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ABSTRACT
Inheritance Genetics of Nephrotic Syndrome

Steroid-Resistant Nephrotic Syndrome (SRNS) is found in approximately 20% of patients with Nephrotic
Syndrome (NS). Podocyte-gen mutations are diagnosed in a half of these children. Nephrin (NPHS1), podocin
(NPHS2) and Wilms tumor suppressor gene (WT1) are the most frequently founded mutations. These patients
usually progress to End Stage Renal Disease (ESRD). Objective: Current concepts in genetic diagnostic of
NS in pediatrics are presented. A local experience is analyzed. In chilean pediatric patients with SRNS, a mu-
tational analysis of the NPHS1 and NPHS2 gene was carried out by direct sequencing of the coding regions
following polymerase chain reaction (PCR) amplification of genomic leukocyte DNA with flanking intronic
primers. For WT1 (exon 8 and exon 9), PCR of these fragments were done. Thirty-three patients were inclu-
ded, 17 males, 11,1 £ 6.8 years. 54% of them developed ESRD, 12 patients were transplanted at the time of the
analysis, 5 were under dialysis therapy, and 16 children correspond to ESRD Stage 3 and 4. Genetic analysis
showed a gen mutation in 9 patients, NPHS1 in 3 and NPHS2 in 6 of them. All genetic NS patients were
cyclosporine-resistant. Post transplant relapse of NS was lower in genetic patients (p < 0.05). Conclusion:
SRNS in children should be always evaluated from a genetic approach in order to avoid long-term immunosu-
ppression, and to anticipate a clinical evolution after kidney transplantation.
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RESUMEN

En pediatria, el 20% de los pacientes portadores de Sindrome Nefrotico Idiopatico son corticoresistentes
(SNCR). Aproximadamente la mitad de ellos corresponden a mutaciones de genes que codifican proteinas del
podocito. Las mutaciones mds frecuentes corresponden al gen de la nefrina (NPHS1), la podocina (NPHS2)
y del gen supresor del tumos de Wilms (WT1). Estas formas hereditarias no responden a tratamientos inmu-
nosupresores y pueden progresar a enfermedad renal terminal (ERT). Objetivo: Revisar el estado actual del
diagnostico genético en Sindrome Nefrotico en niflos, y presentar esta experiencia nacional de esta patologia.
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aceptado para publicacion 21 de febrero de 2011.

Correspondencia a:
Dra. Marta Azocar P.
E-mail: maazocar@med.uchile.cl

12 Revista Chilena de Pediatria - Enero-Febrero 2011



SINDROME NEFROTICO

Para el estudio de pacientes pedidtricos chilenos, se realiz6 andlisis de mutacion del gen NPH2 por secuen-
ciacion directa de la regiones codificantes por PCR para la amplificacion del DNA gendmico leucocitario con
partidores de acompafiamiento intronico. Para nefrina se procedié a extraer el DNA genémico, y se realizd
la busqueda de mutaciones de NPHS1 por secuenciacion directa de los 29 exones codificantes y las uniones
intronicas adyacentes, mientras que para el estudio de WT1 se practico el analisis mutacional de los exones 8
y 9, realizado por secuenciacion directa del producto amplificado de WT1-PCR. Se han estudiado 33 pacientes
provenientes de 29 familias, 17 varones, edad 11,1 + 6,8 afios. Dieciocho pacientes (54%) evolucionaron a
ERT. Doce pacientes estaban trasplantados, 5 en didlisis, y 16 estaban en etapas 3-4 de enfermedad renal cro-
nica. El estudio genético identifico mutaciones en 9 pacientes (27%), 3 correspondieron a NPHS1, 6 a NPHS2.
Ninglin caso con mutacion respondio a tratamiento de Ciclosporina A (CsA), y las recaidas posttrasplante
fueron significativamente menores en el grupo con mutacion (+). Conclusién: Las mutaciones en estos genes
deben ser estudiadas en cada nifio con SNCR con el fin de evitar tratamientos prolongados e inefectivos, y

anticipar la evolucion después del trasplante renal.

