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OBJETIVOS:

1. General:
a. Conocer la frecuencia de las mutaciones en el gen NPHS2 en los

nifos con sindrome nefrotico idiopatico.

2. Especificos:
b. Correlacionar la respuesta al tratamiento, las lesiones histologicas

y la presencia o ausencia de mutaciones.

c. Correlacionar la presencia de mutaciones con la evolucion a

insuficiencia renal crdnica.

d. Correlacionar la presencia de mutaciones con la evolucion a

insuficiencia renal crénica.



ANTECEDENTES:

El sindrome nefrético idiopatico se define como la pérdida de proteinas por
la barrera de filtracion glomerular secundariamente se presenta edema, trastornos
en los lipidos asi como otros trastornos metabdlicos. La etiologia se desconoce
pero se han realizado investigacion los cuales han resultados como causa los
trastornos genéticos asociados a la formacion de los diferentes componentes del
filtro glomerular, es asi que se tienes como causa las diversas mutaciones
presente en los genes que codifican las diferentes proteinas de dicho filtro, como
son podocina (NPHS2), nefrina (NPHS1), NEPH1 (gen NEPH1), CD2AP (gen
CD2AP), Fyn, densina y cadherina-5.*

La importancia de las mutaciones en los genes que codifican las proteinas
de los podocitos puede evidenciarse claramente de la investigacion realizada por
Hinkes y colaboradores, quienes estudiaron 89 nifilos pertenecientes a 80 familias
con sindrome nefrético manifestado en el primer afio de la vida. En este estudio se
detectaron mutaciones de los genes NPHS1 (22.5%), NPHS2 (37.5%), WT1
(3.8%) y LAMB2 (2.5%) en 53 de las 80 familias (66.3%). Asimismo, las
mutaciones descritas se encontraron en 85% de las familias con sindrome
nefrético congénito (inicio entre cero y tres meses de edad) y en 44% con
sindrome nefrético infantil (inicio entre cuatro a 12 meses de edad). Las
mutaciones en el gen NPHS2 fueron la causa mas frecuente del sindrome
nefrético tanto en la forma congénita (39%) como en la infantil; sin embargo, las
mutaciones del gen NPHS1 solamente se encontraron en los nifios con sindrome
nefrético congénito, y a su vez, con caracteristicas del sindrome nefrético

congénito tipo finlandés. 2

Hee Yoon Cho y colaboradores estudiaron 70 nifios coreanos con sindrome

nefrotico corticorresistente, no encontraron mutaciones en NPHS2. 2



Rasheed Gbadegesin y colaboradores publicaron en el 2007, un analisis de
mutaciones del gen NPHS2 (podocina) en EUA y la frecuencia de WT1 en
pacientes con sindrome nefrotico idiopatico corticodependientes asi como de
recaidas frecuentes, en el que estudiaron 20 nifios, no encontraron mutaciones

en estos genes. *

No existe informacion en México sobre mutaciones de NPHS2 en nifios con

sindrome nefrotico idiopatico (SIN).



MARCO TEORICO:

El sindrome nefrotico es una condicibn en la cual ocurre pérdida de
proteinas a través del filtro glomerular; la proteinuria resultante se acompafa
habitualmente de edema, hipoproteinemia, hiperlipidemia y otros trastornos
metabolicos. El sindrome nefrético se clasifica como idiopatico cuando se debe a

glomerulopatias primarias o bien puede ser secundario a diversas afecciones.’

El sindrome nefrético idiopatico es la causa mas comun del sindrome
nefrético en nifios. En los menores de 10 afios de edad con sindrome nefrotico
idiopatico, la mayoria de los pacientes presentan lesiones glomerulares minimas,
por lo que se ha denominado “enfermedad de cambios minimos”, “glomerulopatia
de cambios minimos” y mas recientemente “nefropatia de cambios minimos”.? Se
ha observado que 90 a 95% de estos pacientes responde habitualmente al
tratamiento con corticosteroides,® por lo que también han sido clasificados como
“sindrome nefrético idiopético sensible a corticosteroides”. La proporcion restante
de pacientes presenta lesiones histolégicas renales diversas que incluyen:
hipercelularidad  mesangial, = glomerulosclerosis  segmentaria y  focal,
glomerulonefritis  membranoproliferativa,  glomerulopatia membranosa vy
obsolescencia glomerular focal y global.® Los nifios con los dos primeros tipos de
lesiones histologicas mencionadas presentan con frecuencia falta de respuesta al
tratamiento con corticosteroides, por lo cual también han sido clasificados como

“sindrome nefrotico idiopatico resistente a corticosteroides”.

