. A su vez, el receptor activado actiia como tirosina
quinasa fosforilando a su sustrato endégeno IRS1 en mudltiples residuos de tirosina lo cual resulta en la
activacion de la via PI3K. La inhibicién de la fosfatasa de tirosina por vanadato o pervanadato activa al
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receptor lo que provocaria un aumento en la fosforilacion de IRS1 y la activacion de la via PI3BK/Akt/FOXO1.

Con el objeto de determinar si la via PI3K se haya involucrada en el mecanismo por el cual el vanadato
previene la induccion del ALA-S1 en los animales tratados con AlA, se decidié determinar los niveles de
fosforilacion del sustrato del receptor de insulina IRS1 en los diferentes grupos experimentales (Figura 1.5).
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Figura 1.5: Efecto del tratamiento con vanadato sobre la fosforilacion de IRS1 (Tyr632) en ratones tratados con AlA.

C: control, V: vanadato. A) Andlisis por Western Blot de la expresiéon de IRS1 y p-IRS1 (Tyr632) PM:
160 kD. Gel de poliacrilamida 6 %. B) Cuantificacién de los niveles de proteinas de p-IRS1/IRS1total. Las
columnas se expresan en %, como valores relativos de p-IRS1 respecto a IRS1 total tomando al valor
del control como el 100 %.

En los animales tratados con AlA los niveles de fosforilacion y contenido de IRS1 no variaron respecto
al control. Sin embargo cuando los animales fueron tratados con vanadato los niveles de fosforilacion en
la tirosina 632 de IRS1, se vieron aumentados en un 90 %. Esta fosforilacion es esencial para la union
de IRS1 a la subunidad p85 de PI3K, lo cual desencadenaria la cascada de fosforilaciones que podria
tener como resultado la inhibicion de la expresion del ALA-S1 (Andreozzi et al., 2004).

34



Tesinas Accion del vanadato en un modelo de porfiria aguda

1.3.3 Akt
Continuando con la cascada de sefializacién, se midieron los niveles de fosforilacion de Akt (Figura 1.6).
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Figura 1.6: Efecto del tratamiento con vanadato sobre la fosforilacion de Akt en ratones tratados con AlA.

C: control, V: vanadato. A) Analisis por Western Blot de la expresion de Akt y p-Akt (Serd473). PM:
60 kD. Gel de poliacrilamida 8,5 %. B) Cuantificacion de los niveles de proteinas de p-Akt/Akt total. Las
columnas se expresan en %, como valores relativos de p-Akt respecto a Akt total tomando al valor del
control como el 100 %.

En el grupo AIA los niveles de fosforilacion de Akt (Ser473) no se encontraron modificados con re-
specto al grupo control. Consistente con el aumento en los niveles de fosforilacion de Tyr632 de IRS1,
en el grupo de AIA+V los niveles de fosforilacion de Akt en la Ser473 se vieron aumentados en un 33 %.
Estos resultados son concordantes con estudios previos donde la administracién de vanadato en cardio-
miocitos, células HepG2 y adipocitos 3T3-L1 incrementa la actividad de Akt (Bhuiyan & Fukunaga, 2009,
Vardatsikos et al., 2009). La fosforilacion y activacion de Akt requiere la presencia de PIP3, el cual se
genera tras la activacion de PI3K (Le Roith & Zick, 2001; Currie et al., 1999), y es necesaria para producir
la fosforilacion de FOXO1 (Perrot & Rechler, 2005) que lleva a su exclusion del nucleo.
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1.3.4 FOXO1Y PGC-1a

El factor de transcripcién PGC-1a coopera con FOXO1 en la activacion de genes en el higado que
participan en la gluconeogénesis. La activacion de estos genes por PGC-1a depende de FOXO1, lo cual
se ha demostrado en mutantes de dicho factor de transcripcion. Ademas, la regulacion de estos genes
por insulina depende fuertemente de FOXO1, y esta basada en la cooperacién de FOXO1 con PGC-1a
(Handschin et al., 2005).