(Palabras clave: Sindrome Nefrético, mutacion, genética, NPHS 1, nefrina, NPHS2, podocina).
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Antecedentes Generales y Demograficos

El sindrome nefrotico (SN) idiopatico en
nifios se asocia frecuentemente a enfermedad
de cambios minimos y habitualmente responde
favorablemente al tratamiento con corticoides.
Esta nefropatia afecta aproximadamente 1-2
por 100 000 nifios menores de 16 afios'**. El
SN se divide tradicionalmente en 2 categorias
en base a la respuesta al tratamiento con ¢s-
teroides: sindrome nefrdtico cortico sensible
(SNCS) y sindrome nefrético cortico resistente
(SNCR)""%3, Los primeros reportes estimaron
que el SNCR se observa en aproximadamente
en ¢l 10%* de los nifios con sindrome nefro-
tico idiopatico, mientras que los estudios mas
recientes reportan un 27% de los nifios con
SN eran cortico resistentes®. En Chile los da-
tos acerca del SN son escasos. Norero y cols
publicaron en 1996 que de 96 nifios aproxima-
damente el 10% era resistente al tratamiento
con esteroides. El International Study of Kid-
ney Diseases in Children (ISKDC) reportd que
en el 78,1% de los niflos con SN se observa
enfermedad de cambios minimos en la biop-
sia renal, los que en su mayoria responden al
tratamiento con esteroides, y que aproximada-
mente ¢l 10% corresponde a glomérulo escle-
rosis focal y segmentaria (GEFS), los que no
responden a los esteroides®.

El registro epidemiolégico chileno (CES-
NO 20027 inform6 que la poblacion menor de
18 afios de edad era de 5 millones. Segtn esta
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cifra, para una incidencia anual de 5-10 pa-
cientes con SNCR por 100 000 menores de 18
afios, se espera encontrar un NUMeEro aproxi-
mado de 50 a 100 nifos portadores de esta
enfermedad.

Los pacientes que responden al tratamiento
tienen buen pronoéstico a largo plazo®, mientras
los que no responden a esteroides progresan a
enfermedad renal cronica y eventualmente a
enfermedad renal terminal®!°.

El reporte de la Rama de Nefrologia de
la Sociedad Chilena de Pediatria publico que
para 179 trasplantes renales realizados entre
los afios 1989-2002, un 10% de ellos corres-
pondian a GEFS', durante el mismo periodo
en nuestro centro, ¢l 17% de 100 trasplantes
renales fueron debido a GEFS'™.

