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INTRODUCCION

La hiperoxaluria primaria (HOP) consiste en la
produccion excesiva de oxalato por el higado de pa-
centes con anomalias genéticas de enzimas del me-
tabolismo del glioxilato (fig. 1) (ver revisiones
recientes 1, 2 y 3). Existe la sospecha de que el diag-
nostico de HOP se demora o no se realiza adecua-
damente en todos los casos, y que esto justifica el
que la enfermedad se considere menos frecuente de
lo que es en realidad?. Estudios epidemioldgicos en
varios paises europeos concluyen incidencias anua-
les de alrededor de uno en cada cien mil nifios*?,
mientras que la cifra sugerida como prevalencia
media de esta enfermedad es uno por millén de ha-
bitantes'. En esta revisién no trataremos las hipero-
xalurias secundarias, que se deben a una absorcién
exagerada de oxalato por el intestino, o, mas rara-
mente, a excesos de oxalato en la dieta. La mayo-
ria de las familias de HOP presentan un claro pa-
tron «horizontal» de herencia autosémica recesiva,
en la que los padres son portadores asintomaticos
de mutaciones en alguno de los genes implicados,
y aquellos hijos que heredan ambos alelos pato-
logicos acaban desarrollando hiperoxaluria, usual-
mente en edades tempranas. El tipo mas frecuente
de HOP, tipo I, se debe a mutaciones en el gen
AGXT (de alanina-glioxilato aminotransferasa, loca-
lizado en el extremo del brazo largo del cromoso-
ma 2 - 2q37-). Menos frecuente es la HOP tipo II,
debida a mutaciones en el gen GRHPR (de glioxila-
to reductasa — hidroxipiruvato reductasa, localizado
en el cromosoma 9). También se han descrito algu-
nas familias con superproduccién endégena de oxa-
lato, de aparente patréon hereditario, pero que no
presentan mutaciones en ninguno de estos dos
genes, y parecen constituir un tercer tipo.
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Fig. 1.—Esquema simplificado del metabolismo del glioxilato en
el hepatocito humano. Abreviaturas: AGXT: alanina: glioxilato
aminotransferasa; DAO: D-aminodcido oxidasa; GDH: glicolato
deshidrogenasa; GGT: glutamato: glioxilato aminotransferasa;
GO: glicolato oxidasa; LDH: lactato deshidrogenasa.

Con diferencia, AGXT (también conocido como
AGT) es el enzima mas importante de la detoxifica-
cion del glioxalato desde el punto de vista de pato-
logia humana (para una revision extensa ver 1 y
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM). El déficit de
AGXT provoca un acimulo de glioxilato que se con-
vierte en oxalato, compuesto téxico sin relevancia
biolégica en mamiferos y que s6lo puede ser elimi-
nado por los rifiones. Los efectos lesivos del oxala-
to en el tubulo renal, y la formacién de cristales
de oxalato célcico monohidrato (COM) y dihidrato
(COD) tanto en el parenquima renal (nefrocalcino-
sis) como en el sistema pielocalicial (urolitiasis) dan
lugar a la pérdida progresiva de funcion renal. Cuan-
do el rifidn es insuficiente para aclarar oxalato, este
se acumula en el organismo (oxalosis), y los dep6-
sitos de oxalato calcico en muiltiples tejidos, inclu-
yendo huesos, vasos, corazon, retina, nervios... tie-
nen repercusiones graves. Aunque biolégicamente se
trata de un defecto hereditario del hepatocito, la cé-
lula fundamental en la detoxificacién de glioxilato,
y por tanto la principal productora de oxalato, las
primeras manifestaciones de la enfermedad son ne-
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frolégicas. La HOP es una enfermedad mortal si no
se instauran tratamientos agresivos. La mayoria de
los pacientes necesitan hemodialisis antes de llegar
a los 30 afos, y una vez en insuficiencia renal cr6-
nica, las alternativas terapéuticas actuales son palia-
tivas (trasplante renal, que soluciona el problema
temporalmente porque pronto se pierde la funcién
del injerto también por acimulo de oxalato) o cu-
rativas pero con alta morbi-mortalidad (trasplante
combinado hepético-renal, y, mas controvertido, el
trasplante hepético temprano, con funcién renal nor-
mal). Aunque la HOP es una enfermedad poco
comin hemos encontrado un ndmero relativamente
alto de casos en las Islas Canarias (es Ilamativo que
muchos de nuestros pacientes proceden de La Go-
mera, una isla con unos 17.000 habitantes).