Handschin y colaboradores han demostrado que la represién del gen del ALA-S1 por insulina esta
controlada por la interaccion entre FOXO1-PGC-1a.

Nosotros proponemos que el vanadato suprime el aumento en los niveles de ALA-S1 en los animales
tratados con AlA, a través de la inactivacion de FOXO1.

Como ya fue discutido en la introduccion, la fosforilacion de FOXO1 mediada por Akt en los sitios
Thr24, Ser253 y Ser316 reduce la transcripcion del gen blanco estimulando la exportacién de FOXO1 del
nucleo hacia el citoplasma (Perrot & Rechler, 2005) donde es vulnerable a la degradacion a través de la
via ubiquitina-proteasoma (Thunell, 2006).

Para determinar si el aumento observado en los niveles de fosforilacion de IRS-1 y Akt se traducen
en un aumento en la fosforilacién de FOXO1 y por lo tanto en su exclusion del nucleo, se midieron los
niveles de expresion de FOXO1 en el nucleo (Figura 1.7).

Tanto en el grupo AIA como en el grupo AlA+V los niveles de proteina de FOXO1 en el nucleo se encon-
traron disminuidos (75 % y 74 % respectivamente) con respecto al grupo control. A diferencia de los niveles
de ALA-S1, los niveles de FOXO1 en el nucleo no variaron en el grupo AlA+V con respecto al grupo AlA.
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Figura 1.7: Niveles de expresién de FOXO1 en el nlcleo en ratones tratados con AlA y vanadato.
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C: control, V: vanadato. A) Andlisis por Western Blot de la expresién de FOXO1 en el nucleo. PM: 75
kD. Gel de poliacrilamida 7 %. B) Cuantificacion de los niveles de proteinas de FOXO1. Las columnas se
expresan como % tomando al grupo control como 100 %.

Con el propésito de determinar el rol del coactivador PGC-1a en la expresion del ALA-S1 bajo los
tratamientos correspondientes se analizaron los niveles de expresion de la proteina PGC-1a en el nlcleo
(Figura 1.8).
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Figura 1.8: Niveles de expresion de PGC-1a en el nucleo en ratones tratados con AlA 'y vanadato.

C: control, V: vanadato. A) Analisis por Western Blot de la expresion de PGC-1a en el nucleo. PM: 90
kD. Gel de poliacrilamida 7 %. B) Cuantificacion de los niveles de proteinas de PGC-1a. Las columnas
se expresan como % tomando al grupo control como 100 %.

Ninguno de los tratamientos realizados en los animales modifico los niveles del coactivador PGC-1a
con respecto al control.

Contrariamente a lo esperado, en los animales tratados con AlA los niveles de FOXO1 en el nucleo
se encontraron disminuidos en un 75%. En el grupo AlA+V también se observé una caida en los niveles
de FOXO1 de magnitud similar a la observada con el AlA. Estos resultados indican que el aumento del
ALA-S1 provocado por el agente porfirinogénico, no estaria mediado por un aumento de FOXO1 en el
nlcleo. Tampoco seria a través de los niveles de FOXO1 en el nucleo que el vanadato impide la induccion
de ALA-S1 provocada por el AlA.
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1.3.5 CYP3Ay CYP2B1

Como ya se mencioné en la introduccion, las zonas promotoras de los genes CYP3Ay 2B asi como el
promotor del gen de ALA-S1 contienen sitios en donde los heterodimeros PXR-RXR y CAR-RXR activados
por ligando se pueden unir, incrementando en forma coordinada la transcripcion de dichos genes. Esta
induccion simultanea de CYP y ALA-S1 ha sido demostrada para el caso del PB (Handschin et al., 2005,
Podvinek et al., 2004). Tomando en cuenta estos antecedentes, y habiendo descartado la participacion
de FOXO1 en la induccion de ALA-S1 observada en nuestro modelo, se decidié investigar el posible rol
de los NRs en dicha induccion. Para ello, se midieron los niveles de expresion de CYP3Ay CYP2B1 los
cuales podrian darnos una pista acerca del estado de CAR y PXR bajo los tratamientos correspondientes
(Figura 1.9y 1.10)
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Figura 1.9: Niveles de expresion de CYP3A en ratones tratados con AlA y vanadato.