Tratamiento Médico

El SN se caracteriza por una pérdida se-
lectiva de la permeabilidad glomerular, con la
consecuente proteinuria masiva, alteraciones
del metabolismo proteico, lipidico, y algunos
ejes del sistema endocrino®!:13, Existen multi-
ples terapias publicadas para ¢l manejo de esta
enfermedad, sin embargo existe consenso res-
pecto a que los corticoides son la primera linca
de tratamiento'. El tratamiento de los SNCR
plantea un desafio para los nefrologos infan-
tiles. Dado el mal pronoéstico de esta forma de
SN estos pacientes habitualmente son some-
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tidos a prolongados y agresivos tratamientos,
con ¢l objetivo de obtener la remision de la
enfermedad. Hasta hoy no se dispone de un
marcador que logre predecir la respuesta a cor-
ticoides en nifos con SN, siendo ¢l marcador
pronostico mas confiable la respuesta al tra-
tamiento corticoidal'!!. Los tratamientos que
se han utilizado: corticoides, alquilantes (ci-
clofosfamida y clorambucil) por via oral o via
endovenosa, micofenolato, ciclosporina o ta-
crolimus®", buscan tener un efecto a nivel in-
munoldgico, sin embargo, la mayoria de estos
pacientes muestran progresion a enfermedad
renal terminal, didlisis y trasplante renal. Estos
tratamientos no estan exentos de numerosos
efectos adversos™!'!', Los agentes alquilantes
tienen efectos adversos como cistitis hemorra-
gica, caida del pelo, toxicidad gonadal y enfer-
medades cancerigenas. Datos de 38 estudios
que incluian a 1 504 nifios, quienes recibieron
1 573 tratamientos de ciclofosfamida o clo-
rambucil reportaron muerte en ¢l 0,8%, cistitis
hemorragica en 2,2% e infecciones severas en
el 1,5% de los pacientes tratados con ciclo-
fosfamida, en tanto que los tratados con clo-
rambucil presentaron 1,1% de muertes, 6,3%
de infecciones y convulsiones en ¢l 3,4% de
los pacientes’!!. Tanto un estudio americano!’
como de un grupo francés'®, y estudios mas pe-
queios'®, han reportado efectos adversos como
hipertension 28-29%, hiperplasia gingival en
10-25%, y disminucion de la funcidn renal con
el uso de ciclosporina. Asociado al uso de ta-
crolimus se han descrito hiperglicemias tran-
sitorias, disminucion de la funcion renal, y en
menor frecuencia que con la ciclosporina, efec-
tos cosméticos como hipertricosis e hiperpla-
sia gingival?*?!, Igualmente se han publicado
reportes con grupos de pacientes tratados con
micofenolato, correspondiendo a nifios que no
respondieron a inhibidores de la calcineurina,
donde se observd como principal efecto cola-
teral intolerancia digestiva (21%), infecciones
severas recurrentes (1,9%), trombocitopenia y
leucopenia moderadas (1,9%)?*?3. También se
ha reportado respuesta favorable en algunos
pacientes resistentes a las terapias previas con
el uso de rituximab, comunicandose efectos
adversos como reacciones mucocutaneas seve-
ras, reacciones fatales asociadas a la infusion,
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leucoencefalopatia progresiva multifocal, per-
foracion intestinal y casos de enfermedad gas-
trointestinal severa inmunologica®*.

La Membrana Basal Glomerular

Cada glomérulo esta formado por la cap-
sula de Bowman y los capilares glomerulares,
que estan dentro de la capsula. La capsula de
Bowman consta de dos capas de células epi-
teliales: la capa visceral y la capa parietal. La
capa visceral esta formada por los podocitos
que emiten prolongaciones o pedicelos que se
interdigitan y envuelven a los capilares glo-
merulares. Entre pedicelos vecinos y sus inter-
digitaciones quedan pequefias ventanas o espa-
cios recubiertos de lamina basal denominados
ventanas de filtracion. Entre los pedicelos y el
endotelio de los capilares glomerulares se ubi-
ca la lamina basal, secretada por los podocitos
y el endotelio capilar. La capa parietal de la
capsula de Bowman es un epitelio plano, que
se continua posteriormente con el tubulo renal
en el polo urinario. Entre ambas capas se en-
cuentra ¢l espacio urinario o de Bowman, que
recibe el ultrafiltrado glomerular'®®. La lami-
na basal esta interpuesta entre los pedicelos de
los podocitos y el endotelio capilar, y consta
de tres capas: la lamina rara interna que esta
en contacto con el endotelio capilar, la lamina
densa y la lamina rara externa, en contacto con
los pedicelos. La lamina basal corresponde a
matriz extracelular y esta formada por fibras
de colageno (principalmente tipo 1V), proteo-
glicanos polianidnicos y otras glicoproteinas.
El conjunto formado por los pedicelos, las
ventanas de filtracion, la lamina basal y el en-
dotelio fenestrado se conoce como barrera de
filtracion glomerular. Una serie de glomerulo-
patias causan alteraciones del tamafio de los
poros o pérdida de componentes de la barrera
de filtracion glomerular, lo que trae como con-
secuencia un aumento su permeabilidad a las
proteinas®®,

