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PALABRAS CLAVE Resumen La enfermedad de Lesch-Nyhan es una enfermedad genética considerada dentro de
Epigenética; las enfermedades raras, caracterizada por un déficit en la funcion de la enzima hipoxantina-
Metilacion fenotipo; guanina fosforribosil transferasa (HPRT). Los pacientes afectados presentan hiperuricemia,
Genotipo; trastornos motores, retraso mental y, en los casos mas graves, automutilaciones. Las mani-
Enfermedad de festaciones clinicas dependen de la actividad enzimatica de la HPRT, que clasicamente se
Lesch-Nyhan; vincula al tipo de alteracion en el gen HPRT, habiéndose encontrado mas de 400 mutaciones.
Hiperuricemia En la actualidad uno de los aspectos controvertidos de la enfermedad es la relacion existente

entre el genotipo y el fenotipo, habiéndose descrito casos en ausencia de mutacion (como el
paciente que presentamos), asi como familias que, a pesar de compartir un mismo defecto
genético, muestran afectaciones con distinta gravedad. Los procesos epigenéticos, que modifi-
can la expresion genética sin alterar la secuencia del acido desoxirribonucleico (ADN), podrian
explicar la variabilidad clinica observada en esta enfermedad.
© 2014 Elsevier Espana, S.L.U. Todos los derechos reservados.

KEYWORDS From genotype to phenotype; clinical variability in Lesch-Nyhan disease. The role of
Epigenetics; epigenetics

Methyl phenotype;

Genotype; Abstract Lesch-Nyhan disease is a rare genetic disease characterized by a deficiency in the
Lesch-Nyhan disease; function of the enzyme hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HGPRT). Patients
Hyperuricemia affected by this disease experience hyperuricemia, motor disorders, mental retardation and,

in the most severe cases, self-mutilation. Its clinical manifestations depend on the enzymatic
activity of HGPRT, which is classically linked to the type of alteration in the HGPRT gene. More
than 400 mutations of this gene have been found. At present, one of the controversial aspects of
the disease is the relationship between the genotype and phenotype; cases have been described
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lacking a mutation, such as the patient presented in this article, as well as families who despite
sharing the same genetic defect show disorders with differing severity. Epigenetic processes,
which modify the genetic expression without changing the sequence of the deoxyribonucleic
acid (DNA), could explain the clinical variability observed in this disease.

© 2014 Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

Un varon de 3 anos de edad, natural de Alcira (Valen-
cia), sin antecedentes familiares de interés, consulta por
retraso psicomotor. En una primera valoracion en otro cen-
tro destacaron niveles elevados de acido Urico en sangre, sin
que mostrase otras anomalias. Se determino la actividad de
la hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (HPRT) tanto
en eritrocitos intactos como en hemolisado, resultando inde-
tectable en ambos casos. Por otra parte, se secuencio el
gen HPRT, incluyendo los 9 exones y el promotor, sin detec-
tar mutaciones. Ademas se analizaron regiones intronicas
buscando mutaciones de splicing, sin hallar alteraciones. Se
cuantificé la expresion del acido ribonucleico (ARN) men-
sajero del gen HPRT mediante reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real, demostrando un descenso sig-
nificativo de la misma. La madre del paciente mostré una
actividad de la enzima HPRT normal. Con el diagnéstico de
enfermedad de Lesch-Nyhan se inici6 tratamiento con alopu-
rinol. Posteriormente el paciente ha presentado episodios de
pielonefritis asociados a litiasis renal de urato, persistiendo
el retraso psicomotor.

¢;Como podemos explicar a los padres que aunque no
haya antecedentes familiares ni mutacién conocida su hijo
padece una enfermedad genética?

Enfermedad de Lesch-Nyhan

En 1964 Michael Lesch y William Nyhan describieron el
cuadro clinico que hoy conocemos como enfermedad de
Lesch-Nyhan'. Se caracteriza por hiperuricemia, déficit
motor, alteraciones cognitivas y trastornos conductuales con
autolesiones. Se trata de una enfermedad causada por el
déficit de la enzima HPRT. El déficit enzimatico fue descu-
bierto 3 afos después por Seegmiller et al.?. La mutacion de
esta enzima es el primer evento en la génesis de la enfer-
medad. El gen HPRT1 se localiza en el cromosoma x; se
han descrito mas de 400 mutaciones diferentes que inclu-
yen sustitucion de bases, deleciones, inserciones y otras
alteraciones complejas®“.

