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Resumen Palabras clave:
Tracto urinario;

Las anomalias congénitas del rifén y del tracto urinario se originan de alteraciones genéticas, en =~ CAKUT;

su mayorfa desconocidas. Las mutaciones en el gen que codifica para el factor hepatocitario nuclear ~ mutaciones;

1B (HNFIB), son la causa monogénica mds frecuentemente descrita. Se desconocen datos en Chile Anomalias congénitas;

y Latinoamérica. Objetivo: Determinar la presencia de variantes del gen HNFIB en nifios chilenos ~ Rifion;

con anomalias congénitas del rifién y/o tracto urinario y sus caracteristicas clinicas. Pacientes y Mé- displasia renal;

todo: Estudio descriptivo con pacientes entre 10 meses y 17 afios, consultantes en Unidad de Nefro-  enfermedad renal

logia Hospital Luis Calvo Mackenna, periodo abril - diciembre 2016, portadores de displasia renal ~ quistica

quistica, displasia/hipoplasia renal no quistica y/o rifién en herradura. Se determinaron variantes de

HNF1B mediante secuenciacion de exones 1, 2, 3 y 4; previa extraccion y amplificacién de DNA. Se

utilizaron enzimas de restriccién para definir si variantes eran homo o heterocigotas. Familiares di-

rectos de casos indices se estudiaron con secuenciacién del exdn afectado. Resultados: Se incluyeron

32 pacientes, 43,75% varones, mediana edad 11 afios. El 65,6% displasia/hipoplasia renal no quistica,

31,25% displasia renal quistica y 3,15% rinén en herradura. En 2 pacientes (6,25%) se detecté una

misma variante genética heterocigota en ex6n 4, posicién 1027 (C1027T), no descrita anteriormente.

El estudio de familiares determind la variante en 3 de 5 individuos, todos sin anomalias nefrouro-

légicas congénitas. Conclusiones: Confirmamos la presencia de una variante genética heterocigota

del gen HNFIB, no descrita previamente, dando inicio a la busqueda de este tipo de mutaciones en

nuestro medio, lo cual nos permite aproximarnos al conocimiento de causalidad, determinacion de

compromiso extrarrenal y consejo genético.
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Abstract

Introduction: Congenital anomalies of the kidney and urinary tract are caused by genetic alterations
mostly unknown. Mutations in the gene that codes for hepatocyte nuclear factor 1B (HNF1B) are
the most frequently described monogenic causes. Data are unknown in Chile and Latin America.
Objective: To determine the presence of variants of the HNF1B gene in Chilean children with conge-
nital anomalies of the kidney and/or the urinary tract and their clinical characteristics. Patients and
Method: Descriptive study with children aged 10 months to 17 years, patients of the Calvo Mackenna
Hospital Nephrology Unit, with cystic renal dysplasia, non cystic renal dysplasia/hypoplasia, horses-
hoe kidney between April and December 2016. HNF1B variants were determined by sequencing of
exons 1, 2, 3 and 4 after DNA extraction and amplification. Restriction enzymes were used to define
if the variants were homo or heterozygous. Direct family members of index cases were studied with
sequencing of the affected exon. Results: 32 patients were included, 43.75% males, median age 11
years. 65.6% of them had non-cystic renal dysplasia, 31.25% cystic renal dysplasia, and 3.15% hor-
seshoe kidney. In two patients (6.25%) the same heterozygous genetic variant was detected in exon
4, position 1027 (C1027T), not previously described. The study of relatives found the same variant in
three out of five individuals, all without congenital nephro-urological anomalies. Conclusions: We
confirmed the presence of a not previously described heterozygous genetic variant of the HNFIB
gene. This work initiates the search for this type of mutations in our region which allows us to ap-
proach the knowledge of causality, determination of extrarenal involvement, and genetic counseling.
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Introducciéon

Las malformaciones congénitas del rifi6n y tracto
urinario (CAKUT: congenital anomalies of the kidney
and urinary tract), tienen una incidencia de 1 en 500
recién nacidos vivos, y son actualmente la causa mds
frecuente de Enfermedad Renal Croénica en la infancia.
Las mutaciones en el gen TCF2, que codifica para el
factor hepatocitario nuclear 1B (HNF1B), son la causa
monogénica méas comun de alteraciones del desarrollo
renal en los pacientes con CAKUT".