Diafragma de Filtracion

Entre los procesos pedicelares que cubren la
membrana basal glomerular se encuentran hen-
diduras de 25 a 60 nm, cruzadas por una delga-
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da membrana llamada diafragma de hendidu-
ra o diafragma de filtracion, estructura que en
definitiva es la responsable de impedir el paso
de moléculas como la albumina®-*!. El mayor
componente del diafragma de filtracion es la
nefrina, codificada por ¢l gen NPHS1, que se
detalla mas adelante. La nefrina podria interac-
tuar con el centro proteico del diafragma de fil-
tracion, fundamentalmente con la P-cadherina.
La P-cadherina tiene un dominio extracelular
que forma parte del andamiaje del diafragma de
filtracion, mientras que su dominio intracelular
esta conectado con la -catenina y/o plakoglobi-
na (-catenina). Estas proteinas interactian con
la cadherina intracitoplasmatica que las une a la
actina del citoesqueleto, y traducen sefales in-
tercelulares. Es a través de ellas que la nefrina
regularia el tamafio de los poros y la permeabi-
lidad selectiva del diafragma’*-32. Otra proteina
de alta importancia en la barrera de filtracion
glomerular es la podocina®-°, localizada en la
fase citoplasmatica del diafragma de filtracion.
Se encuentra junto con la CD2AP, proteina
asociada al CD2, descrita originalmente en los
linfocitos T. Esta proteina fija la nefrina al ci-
toesqueleto de actina del diafragma, formando
asi el complejo nefrina-podocina-CD2AP del
diafragma de filtracion (figura 1).

Mutaciones Genéticas Como Base de las
Formas Clinicas del Sindrome Nefroético

En la ultima década se han descrito altera-
ciones genéticas!*?*? como causa del SNCR.
Dentro de las principales mutaciones asociadas

a SNCR estan el gen de la nefrina (NPHS1),
el gen de la podocina (NPHS2) y el gen de
WT1, uno de los principales mediadores de la
diferenciacion podocitaria. Estas dos primeras
proteinas tienen un rol importante en la orga-
nizacion y funcionamiento del diafragma de
filtracion glomerular?,

En pacientes con sindrome nefrético con-
génito y /o SNCR Ismaili'® reportd que el 81%
de los pacientes eran portadores de una muta-
cion (WT1, NPHS1, NPHS2).

El WT1 es un factor de transcripcion, que
se descubri6 a través de clonamiento posicio-
nal en relacion al tumor de Wilms?’. Posterior-
mente se describieron mutaciones de WT1 en
¢l sindrome de Frasier, sindrome de Denys-
Drash (DDS) y en la esclerosis mesangial di-
fusa (DMS) con sindrome nefrético aislado.

El DDS tiene herencia autosomica do-
minante y se caracteriza por tener un inicio
temprano del sindrome nefrotico, pseudoher-
mafroditismo masculino, disginesia gonadal y
desarrollo del tumor de Wilms en un 90%. La
edad de inicio es en general ¢l primer mes de
vida. La histologia renal muestra tipicamente
DMS y a la microscopia electronica se observa
una fusion de los pedicelos. El sindrome nefro-
tico es resistente al tratamiento con corticoides
y hay un rapido deterioro de la funcion renal.
La nefrectomia bilateral es recomendada por el
alto riesgo de presentar un tumor de Wilms?’.
Las mutaciones se encuentran predominante-
mente en los exones 8 y 9 del gen WT1 y la
mayoria son de mutaciones de novo no obser-
vadas en los padres?”-#%,

__LamininP2 Integrin-§3-
Integrin-al =~

~ Fenestriertes Endothel

Figura 1 Barrera de filtracion glomeru-
lar. Modificado de Weber S: Genetik
des nephrotischen Syndroms. Der Ne-
phrologe (2008); 5: 394-407 (29).

Volumen 82 - Numero 1

15



AZOCAR M.

Se ha observado que en algunos pacientes
con mutaciones en el gen WT1 en los exones
8 y 9 no presentan todos las caracteristicas del
DDS sino que presentan una DMS aislada®®.
Es por esto que en los pacientes con DMS ais-
lada deberia realizarse el analisis del WT1 des-
de las fases tempranas del debut de sindrome
nefrotico, debido al alto riesgo de desarrollar
un tumor de Wilms en ¢l caso que la mutacion
resulte positiva. Ademas se recomienda reali-
zar un cariotipo en todas las nifias con DMS
con ¢l objetivo de detectar un pseudoherma-
froditismo masculino®.

