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El andlisis de las rafces de cabello procedentes de una mujer, madre de dos nifios con diagnostico comprobado
de Sindrome de Lesch-Nyhan, mediante el método radioquimice, sirvié para comprobar que ésle procedimiento
es valido como herramienta para {a determinacion de portadores de dicha patologia. E método radioquimico
permiti6 la visualizacién de los productos de las reaccicnes catalizadas por las enzimas Adenina Fesforribosil
Transferasa (APRT) e Hipoxantina-Guanina Fosforribosil Transferasa (HGPRT) y la determinacion de la
actividad biclogica de las enzimas en forma total ¢ parcial. En las raices de la paciente se encontrd que la
enzima mosiraba diferentes niveles de actividad que variaban desde valores equivalentes a los confroles
nermales hasta aquellos considerados como ausencia absoluta de fa misma. En el presente trabajo se demuestra,
por primera vez en Colombia, en una paciente asintomética, su condicidn de heterccigota analizando la
expresién fenotipica del gen de la HGPRT. Saludd UIS 2000; 32(1): 44-47
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a deficiencia total de la enzima Hipoxantina-Guanina

Fosforribosil Transferasa (HGPRT E.C. 2.4.2.8) esta
<fasociada al Sindrome de Lesch-Nyhan (5.L.N.)'?
mientras que una deficiencia parcial de ésta conduce a un
aumento de la cantidad de fosforribosil pirofosfato intracelular
lo que se traduce enun incremento de la actividad de la enzima
Amido Fosforribosil Transferasa (AMPRT), y posteriormente
a una sintesis acelerada de purinas que trae como
consecuencia final un incremento en la produccion de dcido
urico™®.

Ei Sindrome descrito es de herencia recesiva ligada al
cromosoma X, por lo tanto, el varén hemicigoto afectado
hereda el alelo mutante de la madre que es asintomatica .

Las mujeres portadoras no pueden ser detectadas por la
sola evaluacién clinica sino que se debe recurrir al andlisis
del DNA o en su defecto a métodos que permitan distinguir

dos poblaciones celulares (HGPRT+ y HGPRT-). Varios
estudios, han mostrado que el alelo mutante no esta
presente con la frecuencia esperada en linfocitos o
eritrocitos de las mujeres portadoras, al parecer por una
seleccidn celular en 1a médula ésea que destruye aquellas
que no tengan actividad de la HGPRT, por esta razdn las
células utilizadas para la deteccidn del estado heterocigoto
son los fibroblastos v las células de raiz de cabello *1°,

Se ha demostrado que las raices de cabello tienen
crecimiento clonal y en varios estudios realizados en
foliculos pilosos de mujeres portadoras del S.L.N. se ha
confirmado la presencia de tres tipos de comportamiento
enzimatico: a) raices con actividad normal de la enzima, b)
células que no presentan actividad enzimdtica y ¢) un tercer
tipo de células que presentan actividad intermedia de la
enzima HGPRT, 17

El objetivo del presente estudio es mostrar, mediante la
utilizacién del método radioguimico descrito por Page, T. ¥
cols.(16), y modificado por los autores; los diferentes tipos
de actividad enzimatica de la HGPRT medidos en raices de
cabello provenientes de una mujer asintomatica madre de
los dos primeros casos comprobados del sindrome de Lesch-
Nvhan clsico descritos en Colombia por los autores'.
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ReprorTE DE CASO

Se tomaron como control raices de cabello de personas sanas,
de ambos sexos, y de la portadora del sindrome las cuales
se procesaron individualmente. Estos foliculos se utilizaron
para la determinacién de las actividades de las enzimas
Adenina Fosforribosiltransferasa (APRT) y HGPRT.

Para desarrollar esta investigacién se utilizé el méiodo
radioquimico descrito potr Theodore Page'® modificado, ¢l
cual se basa en las siguientes reacciones:

HGPRT ,
§ 14 C Hipoxantina + PRPP 5 IMP14 C + PPi

APRT
8 14 C Adenina + PRPP 2 AMP14C + FPi

Cada raiz de cabello se colocd en un tubo ai cual se le
adiciond 50 uL del amortiguador Hepes para luego lisarlas
por choque térmico con nitrégeno liquido. Se agregaron
5l de una mezcla de Hipoxantina y Adenina marcadas con
el isétopo carbono 14 (Hipoxantina 14 C 1.09 mM, 38.3 mCi
y Adenina 14 C 0.89 mM, 45mCi), 5ul, de PRPP 10 mM, se
incubd tres horas a 37°C, posteriormente 20 ul. de esta mezcla
se depositaron en una cromatoplaca en capa fina de Celulosa.
Se sembr6 un control positivo y uno negativo para cada
ensayo. Se colocd la cromatoplaca durante doce horas dentro
deuna camara de Cromatografia con una solucién volumen
a volumen de Metanol - agua. La placa se dejd secar a
temperatura ambiente y se procedi a realizar cuatro cormidas
cromatograficas en amortiguador Formato de Sodio asi:
treinta segundos en Buffer S0mM pH 4.5, treinta segundos
enbuffer 0.5 M pH 4.6, dos minutos en buffer 2M pH 4.0y
hasta el final de la placa en buffer 4M pH 4.7. Después la
placa se analizé por autorradiografia. El proceso de
impresién de la pelicula se realizé a -70°C durante cinco dias
al final de los cuales, el control positivo mostré las manchas
correspondientes al TIMP (Rf0.69) y AMP (Rf0.53) que son
los productos de la actividad de las enzimas HGPRT y APRT
respectivamente. Portiltimo, los sitios sobre la cromatoplaca
que coincidan con las manchas en la pelicula de rayos X
fueron cortados e introducidos en el liquido de centelleo
para posteriormente cuantificar la radioactividad en un
contador de centelico Beta. La radiacién emitida por las
muestras se consideré proporcional a la actividad
enzimatica. Se cuantifico la radioactividad de las manchas
correspondientes al AMP y el IMP y los resultados se
expresaron como un cociente AMP/IMP. El coeficiente de
variacidn del método fue de 9.27%.

REsSULTADGS

Se procesaron, utilizando el método descrito, 32 rafces de
cabello correspondientes al control normal femenino en las
cuales se determing la actividad de las enzimas APRT y HGPRT
por medio de 1a cuantificacion de los productos AMP ¢ IMP
(Figura 1) obteniéndose un promedio de 1.27 con una
desviacién estindar de 0.247 para el cociente AMP/IMP.

Figura 1

Autorradiografia de las rafces de cabello de un control normal

femenina procesadas por el método radioquimico. 1-4 y 6-9 muestras
del control. La mancha inferior corresponde al AMP y la mancha

superior al IMP. 5 Control negativo.

Asi mismo se analizaron raices de cabello tomadas de siete
hombres y oche mujeres normales obteniéndose para estos
un promedio de 1.23 y 1.24 respectivamente para el cociente
AMP/IMP. (Figura 2). Al comparar los valores obtenidos
para los cocientes AMP/IMP de los controles normales,
utilizando una prueba t para muestras independientes no s
encontréd una diferencia estadisticamente significativa entre
ios sexos masculino y femenino{ t=0.0497,p=0.961).

v
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Figura 2
Autorradiografia de las raices de cabello de controles normales de

diferente sexo procesados por el método radioquimico.

Se tomaron de la paciente 8 raices de cabelio que fueron
analizadas por el método descrito. Los resultados se pueden
ver en la tabla 3.



46

Determinacion de la actividad engimdtica de la APRT y
HGPRT por el método radioquimico en raices de cabello
de la paciente en estudio.

Actividad de a Cociente AMP/IMP

enzima HGPRY (UIL).

Actividad de la
enzima APRT (UiL).

1.29x 10-2 1.47x 10-2 087
1.82x16-2 1.43x10-2 121
404%x103 1.18x 10-3 342
2.85X10-3 1.26x 10-3 226
1.35x10-3 1.04x10-3 129
1.42x 10-2 1.23x10-2 L15
8.00x 10-3 1.74 % 10-3 4.59
1.35%103 8.75x10-4 1.54

Rango de referencia: 0.66-1.88

El promedio obtenido para el cociente AMP/IMP fue de 2.04
mientras que el promedio de los controles normales fue de 1.27.

Adicionalmente en la comparacion de lz actividad enzimatica
de las muestras de [a paciente vs las raices del control normal,
encontramos que los valores obtenidos para la paciente, en
términos del cociente AMP/EMP, registraron una diferencia
significativa en cuanto los valores de la paciente fueron
mayores (t=3,149, p=0,003). '

En la figura 3 se puede observar la autorradiografia que
muestra las marnchas correspondientes al AMP ¢ IMP de
las raices de cabello de la portadora en la que se puede
observar que algunas no presentan la mancha
correspondiente al IMP que es el producto de 1a actividad
dela enzima HGPRT.

