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ABSTRACT
Corticoresistant Nephrotic Syndrome secondary to genetic mutation, 2 Case-report

Background: Around 10-30% patients with Corticoresistant Nephrotic Syndrome (CRNS) have hereditary
glomerulopathy. Objective: Describe 2 children with CRNS on chronic peritoneal dyalisis (CPD), with
positive Podocin mutation genetic study. Case-report 1: A 4 years-old male with CRNS and diagnosis of
focal segmental glomerulosclerosis (FSGS) at renal biopsy, with positive R 229Q and A 284V Podocin
mutation genetic study. The treatment included Enalapril, steroids and Cyclophosphamide without remission,
requiring CPD at 12 years-old. Case-report 2: A 6 years-old female with CRNS and diagnosis of focal
segmental glomerulosclerosis (FSGS) at renal biopsy, with positive R 229Q and A 284V Podocin mutation
genetic study. The treatment included Enalapril, steroids and Cyclophosphamide without remission,
requiring CPD at 7 years-old. Conclusion: The genetic mutation study should be included in all CRNS
cases, in order to guide the therapy and prognosis of the disease.
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RESUMEN

En pacientes portadores de Sindrome Nefrotico Cortico Resistente (SNCR) se ha demostrado que entre el
10 y 30% presentan glomerulopatias hereditarias. Objetivo: Describir dos nifios portadores de SNCR en
dialisis peritoneal cronica (DPC), cuyo estudio genético para mutacion de podocina fue positivo. Caso 1:
Paciente de sexo masculino, debuta a los 4 afios con un SNCR, biopsia renal informa una Glomerulo
Esclerosis Focal Segmentaria (GEFS), se maneja con enalapril, esteroides y ciclofosfamida, sin lograr
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remision. A los 12 afios ingresa a DPC, estudio genético resulta positivo para mutacion del gen de la
podocina en los alelos R 229Q y A 284V. Caso 2: Paciente de sexo femenino, a los 6 afios de edad debuta
con un SNCR, biopsia renal informa GEFS, recibe tratamiento clasico sin respuesta, a los 7 afios micia DPC.
Su estudio reporta mutacion de podocina alelos R229Q y A284V. Conclusion: El estudio genético deberia
ser incorporado en el estudio etiopatogénico de todo SNCR para orientar el tratamiento y prondstico de la

enfermedad.

(Palabras clave: Sindrome Nefrotico, Cortico resistente, nefrina, podocina, o-actinina 4, mutacion A284V,

mutacion R229Q).
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Introduccion

El sindrome nefrotico (SN) es una de las
patologias nefrologicas mas frecuentes en pe-
diatria, y se caracteriza por edema generaliza-
do, oliguria, proteinuria masiva, hipoalbuminemia
¢ hipercolesterolemia'?. La incidencia comuni-
cada en poblacion anglosajona es de 1-7 casos
por 100 mil habitantes menores de 16 afios,
siendo mayor en poblaciones asiaticas y afro-
americanas’® y en paises latinoamericanos
como Colombia se ha comunicado una cifra de
2-7 casos por 100 mil menores de 18 afos®.

Este sindrome puede ser primario o idiopatico,
o secundario a un amplio espectro de enferme-
dades que van desde la nefrosis congénita en el
RN, hasta las glomerulopatias propias del adul-
to. Puede igualmente ser secundario a enfer-
medades sistémicas como el lupus o una vascu-
litis, a un trastorno metabolico, o medicamen-
tos>®.

La forma mas frecuente de SN en pediatria
es la Enfermedad por Cambios Minimos (ECM)
o Nefrosis Lipoidea, con un patron histologico
de fusion pedicelar sin otras alteraciones glome-
rulares, y en segundo lugar, la Glomeruloescle-
rosis Focal y Segmentaria (GEFS), sin embar-
g0, existen comunicaciones que sugieren que la
GEFS ha ido en creciente aumento en los ulti-
mos afos en poblacion pediatrica’. En el debut
del SN no es posible distinguir entre ambas
entidades, sin embargo, la respuesta al trata-
miento con esteroides es distinta, con un 95%
de los nifios con ECM obteniendo remision
completa con prednisona, versus solo el 30-
40% de los pacientes con GEFS, porcentaje
que en el tiempo va disminuyendo en relacion al
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numero de recaidas'®!!. El esquema de trata-
miento ha sido publicado previamente por la
Rama de Nefrologia de la Sociedad Chilena de
Pediatria'?.