La enzima HPRT desempena un papel importante en
el reciclaje de las bases hipoxantina y guanina, catali-
zando la conversion de estas en inosina monofosfato (IMP) y
guanosina monofosfato (GMP), respectivamente, usando el
fosforribosil pirofosfato (PRPP) como cosubstrato y fuente
de energia (fig. 1). En ausencia de esta enzima, la hipo-
xantina no reciclada se degrada a xantina y posteriormente
a acido Urico, proceso catalizado por la enzima xantina
oxidasa. Por otra parte, la via de sintesis de novo esta
aumentada para compensar la disminucion en el reciclaje

R5P + ATP
PRPP
l PRPPs
GMP *——— IMP =3 AWP
Guanos3 HPRT C Inosina Adenosina APRT
Guanina Hipoxantina Adenina
l X0
. R5P: Ribosa 5-fosfato
Xantina ATP:  Adenosina trifosfato
PRPP:  Fosforribosil pirofosfato
l X0 PRPPs: Fosforribosil pirofosfato sinterasa
HPRT: ina guanina il
. APRT:  Adenina fosforribosil transferasa
Acido urico IMP:  Inosina monofosfato
AMP:  Adenosina monofosfato
GMP:  Guanosina monofosfato
XO: Xantina oxidasa
Figura1 Resumen de la alteracion en la via catabdlica de las

purinas que justifica la patogenia de la enfermedad de Lesch-
Nyhan.

de purinas. Estos 2 procesos conllevan una sobreproduccion
de acido Urico.

La hiperuricemia mantenida aumenta el riesgo de pre-
cipitacion de cristales de urato en las articulaciones,
produciendo artritis gotosa y, en tejidos blandos, formando
tofos. El aumento de la excrecion renal puede dar lugar
desde alteraciones del sedimento a nivel microscopico hasta
obstruccion del flujo, litiasis renal e infecciones secunda-
rias.

La patogenia de la afectacidon neurologica en la defi-
ciencia de la enzima HPRT no ha sido esclarecida. Estudios
neuroquimicos y de neuroimagen han demostrado anorma-
lidades en las vias dopaminérgicas de los ganglios basales y
sugieren un defecto en el desarrollo neurologico, sin signos
de que se trate de un proceso degenerativo’.

La forma clasica de la enfermedad de Lesch-Nyhan se
caracteriza por hiperuricemia, afectacion neurologica (tras-
tornos del movimiento y cognitivos) y automutilaciones.
Por el contrario, en las variantes de la enfermedad de
Lesch-Nyhan (deficiencia parcial de la enzima), los pacien-
tes presentan hiperuricemia de manera constante asociada a
una afectacion neurologica de grado variable pero en ningln
caso conductas autolesivas®. Los casos mas leves presentan
hiperuricemia en ausencia de clinica neuroldgica o sintomas
menos llamativos que posibilitan una vida independiente.
Estas formas se describieron clasicamente como enferme-
dad de Keelley-Seegmiller; no obstante este eponimo clinico
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ha sido ampliamente cuestionado y actualmente es poco
utilizado®’.

Neurologicamente, los pacientes con esta enfermedad,
tanto con la forma clasica como sus variantes, presentan
trastornos motores, que en su forma mas severa incluyen
distonia severa generalizada con movimientos involuntarios
tipo coreoatetosis o balismo®, mientras que los casos leves
se expresan como discreta torpeza en la ejecucion del movi-
miento. La sintomatologia parece estar relacionada con la
actividad residual enzimatica de HPRT*8. Paralelamente al
déficit motor, la mayoria de los pacientes, tanto en el feno-
tipo completo como en sus variantes, cursan con déficit
cognitivo’.