En nuestro hospital los pacientes con sindrome nefrético idiopatico reciben
tratamiento con esteroides (60mg/m2SC/dia por 6 semanas y posteriormente
40mg/m2SC/dias alternos por 6 semanas), se consideran corticosensibles
aquellos en quienes la proteinuria desaparece en las primeras cuatro semanas de
tratamiento con prednisona y si no responden son invitados a participar en el
protocolo HIM/2006/032 “Eficacia de la combinacion tacrolimus — prednisona

comparada con ciclosporina — prednisona en el tratamiento del sindrome nefrético
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idiopatico corticorresistente”. Se considera la realizacion de biopsia renal en los
casos de: corticorresistencia, corticodependencia, recaidas frecuentes, deterioro
en la funcién renal. De acuerdo a la experiencia clinica mundial, la mayoria de los
pacientes sin biopsia renal (que responden al tratamiento de inmunosupresion
inicial), seran de lesiones glomerulares minimas, mientras que los que requieren la

biopsia son generalmente de lesiones glomerulares complejas

La filtracion del plasma a través del glomérulo requiere el paso de agua y
solutos a través de la barrera de filtracion glomerular. Esta barrera tiene tres
componentes: el endotelio fenestrado, la membrana basal glomerular y las células
epiteliales viscerales denominadas podocitos. Los podocitos se unen a la
membrana basal glomerular a través de prolongaciones epiteliales denominadas
pedicelos; estos pedicelos dejan un espacio entre cada uno de ellos, en el cual se

ubica el denominado diafragma de hendidura.

Los podocitos son células epiteliales diferenciadas, altamente especializadas,
que embriolégicamente derivan de las células mesenquimatosas. Los pedicelos se
unen a la membrana basal glomerular por la accidon de la a3B1-integrinay los a y

B-distroglicanos.’

La membrana de los podocitos se encuentra cargada negativamente, debido
a la presencia de diversas proteinas anidnicas en su superficie, que incluyen la
podocalixina, podoplanina y podoendina. Esta membrana tienes dos funciones; en
primer lugar limita en paso de la albumina, la cual también esta cargada
negativamente; en segundo lugar, las cargas anidnicas mantienen la separacion

de los pedicelos.’

Se ha considerado que los podocitos tienen las siguientes funciones: a)
regulacion de la permeabilidad selectiva glomerular; b) soporte estructural del
capilar glomerular, en cooperacion con las células mesangiales para resistir la

fuerza distensora de la presion hidraulica intracapilar; c) remodelacion de la
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membrana basal glomerular, en cooperacion con las células endoteliales y

mesangiales, y d) endocitosis de las proteinas filtradas.®*°

El diafragma de hendidura es una estructura de union altamente
especializada, que forma la mayor barrera para evitar la pérdida de proteinas a

través del filtro glomerular.’

Uno de los primeros componentes moleculares del diafragma de hendidura
identificados fue la nefrina (gen NPHS1), la cual es un miembro de la familia de las
inmunoglobulinas; la importancia de la nefrina se deduce del hecho que en
ausencia de nefrina no se forma el diafragma de hendidura.9 Después de la
nefrina, se identificaron otras proteinas localizadas en el diafragma de hendidura o
en su cercania. Estas proteinas y sus genes incluyen, entre otras, las siguientes:
podocina (gen NPHS2), NEPH1 (gen NEPH1), CD2AP (gen CD2AP), Fyn, densina
y cadherina-5 (Fig. 2). **

