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Resumen. Objetivos: Este trabajo recoge €l diagnostico dela
deficienciade HPRT, estudio del metabolismo de las purinas,
deteccion de portadoras y diagnostico prenatal en 16 familias
espafiolas.

Métodos: Determinacion de las concentraciones de &cido Urico,
cregtininay oxipurinas en sangrey orina, las actividades APRT y HPRT
en hemolisado y HPRT en eritrocito intacto y la excrecion de adenina 8-
C*, Diagndstico de portadoras mediante el andlisis de la actividad
HPRT en foliculo piloso y de la presencia de un alelo mutante en el
ADN extraido de sangre periférica

Resultados: Los andlisis realizados permitieron e diagndsticoy la
clasificacion de 20 pacientes. Serealiz6 € diagndstico del riesgo de ser
portadora del defecto en 23 mujeresy un feto femenino de 9 semanas.

Conclusiones: Los resultados de este estudio indican que la
deficienciade HPRT promueve un aumento de la degradacion de
nucledtidos purinicos que conduce a un incremento de la concentracion
plasméticay urinaria de hipoxanting, xantinay &cido Urico cuya
magnitud no esta relacionada con la gravedad clinica. El estudio delas
actividades enziméticas HPRT y APRT en foliculo piloso permite
establecer el estado de portadora en lamayoria de |os casos, pero no es
posible determinar el estado de no portadora con absol uta seguridad.
Cuando se conoce la mutacién que origina el defecto de HPRT, €
andlisis de los cambios originados por lamutacion (cono sin
mutagénesis dirigida) en el patron de restriccion del gen delaHPRT,
posibilitaun diagnostico rapido y fiable del estado de portadoray dela
deficienciade HPRT.
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Results: These studies allowed the diagnosis of HPRT deficiency in
20 patients. Carrier diagnosis could be performed in 23 women at risk
and in a9 week old female fetus.

Conclusions: The study results suggest that HPRT deficiency
accounts for increased purine nucleotide degradation. Thisincrease
resultsin elevated urinary and plasma concentrations of hypoxanthine,
xanthine and uric acid. The clinical severity of the diseaseis not related
to the degree of urinary or plasma concentrations of oxypurines. Hair
root analysis generally allows the diagnosis of carrier status, but the
carrier state cannot be fully excluded in women at risk. When the
familial mutation causing the defect in HPRT is known, analysis of the
differencesin the restriction pattern of the HPRT gene (natural or due
to directed mutagenesis) alow arapid and reliable diagnosis of carrier
status and HPRT deficiency.
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BIOCHEMICAL, ENZYMATIC AND GENETIC STUDY OF
HYPOXANTHYNE-GUANINE PHOSPHORIBOSYL
TRANSFERASE DEFICIENCY (HPRT)

Abstract. Objective: The objective of this study wasto analyze the
diagnosis of HPRT deficiency, perform athorough purine metabolism
study and to establish the carrier and prenatal diagnosisin 16 HPRT
deficient families.

Patients and methods: Plasma and urinary concentrations of uric
acid, creatinine and oxypurines, APRT and HPRT activitiesin
hemolysates and HPRT in intact erythrocytes and adenine 8-C* urinary
excretion were analyzed. Carrier diagnosis was made by hair root
enzyme analysis and genetic studies.
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Introduccién

La enzima hipoxantina guanina fosforribosiltransferasa
(HPRT, EC 2.4.2.8.) convierte alas bases pUricas hipoxantinay
guaninaen sus correspondientes nucledtidos (IMPy GMP, res-
pectivamente) con e concurso del fosforribosilpirofosfato (PRPP)
que actlia como cosustrato®. Ladeficienciade HPRT originaun
descenso en lareutilizacion de bases plricasy un aumento enla
sintesis de purinas de novo promoviendo un incremento de la
sintesis de acido Urico@4. La deficienciade HPRT también de-
terminauna elevacion dela concentracion de hipoxantinay xan-
tina en los fluidos biol 6gicos contribuyendo al aumento de la
sintesis de acido Urico. Clinicamente, € sindrome de Lech-Nyhan
se caracteriza por retraso mental, coreatetosis, espasticidad, au-
tomutilacién e hiperuricemia asociada o no agotay litiasis re-
nal®®, Sin embargo, todas estas caracteristicas clinicas no siem-
pre estan presentes, pudiendo aparecer un cuadro parcial, 0 sin-
drome de Kelley-Seegmiller, en & que lahiperuricemia se acom-
pafia o no de alteraciones neurol 6gicas menos dramaticas?.
Aunque se hadescrito unarelacion inversaentre lagravedad de
los sintomas neuroldgicos y la actividad residual de HPRT en
cultivos de fibroblastos®, laactividad HPRT determinada en he-
molisado no siempre se correlaciona con lagravedad del cuadro
clinico. Tampoco la sobreproduccion de écido Urico parece re-
lacionarse con lamagnitud del defecto enzimatico®@.