El manejo terapéutico de estos pacientes gira en torno a
la prevencion de las complicaciones de la hiperuricemia. El
alopurinol actla bloqueando la conversion de xantina e hipo-
xantina en acido Urico y permite alcanzar el nivel deseado
de urato en suero®’. La hiperuricemia no se relaciona con la
clinica neuroldgica. Ningln tratamiento ha demostrado ser
efectivo para controlar los sintomas neurolégicos'®.

Genética

El gen HPR1 se localiza en el cromosoma x en la region q26.
Hasta el momento se han descrito mas de 400 mutaciones.
La mayoria de los casos se deben a mutaciones heredadas.
No obstante, alrededor de un 30% de los pacientes presentan
mutaciones esporadicas. Se asocia a un patrén de herencia
recesiva ligada al cromosoma x, por lo que la enfermedad
afecta a varones, siendo las mujeres portadoras®, aunque
existen casos descritos en mujeres'’.

El diagnodstico de mujeres portadoras en familias con
casos de Lesch-Nyhan se enfoca en funcion de si se ha
identificado la mutacion del gen HPRT. Cuando esta se
conoce, el diagndstico de mujeres heterocigotas se lleva a
cabo mediante métodos moleculares dirigidos a identificar
secuencias concretas. Si se desconoce la alteracion gené-
tica, se hace igualmente por diagndstico molecular o por
el método de O’Neill'? ya que, dado que la actividad en
hemolisado es normal en las mujeres portadoras, no puede
hacerse con fiabilidad por métodos bioquimicos ni enzimati-
cos. O'Neill et al. desarrollaron un procedimiento basado en
el analisis de la resistencia a analogos de purina en clones de
linfocitos T obtenidos de una muestra de sangre periférica'?.

Las mujeres portadoras transmiten la mutacion al 50% de
sus hijos varones, teniendo las hijas una probabilidad del 50%
de ser portadoras. Ante la posibilidad de tener descenden-
cia, clasicamente se planteaban métodos de reproduccion
asistida con seleccion de los embriones femeninos, sin
embargo esto no evitaba la posibilidad de que la hija fuese
portadora. En la actualidad puede efectuarse el diagnos-
tico preimplantacional, que detecta entre los embriones,
ya sean masculinos o femeninos, la presencia de mutacio-
nes de modo que permite la seleccion de embriones sanos.
Mediante este método el grupo de trabajo de Ray et al.
publico el nacimiento de una nifa sana, no portadora, hija
de una madre portadora que previamente habia tenido un
hijo varédn con la enfermedad®.

Algunos estudios previos han comparado genotipo vy
fenotipo, concluyendo que no existe relacion entre la loca-
lizacion de la mutacion y la gravedad de la variedad clinica.

Sin embargo, la cantidad de enzima residual funcionante si
es util para predecir la severidad clinica. Se ha postulado
que aquellas mutaciones que dan lugar a menor cantidad
de enzima funcionante (mutaciones sin sentido, deleciones,
inserciones. ..) son menos frecuentes en los pacientes que
presentan sindrome con fenotipo parcial o formas variantes
de la enfermedad®'*. Por tanto, el tipo de mutacion puede
ser (til como herramienta para establecer un prondstico’-'*.

Areas de incertidumbre

Esencialmente son 2 los aspectos en los que a dia de hoy se
centran los investigadores y la mayoria de publicaciones en
torno a la enfermedad de Lesch-Nyhan, la afectacion neuro-
logica y la diversidad fenotipica. ;Qué vinculo existe entre
el genotipo y el fenotipo? ;Como se explica que no haya
podido detectarse ninguna mutacion en el gen de ciertos
pacientes?'® ;Como justificar que pacientes con una misma
mutacion presenten formas clinicas dispares?'®"’.