GENETICA MOLECULAR DE LA HOP TIPO |

El ¢cDNA de AGXT fue clonado independiente-
mente por dos grupos®’, a partir de mRNA de higa-
do, usando sondas del gen homélogo en rata®. El gen
consta de 11 exones, salteados a lo largo de unos 10
Kb de DNA de la porcién méas distal del brazo largo
del cromosoma 2°. Durante esta década en que se
ha conocido la estructura y secuencia del gen, se han
ido identificando las mutaciones responsables de la
enfermedad en distintos grupos de poblacién. En
total, se han caracterizado unas treinta mutaciones
diferentes en el gen AGXT en pacientes con HOP
(http://www.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/hgmdO0.thml  la
tabla | incluye las principales), distribuidos a lo largo
de la region codificante. Al no existir un modelo ani-
mal de la enfermedad, y tratarse de un gen que se
expresa solo en el higado, poco accesible al esta-
blecimiento de lineas celulares para estudios in vitro,
gran parte del conocimiento sobre la biologia de la
proteina AGXT se ha derivado de estudios de corre-
lacién genotipo-fenotipo de pacientes. Otra fuente
importante de conocimiento sobre esta proteina ha
sido la biologia comparada, ya que se trata de un
enzima presente en el higado de todos los mamife-
ros estudiados, y con propiedades estructurales y fun-
cionales bastante conservadas a lo largo de la
evolucién de las especies. AGXT es una proteina ho-
modimérica, en que cada monémero tiene unos 43
Kda'®. La proteina es sintetizada principalmente en
poliribosomas libres en el citoplasma, y se localiza
definitivamente en los peroxisomas, en las mitocon-
drias o en ambos, dependiendo de las especies. Esta
variabilidad en la localizacién subcelular de AGXT
en diferentes mamiferos es uno de los aspectos mas
investigados de la biologia de esta proteina, en gran
parte motivado por el hecho que la mutacion mas

Tabla I. Mutaciones en el gen AGXT

1a. Distribuciéon de mutaciones:
e Sustituciéon nucleétido 25
¢ Deleciones pequefias 2
* Inserciones pequenas 3
* Insercion/delecion 1

1b. Mutaciones de sustitucion de nucleétido mas representativas:

Tipo mutacién Codon Aminoacido
Sentido erréneo 244 lle-Thr
Sentido erréneo 170 Gly-Arg
Sentido err6neo 41 Gly-Arg
Sentido erréneo 187 Ser-Phe
Sin sentido 44 GIn-STOP
Sin sentido 66 Tyr-STOP
Sin sentido 246 Trp-STOP
Sin sentido 333 Arg-STOP

En negrita las mutaciones mas frecuentes: Gly170Arg: 33%; 11e244Thr: 9%.