Se ha descrito que la nefrina, la podocina y el NEPH1 forman un complejo
proteico que funciona como un receptor transmembrana. Cuando se pierde
algunos de estos componentes, los pacientes o ratones experimentales,
desarrollan proteinuria y fusién de los pedicelos.9 Una de las funciones basicas
del complejo receptor de la nefrina es formar una unidon polarizada entre las
células contiguas. En el podocito maduro, las vias de sefializacion a través del
diafragma de hendidura via el complejo de nefrina, sirven para regular la
estructura del podocito por medio de la modulacién del citoesqueleto para

mantener la arquitectura tridimensional y los movimientos de la célula.'*

Por otro lado, se ha demostrado que la permeabilidad de la membrana
basal glomerular se encuentra determinada no solamente por el tamafio sino
también por la carga de las proteinas. De esta manera, la carga negativa o
anidnica de la membrana basal glomerular impide el paso de las moléculas de
albumina, las cuales también tienen carga negativa. Lo anterior indica que en el

sindrome nefrético idiopético, la proteinuria también ocurre a consecuencia de la
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alteracion electroquimica de la membrana basal glomerular, con pérdida de sus

cargas anionicas.

Finalmente, en los pacientes con sindrome nefrético idiopéatico la
produccion aumentada de diversas linfocinas por los linfocitos T activados, puede
alterar la permeabilidad glomerular a la albumina. A este respecto, se ha
demostrado aumento de la produccién in vitro por los linfocitos de las interleucinas
(IL) 2, IL-4 e IL-13 e interferon gamma. El aumento de la concentracion de las
interleucinas mencionadas puede explicar la alteracion en la permeabilidad
glomerular observada en los pacientes con sindrome nefrético idiopético. Sin
embargo, también se ha determinado que el denominado “factor de permeabilidad
vascular”, es diferente en sus caracteristicas a la IL-2 y se ha concluido que al
momento actual la citocina patogenética atin no ha sido identificada.*?

De la discusion anterior respecto a la fisiopatologia del sindrome nefrotico
se pueden sustentar dos mecanismos principales que inducen la alteracion de la
permeabilidad del filtro glomerular a las proteinas del suero, principalmente la
albumina. Por un lado, se tiene a los pacientes que evolucionan a insuficiencia
renal cronica terminal y reciben un trasplante renal; una proporcion variable de
estos pacientes presentan recurrencia del sindrome nefrético después del
trasplante, por lo que se puede especular que en estos casos la enfermedad es
probablemente mediada por una citocina producida por los linfocitos T que
incrementa la permeabilidad de la membrana basal glomerular y que persiste en
circulacién, incluso en pacientes que han sido sometidos a nefrectomia bilateral
antes del trasplante.’® Aun debe definirse si esta citocina actta modificando
directamente la permeabilidad de la membrana basal glomerular o través de la
lesion de los podocitos y el diafragma de hendidura. Por otro lado, deben
considerarse los pacientes con sindrome nefrético en quienes se ha demostrado
mutaciones en los genes que codifican las proteinas basicas de los podocitos y el
diafragma de hendidura que mantienen la integridad anatomica y fisicoquimica de

la barrera de filtracion glomerular.
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Las enfermedades que causan el sindrome nefrotico pueden agruparse en
forma general en tres categorias: a) Enfermedades que actian a través de
mecanismos mediados por anticuerpos; ejemplos de estas enfermedades son el
lupus eritematoso sistémico, la glomerulonefritis membranoproliferativa y la
glomerulopatia membranosa. b) Enfermedades asociadas con alteraciones
metabolicas; ejemplo de éstas es la diabetes mellitus. ¢) Enfermedades causadas
por funcibn anormal de las células glomerulares; la mayoria de estas
enfermedades ocurren por lesion o disfuncién de los podocitos, por lo cual éstas

han sido designadas como podocitopatias®

Se ha propuesto que la disfuncion de los podocitos puede tener tres
posibles etiologias: idiopatica, genética o reactiva. A su vez, las lesiones
histolégicas glomerulares, de acuerdo a la clasificacion propuesta, incluyen
principalmente: a) lesiones glomerulares minimas, b) glomerulosclerosis
segmentaria y focal, c) esclerosis mesangial difusa y d) glomerulopatia

colapsante”

