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Identification of mutations in
the protoporphyrin oxidase gene and its diagnostic
implications in porphyria variegata in Chile

ABSTRACT

Variegate porphyria (VP) results from a hereditary deficiency of
protoporphyrinogen oxidase (PPOX) that is transmitted in an
autosomal dominan fashion. The diagnosis is based on the
clinical symptoms and is confirmed biochemically. Sometimes,
however, these diagnostic tools reveal limitations in establish-
ing the definitive diagnosis of the prevailing type of acute por-
phyria. In these patients, molecular genetic analyses can be
useful. We performed molecular genetic studies in 13 Chilean
families by PCR amplification of the PPOX gene, conformation
sensitive gel electrophoresis, and automated DNA sequencing.
In five symptomatic patients from different families, respec-
tively, the biochemical data confirmed the diagnosis of VP. In
seven other families, however, the biochemical studies were not
conclusive. Furthermore, the original biochemical analysis in
one clinically severely affected patient from a further family
even suggested the diagnosis of erythropoietic protoporphyria
(EPP). Beside the respective index patients, we studied 78 as-
ymptomatic family members and 50 healthy, unrelated individ-
uals for control purposes. In five families, the previous diagno-
sis of VP could be confirmed genetically. Further, half of the
asymptomatic relatives revealed a mutation in the PPOX gene,
consisting of three missense mutations and two deletion muta-
tions. Mutation R168H that had been already described previ-
ously in German VP families was found in a Chilean family of
German origin. Further, two novel missense mutations, desig-
nated L74P and G2328S, could be detected. In four Chilean fam-
ilies, we found the deletion 1330deICT that had also been pre-
viously described in three Swedish VP families. The second
deletion, 1239delTACAC, has not been described anywhere else
but Chile and could be identified in seven families. One pa-
tient who was initially diagnosed with EPP turned out to be a

RESUMEN

La porfiria variegata (PV), enfermedad de origen genético con
forma de herencia autosémica dominante, se debe a deficiencia
en la actividad protoporfirinégeno oxidasa (PPOX). Su diagnésti-
co se basa en antecedentes clinicos y se confirma con analisis bio-
quimicos. Estos, en algunos casos, pueden presentar limitaciones
para establecer el diagnéstico definitivo de la variedad de porfi-
ria aguda, situacién en que el estudio genético molecular puede
resultar Gtil. Se efectud estudio genético en trece familias chi-
lenas usando amplificaciéon del gen PPOX por PCR, electrofo-
resis conformacional y secuenciacién automética de DNA.
Cinco de estas familias incluian pacientes indices sintomaticos
con diagnéstico bioquimico establecido de PV; otras siete fa-
milias incluian pacientes indices con estudio bioquimico no
concluyente de la variedad de porfiria aguda y, finalmente,
una familia con diagnéstico previo de protoporfiria eritropoyé-
tica (PPE). Ademas, se estudiaron 78 familiares asintomati-
cos y 50 personas sanas, no relacionadas, como controles. En
cinco familias el estudio genético confirmé el diagnéstico bio-
quimico previo de PV. El 50% de los familiares asintomaéticos
resultaron ser portadores de una mutacién en el gen PPOX. Se
identificaron tres mutaciones por sustitucién de bases: la
R168H, descrita en familias de origen alemén y dos nuevas mu-
taciones, designadas L74P y G232S. También se identificaron
dos mutaciones por delecion de bases designadas 1330delCT y
la 1239delTACAC. La primera, que habia sido descrita previa-
mente en tres familias suecas, se encontré en cuatro familias
chilenas. La segunda se encontré en siete familias y no ha sido
descrita previamente. El estudio genético permitié mostrar
que un paciente que originalmente fue diagnosticado con PPE
correspondia a un heterocigoto compuesto para dos mutacio-
nes en el gen PPOX. En conclusién, los estudios moleculares
permitieron confirmar el diagnéstico de PV en cinco familias,
efectuar diagndstico de PV en familias en las cuales los datos
bioquimicos no eran concluyentes, corregir el diagnéstico ori-
ginal en una familia e identificar portadores asintomaticos en-
tre los familiares de los pacientes indices. Los estudios genéti-
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compound heterozygote for mutations on both alleles of the
PPOX gene. In conclusion, our molecular genetic analyses un-
equivocally confirmed the diagnosis of VP in seven families
who originally had revealed inconclusive biochemical data.
Further, early genetic analysis allows for the identification of
asymptomatic mutation carriers, thereby offering the possibili-
ty of adequate counselling and the prevention of potentially
life-threatening acute porphyric attacks.