C: control, V: vanadato. A) Anadlisis por Western Blot de la expresion de CYP3A. PM: 55 kD. Gel de
poliacrilamida 8,5 %. B) Cuantificacion de los niveles de proteinas de CYP3A. Las columnas se expresan
como % tomando al grupo control como 100 %.

En los animales tratados con AIA se observé un aumento del 24 % en los niveles de expresion de
CYP3A mientras que en los animales tratados con AlAy vanadato estos niveles vuelven a valores control.
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Figura 1.10: Niveles de expresion de CYP2B1 en ratones tratados con AlA 'y vanadato.

C: control, V: vanadato. A) Analisis por Western Blot de la expresion de CYP2B1. PM: 50 kD. Gel de
poliacrilamida 8,5 %. B) Cuantificacién de los niveles de proteinas de CYP2B1. Las columnas se expresan
como % tomando al grupo control como 100 %.

Los niveles de proteina de CYP2B1 aumentaron en un 200 % cuando se trataron a los animales con
AlA. Este aumento se previno en un 70 % en el grupo AlA+V.

Estos resultados muestran una induccion coordinada de ambos citocromos y de ALA-S1 bajo el
tratamiento con AlA, asi como una disminucién simultanea de los mismos bajo el tratamiento con AlA
y vanadato. Esta coordinacion podria deberse a una regulacion, por parte de las drogas indicadas, de
los factores CAR y PXR que, segun numerosos estudios (Thunell, 2006), estarian involucrados en la
activacion de los tres genes.
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1.3.6 CYP2E1

Como ya se menciond en la introduccion, el gen CYP2E1 no es un gen target de RXR, por lo que no
esta regulado por los factores de transcripcion CAR o PXR.

El analisis de la expresion de CYP2E1 (Figura 1.11) se utiliz6 como control negativo.
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Figura 1.11: Niveles de expresion de CYP2E1 en ratones tratados con AlA y vanadato.

C: control, V: vanadato. A) Analisis por Western Blot de la expresion de CYP2E1. PM: 55 kD. Gel de
poliacrilamida 8,5 %. B) Cuantificacion de los niveles de proteinas de CYP2E1. Las columnas se expresan
como % tomando al grupo control como 100 %.

Los niveles de expresion de CYP2E1 no se modificaron bajo ninguno de los tratamientos. Gracias a
este resultado podemos descartar que los tratamientos indicados resulten en un aumento de los CYPs
en general, dandole mayor validez al resultado obtenido del analisis de CYP3Ay CYP2B1.
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Capitulo II. Accion de la vitamina E sobre la expresion de ALA-S1 en un
modelo de porfiria aguda inducida con AlA

1.1 AlAy VITAMINA E
1.1.2 ALA-S1

Como ya se menciond en la introduccion, la vitamina E, conocido agente antioxidante, contrarresta el
proceso de induccion del ALA-S1 que caracteriza a las porfirias hepaticas tanto humanas como experi-
mentales por lo que se decidio investigar la actividad y niveles de expresion de la proteina de ALA-S1 en
el higado de animales tratados con AIA y AlA+vitamina E. (Figura Il.1 y 11.2).
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Figura 11.1: Actividad del ALA-S1 hepatica total en animales tratados con AlAy vitamina E.

C: control, E: vitamina E, La actividad de ALA-S1 se expresa como % tomando al control como 100
%. (*) indica diferencia significativa (p<0,05) con respecto al grupo AlA.