frecuente en humanos afecta precisamente esta pro-
piedad. En felinos y otros carnivoros estudiados,
AGXT se localiza exclusivamente en las mitocon-
drias; en ratones y otros roedores AGXT esta presente
tanto en mitocondria como en peroxisomas, mientras
que en humanos y en conejos AGXT sélo se en-
cuentra en peroxisoma''. No existe una correlacion
perfecta entre tipo de dieta y localizacion subcelu-
lar, pero si que hay un patrén predominante que se
corresponde aproximadamente con dos posibles «su-
bespecializaciones» de AGXT: —como proteina mi-
tocondrial implicada en neoglucogénesis—, como
proteina peroxisomica responsable de la detoxifica-
cion de glioxilato. Esta especificidad de localizacion
de AGXT segln especie es estricta, y se conocen bas-
tantes aspectos determinantes de la misma. El
extremo amino-terminal de la variante mitocondrial
(AGXTm) tiene una secuencia de aminoécidos que
favorece la estructura secundaria de a-helice anfifili-
ca, en la que los residuos hidrofébicos e hidrolilicos
se agrupan en cada una de las dos mitades del ci-
lindro formado por la hélice (fig. 2). Las sefales de
localizacién peroxisémica mejor conocidas se loca-
lizan en el extremo carboxilico, donde la cola for-
mada por los aminoacidos SKL o similar son impor-
tantes para la interaccién entre AGXT y los receptores
de la membrana del peroxisoma, que es precisa para
que AGXT entre en esta organela. El ratén, que pre-
senta ambas formas de la proteina, es un buen mo-
delo para investigar los determinantes de esta loca-
lizacion subcelular. En este caso, hemos podido
demostrar'? que el aspecto determinante de la va-
riante producida es donde se inicie la transcripcion
del gen. La forma mitocondrial es codificada por
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Fig. 2.—Representacion esquematica de la estructura a-hélice
anfifilica. Los aminodcidos hidrofébicos (A: alanina; L: leucina;
W: triptofano; V: valina; F: fenilalanina) se agrupan en una de
las mitades del cilindro y los hidrofilicos (R: arginina; K: lisina)
en la otra.

transcritos largos, en los que el inicio de transcrip-
cién ocurre unos pocos nucleétidos por debajo de la
secuencia AATAAA (TATA-box, de anclaje de la RNA-
polimerasa), y permite que la traduccién proteica em-
piece en el primer codén ATG en contexto com-
patible con inicio de traduccién (gaaATGTTC). El re-
sultado es una proteina cuyos 22 aminoécidos pri-
meros forman una a-hélice anfifilica que favorece la
migracion a través de la membrana mitocondrial in-
cluso sin necesidad de que la proteina este comple-
tamente plegada. Por el contrario, cuando la trans-
cripcion  comienza unos 50 nucledtidos mas
distalmente, la variante de mRNA producida presen-
ta accATGGGC como primer sitio de comienzo de
traduccion proteica, resultando en una proteina sin
a-hélice anfifilica en el extremo aminoterminal, que
se pliega y dimeriza antes de ser importada al pero-
xisoma merced a la interaccion entre el extremo car-
boxilico (NKL) y receptores de membrana peroxi-
somica (Pex5p). Es interesante que la proporcion re-
lativa de estos dos transcritos del gen Agxt murino
estan regulados hormonalmente, y la administracién
de glucagén induce un predominio de la variante mi-
tocondrial, mientras que en la situacion basal la va-
riante peroxisomica es mayoritaria. Estos resultados
son congruentes con el papel eminentemente neo-
glucogénico desempefiado por la forma mitoncon-
drial.

La relevancia de estos estudios sobre la localiza-
cion subcelular deriva del hecho que un tercio de

92

los pacientes con HOP presentan la mutacién
G170R (Gly170Arg, producto de un cambio G > A
en el exén 4), responsable de una localizacién pre-
dominante de la AGXT en mitocondria en vez del
peroxisoma's. En el hepatocito humano AGXT no
cumple funciones significativas en la mitocondria,
mientras que el glioxilato se acumula en el peroxi-
soma, donde es sintetizado a partir de glicina y gli-
colato. Este fenébmeno representa una diana tera-
péutica de primer orden: un mejor entendimiento de
las claves que determinan la localizacién subcelular
de la proteina podria conducir a un tratamiento far-
macolégico Gtil en un tercio de los pacientes de
HOP tipo I. Los conocimientos actuales sobre la es-
tructura tridimensional de la proteina son muy limi-
tados'4, pero permiten hipotetizar que el cambio de
Gly (amino acido pequefio, sin grupo lateral) por Arg
(més voluminoso, cargado positivamente) en posi-
cién 170 trastorna la formacion de homodimeros, y
dificulta la incorporacién en el peroxisoma, permi-
tiendo que el extremo aminoterminal sea interpreta-
do como senal de localizacién mitocondrial. Cu-
riosamente, este extremo aminoterminal ha de pre-
sentar el polimorfismo frecuente P11L (Prol11Leu)
para que el cambio G170R tenga la repercusion pa-
toloégica observada's. Esta evidencia subraya la im-
portancia del plegamiento proteico adecuado en la
localizacion subcelular de AGXT. Nosotros estamos
muy interesados en la manipulacién del contexto ce-
lular que favorezca plegamientos compatibles con la
localizacion fisiolégica en humano, y tenemos evi-
dencia preliminar sugestiva de que esta aproxima-
cion puede llegar a ser una nueva herramienta te-
rapeutica.