El sindrome de Frasier (FS) s¢ caracteriza
por una glomerulopatia progresiva y un pseu-
dohermafroditismo masculino, sin embargo se
diferencia del DDS. La proteinuria se inicia mas
tardiamente durante la infancia y la velocidad
de deterioro de la funcion renal es mas lenta. La
enfermedad renal terminal aparece en la segun-
da o tercera década de la vida. Al igual que en
el DDS el sindrome nefrdtico es cortico resis-
tente. En el FS la histologia renal tipicamente
muestra una GEFS y en una minoria s¢ observa
enfermedad de cambios minimos. En pacientes
de sexo femenino ¢l tracto genitourinario esta
desarrollado en forma normal, mientras que en
los pacientes 46XY se observa un sexo reverso
completo con disginesia gonadal. Las mutacio-
nes del gen WT1 en el FS se diferencian de las
mutaciones del DDS: mientras que las mutacio-
nes del DDS afectan la secuencia codificado-
ra de los exones 8 y 9, las mutaciones que s¢
asocian al FS estan localizadas en el intron 9.
En forma similar a lo que ocurre en el DDS,; las
mutaciones que ocurren en FS son heterocigo-
tas y frecuentemente se trata de mutaciones de
novo, no observadas en los padres?®.

El sindrome nefrdtico congénito (SNC)
tipo finés (CNF) se caracteriza por tener una
herencia autosomica recesiva y presentar pro-
teinuria in Utero. El gen responsable NPHS1
se logré localizar en 1994 en el cromosoma
19q13'¢ y contiene 29 exones®3%3! y 26kb de
ADN genomico, y codifica para nefrina. La
nefrina se expresa exclusivamente en los po-
docitos a nivel del diafragma de filtracion glo-
merular después que ocurre la diferenciacion.
Pertenece a la superfamilia de las inmunoglo-
bulinas, tiene un dominio transmembrana, un
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N-terminal intracelular corto y un C-terminal
largo extracelular®!, El C-Terminal extrace-
lular une los espacios intercelulares entre los
pedicelos, siendo un componente clave en ¢l
diafragma de filtracion glomerular. La nefrina
contribuye a la estructura porosa del diafrag-
ma de filtracion glomerular, formando poros
de aproximadamente 40nm. Estos poros son
en parte responsables de la permeabilidad por
tamaiio del diafragma de filtracion glomerular.
Ademas de su rol como proteina estructural,
nefrina también participa en las sefiales intra-
celulares, manteniendo la funcionalidad inte-
gral del podocito®®! (figura 1).

Tipicamente la enfermedad se manifiesta
como un sindrome nefrético severo que se pre-
senta antes de los 3 meses de vida; la biopsia
renal muestra glomérulos inmaduros, hiperce-
lularidad mesangial, desaparicion pedicelar y
dilataciones pseudoquisticas del tibulo proxi-
mal. El sindrome nefrético es cortico resisten-
te?*2, La nefrina es una proteina que tiene un
dominio transmembrana con 8 porciones tipo
Ig hacia el extracelular, una porcion tipo fibro-
nectina 11l y un C- terminal citosolico. Homo-
dimeros y heterodimeros de la nefrina, junto
con la proteina glomerular NEPH1 constituyen
la base estructural del diafragma de filtracion®.
Ademas de su rol como proteina estructural,
la nefrina también participa en las via de se-
fales intracelulares manteniendo la integridad
funcional del podocito®-*. Las mutaciones en
NPHSI1 fueron por primera vez identificadas
en la poblacion finlandesa, por este motivo se
denominé sindrome nefrético “tipo fines”?-2,
Dos mutaciones fueron encontradas con alta
frecuencia en los nifios finlandeses afectados,
a las cuales se denominé: Fin mayor, (tiene al-
terada la proteina en su mayor parte) y Fin me-
nor, (tiene alterada la proteina sélo en la parte
del C- terminal). En los siguientes estudios las
mutaciones del NPHS1 también fueron iden-
tificadas en pacientes no finlandeses, hasta el
momento se han descrito mas de 50 mutacio-
nes diferentes?.