Key words. Variegate porphyria. Molecular genetic diagno-
sis.

INTRODUCCION

Las porfirias constituyen un grupo heterogéneo
de enfermedades de origen genético o adquirido, de-
bidas a disminucidén de la actividad de una de las en-
zimas de la via de sintesis del grupo heme (Figura
1), lo que lleva a la acumulacién intra y extracelular
de metabolitos intermediarios, los que presentan ac-
ci6én citotoxica y fotosensibilizante.

De acuerdo con la expresion clinica, las porfirias
se clasifican en agudas y no agudas (Cuadro 1). Las
primeras se caracterizan por presentar crisis agu-
das, con intenso dolor abdominal de tipo célico, nau-
seas, vomitos, hiponatremia, hipertension arterial y
variado compromiso neuroldgico, incluido el coma.
Estos ataques son cominmente gatillados, entre
otros factores, por la ingesta de medicamentos, espe-
cialmente los anestésicos. En las porfirias no agudas
los sintomas mas caracteristicos son las alteracio-
nes cutaneas, especialmente fotosensibilidad, labili-
dad cutanea, hipertricosis e hiperpigmentacion.

cos moleculares ayudan a realizar un adecuado consejo gené-
tico a pacientes y familiares y hace posible practicar preven-
cién de las crisis agudas de porfiria, las que son potencialmen-
te mortales.

Palabras clave. Porfiria Variegata. Diagndstico genético
molecular.

Habitualmente el diagnéstico se basa en los ante-
cedentes clinicos y se confirma con la medicién de
los distintos metabolitos intermediarios de las porfi-
rinas en orina, heces y sangre y, en ocasiones, con
determinaciones de la actividad de enzimas involu-
cradas.! El andlisis genético molecular se ha incor-
porado recientemente, contribuyendo a mejorar el
diagnéstico.?

Entre las distintas variedades de porfirias agu-
das, la variegata (PV) (OMIM 176200) es la que con
mayor frecuencia hemos diagnosticado en Chile,3
con un total de 24 familias, 30 casos sintomaticos y
48 portadores asintomaticos de la enfermedad. Los
pacientes con PV presentan crisis porfiricas y ade-
mas lesiones cutaneas en areas fotoexpuestas, pro-
ducto del aumento de la circulaciéon sanguinea y
acumulacién de porfirinas en la piel que resulta en
sintomas cutaneos incluyendo ampollas, erosiones,
escoriaciones, milias, cicatrices e hiperpigmenta-
ciéon. Estas alteraciones no son exclusivas de la
PV, pudiendo estar también presente en la porfiria

VARIEDAD DE PORFIRIA
| ETAPAS MITOCONDRIALES |

l

PORFIRINAS O PRECURSOR

GLICINA + SUCCINIL CoA

ENZIMAS

) J

Ac. ALA sintasa

Ac. AMINOLEVULINICO

ETAPAS CITOSOLICAS

POR DEFICIT DE ALAd ! ALA dehidrasa
PORFOBILINOGENO
AGUDA INTERMITENTE ! Hidroxi metilbilano sintasa
HIDROXIMETILBILANO
ERITROPOYETICA CONGENITA Il UROgem sintasa
UROPORFIRINOGENO I
CUTANEA TARDA Il UROgen decarboxilasa
COPROPORFIRINOGENO I
COPROPORFIRIA HEREDITARIA L COPROgen oxidasa
PROTOPORFIRINOGENO IX
VARIEGATA PRoTOPolRF|R|NA N PROTOgen oxidasa Figura 1. Variedades de
. porfirias asociadas a alteraciones
PROTOPORFIRIA ERITROPOYETICA HEM Ferroquelatasa de Ja via de sintesis de las porfi-

rinas.
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Cuadro 1. Caracteristicas de las diferentes variedades de porfirias.