Con los avances en el estudio genético, hoy
se sabe que entre el 10 y el 30% de los pacien-
tes con SN corticoresistente presentan glomeru-
lopatias hereditarias, como ¢l sindrome congg-
nito fines, la esclerosis mesangial difusa, GEFS
familiar, sindrome de Denys Drash, etc. En la
actualidad, en el enfoque inicial del estudio de
todo paciente portador de un SNCR, debe plan-
tearse el estudio genético, ya que en los casos
en que se identifica una mutacion positiva para
un gen, debe evaluarse la real utilidad del trata-
miento esteroidal y drogas inmunosupresoras
como la ciclosporina o tacrolimus, con poten-
ciales efectos iatrogénicos'>!4.

Existen actualmente descritas varias muta-
ciones que se relacionan a SNCR afectando la
expresion de proteinas de la barrera glomerular,
como son la nefrina para el gen NPHSI, la
podocina para el gen NPHS2, o-actinina 4 para
el gen ACTN4, entre otras'®. En nuestro pais
no se han comunicado hasta el momento casos
de SNCR de origen genético.

Objetivo

Descripcion de dos pacientes pediatricos
con sindrome nefrético cortico resistente en los
cuales se confirmo un origen genético secunda-
rio a una mutacion para podocina.

Caso clinico 1

Escolar de sexo masculino, de 13 afios de
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edad, sin antecedentes morbidos durante el pe-
riodo de recién nacido ni primera infancia, cuya
hermana mayor fue sometida a trasplante renal
por insuficiencia renal cronica (IRC) secunda-
ria a un SN de etiologia no precisada.

Consulta por primera vez a los 3 afios 11
meses por presentar disuria. En el servicio de
urgencia se constatd hematuria microscopica,
creatinina plasmatica de 0,33 mg/dl y ecografia
renal que fue informada normal. Continua en
seguimiento, evoluciona posteriormente con per-
sistencia de la hematuria y aparicion de protei-
nuria y compromiso de la funcion renal en
forma progresiva. A los 4 afios se realizo eco-
grafia renal que reporta nefromegalia bilateral.

A los 5 afios de edad se efectud biopsia
renal, cuyo informe histologico fue compatible
con cambios glomerulares minimos, con leve
ensanchamiento mesangial. La inmunofluo-
rescencia resulto negativa y la microscopia elec-
tronica confirmé una glomeruloesclerosis focal
segmentaria.

Se realiz6 tratamiento con enalapril, esteroi-
des y un ciclo de ciclosfosfamida, sin remision
de la enfermedad la cual progreso con compro-
miso de la funcion renal. A los 12 afios la
creatinina plasmatica era de 4.5 mg/dl con una
depuracion de creatinina de 16 ml/min, por lo
cual ingreso al programa de dialisis peritoneal
cronica. Se realizo estudio genético en busca
de mutaciones en el gen de la podocina, cuyo
analisis se efectud en el Laboratorio de Biolo-
gia Molecular del Hospital Clinico de la Univer-
sidad Catolica de Chile, a partir de una muestra
de sangre total fijada con EDTA.

Tras la centrifugacion de la muestra, se
procede a la extraccion del DNA mediante kits
comerciales o en forma manual, consiguiendo
concentraciones de 40 pg/upl, para luego ampli-
ficar el DNA por medio de reaccion de poli-
merasa en cadena (RPC). Posteriormente con
electroforesis en gel de poliacrilamina, se ex-
traen los exones 5 y 7 y la muestra se digiere
con las enzimas de restriccion clai para el exon
5 y Hyn6 para el exén 7. con el fin de determi-
nar mediante el patrén de bandeo de los alelos,
las mutaciones R229Q y A284V, respectiva-
mente.

En este paciente ambas mutaciones A284V
y R229Q), resultaron positivas.
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Caso clinico 2

Escolar de 9 afios, sexo femenino, sin ante-
cedentes morbidos durante el periodo de recién
nacido ni primera infancia, sin antecedentes
familiares, que debuto a los 6 afios de edad con
neumonia por Mycoplasma pneumoniae, re-
quiriendo hospitalizacion en Unidad de Trata-
miento Intensivo. En su evolucion se pesquiso
hipoalbuminemia, hipercolesterolemia y protei-
nuria. Evoluciono con hipertension arterial y
oliguria, planteandose un sindrome nefrético
secundario (postinfeccioso). Se tratd con predni-
sona sin obtener remision.