Como ya se menciond, la actividad del ALA-S1 se incrementd de forma significativa en los animales
tratados con AlA. La vitamina E resulté un tratamiento exitoso al prevenir el aumento de la actividad del
ALA-S1 en un 40 %.
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Figura 11.2: Niveles de expresion de proteina de ALA-S1 hepatica en ratones tratados con AlAy vitamina E.

C: control, E: vitamina E, Cit: citoplasmatica PM: 75 kD, Mit: mitocondrial PM: 65 kD. A) Analisis por
Western Blot de la expresion de ALA-S1 hepatica. Gel de poliacrilamida 7,5 %. B) Cuantificacion de los
niveles de proteinas de ALA-S1. Las columnas se expresan como veces de induccion tomando al control

como 1X.

En los animales tratados con AlA el contenido de proteina de ALA-S1 citoplasmatica aumento veinte
veces y el de ALA-S1 mitocondrial 25 veces respecto al control. La vitamina E previno en forma significativa
el aumento provocado por AlA, disminuyendo los niveles de proteina citoplasmatica 9 veces y mitocondrial
11 veces con respecto al valor control.
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Capitulo Ill. Accion del vanadato y la vitamina E sobre la catalasa en un
modelo de porfiria inducida con AlA

lll.1 Catalasa
Con el propdsito de investigar los efectos del vanadato y la vitamina E sobre el stress oxidativo en el

modelo de porfiria aguda inducido con AlA, se midieron la actividad y los niveles de proteina de la catalasa
en el higado en los animales sometidos a los tratamientos indicados (Figura 111.1 y 111.2).
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Figura 111.1: Actividad de la catalasa en ratones tratados con AIA, vanadato y vitamina E.

C: control, V: vanadato, E: vitamina E. La actividad de la catalasa se expresa como % tomando al
control como 100 %.(*) indica diferencia significativa (p< 0,05) con respecto al grupo control.

En los animales tratados con AlAy AlA + vitamina E, la actividad de la catalasa no mostré diferencias
significativas con respecto al grupo control (27% y 31% respectivamente). Sin embargo en el grupo AIA+V
la caida fue del 51 %.
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Figura 111.2: Niveles de expresién de catalasa en ratones tratados con AlA y vanadato.

C: control, V: vanadato. A) Analisis por Western Blot de la expresién de catalasa. PM: 64 kD. Gel de
poliacrilamida 8,5 %. B) Cuantificacion de los niveles de proteinas de catalasa. Las columnas se expresan

como % tomando al grupo control como 100 %.
El tratamiento con AIA no modifico significativamente los niveles de proteina de catalasa, sin embargo

el tratamiento con AIA y vanadato resulté en una caida del 46 %.
Estos resultados muestran que la disminucién en la actividad de la catalasa causada por el tratamiento

con AlAy vanadato podria deberse a la disminucién en los niveles de expresién de la misma.
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.2 Sp1Y EGR1

Con el proposito de determinar si la caida en los niveles de proteina y de actividad de la catalasa en
el higado de los ratones tratados con AIA y vanadato fue debido a cambios en los niveles de expresion
de los factores de transcripcion Sp1 y EGR1, se estudiaron dichos factores en extractos nucleares pro-
venientes de los animales tratados (Figura I11.3).
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Figura 111.3: Niveles de expresion de Sp1 en el nucleo en ratones tratados con AlA 'y vanadato

C: control, V: vanadato. A) Analisis por Western Blot de la expresiéon de Sp1 en el nucleo. PM: 106
kD. Gel de poliacrilamida 7 %. B) Cuantificacion de los niveles de proteinas de Sp1. Las columnas se
expresan como % tomando al grupo control como 100 %.

El tratamiento con AlA no modificé significativamente los niveles de proteina del factor de transcripcion
Sp1, sin embargo el tratamiento con AIA y vanadato provocé una caida del 48 %.

Los resultados de la determinacién de la expresion de EGR1 en el nucleo se muestran en la Figura l11.4.
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Figura l1l.4: Niveles de expresion de EGR1 en el nlcleo en ratones tratados con AlA y vanadato.