El factor de transcripcion HNFIB regula la expre-
sién de genes involucrados en el desarrollo precoz de
6rganos como rifién, pancreas, higado, intestino y pul-
moén?; originalmente se identificé como el responsable
de la diabetes tipo MODYS5 (maturity onset diabetes of
the young), enfermedad monogénica que se transmi-
te de forma autosémica dominante. La observacién
de la alta frecuencia de malformaciones renales en es-
tos pacientes permitié determinar su asociacién con
CAKUT™,

El gen TCF?2 esta ubicado en la regién q12 del cro-
mosoma 17 y contiene 9 exones. Hasta la fecha se han
reportado mds de 50 mutaciones diferentes, de tipo
missense, nonsense, frame-shift y splicing. En un por-
centaje importante de los pacientes se ha detectado una
delecion completa del gen. De las mutaciones reporta-
das, la mayoria estdn en los exones 1, 2, 3, 4. Debido
al alto numero de mutaciones descritas, el estudio de
asociacion entre este gen y la patologia renal se realiza
principalmente mediante técnicas de secuenciacién'.

Las malformaciones renales originadas por la de-
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lecién y/o mutaciones del gen TCF2 son muy hetero-
géneas, siendo la displasia renal quistica uni o bilateral
el hallazgo mds frecuente. También se ha encontrado
aplasia o hipoplasia renal, y rifién en herradura'.

La afectacidn extrarrenal puede incluir: incremento
de enzimas hepéticas, compromiso pancredtico endo-
crino y exocrino, malformaciones de tracto genital cau-
santes de infertilidad, hipomagnesemia, hiperuricemia
y gota de inicio precoz. Desde el punto de vista clinico,
la presencia de compromiso extrarrenal no contribuye
en forma significativa al diagndstico temprano, ya que
suele expresarse mds tardiamente en la vida"**.

Se han realizado estudios de prevalencia de mu-
taciones en el gen TCF2 en pacientes portadores de
CAKUT en Europa, Estados Unidos y Japén®’, sin
embargo, se desconocen datos en Latinoamérica. El
objetivo de este trabajo es determinar la presencia de
variantes del gen que codifica para HNFIB (TCF2) en
nifos chilenos con anomalias congénitas del rinén y/o
tracto urinario y sus caracteristicas fenotipicas.

Pacientes y Método

Pacientes

Estudio prospectivo, observacional, descriptivo,
con pacientes que consultaron en la Unidad de Nefro-
logia del Hospital Luis Calvo Mackenna en un perio-
do de 9 meses, entre abril y diciembre del 2016. Como
criterio de inclusion se considerd la presencia de, al
menos, uno de los siguientes fenotipos: displasia renal
quistica uni o bilateral, displasia o hipoplasia renal uni
o bilateral, rinén en herradura. La evaluacién ecogra-
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fica fue realizada por médicos radidlogos pedidtricos
del Hospital Luis Calvo Mackenna. Desde el punto de
vista ecografico, se definié displasia renal como el ha-
llazgo de alteracién de la diferenciacién cérticomedu-
lar y/o hiperecogenicidad difusa del parénquima renal;
hipoplasia por una longitud renal menor a 2 DS parala
edad®. Se excluyeron aquellos pacientes portadores de
uropatias obstructivas y/o reflujo vésicoureteral mode-
rado a severo (grado 3 a 5), que pudieran generar dafio
renal secundario; y los que tuvieran evidencias clini-
cas y/o moleculares de otras anomalias genéticas que
explicaran las malformaciones que presentaban en el
tracto nefrourinario, como por ejemplo, enfermedad
renal poliquistica autosémica dominante o recesiva.

Se realiz6 estudio molecular y ecogréfico a los fami-
liares de primer grado de los casos indices.