Ladeficienciade HPRT esla consecuencia de unamutacion
en e gen que codificalaenzima HPRT. El gen delaHPRT es-
talocalizado en el locus g26-027 del cromosoma X©. Dada la
falta de recursos terapéuticos (tiles para combatir la sintomato-
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logia neurol6gica, la deteccion de portadoras adquiere en este
defecto genético unaimportancia extraordinaria. Las mujeres
afectadas son heterozigotas asintomaticas y, de acuerdo con la
hip6tesis de Lyon(9, muestran mosaicismo en sus células so-
maéticas (células HPRT- y células HPRT+)@), Sin embargo, este
MOosai cismo Nno esta presente en todas las células estudiadas y,
asl, no suele ser posible diagnosticar el estado de portadoras €
estudio se realiza en eritrocitos o linfoblastos® y es necesario
utilizar fibroblastos o foliculos pilosos®21%, Cuando es posi-
ble, el estudio de portadoras de la deficiencia de HPRT se pue-
dellevar acabo mediante andlisis de ADN, que aporta resulta-
dos més fiables1617,

Teoricamente, &l 50% delos hijos varones de unamuijer por-
tadora podrian padecer € defecto enzimético por lo que el diag-
nostico prenatal debera proporcionarse alas mujeres portadoras
embarazadas que deseen conocer s € feto esun varén afecto de
ladeficienciade HPRT. El diagnéstico prenatal se puede reali-
zar cuantificando la actividad HPRT en vellosidad corial, am-
niocito o eritrocitos obtenidos por funiculocentesis, mediante
andlisisde ADN extraido de cultivos de amniocitos o vellosidad
corial(161819 o mediante la cuantificacion de oxipurinas en li-
quido amniético@,

Estetrabajo recoge e diagnostico deladeficienciade HPRT,
estudio del metabolismo purinico, deteccidn de portadoras y
diagnostico prenatal en 20 pacientes pertenecientes a 16 fami-
lias espafiolas estudiadas por nosotros en los Ultimos 13 afios.

Sujetos y métodos
Sujetos
El estudio incluye a 20 enfermos de 16 familias Espafiolas

que tenian al menos un varén afectado por la deficiencia enzi-
matica HPRT. Todos los pacientes fueron estudiados en el
Hospital “LaPaz’ en un periodo de 11 afios (1984-1997) (Figura
1).

Todos os pacientes fueron enviados a Hospital “LaPaz” por
presentar hiperuricemiay/o hiperuricuria, y en lamayoriadelos
€asos, por presentar un retraso psicomotor de intensidad varia-
ble (Figura 1) (Familia V: l11-7y IV-4 y 5. FamiliaH: 1V-1.
FamiliaLP: I1-4. FamiliaR: 11-1. Familia PP: 11-2. Familia C:
[11-2y IV-1. FamiliaB: 1I-2. Familia A: I1-2. FamiliaM: [1-1.
Familia AnD: 11-2. Familia S: 111-6. FamiliaF: I1-2. Familia G:
[11-2. FamiliaZ: I11-1. Familia SA: I11-2y 111-3. Familia Z,: 111-
1).

Enlas 16 familias habia 59 mujeres vivas en € momento en
que acudieron a Hospital “LaPaz’ como se muestraen lafi-
gura 1. Diez eran portadoras obligadas o conocidas y 49 tenian
el riesgo de serlo. Nosotros tuvimos la oportunidad de estudiar
a 23 de estas mujeres con riesgo de ser portadoras. Serealizd e
diagndstico prenatal en un feto femenino de 9 semanas de ges-
tacion (FamiliaV: 1V-3) cuya madre era portadora del defecto
enzimético (Familia V: 111-5).