La segunda mutacién mas frecuente descrita,
1244T (lle244Thr, producto de un cambio T > C en
el ex6n 7), se ha detectado en un 9% de los alelos
patologicos estudiados en el mundo, casi siempre en
heterocigosis compuesta con otra mutacion (con fre-
cuencia G170R). En nuestros pacientes de las Islas
Canarias, mas del 90% de los alelos patolégicos pre-
sentan esta mutacion, probablemente como conse-
cuencia de un efecto fundador ya que los haploti-
pos de las familias estudiadas comparten alelos de
otros marcadores intragénicos (Prol1Leu, duplica-
cion de 74 bp en intrén 1, C386T sin6nimo,
lle340Met) y regionales (D25125 y D2S140). Esta
mutacién parece tener un origen bastante antiguo,
en el norte de Africa, ya que también se han des-
crito casos de homozigéticos en pacientes de
Tanez' vy los habitantes originales de Canarias pro-
cedian del noroeste africano'®. Debido a su impor-
tancia relativa en nuestro colectivo de pacientes,
hemos investigado las consecuencias celulares y mo-
leculares de 1244T en gran detalle'”. Mediante mu-
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Tabla Il. Actividad enzimatica de AGXT en células

COS-7
Actividad
(pmol Pir/h/mg proteina total)

COS- ND
AGXT 262 + 34
AGXT*L 187 = 22%
AGXT* 225 £ 102
AGXT*M 496 = 105*
AGXT*LT ND*
AGXT*LTM 22 £ 7*

COS-: células sin transfectar control; AHXT: AGXT wild type; AGXT*L:
AGXT con cambio P11L; AGXT*l: AGXT con cambio 1244; AGXT*M: AGXT
con cambio 1340 M; AGXT*LT; AGXT con cambio P11L + 1244T;
AGXT*LTM: AGXT con cambio P11L + 1244T + 1340M; pmol: micromol;
Pir: piruvato; h: hora; ND: no detectable; *: p < 0,05 vs A.

tagénesis dirigida, hemos recreado los distintos cam-
bios de aminoacidos (P11L, 1244T, 1340M) en pro-
teinas expresadas en células de mamifero (COS7),
insecto (Sf9) y bacteria (E. coli). El primer dato lla-
mativo de estos estudios ha sido que el cambio
[244T per se no tiene repercusiones importantes
sobre la actividad enzimatica del producto génico
(tabla II). Células COS7 transfectadas con cDNA de
AGXT con diferentes cambios y combinaciones de
los mismos muestran actividad enzimatica AGXT si-
milar a la obtenida con la secuencia normal, a
menos que P11L e 1244T estén ambos presentes en
el mismo cDNA. En otras palabras, el cambio 1244T
solo se puede considerar una mutacién patolégica
cuando se observe en el mismo haplotipo que P11L.
Esto es lo que se observa normalmente, ya que esta
mutacion se ha descrito siempre en el alelo minor
del gen AGXT, definido por los cambios Prol11Leu,
ins/del intron 1, C234T y lle340Met. No obstante,
la prediccion légica seria que existan individuos
sanos en la poblacién con 1244T y sin P11L. Pero a
una distancia genémica entre estos dos puntos de
alrededor de 8 kb, las probabilidades de recombi-
nacién son de alrededor de una de cada 12.500
meiosis, lo que hace muy dificil demostrar esta pre-
dicciéon en humanos. Por otro lado, este hecho tam-
bién resta importancia al riesgo de error diagnosti-
co asociado a asignar el cambio 1244T como
patolégico incluso sin haber tipado P11L en el
mismo cromosoma. No obstante, dado que el ori-
gen de [1244T es bastante antiguo y no conocemos
como de frecuentes son las recombinaciones en esta
region distal del cromosoma 2, es recomendable
tipar no solo 1244T sino también P11L antes de asig-
nar valor patolégico a esta mutacion.