Variedad Enzima afectada Ubicacion gen Herencia Atague  Alteraciones
codificante autosomica agudo cutaneas
AGUDAS
+ Aguda intermitente PBG deaminasa 11923.3 Dominante Si No
+ Por Déficit de ALA-D ALA dehidrasa 9g34 Recesiva Si No
« Intoxicacion por Pb ALA dehidrasa Adquirida Si Si
+ Variegata PROTO-gen oxidasa 1022 Dominante Si Si
+ Coproporfiria COPRO-gen oxidasa 312 Dominante Si Si
NO AGUDAS
+ Cutaneatarda URO-gen decarboxilasa 1p34 Dominante No Si
°Tipo I: Adquirida téxica Adquirida No Si
°Tipo II: Heredltaria Dominante No Si
°Tipo Ill: Hepatoeritropoyética Recesiva No Si
« Congénita de Giinther URO-gen lll sintasa 10025.2 -26.3 Recesiva No Si
+ Protoporfiria eritropoyética Ferroquelatasa 18g21.3 Dominante No Si
+ Hepatoeritropoyética URO-gen decarboxilasa 1p34 Recesiva No Si

cutanea tarda y en la coproporfiria hereditaria. La
PV presenta un modo de herencia autosémica domi-
nante con expresion incompleta, ya que no todas las
personas que heredan el defecto genético expresan
sintomas clinicos. La enfermedad se debe a la dismi-
nuciéon de la actividad de la pentdltima enzima en la
via de sintesis del heme, la protoporfirinégeno oxi-
dasa (PPOX) (EC 1.3.3.4),* debida a mutaciones he-
terocigotas en el gen PPOX. La PPOX se encuentra
en eucariontes a nivel de la membrana interna mito-
condrial y cataliza la conversion del protoporfiriné-
geno IX a protoporfirina IX. El gen PPOX se ubica
en el cromosoma 1q22 y fue clonado en 1995, consta
de 13 exones y 12 intrones? (Figura 2).
Normalmente la PV se expresa después de la pu-
bertad,® aunque se han descrito algunos casos excep-
cionales en nifios.? Pacientes heterocigotos presentan

1330delCT

L74P R180H G232S 1239del TACAC

JIINER EIE

Exon1 2 3 4 5 6 7 8 9

10 11 1213

Figura 2. Representacion esquematica del gen PPO X. Las cajas
numeradas del 1 al 13 representan exones y las lineas intrones. Las ca-
jas blancas reflejan regiones no trasladadas y las cajas grises indican re-
giones codificantes. Las mutaciones identificadas en pacientes chilenos
se sefialan sobre el exdn en que se encuentran.

una disminucién de alrededor de 50% de la actividad
normal de la enzima, mientras que pacientes hetero-
cigotos compuestos u homocigotos, es decir, portado-
res de mutaciones en ambos alelos, presentan un in-
tenso déficit enzimatico y una expresiéon fenotipica
mas intensa, expresada desde la infancia y en ocasio-
nes con déficit de inteligencia y alteraciones 6seas.58

Se ha reportado un gran nimero de mutaciones en
el gen PPOX, siendo la mayoria de tipo privado, pro-
pias de un individuo o una familia. S6lo en Sudafrica
y recientemente en Chile, con ayuda de anélisis de ha-
plotipo, se ha logrado identificar mutaciones fundado-
ras, es decir, que derivan de un ancestro comtin.?10

El diagnéstico de la PV presenta en algunos casos
gran dificultad, especialmente durante las crisis agu-
das, ya que con sélo los resultados bioquimicos no
es posible distinguirla con claridad de otras formas
agudas de porfiria como son la coproporfiria heredi-
taria y la aguda intermitente. Ademas, muchos pa-
cientes tienden a normalizar sus parametros bioqui-
micos entre una crisis y otra, situacién que también
dificulta el correcto diagnéstico.1112

El objetivo de nuestro trabajo fue caracterizar 13 fami-
lias chilenas con diagnéstico de porfiria desde un punto
de vista genético molecular, consistente en la bisqueda de
mutaciones en el gen PPOX y, ademas, analizar el aporte
a la clinica de la realizacion de estos estudios.