Estudios recientes sugieren que el CNF po-
dria ser un trastorno genético heterogéneo: en
pacientes afectados en los que no se encontra-
ron las mutaciones del NPHS1, se encontro al-
gunas mutaciones del NPHS2. Estos pacientes
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muestran caracteristicas histologicas tipicas
del CNF. Sin embargo, estos resultados son
preliminares y estudios adicionales se necesi-
taran con un mayor nimero de pacientes para
confirmar ¢l rol del NPH2 en el CNF3!

El gen de la podocina (NPHS2) se logrd
descubrir a través del analisis de ligamiento
en 8 familias con SNCR con un patron auto-
somico recesivo en el cromosoma 1q25-q31
y las mutaciones recesivas en NPHS2 fueron
identificadas posteriormente®. El SN en estas
familias se caracterizaba por ser cortico resis-
tente, tener una edad de inicio entre los 3 y 5
afos de edad y un bajo riesgo de recidiva de la
proteinuria después del trasplante renal®. Las
mutaciones de NPHS2 nunca han sido reporta-
das en pacientes con sindrome nefrotico cortico
sensible. La histologia renal tipicamente mues-
tra GEFS, sin embargo, algunos pacientes se
presentan con lesiones de cambios minimos®*,

El gen NPHS2 codifica para podocina,
proteina integral de membrana de 42 kD que
se expresa tanto en el glomérulo fetal como
maduro. La podocina interactia con nefrina
y CD2AP, aparentemente uniendo a la nefrina
al citoesqueleto podocitario. En pacientes que
estan afectados por una mutacidon recesiva en
la NPHS2, la formacion del diafragma de fil-
tracion glomerular esta alterado y hay desapa-
ricion pedicelar®.

Hasta el momento mas de 30 mutaciones
patogénicas han sido descritas en la NPHS2,
la mayoria de ellas afectan el dominio del es-
toma, localizado en la parte del C-terminal de
la proteina®-, Las primeras mutaciones iden-
tificadas en NPHS2 fueron identificadas en
nifios con SNCR y progresion rapida a enfer-
medad renal terminal®, sin embargo, se hizo
luego evidente, que defectos en la podocina
pueden ser responsables de SNCR a diferen-
tes edades, desde el nacimiento hasta la edad
adulta®3% con evolucion variable. Estudios
recientes sugieren que mutaciones en NPHS2
estan presentes en un 20 - 30% de nifios con
SNCR esporadicos®. Ruf et al*® reportaron que
en 165 familias con SNCR, el 26% mostrd te-
ner mutaciones homocigotas o heterocigotas
compuestas en el gen NPH2 (podocina). En
contraste no se encontraron mutaciones en 120
familias con sindrome nefrotico cortico sen-
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sible. Es destacable el hecho de que ninguno
de los pacientes con mutaciones homocigotas
0 heterocigotas compuestos en el gen NPHS2
que fueron tratados con ciclosporina o ciclo-
fosfamida present6 remision completa del sin-
drome nefrotico™®.

La variacion geografica tiene importancia
en las mutaciones de NPHS2. Fuchshuber y
cols**, encontraron mutaciones de la NPH2 en
un 46% de las familias estudiadas, mientras
que Maruyama et al*!, reportaron que las muta-
ciones en el gen de NPHS2 son poco comunes
en pacientes pediatricos japoneses con SNCR.

La mayoria de los estudios publicados se
refieren a poblacion europea y reportan que la
mutacion mas frecuente en pacientes alema-
nes y franceses es la R138Q*, mientras que la
mutacion P20L era mas frecuentemente obser-
vada en pacientes de Italia*** y Turquia'®. La
edad del inicio de la proteinuria varia en los di-
ferentes reportes!>344%41 Weber*® reportd que
R138Q podria estar asociada a un inicio pre-
coz y por otro lado V180M, R229Q y R238S
podrian estar asociadas con un inicio tardio del
sindrome nefrético, en tanto que Berdeli et al*
reportaron que P20L y R168H se encuentran
asociadas a inicio precoz de la enfermedad.