Por otro lado, estas categorias histopatoldgicas no son completamente
excluyentes una de otras. Asi, puede ocurrir transicibn entre las lesiones
histolégicas en los pacientes con sindrome nefrético. De esta manera, algunos
pacientes que en la biopsia inicial presentan lesiones glomerulares minimas, en un
estudio histolégico posterior (realizado habitualmente por falta de respuesta al
tratamiento con corticosteroides) se observan lesiones de glomeruloesclerosis
segmentaria y focal. Lo mismo puede ocurrir en nifios que en el estudio histolégico
inicial muestran proliferacion mesangial difusa. Por otro lado, se ha observado que
un mismo factor etiolégico puede manifestarse por distintos tipos de lesiones
histoldgicas; asi, los pacientes que presentan mutaciones en el gen NPHS2, que
codifica la produccion de podocina, pueden presentar al estudio histolégico renal
lesiones glomerulares minimas, glomeruloesclerosis segmentaria y focal v,

raramente, esclerosis mesangial difusa.
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La importancia de las mutaciones en los genes que codifican las proteinas de
los podocitos puede evidenciarse claramente de la investigacion realizada por
Hinkes y colaboradores,* quienes estudiaron 89 nifios pertenecientes a 80
familias con sindrome nefrético manifestado en el primer afio de la vida. En este
estudio se detectaron mutaciones de los genes NPHS1 (22.5%), NPHS2 (37.5%),
WT1 (3.8%) y LAMB2 (2.5%) en 53 de las 80 familias (66.3%). Asimismo, las
mutaciones descritas se encontraron en 85% de las familias con sindrome
nefrético congénito (inicio entre cero y tres meses de edad) y en 44% con
sindrome nefrético infantil (inicio entre cuatro a 12 meses de edad). Las
mutaciones en el gen NPHS2 fueron la causa mas frecuente del sindrome
nefrético tanto en la forma congénita (39%) como en la infantil; sin embargo, las
mutaciones del gen NPHS1 solamente se encontraron en los nifios con sindrome
nefrético congénito, y a su vez, con caracteristicas del sindrome nefrotico

congénito tipo finlandés.

Sindrome nefrético de lesiones glomerulares minimas
El sindrome nefrético de lesiones glomerulares minimas se caracteriza por
el hallazgo de histologia glomerular normal al estudio de microscopia 6ptica y

fusion extensa de los pedicelos al examen con microscopio electronico.

En la variante genética se han identificado tres formas: a) Sindrome nefrético
de lesiones glomerulares minimas corticorresistente autosomico recesivo
(clasificacion OMIM #600995), que se presenta en la infancia o en la nifiez, y
probablemente es causado por mutaciones en el gen NPHS2 que codifica la
podocina. b) Sindrome nefrético autosémico dominante el cual se presenta con
mayor frecuencia como glomerulosclerosis segmentaria y focal y mas raramente
como lesiones glomerulares minimas; este sindrome se ha ligado a un locus
ubicado en el cromosoma 19q; el gen responsable es probablemente el ACTN4
(OMIM #603278), que codifica la alfa-actinina 4. c) Distrofia muscular tipo 2B, la
cual es causada por mutaciones en la disferlina (OMIM #603009) y se acompafa

de sindrome nefrético de lesiones glomerulares minimas.*®

14



Sindrome nefrotico con glomerulosclerosis segmentaria y focal

En los pacientes con sindrome nefrético la glomerulosclerosis segmentaria
y focal se define como una solidificacion segmentaria del ovillo capilar glomerular
con acumulo de matriz extracelular; en ocasiones ocurre adhesién o sinequias

entre el ovillo glomerular y la capsula de Bowman.