PACIENTES Y METODOS
Seleccion de casos

Se estudiaron 13 familias chilenas, no relaciona-
das entre si, con diagnéstico de porfiria. En cinco
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de ellas, en los casos indices se estableci6 el diag-
néstico de PV por los antecedentes clinicos que in-
cluian crisis aguda y un perfil caracteristico de los
examenes de laboratorio. En siete familias los casos
indices presentaron crisis aguda e intensas altera-
ciones en la excrecién de porfirinas, pero por haber
sido efectuados durante las crisis, no permitieron
establecer un patroén tipico de una variedad de por-
firia especifica, catalogandoselas como “porfirias
agudas”. Se estudi6 una 13a familia cuyo paciente
indice presentd, desde nino, alteraciones cutaneas
expresadas en intensa fotosensibilidad y examenes
bioquimicos con un patrén propio de PPE, pero en
quien no se encontré mutaciones en el gen de la fe-
rroquetalasa (FC), que habria sido la caracteristica
de genética propia de la PPE. Ademas, se estudia-
ron 78 familiares de primer grado de los casos indi-
ces, asintomaticos sin alteraciones de laboratorio y
50 personas sanas no relacionadas entre si con los
casos indices como controles. El criterio para in-
cluir una familia en el estudio fue la presencia de al
menos un miembro con sintomatologia compatible
con alguna variedad de porfiria aguda y con signifi-
cativa excrecion de porfirinas y precursores, esto
es, elevacion urinaria de porfirinas totales, acido
delta aminolevulinico (ALA) y porfobilinégeno
(PBG) en episodios de crisis y una significativa ele-
vacion de las protoporfirinas en relacién con las co-
proporfirinas en heces en los periodos asintomati-
cos, aunque ésta no fuera concluyente para
establecer la variedad de porfiria.

Anadlisis bioquimico
Las determinaciones de porfirinas y precursores
en muestras de orina, sangre y heces se realiz6 por
procedimientos descritos anteriormente.3

Material y extraccion del DNA
De cada paciente, familiar y control se obtuvo, pre-
vio consentimiento informado, 5 mL de sangre total
en tubos con EDTA, procediéndose a extraer DNA ge-
némico utilizando una técnica estandarizada.'3

Amplificacion del DNA

La amplificacion de los exones codificantes y zo-
nas inmediatas adyacentes de los intrones del gen
PPOX se realizé utilizando 12 pares de partidores di-
senados y publicados previamente.1®

Todas las amplificaciones se llevaron a cabo en
un termociclador Biometra TGradient (Whatman
Biometra, Gottingen, Alemania) de acuerdo con el
siguiente programa: predenaturaciéon a 95 °C por 5
minutos, seguido de 35 ciclos de denaturaciéon a 95
°C por 45 segundos, hibridaciéon de los cebadores a
temperaturas especificas por 45 segundos y exten-
si6on a 72 °C por un minuto. La extension final se
realizé a 72 °C por siete minutos. Cada reaccion de
amplificacion se realiz6 con aproximadamente 100 ng
de DNA genémico, 100 ng/mL de cada partidor y 45
mL de Platinum Taq PCR Super Mix, que contenia
40 mM Tris pH 8.4, 100 mM KCI, 1.6 mM dNTPs, 6
mM MgCl, y 50 U/mL Platinum Taq polymerase (In-
vitrogen Life Technologies, Karlsruhe, Alemania) en
un volumen final de 50 mL.

Deteccion de mutaciones

Los productos PCR fueron sometidos a andlisis
conformacional en un gel de electroforesis (CSGE)
descrito previamente.!* Los productos PCR, que mos-
traron una formacién heterodiplex en el anéalisis de
CSGE, fueron purificados en una primera etapa, uti-
lizando un High Pure PCR product purification kit
(Roche, Basel, Suiza) y, posteriormente, sometidos a
una hiperpurificaciéon en columnas Edge Centriflex
(Edge BioSystems, Gaithersburg, MD, USA). Los
productos fueron finalmente secuenciados utilizando
polimero POP-6 en un secuenciador automatico Ge-
netic Analyzer ABI Prism 310 (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Para confirmar las dos deleciones,
1239delTACAC y 1330delCT y excluir la posibilidad
de que las alteraciones encontradas corresponden a
polimorfismos del gen PPOX, se realiz6 andlisis
CSGE y secuenciacién automatica de los exones co-
rrespondientes en muestras de DNA de 50 personas
controles. Adicionalmente, se efectué digestion con endo-

Cuadro 2. Caracteristicas de las mutaciones encontradas en familias chilenas portadoras de porfiria variegata.