Diagndstico del déficit de HPRT. Estudio del metabolismo
delaspurinas
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Figura 1. Arboles de las 16 familias espafiolas con deficiencia de hipo-
xantina-guanina fosforribosiltransferasa (HPRT).

Los arboles familiares no sombreados indican familias con uno o mas
miembros afectados por el sindrome de Lesh-Nyhan (“ deficiencia com-
pletade HPRT"). Los arboles familiares sombreados indican familias con
uno o méas miembr os afectados por € sindrome de Kelley-Seegmiller (“ de-
ficiencia parcial de HPRT” ). Los cuadrados negrosindican los miembros
afectados en cada familia (diagnéstico enzimatico). En las 16 familias
existian 59 mujeres vivas de las cuales 10 eran portadoras conocidas u
obligadas (circulo negro en el interior de otro circulo blanco) por haber
tenido 2 0 més hijos afectados o ser madre y abuela de al menos un pa-
ciente (por gjemplo Familia V: 11-3) y 49 mujeres podian ser portadoras
del defecto enzimético (circulos blancos). El diagnéstico del estado de
portadora de |a deficiencia de HPRT se realizé en 23 mujeres (interro-
gacion end interior de un circulo blanco). Los cuadrado blancosindican
varones sanos. Los rombos indican abortos. Las flechas indican os pro-
pdsitus motivo del estudio. Las lineas diagonales indican sujetos falleci-
dos.

El diagndstico de la deficienciade HPRT se sospeché enlos
enfermos que presentaban hiperuricemia e hiperuricosuria, tras
seguir durante al menos 5 dias una dieta pobre en purinas (me-
nos de 75 g/d). La hiperuricemia se definié por una concentra-
cién sérica de uratos mayor de 7,0 mg/dl (417 umol/L) en adul-
tosy superior a6,0 mg/dl (387 umol/L) en nifios. La presencia
de hiperuricosuria se establecio cuando |la excrecion rend de aci-
do Urico fue mayor de 700 mg/d/1,73 m2, o bien cuando &l co-
ciente &cido Urico/creatinina en orinafue superior a limite ato
de lanormalidad para su edad®@. En los 20 pacientes se obtu-
vieron hematies de sangre periférica para cuantificar |as activi-
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Tabla |

Mutaciones de la HPRT en 6 familias espafiolas

Familia Fenotipo Denominacion Modificacion Alteracion Tamafio
del DNA en la proteina dela proteina
S. S K& HPRTMadrid Exon 3 Normal
(16680 por T Gly71 por Vad
PP. S. LN® HPRTSevilla Intrén G (splice-site) Error de 182 aa
A40031 por G procesamiento
del mRNA
B. S.LN HPRTMurcia Exon 4 Tras Ser 109, 119 aa
AG 27907-08 del. cambio de secuencia.
TrasArgl19
coddn de parada
Vv S.LN HPRTRJIK974 Exon 7 Arg 170 por TGA 169 aa
C39837 por T (codon de parada)
AND. S.LN HPRTAnNdorra Ex6n 4 (delecion) 196 aa
SA. S.KS HPRTSalamanca Exén 2 Normal
T14881 por G Met 43 por Arg
(14883 por A Asp 44 por Asn

aSndrome de Kelley-Seegmiller (deficiencia parcial de HPRT)
bSindrome de Lesh-Nyhan (deficiencia completa de HPRT)

dades enziméticas HPRT y adenina fosforribosiltransferasa
(APRT).