Se realizo biopsia renal que confirm6 una
GEFS. Continu6 con proteinuria masiva, recibid
tratamiento durante el afio siguiente con este-
roides, enalapril, losartan y ciclofosfamida, sin
respuesta. Progresa hacia IRC y a los 7 afios
de edad se constatd creatinina plasmatica de
4,7 mg/dl, con una depuracion de creatinina de
15 ml/minpor cual se inici6 peritoneodialisis. Se
solicito estudio genético y se documentd mu-
tacion en ¢l gen de la podocina: A284V y
R229Q.

Discusiéon

El SN idiopatico engloba un grupo heterogg-
neo de enfermedades renales, siendo algunas
de ellas de diagnostico clinico sencillo, pero
para otras se hace necesario el apoyo de méto-
dos diagnosticos complementarios, dada la su-
perposicion de fenotipos. El curso de estas
enfermedades es variable dependiendo de su
etiologia. Es asi como algunos pacientes evolu-
cionan con severa proteinuria como en el SN
congénito y otros tienen proteinuria moderada
como en la GEFS. Esta variabilidad también se
observa en el compromiso de la funcién renal,
la cual en algunos pacientes se mantiene esta-
ble a lo largo del tiempo, y otros progresan a la
IRC'S,

Este sindrome clasicamente se ha dividido
en SN corticosensible (80-90% de los pacien-
tes pediatricos) y SN cortico-resistente (10-
20%) dependiendo de la respuesta a la terapia
con esteroides. La mayoria de los pacientes
presentan una evolucion favorable con el trata-
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miento, aunque algunos pueden recaer en el
transcurso de los afios'.

Si bien el SN idiopatico corresponde gene-
ralmente a una enfermedad de aparicion espo-
radica, existen casos en que la etiologia involucra
factores genéticos. Asi, este sindrome parece
ser mas severo en poblacion afro-americana y
el analisis genético en modelos animales y ca-
sos familiares en humanos, han mostrado evi-
dencia sobre ¢l rol patogénico de alteraciones
moleculares®.

De los dos casos anteriormente comenta-
dos, la historia clinica y los antecedentes fami-
liares del primer paciente hacen sospechar una
probable base genética, pero en el segundo
caso era poco probable, lo cual plantea la utili-
dad de solicitar estudio genético a todos aque-
llos pacientes con SN que no respondan al
tratamiento clasico.

El hallazgo de fusion de los pedicelos obser-
vado en microscopia electronica ha sugerido un
rol clave del podocito en la patogénesis del SN
idiopatico'. Boute y cols, describieron una mu-
tacion autosomica recesiva de la proteina Podo-
cina, en SN. Otras proteinas: Nefrina, CD2AP
y o-actinina-4, componentes de la barrera de
filtracion glomerular, han sido recientemente
descubiertas por estudio genético y se localizan
en ¢l diafragma de la hendidura de filtracion!>!’
(figura 1).

La Nefrina es una proteina transmembrana
de 1 241 aminoacidos perteneciente a la super-
familia de las inmunoglobulinas, codificada por
el gen NPHSI1 localizado en el cromosoma

glomerular basement membrane (GBM)
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19q13. Presenta un 82% de homologia con la
nefrina de rata y se ha reportado su expresion
en tejido nervioso, testiculos y pancreas. Ac-
tuaria como molécula sefial, cuyos residuos de
tirosina en el dominio intracelular al ser fosfori-
lados activan una cascada de sefiales antiapop-
toticas!®!181°. Las mas de 70 mutaciones des-
critas para su gen se asocian al SN congénito
tipo Fingés, existiendo distintos fenotipos en cuan-
to a gravedad del cuadro®®. CD2AP es una
proteina intracelular que une el sitio citoplas-
matico CD2 a proteinas de membrana celular
de células T y natural killer. Interactua con
nefrina y la ancla al citoesqueleto. Se ha deter-
minado que ratones sin esta proteina presentan
SN y falla renal. Kim y cols (2003), describie-
ron una mutacion en uno de los alelos en 2
pacientes con GEFS¥%,

Por otra parte, ai-Actinina-4 corresponde a
un tipo de filamento de actina que asegura la
integridad morfoldgica del podocito, codificada
por ¢l gen ACTN4, cuya alteracion molecular
se ha observado en GEFS autosoémico domi-
nante®.