A diferencia de G170R, que también se presenta
en el alelo minor, 1244T no resulta en un error de

Fig. 3.—Localizacién subcelular de la proteina AGXT. La in-
munofluorescencia indirecta muestra la localizacion peroxiso-
mica normal tanto de la variante salvaje (AGXT wt) como de la
mutada (1244T).

localizacion subcelular de la proteina, sino que se
localiza en el peroxisoma, igual que la variante nor-
mal (fig. 3). El dato experimental clave de la muta-
cion 1244T (junto con P11L, en el alelo minor, abre-
viado AGXT*LTM ) es que el producto génico no es
soluble en los extractos celulares utilizados para de-
terminar actividad enzimatica, a pesar de estar pre-
sente en los peroxisomas célulares, de donde se
puede extraer utilizando soluciones desnaturalizan-
tes (fig. 4). Otro dato importante es que P11L e 1244T
afectan la conformacion proteica sinergisticamente,
como se puede demostrar con estudios de tripsi-
nizacion limitante, y resultan en una proteina
AGXT*LTM que interacciona establemente con cha-
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COS- AGXT wt AGXT*LTM
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Fig. 4.—Western Blot mostrando la extraccién diferencial de
AGXT y AGXT*LTM en diversos detergentes. Se muestran las
bandas correspondientes a la hibridacién con el anticuerpo an-
tiAGXT (inferior) y al anticuerpo antiKu70 como control de carga
(superior). Abreviaturas: SDS: dodecilsulfato sédico 1%; T: tri-
ton X-100 0,05%, Urea: urea 6M+ SDS 0,5%.

perones moleculares como Hsc70 y Hsp90'7. Hemos
encontrado que esta proteina mal plegada no es de-
gradada rapidamente en la célula sino que forma
agregados proteicos progresivos. Las familias de
HORP tipo | estudiadas en Canarias sufren pues una
«enfermedad conformacional» que podria benefi-
ciarse de nuevas alternativas terapéuticas. Como es
caracteristico de muchos problemas conformaciona-
les proteicos, AGXT*LTM sufre menos agregacion,
permitiendo la recuperacion de actividad enzimati-
ca en extractos solubles, si las células transfectadas
se incuban a temperaturas bajas (30° C en células
de mamifero y 27° C en células de insecto). Es mas,
el tratamiento de estas células con varios compues-
tos de la familia conocida como «chaperones far-
macolégicos» (betaina, TMAO, glicerol) tiene un
efecto beneficioso notable sobre la solubilidad y ac-
tividad enzimatica de AGXT*LTM.

Hace décadas que se propuso por primera vez la
administracion de dosis farmacolégicas de piridoxi-
na a pacientes de HOP tipo 1'%, basandose en que
el enzima AGXT utiliza piridoxal fosfato como co-
factor. El efecto beneficioso de la administracion pro-
longada de piridoxina, como parte de un tratamien-
to no quirGrgico de la enfermedad, esta bien
documentado', pero se muestra eficaz en aproxi-
madamente un tercio de los pacientes tratados, y se
desconoce el mecanismo de accién. Es muy rele-
vante la ausencia de estudios que evaluen el efecto
de este tratamiento en funcién del genotipo de los
pacientes, lo que hace ain mas dificil especular
sobre posibles mecanismos de accién vy, especial-
mente, complica mucho la implantacion de este tra-
tamiento ya que la piridoxina a dosis elevadas es
iatrogénica. Un objetivo importante en nuestras in-
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vestigaciones es elucidar los mecanismos molecula-
res de accion de este tratamiento empirico. Recien-
temente hemos podido demostrar que concentracio-
nes en torno a 80 pM de piridoxal fosfato en el
medio de cultivo inducen una mejorfa notable en la
fraccion de la proteina AGXT*LTM que es recupe-
rable en extractos solubles, asi como en la actividad
enzimatica de estos extractos de células COS7 trans-
fectadas (fig. 5). Esta concentracién, que es del
mismo orden de magnitud que la utilizada en el tra-
tamiento de pacientes de HOP tipo I, nos hace pen-
sar que el mecanismo de accion de la piridoxina
esta relacionado con favorecer el plegamiento co-
rrecto de algunas formas mutadas de AGXT, tales
como AGXT*LTM. Investigaciones de la estructura
proteica son necesarias para determinar la validez
de esta hipotesis.