En todos los pacientes se realiz6 un examen riguroso del me-
tabolismo de las purinas. Cinco lactantes fueron estudiados de
forma ambulatoriay siguiendo su alimentacién habitual. Tres
pacientes (Familia C: IV-1y Familia SA: 111-2y I11-3) acudie-
ron anosotros en tratamiento con alopurinol. Siete pacientes fue-
ron estudiados en un ambiente de Unidad Metabdlica tras ob-
tener su consentimiento y unavez que se explicaron los proce-
dimientos aredlizar. En e caso delos enfermos con evidente re-
traso mental 0 menores de edad, & consentimiento se obtuvo de
sus padres. Cualquier medicacion que pudiese interferir con el
metabolismo del acido Urico se suspendi6 2 a 4 semanas antes
de comenzar el estudio del metabolismo de las purinas. Los en-
fermaos con gota recibieron colquicina (0,5 a1,0 mg/d) parapre-
venir episodios de artritis gotosa. Cada estudio durd 10 diasy
se efectud en régimen de hospitalizacion para asegurar el cum-
plimiento dietético (dietaisocal orica, pobre en purinas [<75
mg/d] con un contenido proteico del 10-15%), larecogida de
orinade 24 horas, cuando fue factible, y € menor gjercicio po-
sible antes de proceder alas extracciones sanguineas. Dos pa-
cientes fueron estudiados en sus domicilios. Paraello, miembros
del equipo investigador se trasladaron a sus lugares de residen-
cia Tras 5 dias de equilibrio, cada sujeto recogi6 orina de 24 ho-
ras preservada con timol (3 g) durante los 5 dias restantes. En
los pacientes que no pudieron recoger orina de 24 horas se ob-
tuvieron muestras al eatorias de orina durante 5 dias. Las ali-
cuotas se guardaron a-20°C hasta su procesamiento para deter-
minar creatinina, acido Urico, hipoxantinay xantina. En al me-
nos tres dias diferentes se obtuvieron sendas muestras de sangre
venosa, tras 8 horas de reposo nocturno y ayuno, para cuantifi-
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car las concentraciones de creatining, uratos, hipoxantinay xarn-
tina. En todos los casos la extraccidn de sangre y €l procesa-
miento del plasma se efectuaron siguiendo € procedimiento pre-
viamente descrito@. El catabolismo de los nuclegtidos de ade-
nina se examiné en 6 enfermos mediante lainfusion de 25 PCi
de adenina[8-C%] y cuantificacion de la excrecién de radiacti-
vidad urinariadurantelos 5 dias siguientes®). Los resultados de
las actividades enziméticas HPRT y APRT y del metabolismo
delas purinas se compararon con los obtenidos en 20 sujetos va
rones normales con una edad media de 60 afios (intervalo, 39 a
79 afos).

L as actividades enzimaticas eritrocitarias HPRT y APRT se
determinaron en hemolisado, evaluando la sintesis de los nu-
cledtidos correspondientes mediante separacién por cromato-
grafialiquida de altaresolucion (HPLC) y deteccién ultraviole-
ta (Waters. Mod:441)@429), Ademés, se determind la actividad
HPRT en eritrocito intacto calculando el porcentaje de hipo-
xantina C* que se transformaen IMP C4 | en condiciones de
enriquecimiento de PRPP. Brevemente, |os eritrocitos se incu-
baron 40 minutos a 37°C en HEPES 10 mM, CINa 125 mM, CIK
2,6 mM, Glucosa5,5 mM, Cl,.Ca 1mM, Cl,Mg 50 mM, NaHPO4
18 mM, hipoxantina Ct4 10 uM. Una vez finalizada laincuba
cion se separaron € IMP y la hipoxantina marcados mediante
HPLC, se cuantifico laradiactividad de cada pico cromatogréa
ficoy secalcul6 € porcentgje. Las concentraciones de &cido Uri-
co en plasmay orina se determinaron por un procedimiento
enzimético y lacreatininapor colorimetria en un autoanalizador
(Hitachi, Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN, EE.UU.). Las
concentraciones de hipoxantinay xantinaen plasmay orina se
cuantificaron mediante HPL C(29),

Lasignificacion de las diferencias entre € metabolismo de
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Tabla Il  Caracteristicas clinicas y enzimaticas en los 20 pacientes estudiados con deficiencia de
hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa

Paciente Edad (afios,m) Caracteristicas clinicas HPRT* APRT* % transf. C*4 IMP&

Fenotipo Sindrome de Lesh-Nyhan

1) V: -7 31 Coreoatetosis,espasticidad, <0,01 80 ND
automutilacion, retraso mental, tofos.

2)V:IV-4 6 Coreoatetosis, espasticidad, <0,01 0,1
automutilacion, retraso mental .

3) V: IV-5 5 Coreoatetosis, espasticidad, <0,01 01
automutilacion, retraso mental.

4) LPII-4 28 Coreoatetosis, espasticidad, 0,14 80 ND
automutilacion, retraso mental, tofos

5) B:ll-2 4 Coreoatetosis, espasticidad, <0,01 45 0,5
automutilacion, retraso mental .