Figura 3

Autorradiografia de las raices de cabello de la paciente procesadas
por el método radioquimice. 1.Control normal: Manchas de
AMP(Inferior) e IMP(Superior} 2. Control negative: Solo presenta
la mancha correspondiente al AMP.3-9. Actividad de las raices
correspondientes a la paciente en estudio. Al comparar los cocientes
AMP/IMP para los grupos control negativo, control positive y la
paciente en estudio, wilizando un andlisis de varignza, se enconiré
que la diferencia entre ellos era significativa, siendo mayor para el
grupo de control negativo (F2,42 = 73,232; p = > 0.00]).

Discusion

Lautilizacion de la técnica radioquimica descrita por Page y
cols.’é, citada anteriormente no pudo ser reproducida en su
totalidad pues se plantea que la autorradiografia debe ser
leida 24 horas después de su montaje. En nuestro trabajo se
encontrd actividad posible de cuantificar a los cinco dias
de realizado el montaje de la prucba, sifuacién que se
convierte en una modificacidn importante a la técnica
original para ser aplicada en nuestro medio. De la
modificacién realizada a la técnica descrita, para lograr
reproducir fos resultados, se puede plantear la posibilidad
de encontrarnos ante una enzima que muestra mas baja
afinidad por su sustrato, lo que se correlaciona con una
actividad catalitica mas lenta en Ia transformacion del mismo;
situacién que nos deja el interrogante de si puede ser una
variante genética, en nuestra poblacién, de la misma enzima
reportada en los estudios originales. Cuando la muestra de
raiz de cabelio es de suficiente tamafio que garantice su
procesamiento el método tiene una buena precision para la
cuantificacién de a actividad de las enzimas APRT y HGPRT
como fue demostrado en el presente trabajo al obtener un
coeficiente de Variacion de 9.27%. Asi mismo, de los
resultados mostrados anteriormente planteamos que la
deficiencia en Ia actividad enzimatica demostrada para la
paciente obedezca a un defecto parcial en el trabajo de la
enzima, consecuencia de una alteracidén en el gen
correspondiente a la HGPRT en algunas de las raices
estudiadas. No obstante, la deteccidon de escasa
radioactividad en la zona correspondiente at IMP, de las
raices deficientes (Figura 3), pudiese ser elresultadodela
conversion espontinea de AMP en IMP", lo que genera
cocientes AMP/IMP con valores cercanos a los observados
para los controles positivos.

En resumen una vez estandarizada la modificacion realizada
a la técnica original se puede concluir que el promedio
obtenido del cociente AMP/IMP para los controles
normales'?’, es semejante al reportado por otros autores %,
lo que nos garantiza la reproducibilidad de la misma, su
sensibilidad asi como la posibilidad de poder aplicarla en
nuestro medio en los estudios de diagndstico ¢
investigacion a nivel bioquimico de este grupo de patologias
asociadas a errores innatos en el metabolismo de los
nucleotidos purinicos. A partir de este método y con los
resultados obtenidos podemios concluir que se trata de una
paciente con una deficiencia parcial en la actividad de la
HGPRT, mostrada a partir de una buena actividad en algunas
raices de cabello y de-una actividad muy baja en otras
(Figura 3), condicién que nos lleva a concluir que estamos
ante un caso de heterocigocidad para la enzima HGPRT.
Este es el primer reporte hecho en Colombia de una
heterocigota para el sindrome de Lesch-Nyhan, lo que nos
plantea la necesidad de identificar la mutacién especifica
sobre el gen que codifica para la enzima en estudio, con el



SinpROME DE LEYSCH-NYHAN

47

establecer medidas de consejeria genética que evite la
presentacion de nuevos casos.

fin de analizar toda la familia de esta paciente, identificando
los posibles portadores del defecto en mencién para

SUMMARY

A radiochemical method for hair root analysis. to detect asymptomatic Lesh-Nyhan syndrome patient was evaluated in one woman, mother
of two children with confirmed diagnostic of this syndrome. This method allows the measurement of the enzymatic reaction producis using
adenine phosphoribosyltransferase (APRT) and hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransierase ( HGPRT) suggesting partial or total activity.
In the patient’s hair roots were found that these enzymes had different leves of activity and a great variability between normal activity and
absolute lack of it. In this work, is presented for first time in Colombia, one asymptomatic patient with a heterocigotic condition for Lesh-
Nyhan syndrome using the phenotipic expression of HGPRT gene. Salod ULS 2000; 32(1): 44-47

KEY WORDS: Lesh-Nyhan syndrome, Heterocigotic condition, HGPRT deficience, Radiochemical method.
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