DIAGNOSTICO DE LA HOP TIPO |

Niveles elevados de oxalato en orina en pacientes
con urolitiasis recurrente y/o nefrocalcinosis son la
base del diagnéstico clinico. La hiperoxaluria es muy
variable, pero usualmente por encima de 2 mmol/24
h; 1,73 m?2, para valores normales de referencia por
debajo de 0,5%. Es importante recordar que la reco-
leccion de orina de 24 h para medicién de oxalato
ha de realizarse en recipientes con CIH, para man-
tener el pH por debajo de 2 y evitar asi la conver-
sion de ascérbico a oxalico y la precipitacion de oxa-
lato calcico. Otra fuente de error es la propia
insuficiencia renal secundaria a la nefrocalcinosis,
que limita la excrecién renal de oxalato y hace ne-
cesaria la medicion de oxalato en plasma. La oxale-
mia aumenta progresivamente con la pérdida de fun-
cion renal hasta valores préoximos a 0,1 mM. Los
niveles de glicolato estan elevados (frecuentemente
por encima de 2 mmol/24h; 1,73 m? también) en

COS - AGXT AGXT*LTM

Pyr — — — +

-

Fig. 5.—Western Blot mostrando la recuperacién de fraccién so-
luble de AGXT*LTM. Células transfectadas con el gen
AGXT*LTM son expuestas a vitamina B6 a concentracion de 80
UM. Abreviaturas: Pyr: piridoxal-6-fosfato.



PATOLOGIA MOLECULAR DE LA HIPEROXALURIA PRIMARIA

orina de dos tercios de los pacientes?®, en cuyo caso
sirven para distinguir la HOP tipo | de la tipo II, en
la que suele haber una elevacion de acido glicérico
en orina. La composicion de los célculos eliminados
por los pacientes de HOP tipo | es predominante-
mente COM, y el estudio microscopico de los cris-
tales es muy caracteristico (whewelita tipo 1c -21-).

En familias de tamafio suficiente, en las que se
pueda obtener sangre de ambos padres y de al
menos un hijo con la enfermedad (mejor dos her-
manos afectos) y otros dos hijos adultos sanos, se
puede realizar el diagnéstico genético indirecto, me-
diante analisis de ligamiento. Para ello se utilizan
marcadores intragenicos (los mismos descritos pre-
viamente para caracterizar el alelo minor son (tiles)
y regionales, como D25140 y D2S125. Sin embar-
go, es infrecuente que las familias sean adecuadas
para establecer claramente el ligamiento de la en-
fermedad al gen AGXT, en la porciéon distal de 2q.