Los pacientes con la variante genética pueden presentar la lesion de
glomerulosclerosis segmentaria y focal como parte de un sindrome o la lesion
encontrarse limitada al rifidn (no sindrémica). Las mutaciones genéticas que se
incluyen en las formas no sindrémicas incluyen genes que codifican proteinas en
el citoesqueleto basado en actina o en el diafragma de hendidura. En cambio, en
las formas sindrémicas se incluyen mutaciones genéticas en las proteinas de la
membrana basal glomerular (como en el sindrome de Alport) y en los factores de
transcripcion que son criticos para la diferenciacion de los podocitos (como la
proteina del factor de Wilms-1, WT1); asimismo, enfermedades metabdlicas
(Fabry) y mitocondriopatias (MELAS).*

Las mutaciones en el gen NPHS2, que codifica la produccion de podocina,
son las mas frecuentemente encontradas en el sindrome nefrético con
glomerulosclerosis segmentaria y focal de tipo genético; la herencia es de tipo
autosémico recesivo;*® el gen se ubica en el cromosoma 1g25-31."° Se ha
estimado que estas mutaciones se encuentran en aproximadamente 10 a 30% de
los pacientes con glomerulosclerosis segmentaria y focal con sindrome nefrético
corticorresistente,'’ y no todos ellos presentan el sindrome nefrético en la etapa de
la nifiez.®* Sin embargo, los pacientes afectados también pueden presentar
hallazgos histologicos iniciales de lesiones glomerulares minimas o
hipercelularidad mesangial difusa. Una caracteristica distintiva es que estos
pacientes habitualmente no responden al tratamiento con corticosteroides ni otros

medicamentos inmunosupresores.*®

Las mutaciones del gen ACTN4, ubicado en el cromosoma 19913, que

codifica la alfa-actinina-4 se han observado en pacientes con sindrome nefrético
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con glomerulosclerosis segmentaria y focal de tipo familiar, con modo de herencia
autosémico dominante.15 Por otro lado, en otras formas de glomerulosclerosis
segmentaria y focal, también transmitidas con caracter autosémico dominante, se
han observado mutaciones en el gen CD2AP, ubicado en el cromosoma 6pl12, el

cual codifica las proteinas asociadas a CD2.*®

Por otro lado, en las variantes sindromicas se han descrito mutaciones en el
WT1 en pacientes con sindrome de Frasier, pero también en pacientes con

glomerulosclerosis segmentaria y focal aislada.*®*

Se ha mencionado previamente que una proporcion aun no definida de
pacientes con sindrome nefrético y glomerulosclerosis segmentaria y focal
presentan mutaciones en genes especificos que codifican proteinas de los
podocitos como la nefrina, podocina y la alfa-actinina-4 >33, A este respecto, aun
existe controversia de la efectividad de diversos medicamentos inmunosupresores
en los pacientes que presentan estas mutaciones, pero al parecer es baja la
posibilidad de una respuesta favorable.?

Los estudios iniciales del ISKDC mostraron que aproximadamente 30% de
los nifios con sindrome nefrético idiopatico y glomerulosclerosis segmentaria y
focal presentan respuesta al tratamiento inicial con corticosteroides® Sin embargo,
en una proporcion importante de los pacientes se observan recaidas en los
siguientes meses después del tratamiento inicial. En otros casos, después de una
respuesta inicial favorable y de otras remisiones en recaidas subsecuentes,
algunos pacientes presentan falta de respuesta a un nuevo tratamiento, por lo cual
se ha denominado corticorresistencia tardia. Se ha descrito una menor respuesta
al tratamiento con corticosteroides en los pacientes con mutaciones en el gen

NPHS2 que codifica la podocina de los podocitos.?*

Los hallazgos mencionados ya tienen actualmente implicaciones en el
manejo de los pacientes con sindrome nefrético idiopatico ***. Se ha mencionado

gue en algunos centros nefrolégicos se buscan mutaciones de la podocina en los
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nifos con sindrome nefrético idiopatico, con el fin de evitar el uso de
corticosteroides, los cuales no seran efectivos en el tratamiento de estos

pacientes.™®

Sindrome nefrotico congénito tipo finlandés

El sindrome nefrético congénito tipo finlandés se hereda en forma
autosdmica recesiva y se debe a la mutacion del gene de la nefrina (NPHS1)
localizado en el cromosoma 19q13.1. La enfermedad no es exclusiva de la

poblacién finlandesa *°8,

El gen de la nefrina estd mutado en el sindrome nefrético tipo finlandés. La
nefrina constituye un componente importante del diafragma de hendidura de los
pedicelos de los podocitos. Los estudios en ratones con la deficiencia muestran
que la nefrina intacta es necesaria para mantener la permeabilidad selectiva
normal del capilar glomerular. Las mutaciones de una proteina estrechamente
ligada a la nefrina, la proteina asociada a CD2 (gen CD2AP) en los ratones, ha
permitido demostrar que otros componentes del diafragma de hendidura, o sus
proteinas de anclaje, también pueden ocasionar un sindrome nefrético con
caracteristicas clinicas parecidas a las observadas en el sindrome nefrético tipo

finlandés.