No hay un relacion constante entre el tipo de muta-
cion o la localizacion de esta dentro del gen HPRT1 y la
gravedad fenotipica; a menudo se solapan mutaciones con
expresiones clinicas muy diferentes o incluso una misma
mutacion se asocia a mas de una variante clinica®>"’. En
lineas generales la mutacion condiciona la actividad enzi-
matica residual; las mutaciones de cambio de sentido en las
que se altera un aminoacido dan lugar a proteinas simila-
res a la normal, que conservan cierta actividad catalitica
y suelen asociarse a fenotipos parciales. Otras mutaciones
sin sentido, deleciones, duplicaciones, inserciones u otras
mutaciones complejas se vinculan a proteinas con activi-
dad nula o muy escasa y suelen acompanar a fenotipos
mas graves>'4, Probablemente sea la actividad enzimatica
de la HPRT el parametro que se correlaciona mejor con el
fenotipo®. De hecho, se ha comprobado que existe una rela-
cion inversa entre la actividad de enzima HPRT y la gravedad
clinica’:2. Los pacientes con una actividad enzimatica HPRT
por debajo de 1,5% de lo normal suelen presentar el espec-
tro clinico completo del sindrome, esto es, la enfermedad
clasica. Por el contrario cuando la actividad enzimatica se
sitia entre el 1,5 y el 8% los pacientes suelen tener las
formas clinicas variantes con afectacidon neuroldgica. Los
pacientes con formas variantes sin afectacion neurolodgica
evidente, exclusivamente con hiperuricemia secundaria a
deficiencia de HPRT, pueden presentar actividades anorma-
les, en todo caso superiores al 8%%. Diversos estudios han
mostrado discrepancias entre la gravedad de la enfermedad
y la actividad catalitica residual; asi se han descrito pacien-
tes con actividad elevada y fenotipo completo, y pacientes
con actividad baja y fenotipos parciales'®'®. Estas excep-
ciones se han intentado explicar a partir de la existencia de
diferencias entre la actividad enzimatica in vitro e in vivo,
por las diferentes concentraciones de sustratos empleadas
en la técnica, como consecuencia del mosaicismo somatico,
de la inestabilidad proteica o de alteraciones de la afinidad
enzimatica por alguno de sus substratos®& 1419,

Otro aspecto pendiente de explicar son aquellos casos de
la enfermedad de Lesch-Nyhan en los que no se detecta nin-
guna mutacion en el gen HPRT1 ni en su promotor?-?2, En
estos pacientes se ha comprobado que la cantidad de ARN
mensajero del gen HPRT1 se encuentra disminuida, con una
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Transcripcion

T

Hipermetilacion del promotor

? Grupos metilo

Figura 2 Hipermetilacion del «promotor» de un gen: la acu-
mulacion de grupos metilo en zonas promotoras del gen impide
el inicio de la transcripcion.

actividad HPRT enzimatica en hemolisado baja con fenoti-
pos parciales o completos. Este hecho orienta a que la clave
puede estar en un defecto en la regulacion genética. Con
relacion a esto ultimo, se especulo con la posibilidad de que
un exceso de grupos metilo en la region promotora del gen
HPRT se relacionase con una menor expresion del mismo,
dado que la hipermetilacion del promotor se ha vinculado
con una menor afinidad de la ARN polimerasa, dificultandose
la transcripcion. No obstante, la hipdtesis de hipermetila-
cion del promotor como mecanismo epigenético regulador
no se ha podido demostrar al no haber podido demostrar
diferencias respecto a los individuos sanos?' (fig. 2).

Conclusiones

La gravedad de las manifestaciones clinicas de la enferme-
dad de Lesch-Nyhan es proporcional a la actividad de la
enzima HPRT y depende de 3 aspectos: el nivel de expresion
de la proteina alterada, la funcionalidad del producto de la
mutacion y su estabilidad en las células. El paciente descrito
presenta la enfermedad de Lesch-Nyhan, con una actividad
enzimatica nula, sin expresion de la enzima. Sin embargo,
la estructura del gen esta intacta por lo que, de expresarse,
cabria esperar la sintesis de una proteina normal.