El gen AGXT se expresa solo en el higado, por lo
que el analisis de mRNA o proteina, se ve limitada
por la necesidad de realizar biopsias hepaticas, algo
que no siempre es factible o aceptado por los pa-
cientes (con frecuencia el consentimiento informado
ha de proceder de los padres de un menor). No ha
habido estudios que evalten la posibilidad de am-
plificar mRNA obtenido de sangre periférica, en el
caso que exista algo de transcripcion «ilegitima» de
AGXT en leucocitos. La biopsia hepética proporcio-
na una abundancia de informacién, que posibilita el
diagnéstico correcto de la enfermedad en la practi-
ca totalidad de los casos. Un aspecto importante es
el aprovechamiento maximo del material obtenido.
Aunque se considera que al menos 2 mg de tejido
son necesarios para el diagnéstico de actividad en-
zimatica e inmunorreactividad', cuando la biopsia
es procesada en una laboratorio especializado, in-
cluso las biopsias pediatricas mas limitadas pueden
proporcionar informaciéon no solo sobre los niveles
de actividad enzimatica sino también sobre la exis-
tencia de proteina immunorreactiva (western blot),
localizacion subcelular (inmunofluorescencia) e in-
cluso mutaciones presentes (analizadas a partir del
mRNA, por RT-PCR vy secuenciacion). El gran pro-
blema logistico deriva de la propia rareza de la
enfermedad. Existen muy pocos laboratorios sufi-
cientemente motivados para el estudio de la HOP vy,
como en el caso de muchas otras «enfermedades
huérfanas», los recursos dedicados al estudio deta-
[lado de unos pocos pacientes no son rentables con
criterios de coste-eficacia convencionales. Conse-
cuentemente, si la biopsia ha de ser remitida a un
centro alejado, con frecuencia hay que limitar la em-
bergadura del estudio, dejando fuera el analisis de
localizacion subcelular y el de mRNA.

En las series de pacientes publicadas (revisado en
1), en alrededor de la mitad de los casos no se puede
detectar actividad enzimatica, pero en la otra mitad,
que incluye los pacientes con la mutaciéon mas fre-
cuente (G170R), la actividad residual detectada es
muy variable (2-48%).

La mayorfa de las mutaciones descritas en pa-
cientes de HOP tipo | se han estudiado en DNA de
sangre periférica. Para ello, se amplifican los 11 exo-
nes del gen, usando primeros especificos para los
extremos de los intrones flanqueantes, siguiendo pro-
tocolos parecidos a los descritos previamente??. A
continuacion se suele buscar patrones de migracion
anormal entre las bandas de DNA amplificadas de
cada exon, mediante la técnica conocida como
SSCP, para priorizar la secuenciacion de aquellos
exones sospechosos (fig. 6). Con suficiente expe-
riencia, la técnica de SSCP es muy eficaz para de-
tectar variantes en la secuencia de los exones. Una
alternativa recientemente propuesta es el analisis de
temperaturas de fusiéon de los productos amplifica-
dos mediante aparatos de PCR acoplados a detec-
tores cuantitativos de fluorescencia?®. En la medida
que la secuenciaciéon directa de productos de PCR
se hace mas robusta y asequible, muchos laborato-
rios pasan directamente a secuenciar todos los exo-
nes del gen, sin rastreo previo por SSCP.

Existen limitaciones al diagnéstico basado solo en
la secuenciacion de los exones del gen AGXT. Un
ntmero considerable de los alelos patoldgicos no se
han podido detectar por este método en los casos
publicados, debido probablemente a mutaciones en
zonas no codificantes, como el promotor del gen.

PATRONES SSCP

Normales Aberrante

e Gl —— et et e Ml

Fig. 6.—Perfil de SSCP en el rastreo de posibles mutaciones en
el exon 4 del gen AGXT. Se indica con una flecha patron elec-
troforético aberrante sugiriendo la presencia de una posible mu-
tacion.
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Fig. 7.—Prueba de PCR-RFLP que permite el diagnéstico de la
mutacion 1244T. Se muestran los tres posibles genotipos: Il (ho-
mocigoto normal); IT (heterocigoto para la mutacién); TT (ho-
mocigoto para la mutacion).

Cuando no existen otras pruebas diagnoésticas (acti-
vidad enzimatica o inmunorreactividad AGXT), la
ausencia de mutaciones en AGXT es dificil de in-
terpretar, lo que resta valor al diagnoéstico molecu-
lar de la HOP tipo I. Una vez identificadas las mu-
taciones presentes en una familia de HOP, con
frecuencia se pueden disefiar pruebas de PCR-RFLP
para diagnosticar la presencia de las mismas en muil-
tiples muestras de DNA de una manera robusta y
eficaz (fig. 7).