Se ha senalado que pacientes con SN espo-
radico que tienen mutaciones en NPHS2 pro-
gresan a enfermedad renal terminal después de
los 73 meses desde el inicio de la proteinuria
(rango 6-155 meses), mientras que los casos
de SN familiares alcanzan la enfermedad renal
cronica después de un seguimiento de 76 me-
ses (rango 18-162 meses)!3344041,

De esta forma, las mutaciones de podocina
parecen ser responsables de algunos casos de
SNCR tanto familiares como esporadicos. La
heterogeneicidad étnica de esta enfermedad
hace necesaria la identificacion de las mutacio-
nes de NPHS2 en pacientes de diferentes pai-
ses, en Chile por ahora existen sélo limitados
estudios publicados en la literatura®-*,

Sindrome Nefrético y Genética,
la Experiencia Nacional

Con el fin de revisar la experiencia chilena
en relacion al sindrome nefrotico y mutacio-
nes genéticas en los Gltimos 15 afios, se realizo
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una busqueda en las bases de datos de Sciclo
y Pubmed, utilizando las palabras: Pediatrics,
Children, Nephrotic syndrome, Nephrotics,
Corticoresistant Nephrotic syndrome and Ge-
netics, Nephrotic syndrome and Mutations,
Nephrin, Podocin and WT1. Encontramos 7
articulos publicados después del afio 1990 en la
Revista Chilena de Pediatria, 3 de estos®*% se
relacionan con genética, solo uno de ellos es en
poblacion pediatrica* (caso clinico), y uno en
adultos jovenes*® relacionado con mutaciones
en SN. No se encontrd en la base de datos Pub-
Med ningun articulo de Chile o de Latinoamé-
rica. Podemos concluir que hasta ¢l momento
no existen estudios en nuestro pais orientados
al estudio de las bases genéticas del CRSN.

El estudio Fondecyt 11090045 “Caracteri-
zacion genética de una poblacion chilena de
niflos con sindrome nefrético: del diagnostico
histologico al diagnostico molecular” nos ha
permitido estudiar la presencia de mutaciones
para nefrina, podocina y WT1. El analisis de
las mutaciones para los genes NPHS1, NPHS2
y para WT1 se realizo por reaccion de poli-
merasa en cadena (PCR) con secuenciacion
directa de las regiones codificadoras, en labor
conjunta entre el laboratorio de biologia mole-
cular del Hospital Luis Calvo Mackenna y el
Laboratorio de Nefrologia Infantil de la Uni-
versidad de Heidelberg, Alemania.

Los estudios realizados para Podocina
(NPHS2) consideraron el analisis de mutacion
del gen NPH2 por secuenciacion directa de la
regiones codificantes por PCR para la ampli-
ficacion del DNA gendémico leucocitario con
partidores de acompafiamiento intrénico. La
secuenciacion del DNA fue realizada usando
el método fluorométrico (Big-Dye Terminator
Sequencing Kit; ABI 3700 DNA sequencer,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
de acuerdo a protocolos de fabricacion, y las
secuencias fueron evaluadas con el Programa
SeqPilot (JSI Medical Systems GmbH Kip
penheim, Germany). En el estudio de la Ne-
frina el DNA genémico fue extraido de sangre
periférica por métodos estandar, y se realizo
la busqueda de mutaciones de NPHS1 por
secuenciacion directa de los 29 exones codi-
ficantes y las uniones intronicas adyacentes,
mientras que para el estudio de WT1 se practi-
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o el analisis mutacional de 8 y 9 exones, rea-
lizado por secuenciacion directa del producto
amplificado de WT1-PCR, como fue descrito
por Jeanpierre y cols?,