6) A: 1l-2 3 Coreoatetosis, espasticidad, <0,01 ND ND
automutilacion, retraso mental.

7)M:11-1 6 Coreoatetosis, espasticidad, <0,01 86 ND
automutilacion, retraso mental .

8 R: -1 19 Coreoatetosis, espasticidad, <0,01 ND ND
automutilacion, retraso mental .

9) PP: 11-2 19m Retraso psicomotor , cristaluria <0,01 68 0,5

10) AND: 11-2 11m Hipertonia, retraso psicomotor <0,01 52 0,2

11) H: 1V-1 5m Hipertonia, retraso psicomotor <0,01 60 0,15

12) C: V-1 18m Hipertonia, retraso psicomotor < 0,01 40 0,5

13) C: 111-2 27 Coreoatetosis, espasticidad, <0,01 61,3 0,1
automutilacion, retraso mental .

14) Z2: 111-1 3 Coreatetosis, espasticidad, retraso mental. <0,01 60 0,6

Fenotipo Sindrome de Kelley-Seegmiller

15) G: 11-2 13 Fracaso renal agudo, distonia 0,28 48 9.2

16) S: I11-6 m Retraso psicomotor, cristaluria <0,01 58 0,2

17) F11-2 30 Artritis gotosa <0,01 90 ND

18) Z: I1-1 5m Hiperuricemia, cristaluria 9,38 45 54,1

19) SA: 111-2 35 Retraso mental, hiperuricemia <0,01 41 1,4

20) SA: 111-3 33 Retraso mental, hiperuricemia <0,01 47 1,3

* Expresado en nmol/h/mg Hb. Valores normales HPRT = 82,1 + 6,4 ; APRT = 25,7+ 5,1.

& Valores normales = 98-100%

las purinas de los pacientes con deficiencia de HPRT y sujetos
normales se evalué mediante el test de Mann-Whitney. Para de-
terminar la asociacion entre variables seleccionadas se utilizé
el coeficiente de correlacion de Pearson. Todas las pruebas esta-
disticas fueron de dos colas y se consider significativo un vaor
de pigual o menor a0,05. El estudio estadistico se realiz6 em-
pleando el programa Statview SE en un ordenador Macintosh 1.

Diagndstico de portador as mediante € anélisisdelos
foliculos pilosos

Seredliz en 23 mujeres con riesgo de ser portadoras mediante
el andlisis delas actividades enziméticas HPRT y APRT en foli-
culos pilosos. Se extragjeron 35 faliculos pilosos viables de forma
aeatoriaen distintas zonas del cuero cabelludo de cadamujer. El
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estudio de las actividades enzimaticas HPRT y APRT en folicu-
los pilosos se realiz6 con una técnica enzimo-isotdpicay lectura
de los nucledtidos generados mediante autorradiografia?).
Estudios genéticos

En seis familias se realizaron estudios de genética molecu-
lar para conocer la mutacion responsable del defecto enzimati-
co. En cinco de estas familias (Familias: S, PP, B, V y And) €
estudio se realizé en colaboracion con otros grupos de trabajo
europeos®2), En lafamilia SA el diagndstico genético habia -
do realizado con anterioridad®. (Tablal).

El diagndstico genético de la posible deficiencia de HPRT
serediz6 en un recién nacido de lafamilia SA (1V-1). El diag-
nostico de portadoras mediante el andlisis del ADN genémico
serediz6 en tres familias. En laFamiliaV estudiamos asiete
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Tabla Il Metabolismo de las purinas en pacientes
con deficiencia de hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa (HPRT)

Controles  Fenotipo Fenotipo

(n=20) Lesh-Nyhan Kelley-Seegmiller
(n=13) (n=4)
Plasma
Creatinina (mg/dl) 1,0£0,2 0,81+0,32 0,76+0,33
(n=13) (n=4)
Uratos (mg/dl) 51+10  10,9t4,9 9,3t15
(n=13) (n=4)
Hipoxantina (umol/L)  2,2+1,1 6,9£34 7,0£2,9
(n=10) (n=4)
Xantina (umol/L) 0,7+0,2 2,617 2,3+0,6
(n=10) (n=4)
Orina
Acido Urico/creatinina  0,30+0,05 3,09+1,26 2,45+1,21
(mg/mg) (n=12) (n=4)
Hipoxantina 47+14 649+381 558+321
(umol/ g creat.) (n=12) (n=4)
Xantina (umol/g cret.) 2919 278+177 136+50
(n=12) (n=4)