Deteccion de variantes del gen TCF2

Se obtuvo DNA genémico desde sangre periférica
utilizando el kit “Magna Pure Compact” (Roche) se-
gun protocolo del fabricante. Los primeros 4 exones
del gen TCF2 se amplificaron a través de Reaccién de
Polimerasa en Cadena (PCR), se utilizaron partidores
especificos para los exones 1, 2, 3 y 4 (Promega) descri-
tos previamente en la literatura’®. La pureza del ampli-
c6n obtenido se evalué mediante un gel de agarosa 2%.
El producto de la PCR fue sometido a secuenciacién
mediante la técnica de Sanger, para lo que se utilizaron
los servicios de Macrogen (Korea) con una cobertura
de secuenciacién de un 100%. El analisis Bioinforméti-
co de las secuencias se realizé con el programa Sequen-
cher 5.4.5 (Genecodes). Como referencia, se utilizo la
secuencia del gen TCF2 NM_00458.2.

Para determinar si la variante encontrada afectaba
a uno o ambos alelos (homo o heterocigota), se utiliz6
la técnica de Reaccién de Polimerasa en Cadena-Po-
limorfismos de Longitud con Enzimas de Restriccién
(PCR-RFLP). El ex6n 4, que present? la variante en es-
tudio, se amplificé por PCR, y el producto amplificado
se digiri6 con la enzima Earl (Promega), capaz de reco-
nocer el segmento de DNA que incorpora la posicién
nucleotidica variante. Los productos de la digestién
enzimdtica se analizaron a través de Electroforesis en
geles de poliacrilamida.

Estudio bioquimico

Se realiz6 evaluacién de pardmetros bioquimicos
en plasma a todos los pacientes incorporados al estu-
dio que incluyé: Creatinina (mg/dl), Nitrégeno ureico
(mg/dl), glicemia (mg/dl), transaminasas: GPT - GOT
(UI/L), 4cido drico (mg/dl) y magnesio (mEq/L). Las
muestras se procesaron en el Laboratorio Central del
Hospital Luis Calvo Mackenna. El cilculo de la velo-
cidad de filtracién glomerular se realizé a través de la
Férmula de Schwartz".
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Se realiz6 estudio molecular y ecogréfico renal a los
familiares de primer grado de los casos indices.

Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica
de Investigacién en Seres Humanos de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Chile y la Direccién del
Hospital Luis Calvo Mackenna. Se obtuvo Consenti-
miento Informado del adulto responsable en todos los
casos y Asentimiento en pacientes sobre los 12 afios.

Resultados

Se incluyeron 32 pacientes, 18 de sexo femenino
(56,25%), la mediana de edad fue de 11 afos, con un
rango entre 10 meses y 17 afos. Veintiuno de los 32
presentaban displasia renal no quistica (65,6%); de
este grupo, un 76,2% tenia afectacién bilateral. Diez
pacientes (31,25% del total de la muestra) presentaron
displasia quistica, bilateral en 3 de ellos. Un paciente
ingres6 al estudio con diagnéstico de rifién en herra-
dura (figura 1).

Respecto a la funcién renal, 12 pacientes presenta-
ban ERC en etapa 1, 6 pacientes en etapa 2 y 14 pacien-
tes en etapa 5. De este ultimo grupo, 2 pacientes esta-
ban en peritoneodiilisis y 12 pacientes se encontraban
trasplantados (figura 2).

Figura 1. Caracterizacién de la muestra de acuerdo a tipo de Malformacion

Nefrourolégica.

Figura 2. Caracterizacion de la muestra de acuerdo a la Etapa de Enfermedad

Renal Crénica.
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Los niveles de glicemia, transaminasas, magnesio y
cido urico de los 32 pacientes estuvieron dentro de
rangos normales.

Se encontré una misma variante heterocigota (fi-
gura 3) en 2 de los 32 pacientes estudiados, lo que co-
rresponde a un 6,25% de la muestra. Esta variante se
ubica en el ex6n 4, en la posicién 1027, determina un
cambio en la base nitrogenada (Citosina por Timina -
C1027T), lo que origina un cambio en el aminodcido
codificado en la posicién 343 de Prolina por Serina.

Una de las pacientes afectadas por esta variante
es una adolescente de 17 afos, portadora de displasia
renal quistica izquierda, con funcién renal normal. El
otro caso indice corresponde a un paciente de sexo
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masculino, de 8 anos, con displasia renal no quistica
bilateral, que actualmente estd trasplantado (tabla 1).
Estos pacientes no tienen relacién de consanguinidad
conocida.