CORRE}LACION GENOTIPO-FENOTIPO.
PRONOSTICO DE LA HOP TIPO |

La presentacion clinica de la HOP se ha descrito
en un rango muy amplio de edades, desde 1 mes
hasta pasados los 60 afos*°>. La severidad de la en-
fermedad también es muy variable, con una varian-
te maligna (infantil) en la que la progresiéon a insufi-
ciencia renal ocurre en un periodo de meses después
del nacimiento?*, mientras que también se han des-
crito casos de familiares asintomaticos a pesar de po-
seer las mismas mutaciones que los pacientes en es-
tudio®?°. La gran variabilidad clinica de la HOP, no
se correlaciona bien con las mutaciones del gen
AGXT o con el grado de actividad enzimatica resi-
dual?>26. Entre los pacientes homozigéticos para
lle144Thr estudiados por nosotros también hemos po-
dido constatar una gran variabilidad en la presenta-
cion clinica, con casos de insuficiencia renal en eda-
des tempranas y otros que mantienen la funcién renal
en edades adultas, a pesar de los episodios recu-
rrentes de urolitiasis. Esta falta de correlacién geno-
tipo-fenotipo probablemente es indicativa del efecto
de genes modificadores y/o factores ambientales en
el desarrollo de la enfermedad. Es obvio que las con-
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secuencias patoldgicas del déficit de AGXT depen-
den en gran medida de factores promotores e inhi-
bidores de la cristalizacion de oxalato célcico y la
respuesta lesiva de la nefrona a niveles altos de oxa-
lato. Hasta que no conozcamos en detalle la identi-
dad y relevancia de estos factores adicionales, no es
realista intentar basar una prediccién prondstica
en el analisis molecular de las mutaciones del gen
AGXT. Debido a lo infrecuente de la enfermedad, el
estudio de genes modificadores y factores ambienta-
les concretos es dificil de realizar en humanos, y se
hace necesario trabajar con sistemas modelo. Hemos
conseguido desarrollar un ratén KO para Agxt, que
presenta hiperoxaluria, y serd una herramienta clave
en este tipo de investigacion.

HOP TIPO 11

Esta variante de HOP es muy infrecuente, aunque
también se sospecha que puede haber pasado desa-
percibida en muchos casos?. Se han descrito unas
pocas decenas de casos en la literatura, y en general
se trata de una enfermedad menos grave, de presen-
tacion mas tardia (rara en edad pediatrica) en la que
es infrecuente encontrar nefrocalcinosis y no suele
acabar en oxalosis generalizada?28. El diagnostico
clinico se apoya en la existencia de niveles altos de
oxalato y acido glicérico en orina, aunque ocasio-
nalmente este Gltimo metabolito puede ser normal.

La HOP tipo Il es una enfermedad autosomica re-
cesiva debida a mutaciones en el gen GRHPR, lo-
calizado cerca del centrémero del cromosoma 92% 29,
Este gen contiene 9 exones, distribuidos a lo largo
de unos 9 kb de DNA, en los que se han descrito
una variedad de mutaciones3® 3!, que supuestamen-
te conducen a la pérdida de funcion de este enzi-
ma citosélico, aunque las consecuencias molecula-
res de estas mutaciones no ha sido investigada en
profundidad.

La expresion del gen GRHPR no esta limitada al
hepatocito, sino que también se expresa a niveles mas
bajos en células renales, linfocitos y fibroblastos32.
Existe un ensayo de actividad enzimatica aplicable a
biopsias hepéticas??, que ha sido importante en la
confirmacion bioquimica del diagnéstico de HOP tipo
ll. La presencia de mRNA de GRHPR en células fa-
cilmente accesibles como son los linfocitos hace po-
sible el diagnéstico molecular basado en la amplifi-
cacion y secuenciacion del cDNA, que contiene una
region codificante de menos de 1 kb. No obstante,
aun en publicaciones recientes®' no se llega a detec-
tar la mutacion responsable en mas de la mitad de
las familias analizadas, lo que resta utilidad practica
al diagnostico molecular actual de esta enfermedad.
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