;Qué fendmenos pueden explicar que un gen no mutado
no se exprese adecuadamente? La respuesta a esta cues-
tion podria ser ofrecida por la epigenética, que explica
fendmenos que no afectan a la secuencia del acido des-
oxirribonucleico de los genes sino a su expresion?>2*, Los
procesos epigenéticos modifican la expresion génica, produ-
ciendo cambios que pueden permanecer durante divisiones
celulares sucesivas, incluso a través de generaciones, debido
a modificaciones quimicas de las bases de los nucleotidos y a
cambios en las histonas. Los cambios moleculares descritos
que pueden afectar a la expresion génica son: hipermetila-
cion del promotor, pérdida de grupos metilo en el cuerpo del
gen, modificacion de histonas y micro-ARN?®:24, Estos proce-
sos podrian explicar la ausencia de actividad enzimatica y
por tanto de actividad en un gen estructuralmente «sano»
(tabla 1).

La hipermetilacion del promotor del gen HPRT condicio-
naria una disminucion de la expresion del gen mutado y de
la cantidad de proteina alterada y, por tanto, menor acti-
vidad enzimatica. Esta hipdtesis se planted en los casos de
pacientes con enfermedad de Lesch-Nyhan que en ausencia
de mutacion presentaban niveles bajos de ARN mensajero y
baja actividad de la enzima, si bien no pudieron demostrarse

Tabla1 Mecanismos epigenéticos potencialmente implica-
bles en enfermedades genéticas

Mecanismo Descripcion

Metilacion del
promoter

La hipermetilacion de zonas promotoras
de un determinado gen impiden que la
ADN polimerasa inicie la transcripcion

La pérdida de grupos metilo en el cuerpo
de un gen provoca el inicio de la
transcripcion en sitios erroneos

Las histonas no son meras proteinas de
condensacion de la cromatina sino que,
mediante modificaciones quimicas
postraduccionales, van a ser cruciales en
la regulacion de la estructura de la
cromatina y de la expresion de genes
Los ARN complementarios a ADN o ARN
codificante, al unirse impiden su
traduccion; si por algn error estos ARN
no se transcribieran no se silenciarian
determinados genes

Hipometilacion
del ADN

Modificacion de
histonas

ARN no
codificante

diferencias respecto a individuos sanos en las secuencias
promotoras de estos pacientes?’. Los grupos metilo situados
en el cuerpo de los genes impiden que se inicie la trans-
cripcion en regiones intermedias, dando lugar a productos
anormales. La pérdida de estos grupos metilo en la secuen-
cia del HPRT1 alterado daria lugar a proteinas mutadas e
incompletas con menor actividad enzimatica.

La modificacion de histonas mediante cambios postra-
duccionales altera el plegamiento de la cromatina y la
accesibilidad de la ARN polimerasa a los genes. Esto con-
diciona en Ultimo término un aumento o disminucion en la
expresion génica. En el caso de la enfermedad de Lesch-
Nyhan, la cantidad de enzima mutada es lo que determinaria
cambios en el fenotipo.

Los mecanismos que se han comentado actUan antes que
se produzca la transcripcion, alterando la naturaleza o la
cantidad de los ARN mensajeros producto del gen HPRTT.
Sin embargo los micro-ARN van a participar en la regulacion
a nivel postranscripcional, mediante secuencias cortas de
nucleotidos que se unen por complementariedad de bases
a los ARN mensajeros, impidiendo que continlie el proceso
de expresion génica y, por tanto, de la sintesis de la cadena
proteica completa.

Retornemos a esos padres preocupados que buscaban una
explicacion convincente para la presencia de una importante
enfermedad genética en su hijo, aun cuando no supiesen de
antecedente familiar alguno y no se hubiese detectado nin-
guna mutacion. La respuesta a sus cuestiones nos la podria
dar la epigenética. Los fendmenos epigenéticos condicionan
la expresion de los genes, siendo la disponibilidad de pro-
teina funcional la que determinara la forma clinica de la
enfermedad mas o menos grave.

Los mecanismos epigenéticos deben tenerse en cuenta a
la hora de explicar la correlacion entre genotipo y fenotipo
en la enfermedad de Lesch-Nyhan, y podrian explicar casos
como el del paciente descrito, con genotipo normal, que
no es capaz de expresarse adecuadamente, ocasionando la
enfermedad.
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