Se estudié la presencia de esta variante en la fami-
lia de uno de los casos indices, ya que el otro paciente
tiene padres adoptivos y se desconocen antecedentes
de su familia consanguinea. Se encontré la misma va-
riante heterocigota (C1027T) en 3 de los 5 familiares
estudiados (uno de los padres y 2 de sus 3 hermanos),
lo que permite evidenciar que no se trata de una va-
riante di novo (figura 3). Estos familiares estudiados
son asintomadticos, con estudio ecogréfico renal y del
tracto urinario normal.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los casos indices

ID paciente Edad (a) Sexo CAKUT Etapa ERC Exon Mutacion
10 17 F Displasia quistica izquierda 1 4 C1027T
24 8 M Displasia no quistica bilateral 5 4 C1027T

Figura 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida que muestra productos de la digestion de exén 4 con enzima de restriccion. El exdn 4, previamente
amplificado a través de PCR, se digiere usando endonucleasa de restriccién Earl, que reconoce el segmento de DNA que incorpora la variante. Se
analizaron 8 muestras, las primeras 3 a la izquierda son de pacientes controles y las 5 a derecha corresponden a los 2 casos indices y sus 3 fami-
liares portadores de la variante. Se puede observar que en los controles la enzima no fragmenta el ADN, y en los portadores de la variante uno de
los alelos se fragmenta y el otro queda intacto, lo que nos permite evidenciar que se trata de una variante héterocigota. La fragmentacion por la
enzima da origen a trozos de ADN mas pequefios que migran en el gel con mayor velocidad y pueden ser observados.
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Discusion

Por primera vez se realiza en Chile un estudio que
intenta buscar asociacién entre CAKUT y variantes del
gen que codifica para HNF1B.

Analizamos 32 pacientes no consanguineos con fe-
notipo de CAKUT e identificamos 2 de ellos con una
misma variante heterocigota en el exén 4 del gen que
codifica para HNFIB. Esta variante no estd descrita
previamente en la literatura, por lo que se desconoce
su rol patogénico, pese a que el hallazgo de una idénti-
ca alteracién en ambos pacientes podria sugerirla. Para
intentar determinar su patogenicidad se utilizé6 un
andlisis in silico (simulacién computacional) con tres
softwares disponibles: Polyphen-2, SIFT y Mutation
Taster. Los dos primeros predicen un efecto benigno y
tolerable; el tercero indica que esta variante podria ser
causal de enfermedad.

El primer caso indice es una adolescente de 17 afios
con antecedentes de embarazo fisiolégico, sin anorma-
lidades ecogréficas prenatales, nacié por parto vaginal
a las 38 semanas, peso nacimiento 2.850 g. Ingresé al
Policlinico de Nefrologia en febrero del 2012, a los 13
afios de edad, debido al hallazgo ecogréfico de un ri-
6n izquierdo con signos de displasia quistica, en el
contexto de estudio de imdgenes por dolor lumbar.
Cintigrama renal DMSA mostré exclusién cintigrafi-
ca del rin6n izquierdo. Dentro de su estudio destaca
creatininemia 0,68 mg/dl, examen orina normal. Evo-
luciona asintomdtica, normotensa. En abril de 2015 se
traslada a medicina de adultos para continuar control.
El segundo caso indice, varén de 10 anos, tiene ante-
cedentes de embarazo irregularmente controlado, sin
patologia materna conocida ni hallazgos ecogréficos
anormales. Nace por parto vaginal a las 35 semanas,
peso de nacimiento de 2.020 g. Ingres¢ al Policlinico de
Nefrologia en noviembre de 2010 derivado desde otro
centro pedidtrico, con diagnésticos de displasia renal
bilateral y enfermedad renal crénica terminal en peri-
toneodidlisis, para iniciar estudio pre trasplante. En su
historia destaca situacién de vulnerabilidad social por
abandono familiar. Recibe trasplante renal de donante
fallecido en febrero de 2014, a los de 5 afios de vida.
Actualmente tiene 5 afios post trasplante, al cuidado de
familia adoptiva, con velocidad de filtracién estimada
de 70 ml/min/1,73 m?.