*Todos los parametros son significativamente superiores en los
pacientes con deficiencia de HPRT que en los sujetos controles (U de
Mann-Whitney; p < 0,001), a excepcion de la concentracion de
creatinina en sangre. No hay diferencias significativas entre los
pacientes con fenotipo Lesh-Nyhan versus Kelley-Seegmiller.

mujeres (11-1; 111-4, 5y 6; IV-1y IV-6)) y un feto femenino de
9 semanas de gestacion (1V-3). En la Familia PP se estudiaron
dosmujeres (I-2y I1-1). Enlafamilia SA estudiamos a dos mu-
jeres (11-5y 111-1). En todos los casos sirvieron como controles
los propdsitus (controles con el defecto genético) y un varon sa-
no de lamismafamilia (control sano).

El ADN gen6mico se obtuvo apartir de sangre venosa peri-
féricao vellosidad coria (FamiliaV: IV-3). En él recién naci-
do el ADN se obtuvo de sangre de cordon umbilical (Familia
SA: IV-1). EnlafamiliaV se procedi6 directamente alaam-
plificacion mediante PCR del fragmento del ADN genomico en
el que se encontrabalamutacion. En lasfamilias PPy SA se pro-
cedid igualmente ala amplificacion por la PCR del fragmento
del ADN gendémico gue contenialamutacion, pero introduciendo
un cambio de base mediante mutagénesis dirigida para posibi-
litar el diagndstico. Seguidamente se procedio ala digestion
delos fragmentos amplificados por laenzima de restriccion co-
rrespondiente mediante los protocol os establecidos. Por Gltimo
se identificaron los fragmentos de ADN resultantes mediante
electroforesisy.

Resultados

Diagndstico de la deficiencia enzimatica HPRT.
Metabolismo de las purinas
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Figura 2. Excrecion de radiactividad urinaria en 5 dias en sujetos nor-
males (area sombreada) y 6 pacientes con deficiencia de hipoxantina-gua-
ninafosforribosiltransferasa

Latablall recoge las caracteristicas clinicas y actividades
enziméaticas, HPRT y APRT en hemolisado y HPRT en eritro-
cito intacto, en los 20 pacientes estudiados en el Hospital “La
Paz". Catorce presentaban el cuadro clinico caracteristico del
sindrome de L esh-Nyhan. Seis pacientes no presentaban las ca-
racteristicas clinicas inequivocas del sindrome de Lesh-Nyhan
y fueron diagnosticados, desde una perspectiva clinica, de sin-
drome de Kelley-Seegmiller. En todos los pacientes la actividad
HPRT en hemolisado se halld muy descendiday en 18 enfermos
laactividad APRT se hall6 muy elevada. Estos datos enzimati-
cos permiten establecer el diagnostico dela deficienciade HPRT
de formainequivoca. Todos los pacientes con sindrome de Lesh-
Nyhan presentaron actividad HPRT en eritrocito intacto <1.0%.
En los pacientes con sindrome de Kelley-Seegmiller la activi-
dad en eritrocito intacto estaba relacionada con la gravedad de
los sintomas neurol 6gicos.

Latablalll recoge los resultados del estudio del metabolis-
mo purinico en 17 pacientes sin tratamiento hipouricemiante.
Todos |os enfermos con deficienciade HPRT presentaron unas
concentraciones plasméticas de uratos, hipoxantinay xantina
muy elevadas. De formasimilar, laexcrecion rena de &cido Uri-
co, hipoxantinay xantina se hallaron muy incrementadas. Asi,
la eliminacién de acido Urico fue en todos |os casos superior a
lade creatinina (cociente Urico/creatininamayor de 1,0). Los pa-
rametros del metabolismo delas purinas fueron similaresen los
enfermos con sindrome de Lesch-Nyhan y en los pacientes con
sindrome de K elley-Seegmiller. Estos datos sugieren una extra-
ordinaria sobreproduccidn de purinas en todos |os enfermos con
deficienciade HPRT. Laexcrecion renal de &cido Urico y de hi-
poxantina se hallaron inversamente rel acionadas con la edad de
los pacientes (r=0,569 y r=0,610, respectivamente; p< 0,01).
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Para examinar si este aumento de la produccion de purinas se
debiaaun incremento de la degradacion de nucleétidos de ade-
nina, se determind la excrecion de radiactividad urinariatrasla
administracion de adenina[8-14C] en 6 enfermos (4 con sin-
drome de Lesch-Nyhan y 2 con sindrome de Kelley-Seegmiiller).
Los 6 enfermos evidenciaron un marcado incremento de la ex-
crecion de radiactividad urinaria (18,9+4,6% de ladosis de ra-
diactividad administrada) en comparacion con laeliminacion de
10 sujetos normales (5,0+1,3%) (Fig. 2).