Mutacion Localizacion Efecto de la mutacion Método de confirmacion

exon
L74P 2 Cambio de aminoacido Endonucleasa de restriccion BstNI
R180H 3 Cambio de aminoécido Endonucleasa de restriccion Ncol
G232S 7 Cambio de aminoacido Endonucleasa de restriccion Mnll
1239delTACAC 12 Coddn de término adelantado Andlisis conformacional
1330delCT 13 Coddn de término adelantado Andlisis conformacional
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nucleasas de restriccion (BstNI, Ncol y Mnll) para con-
firmar la causalidad de las mutaciones L'74P, R168H
y G232S (Cuadro 2).

RESULTADOS

Las mutaciones encontradas en este estudio con-
sisten de dos deleciones, 1330delCT y 1239delTA-
CAC y tres mutaciones puntuales por sustitucién de
bases, L74P, R168H y G232S, que conducen estas
altimas a las siguientes sustituciones de aminoéci-
dos en la proteina PPOX: lisina en posicién 74 por
prolina, arginina en posicién 168 por histidina y gli-
cina en posicion 232 por serina, respectivamente. Un
resumen de las mutaciones se senala en el cuadro 2y
su distribucién en el gen PPOX en la figura 2.

Once (82%) de los 13 casos indices de las familias
con PV son mujeres.

El estudio genético molecular confirmé el diagnés-
tico de PV en las cinco familias con pacientes indices
diagnosticados previamente por los antecedentes bio-
quimicos y clinicos y, ademas, en las siete familias
caracterizadas previamente como agudas sin definir
la variedad. En el paciente diagnosticado al nacer
como PPE, el estudio genético identificé dos mutacio-
nes en el gen PPOX, la delecién 1330delCT en el alelo
materno y una sustitucién en el exén 7 en el alelo pa-
terno consistente en la transicion del nucleétido 694
G a A en el cDNA del PPOX, lo que conduce a la mu-
tacién descrita G232S.15

En 36 (46%) familiares de los 78 estudiados que
pertenecian a familias con PV, el estudio genético
molecular identific6 alguna mutacién en el gen
PPOX, indicando que se trata de portadores asinto-
maticos.

DISCUSION

A diferencia de lo que se ha descrito en otros pai-
ses, en Chile, asi como en la poblacién caucasica de
Sudafrica, la PV es la variedad més frecuente entre
las porfirias de tipo agudo.?

En este estudio se identificaron cinco mutaciones
en el gen PPOX. Tres de ellas por sustitucién de ba-
ses: la mutaciéon R168H encontrada en una familia
chilena de origen aleman que ha sido descrita pre-
viamente por otros autores en familias de origen
aleman, holandés y norteamericano.!® Por el con-
trario, las mutaciones L74P y G232S no se han
descrito anteriormente. La mutacién L74P que
conduce a un cambio de una leucina por una proli-
na se encuentra entre una serie de tres leucinas
en posicion 72-74 de la proteina PPOX. Una muta-

cién similar ya fue reportada en posicién 73, de-
signada L73P.17 Es interesante haber identificado
estas dos alteraciones genéticas porque los ami-
noéacidos leucina en posicién 74 y glicina en posi-
cion 232 de la proteina de la PPOX se encuentran
conservadas en la evolucién en varias especies, in-
cluyendo el Homo sapiens y el ratén,'® ademas,
mutaciones similares y comparables ya se han des-
crito en el gen PPOX. La importancia de la glicina
en posicion 232 para la mantencién de la actividad
de la PPOX es apoyada por el hecho que una muta-
cién en el mismo aminoacido, designado G232R,
consistente en la sustitucién de la glicina 232 por
una arginina, ha sido informado en un paciente
francés con PV.!° Estos hallazgos evidencian la
importancia de los aminoacidos en posiciéon 74 y
232 de la proteina PPOX en la mantencién de la
funcion fisiolégica.