La literatura describe casos de pacientes con va-
riantes en HNF1B heredadas o de novo en alrededor
del 50% de los casos, respectivamente'. Estudiamos la
familia de uno de los casos indices, constatando que 3
integrantes de ella portaban la misma variante hetero-
cigota del exdn 4. Los fenotipos muy diferentes de los
dos pacientes indices y la ausencia de malformaciones
renales en los familiares portadores de la variante nos
reafirma la falta de correlacién genotipo-fenotipo, lo
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que ya estd descrito en la literatura y nos sugiere una
herencia con penetrancia incompleta®. Por lo tanto,
el rol patogénico de esta variante genética es incierto.
Una forma indirecta de acercarse a esto podria ser de-
terminando su ausencia relativa en una muestra signi-
ficativa de poblacién sana, lo que podria ser realizado
de manera costo-efectiva a través de PCR-RFLP.

La frecuencia de variantes del gen que codifica
para HNFIB en nuestro estudio fue de un 6,25%, lo
que estd en concordancia con resultados descritos en
otras series, que van entre un 5 y 31%'. El afio 2006,
Ulinski" publica un estudio descriptivo de 80 pacien-
tes franceses portadores de CAKUT, evidenciando en
un 31% de ellos alteraciones de TCF2, ya sea mutacién
o delecion completa del gen; Thomas'?, en el afio 2011
publica una serie estadounidense de pacientes porta-
dores de aplasia y/o hipoplasia renal, encontrando un
5% de pacientes con alteraciones del gen que codifica
para HNFIB. En diferentes publicaciones se ha podido
demostrar que la frecuencia de variantes de este gen
es mayor en los pacientes con CAKUT que presentan
quistes renales uni o bilaterales, llegando en este grupo
al 50% de los nifos estudiados'>®.

No se observaron alteraciones de los niveles de 4ci-
do drico o magnesio plasmdtico, como tampoco ele-
vacion de transaminasas o glicemia. Esto puede estar
explicado porque gran parte de las manifestaciones
extrarrenales de las variantes de HNF1B se manifiestan
tardiamente en la vida.

No podemos dejar de mencionar las limitaciones
de nuestro estudio. En primer lugar, por razones de
costo, s6lo se analizaron las variantes de los exones 1,
2, 3y 4, siendo 9 en total; ademds, no se efectud bus-
queda de deleciones del gen, lo que habria requerido
otro tipo de técnicas. Esto permite explicar la relativa
baja frecuencia de variantes en el gen TCF2 encontra-
das en nuestra serie. Por otra parte, el hecho de que
ninguno de nuestros pacientes haya presentado anor-
malidad de la glicemia basal no nos permite descartar
diabetes o estados prediabéticos, ya que no se realizé
test de tolerancia a la glucosa y/o medicién de insu-
linemia. En este estudio no se realizaron exdmenes
de imdgenes que permitan descartar anormalidades
anatémicas del péncreas o genitales internos, las cua-
les pueden ser manifestaciones extrarrenales de las va-
riantes de HNF1B. Finalmente, no se pueden descartar
en nuestros pacientes anormalidades en otros genes in-
volucrados en el desarrollo renal, que también se han
asociado a CAKUT: Ret, GDNF, Pax2, Six2, UMOD,
BMP4, entre otros'.

Conclusiones

Este trabajo es el primer estudio realizado en Chile
que busca variantes del gen que codifica para HNFIB,
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cuyas alteraciones son reconocidas como la causa mo-
nogénica més frecuente de CAKUT, y nos ha permiti-
do el reconocimiento de una nueva variante cuyo valor
patogénico desconocemos.

La caracterizacién genotipica de este grupo de pa-
cientes estd lejos de ser una realidad en la practica cli-
nica, sin embargo, en grupos seleccionados podria ser
de gran utilidad para el consejo genético, prevencién y
busqueda de manifestaciones extrarrenales.

La investigacién cientifica que permite conocer las
caracteristicas genotipicas de los pacientes portadores
de malformaciones nefrourinarias proporciona una
base para la comprension cabal del origen de estas en-
fermedades, y es el puntapié inicial de futuros estudios.

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales: Los autores decla-
ran que los procedimientos seguidos se conformaron
a las normas éticas del comité de experimentacién hu-
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dica Mundial y la Declaracién de Helsinki.

Confidencialidad de los datos: Los autores declaran
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sobre la publicacién de datos de pacientes.

Derecho a la privacidad y consentimiento informa-
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formado de los pacientes y/o sujetos referidos en el
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correspondencia.
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