Diagndstico de portador as mediante el anélisis defoliculos
pilosos

De las 23 mujeres con riesgo de ser portadoras del defecto
enzimético en las que estudiamos las actividades enzimaticas
HPRT y APRT en foliculos pilosos, 6 mostraron actividad HPRT
y APRT en todos los foliculos viables. Trece mujeres exhibian
dos poblaciones celulares: una HPRT*y otraHPRT-y, en de
acuerdo con estos resultados fueron diagnosticadas como por-
tadoras del defecto. EI nimero de foliculos no viablesimpidie-
ron establecer € diagndstico en cuatro mujeres (Familia G: 11-
2y 4. FamiliaPP: 11-1y FamiliaH: 111-9) (Figura 1).

Estudios genéticos

El diagndstico final que establecimos en 19 sujetos se re-
sume en lafigura 3. El diagndstico de portadora de la deficien-
ciade HPRT, que establecimos en 8 mujeres mediante estas téc-
nicas de biologia molecular, coincidid plenamente con & mis-
mo diagndstico previamente efectuado mediante el andlisis de
la actividad enzimética HPRT en foliculos pilosos (Familia V:
[1-1; 111-4,5y 6; IV-1. FamiliaPP: 1-2. Familia SA: I1-5; 111-1).
En unanifia (Familia V: IV-6) diagnosticada previamente con
bastante probabilidad de no portadora por foliculos pilosos, las
técnicas de biologiamolecular confirmaron € diagnostico de no
portadora. Lanifia de lafamilia PP (I11-1) en laque & gran ni-
mero de foliculos pilosos no viables impidié establecer € diag-
ndstico por técnicas enziméticas, resultd no portadora del de-
fecto genético con € andlisisdel ADN. Pudimos redlizar € diag-
nostico de portadora en un feto femenino (FamiliaV: 1V-3) de
9 semanas de gestacion en € que se amplificaron un fragmen-
to de 361 pb correspondiente al alelo normal y un fragmento de
294 pb correspondiente al alelo mutado. En lasangre del cordon
umbilical de un recién nacido varon (FamiliaSA: IV-1), hijo de
madre portadora, se amplificé un alelo de 92 pb correspondien-
ted alelo sano 'y se pudo excluir con seguridad y precozmente
que presentara la mutacion responsable del defecto enzimético
en dichafamilia

Discusion
Los resultados de este estudio indican que la presencia de
hiperuricemia e hiperuricosuria en un mismo paciente puede in-
dicar laexistenciade un defecto de laactividad enziméticaHPRT.
Todos | os pacientes mostraron en € hemolisado, una activi-
dad enzimética HPRT muy descendiday una actividad APRT
muy superior alaobservada en sujetos controles. En el hemoli-
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Figura 3. Diagnostico de la deficiencia de HPRT y del estado de porta-
dora mediante endonucleasas de restriccion. Los simbolos representan o
mismo que en la Figura 1.

sado la actividad HPRT no se correlaciona con las manifesta
ciones neurolégicas (Tablall). Es probable que €l eritrocito no
refleje correctamente la actividad HPRT residual de otros teji-
dos. Se han descrito casos con una actividad HPRT moderada-
mente reduciday fenotipo caracteristico del sindrome de Lesch-
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Nyhan@2, y enfermos con actividad HPRT indetectable sin ma-
nifestaciones neurol dgicas®). Los resultados de la presente se-
rie tampoco apoyan que la actividad HPRT eritrocitaria permi-
ta clasificar alos pacientes en un determinado fenotipo. La ac-
tividad HPRT en eritrocito intacto tampoco permite diferen-
ciar entre ambos sindromes, pero existe unamayor relacion en-
tre el porcentaje de hipoxantina marcada que es transformado
en IMPy la sintomatologia neurol 6gica.