Las deleciones identificadas corresponden a mu-
taciones recurrentes, ya que la mutaciéon 1239del-
TACAC se encontré en siete familias chilenas con
PV y la 1330delCT en cuatro familias. Con base en
estudios de haplotipo, la delecién 1239delTACAC la
hemos descrito previamente como una mutacién de
tipo fundadora, lo que sugeriria que las familias que
la portan tienen, probablemente, un ancestro co-
mun.!% La delecién 1330delCT, descrita previamen-
te en tres familias suecas,?’ por haber sido encontra-
da en cuatro familias chilenas, es posible que
también corresponda a una mutacién fundadora, lo
que estamos tratando de confirmar con un estudio
de haplotipo. La identificacién de al menos estas dos
mutaciones recurrentes en la poblacion chilena po-
dria dar cuenta por qué la PV es la variedad mas
frecuente de las porfirias de tipo aguda en Chile.

En este trabajo, el estudio genético molecular
permitié identificar la variedad de porfiria en siete
pacientes en que los antecedentes clinicos y el
estudio bioquimico fueron insuficientes para
efectuar el diagnéstico de la variedad de porfiria
de tipo aguda. El hecho de haber encontrado
s6lo un portador de la mutacién L74P sintomati-
co (caso indice) y otros siete asintomaticos en los
14 miembros de la familia No. 2 (Cuadro 2), re-
afirma la idea que las alteraciones genéticas en la
PV son de baja penetrancia.?!

En forma similar a lo que describe la literatura,
en esta serie se encontr6 que 82% de los pacientes
indices son mujeres. Aunque la forma de herencia
de la PV no esta ligada al sexo, la mayor frecuen-
cia de casos indices de sexo femenino, como lo en-
contrado en la serie estudiada en este trabajo, se ha
atribuido a alteraciones endocrinas, fisiolégicas o
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patolégicas, que inducen la generacién de crisis agu-
das en las porfirias agudas.??

El estudio genético molecular permitié corregir el
diagnéstico realizado por los antecedentes clinicos y
los examenes de laboratorio en el caso del nino ini-
cialmente diagnosticado como portador de PPE.
Esta duda diagnéstica se entiende porque la expre-
sion fenotipica era distinta a la que corrientemente
se encuentra en la PV y el estudio genético demos-
tré que se trataba de un heterocigoto compuesto,
esto es la existencia simultaneamente de dos muta-
ciones distintas en ambos alelos del gen PPOX. La
identificacion de la verdadera variedad de porfiria
que presenta este nino, gracias al estudio genético
molecular, es de particular importancia porque la
evolucion de la enfermedad y los riesgos clinicos son
diferentes entre el diagnéstico original de PPE y el
de heterocigoto compuesto para PV.1%

Es interesante destacar que 50% de los familiares
asintomaticos de pacientes indices con PV se identifi-
¢6 como portadores de mutaciones en el gen PPOX,
lo que los hace susceptibles, eventualmente, de tener
una crisis aguda si se ven expuestos a factores des-
encadenantes de estas crisis.?3 Por esto, el principal
beneficio clinico de los estudios genéticos molecu-
lares consiste en poder identificar a estas perso-
nas portadoras asintomaticas, por cuanto ello per-
mite prevenir las crisis agudas, las que tienen
riesgo de muerte, evitando los factores desencade-
nantes. El manejo de la informacién obtenida en
estas personas que son portadoras de una altera-
cion genética, pero que no presentan la enferme-
dad, incluso es posible que nunca la tengan, debe
manejarse con especial cuidado en relacién con su
confidencialidad. También se debe estar preparado
para efectuar un adecuado consejo genético, tanto a
los pacientes como a los familiares portadores de
mutaciones, cuando ellos lo soliciten.!

Es recomendable que los portadores de porfirias
agudas sean advertidos de su condicién, clarificarles
su significado clinico, esto es, que la enfermedad
puede no expresarse clinicamente si evitan los facto-
res desencadenantes, mencionandoles cudles son és-
tos.! Ademas, es recomendable entregarles un infor-
me de los hallazgos del estudio genético que debieran
presentar cuando consulten un médico, para que
éste lo considere al indicar un medicamento. Lo an-
terior debe completarse con la entrega de una lista
de medicamentos seguros y no seguros de adminis-
trar a personas con porfirias de tipo agudo. Infor-
macién adicional detallada sobre las porfirias agu-
das y remedios seguros y no seguros en pacientes
con porfirias agudas, se encuentra, por ejemplo, en

la pagina Web de Iniciativa Europea de Porfirias
(European Porphyria Initiative, EPI) en http://
www.porphyria-europe.com/.
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