La Podocina es una proteina integral de
membrana de 42-kda y 383 aminoacidos, ubi-
cada en la membrana del diafragma de la hen-
didura de filtracion, codificada por el gen
NPHS2, ubicado en el cromosoma 1g25-31. Su
mutacion se ha asociado al SN cortico-resis-
tente autosomico recesivo'®, que se caracteriza
por un desarrollo precoz de la enfermedad (me-
nor de 6 aflos), con proteinuria, progresion a
enfermedad renal cronica y cambios histologicos

Figura 1. La figura muestra es-
quematicamente la union entre
los pedicelos y las proteinas
constituyentes de la hendidura
de filtracion, nefrina, podocina,
CD2AP y el filamento de ancla-
je al citoesqueleto, o-actinina-4.
En Nature genetics 2000, 24:
333-5.
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compatibles con GEFS o nefropatia por cam-
bios minimos?!. Hasta la fecha, se han descrito
mas de 30 mutaciones, afectando principal-
mente ¢l dominio C-terminal. La Podocina
interactia con las proteinas Nefrina y CD2AP,
cumpliendo una funcion estructural, estabilizando
las interacciones entre estas proteinas y an-
clandolas a los filamentos de actina del citoes-
queleto de los pedicelos!!3 2!,

En nifios con GEFS han sido identificadas
mutaciones en el gen NPHS2. Tsukaguchi et
al, publico un estudio de 30 familias con GEFS y
herencia aparentemente recesiva y 91 pacien-
tes con GEFS primaria, en los cuales se busco
alguna mutacion en dicho gen. En 9 de las 30
familias se logré demostrar una mutacion, 6 de
las cuales presentaron una sustitucion hetero-
cigota en el aminoacido R229Q). La frecuencia
de la variacion del alelo fue de un 3,6% en la
poblacion control. Purificando las proteinas
Podocina y Nefrina in vitro se estudio el efecto
de esta mutacion, revelando una disminucion en
la adhesion de ambas proteinas?.

Las mutaciones R229Q tunicas, parecen ser
insuficientes para causar GEFS, pero aumen-
tan la susceptibilidad a la injuria renal en estado
heterocigoto, en asociacion a una segunda mu-
tacion en los alelos de NPHS2%, Otra muta-
cion recientemente identificada es A284V, en
la que se produce la sustitucion de alanina por
valina en la posicion 851, cuyos efectos atun se
encuentran en fase experimental’’. Las dos
mutaciones sefialadas fueron detectadas en
nuestros dos pacientes, cuyo porcentaje de cer-
teza es del 100%, ya que durante el procesa-
miento de las muestras se realizan contrapruebas
tanto para controles positivos y negativos.

Conclusiéon

El curso del SN esta determinado en gran
medida por la respuesta a corticoides, respues-
ta que se relaciona a la forma histologica, y
desde el punto de vista clinico, a la evolucion y
pronostico de la enfermedad. En los pacientes
con SNCR se hace necesario enfrentar largos
y complicados tratamientos en base a drogas
inmunosupresoras, con efectos colaterales y
reacciones adversas a medicamento que deben

402

ser permanentemente monitoreadas. En los pa-
cientes con GEFS un 50% evoluciona a insufi-
ciencia renal cronica y un 25% reproduce la
enfermedad en el rifidn trasplantado'®. De esta
manera, la identificacién de estas mutaciones
tiene importancia clinica al diferenciar el grupo
de pacientes que deberian responder a la tera-
pia y cuales no, ¢ igualmente a la evolucion y
manejo post trasplante renal en los pacientes
que finalmente lo requieran. Por esta razon, el
estudio genético en SN, deberia ser solicitado
toda vez que sea posible. Es de esperar que con
el transcurso de los afos dispongamos de mejor
y mayor evidencia que permita instaurar de
manera masiva el estudio genético en SN, para
mejorar el tratamiento y pronostico de este
grupo de pacientes.
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