La sobreproduccion de acido Urico y sus consecuencias cli-
nicas, artritis gotosay nefralitiasis, son las caracteristicas cli-
nicas comunes de |a deficiencia de HPRT. El aumento dela so-
breproduccién de acido Urico hasido atribuido aun incremento
delasintesis de purinas de novo“34. La observacion de un in-
cremento de la concentracidn de hipoxantinay xantina en san-
grey orina, sugiere un catabolismo aumentado de |os nucledti-
dos purinicos. En este sentido, el aumento de la excrecion uri-
naria de radioactividad tras lainyeccion de adenina [8-C4] ob-
servada en nuestros pacientes indica una degradacion exagera-
da de los nucledtidos purinicos®. Cuando existe un déficit de
HPRT lareutilizacion de las bases plricas es defectuosay lahi-
poxantinay xantina sdlo pueden ser oxidadas a acido Urico.
Nuestros resultados son concordantes con |os observados por
otros autores que también cuantificaron la hipoxantinay xanti-
na por HPLC en pacientes con deficiencia de HPRT®9 y con-
tribuyen a conocimiento de la sobreproduccion de &cido drico
en ladeficiencia de HPRT.

Laidentificacion de portadoras de la deficiencia de HPRT
deberaredizarse en todas |las mujeres de riesgo para establecer
el consgo genético. Entre los métodos propuestos para el diag-
nostico de portadoras, la cuantificacion de HPRT y APRT enfo-
liculos pilosos individualizados es |a técnica mas extendi dal415),
El método se basa en la hipétesis de Lyon y en el mosaicismo
queexiste en laraiz del pelo de las mujeres heterozigotas. Debido
aque el nimero de foliculos HPRT- en las mujeres portadoras
esescaso, e estudio serealizd en a menos 35 cabellos. Si todos
los foliculos eran HPRT*, repetimos € estudio una o dos veces
mas. Con tres ensayos (105 foliculos viables) la posibilidad de
falso negativo es de 1 en 3001, Con este procedimiento y de
las 23 mujeres con riesgo de ser portadoras del defecto enzima-
tico, en 13 sellegd a diagnostico de que eran portadoras del de-
fecto enzimatico (57%), 6 se diagnosticaron como probables no
portadoras (26%), y en cuatro mujeres €l nimero de foliculos
no viablesimpidieron establecer el diagndstico (17%). El estu-
dio delas actividades enziméticas HPRT y APRT en faliculo pi-
loso permite establecer €l estado de portadora en lamayoriade
los casos, S bien en las mujeres embarazadas diagnosticadas co-
mo probablemente no portadoras, no se puede asegurar si €l
feto varon padece o no la deficiencia enzimética. Con este mé-
todo no es posible determinar el estado de no portadora con
absoluta seguridad y, en algunos casos no es posible obtener fo-
liculos viables.

Por Gltimo, en estas familias aplicamos una metodol ogia de
hiologiamolecular para conocer € estado de portadorade lade-
ficienciade HPRT®Y, Gracias alametodologiaempleadaen es-
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te trabajo, y conocidala mutacion responsable del defecto en-
zimdtico en una determinada familia, el diagnostico de porta-
dora puede redlizarse de forma més rapida (24-48 horas) y fia-
ble que mediante las técnicas bioquimicas utilizadas hasta aho-
ra. El reducido nimero de observaciones no permite establecer
porcentajes, si hien paralos resultados obtenidos, estas técnicas
de biologia molecular tendrian una sensibilidad y una especifi-
cidad del 100%. El diagnéstico de no portadora puede reali-
zarse con seguridad, lo que evitael diagnostico prenatal en ague-
Ilas mujeres con 105 foliculos pilosos 0 méas HPRT+, y que con
gran probabilidad, pero no total seguridad, eran diagnosticadas
de no portadoras. Asi mismo, y seguin nuestra experiencia, la
hiologia molecular probablemente ofrezca un diagnostico pre-
natal mas rapido y seguro que el proporcionado por las deter-
minaciones bioguimicas.
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