C: control, V: vanadato. A) Analisis por Western Blot de la expresién de EGR1 en el nucleo. PM: 75
kD. Gel de poliacrilamida 7 %. B) Cuantificacién de los niveles de proteinas de EGR1. Las columnas se
expresan como % tomando al grupo control como 100 %.

El tratamiento con AlA no modifico significativamente los niveles de proteina del factor de transcripcion
EGR1, sin embargo el tratamiento con AlA y vanadato provoco una caida del 56 %.

El factor de transcripcion Sp1 regula la expresion de la catalasa (Nenoi et al., 2001). Los resultados
obtenidos indicarian que la disminucién de Sp1 seria la causa de la disminucion de los niveles de expre-
sion de la hemoproteina y no un aumento de EGR1 que interferiria con la uniéon de Sp1 a los sitios de
reconocimiento dentro del promotor.
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Capitulo IV. Conclusiones

El vanadato, conocido agente insulinomimético, previno el aumento en la actividad y en los niveles
de proteina de ALA-S1 en los ratones tratados con AIA (Figuras 1.3 y 1.4). Estos resultados sugieren que
la fosforilacion/desfosforilacion de tirosinas jugaria un rol importante en la regulacion de la expresion del
ALA-S1 en este modelo.

Los resultados de Western Blot mostraron que la via PI3K/Akt no participaria en el aumento del ALA-
S1 provocado por el AlA.

Los resultados de FOXO1 en los animales tratados con AlA sugieren que otros factores de transcrip-
cion estarian involucrados en los cambios de expresion del ALA-S1 provocados por la caida del pool de
hemo hepatico.

Los resultados de CYP3A y CYP2B1 sugieren que CAR y PXR podrian estar involucrados en la
regulacion del ALA-S1, tanto en su aumento provocado por el AIA como en su disminucién luego del
tratamiento con vanadato.

El vanadato indujo la via PI3K/Akt, sin embargo su efecto sobre el ALA-S1 parece ser independiente
de los niveles de FOXO1.

El vanadato provocé una caida en la actividad y en los niveles de proteina de la catalasa. Esta caida
puede llegar a ser el reflejo de la caida de los niveles de expresion del factor de transcripcién Sp1.

La vitamina E previno, aunque en menor dimension que el vanadato, el aumento en la actividad y en
los niveles de proteina de ALA-S1 en los ratones tratados con AlA (Figuras 1.1 y 11.2). Por otro lado, la
vitamina E no afecté la actividad de la catalasa (Figuras I1l.1 y 111.5). Por lo tanto seria interesante evaluar
el efecto de un tratamiento conjunto del vanadato y la vitamina E. Podemos suponer que al remplazar
parte de la dosis de vanadato con la vitamina, el sistema de defensa antioxidante se veria menos afectado.

Desafortunadamente, a causa de la elevada ingesta de carbohidratos utilizada como terapia, los paci-
entes con porfirias hepaticas son propensos al aumento de peso. Perder el exceso de peso resulta muy
dificil para algunos de estos pacientes a causa de los ataques agudos inducidos por ayuno (Handschin
et al., 2005). La utilizaciéon de tratamientos mas especificos resultaria de gran utilidad en estos casos.
Los resultados obtenidos en éste trabajo nos permiten proponer la futura investigacion del vanadato y la
vitamina E como posibles terapias para el tratamiento de estos pacientes.

La toxicidad del vanadato resulta un importante inconveniente para su uso en pacientes, sin embargo,
ésta se encuentra asociada con los tratamientos a largo plazo como insulino-mimético por lo que seria
factible su uso en periodos cortos, como por ejemplo durante los ataques agudos, ademas, la reduccion
de la dosis y la complementacidon con vitamina E también se presentan como opciones a tener en cuenta
para la disminucion de la toxicidad.

Finalmente consideramos que un mejor entendimiento de los mecanismos moleculares de accién
del vanadato y la vitamina E es indispensable para su puesta a punto como terapias para tratar ésta
enfermedad.
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