Hasta el momento se han estudiado 33 pa-
cientes chilenos con SNCR, 17 varones, eda-
des 11,04 £+ 6,77 aiios; el diagnostico histolo-
gico correspondio a glomerulo esclerosis focal
y segmentaria en 19 casos, enfermedad de
cambios minimos 9, esclerosis global focal 2,
otros 3. La edad al diagnoéstico fue de 2.7 afos
(0-9,5). Al momento del estudio 12 pacientes
habian sido trasplantados, 5 permanecian en
dialisis, y 16 estaban en ctapas 3-4 de enfer-
medad renal cronica (IRC). El estudio genéti-
co identifico mutaciones en 9 pacientes (27%),
3 correspondieron a NPHS1, 6 a NPHS2. El
analisis genético por edad de debut del SNCR
(<3 vs >3 meses) identifico 3 /5 y 6/28 pacien-
tes portadores de mutacion respectivamente.
Al analizar la respuesta a inmunosupresores,
ninguno de los casos con mutacion positiva
respondid a tratamiento de Ciclosporina A
(CsA), en tanto que en los pacientes con es-
tudio negativo para las mutaciones s¢ observo
una respuesta favorable a CsA en ¢l 70% de
ellos (17/22).

Las mutaciones encontradas para nefrina
fueron: C567X homocigoto, insercion de nu-
cledtido 419 GCAG en ex6én 9 e insercion de
nucledtido 1095 G en exén 24. Las mutacio-
nes para podocina fueron P341S homocigoto/
R229Q heterocigoto en un paciente, A284V
heterocigoto/R229Q heterocigoto en 5 pacien-
tes. Para WT1 resultaron todos los estudios
negativos.

En el grupo de pacientes con mutacion, sie-
te llegaron a enfermedad renal terminal (ERT)
a la edad de 12,5 + 6,84 anos, vs 10/24 en ¢l
grupo sin mutacion, que llegaron a ERT, cinco
alos 6,9 £ 3,5 afos (p: n. s.).

En los pacientes trasplantados renales por
SNCR, si los separamos en un grupo con mu-
tacion vs otro sin mutacion, 1/6 vs 5/7 respec-
tivamente presentaron recaida del sindrome
nefrotico después del trasplante.

El porcentaje de mutaciones en SNCR en
casos familiares de NPHS2 fue de 60% vs un
10% en los casos esporadicos. Ninguno de es-
tos pacientes respondid a Ciclosporina (CsA).
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Conclusion

Por primera vez en nuestro pais se estudia
a nifios portadores de SNCR desde el punto
de vista genético. El porcentaje de mutacion
en este estudio fue de un 27%, cifra similar a
series extranjeras. La mayoria de los casos co-
rrespondieron a mutacion del gen NPHS2.

Las mutaciones en estos genes deben ser es-
tudiadas en cada niflo con SNCR con el fin de
evitar una terapia innecesaria. El SNCR es una
enfermedad llena de interrogantes que ilustra
la relevante importancia clinica que el estudio
genético puede tener en pacientes y familias
afectadas por esta enfermedad. En los nifos
con una causa genética de SNCR se puede evi-
tar ¢l uso de tratamiento inmunosupresor’®,
El analisis de las mutaciones en los padres nos
puede proporcionar las bases de un consejo ge-
nético respecto a la planificacion familiar, pero
también en el caso de ser donante relacionado
de organos?®*. Ademas el riesgo de recurren-
cia del sindrome nefrotico en el rifién trasplan-
tado es mucho menor en pacientes que tienen
alteraciones estructurales del podocito versus
las formas inmunologicas del SNCR!"*-°, La
implentacion de laboratorios tanto de genéti-
ca como de biologia molecular en nuestro pais
son necesarios de implementar con las técnicas
de reaccion de polimerasa en cadena y secuen-
ciacion de las proteinas ya conocidas, y debe-
mos apuntar a estudiar a nuestra poblacion y
asi determinar si para nuestra diversidad étnica
son las técnicas suficientes de estudio o se de-
ben buscar nuevos genes que esten presentes a
nivel local.
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