Sindrome de Denys-Drash
El sindrome de Denys-Drash se caracteriza por la asociacion de sindrome
nefrético de inicio temprano, que progresa rapidamente a insuficiencia renal

crénica, seudohermafroditismo masculino y tumor de Wilms.***°

La mayoria de los pacientes con sindrome de Denys-Drash presentan
mutaciones heterocigotas, principalmente de novo. Estas mutaciones del gen
supresor del tumor de Wilms (WT1) son en sentido equivocado y localizadas en
los exones 8 y 9. Estas mutaciones también se han observado en pacientes con

sindrome nefrético corticorresistente aislado.?°
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En base a las consideraciones anteriores se planea el siguiente estudio
prospectivo dirigido a determinar la presencia de mutaciones de los genes NPHS1
(que codifica la nefrina) y NPHS2 (que codifica la podocina) en los nifios con
sindrome nefrético idiopatico que se encuentran en control en el Departamento de
Nefrologia del Hospital Infantil de México Federico GoOmez y correlacionar estos
resultados con la respuesta a los tratamientos instituidos y la evolucion posterior.
En aquellos pacientes que cuenten con estudio histologico renal, indicado
habitualmente debido a la presencia de recaidas frecuentes del sindrome
nefrético, corticodependencia o corticorresistencia, se realizard ademas la
correlacion entre la presencia de algunas de las mutaciones investigadas, los

hallazgos histolégicos renales, su respuesta al tratamiento y evolucion posterior.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

El sindrome nefrético idiopatico es la causa mas frecuente de sindrome
nefrotico en nifios. Recientemente se han identificado diferentes mutaciones en
los genes que codifican la producciéon de diversas moléculas del filtro
glomerular (podocitos y membrana de hendidura, uno de los genes estudiados
ha sido la podocina (gen NPHS2) que es una proteina localizada en el
diafragma de hendidura, estructura de unién altamente especializada, que
forma la mayor barrera para evitar la pérdida de proteinas a través del filtro
glomerular.

En otros paises se ha reportado que entre 0% a 37.5% de los pacientes con
sindrome nefrético idiopatico presentan mutaciones en el gen NPHS2. Se

desconoce la frecuencia en poblacién mexicana.
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JUSTIFICACION:

Al momento actual no se cuenta en nuestro Pais con estudios que indiquen la
frecuencia de las mutaciones en el gen NPHS2 en los nifios con sindrome

nefrético idiopatico.

Asimismo, el estudio permitird correlacionar la presencia de mutaciones y las
lesiones histoldgicas renales y la respuesta a los tratamientos instituidos en

estos pacientes.

Finalmente, permitira definir si la presencia de mutaciones se correlaciona con
mayor deterioro de la funcion renal y desarrollo de insuficiencia renal crénica en

estos nifos.

20



HIPOTESIS:

1. Alrededor de 20 a 30% de los pacientes con sindrome nefrético idiopatico

presentan mutaciones en los genes NPHS1 y NPHS2.

2. Los pacientes con mutaciones presentan con mayor frecuencia lesiones

histol6gicas de glomeruloesclerosis segmentaria y focal.

3. La presencia de mutaciones se correlaciona con mala respuesta a los

tratamientos instituidos.

4. La presencia de mutaciones se acompafia de mayor deterioro de la funcién

renal en estos nifios.
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CARACTERISTICAS DEL LUGAR DONDE SE DESARROLLO EL ESTUDIO:

El Hospital Infantil de México Federico Gomez, es un Instituto Nacional de salud,
ubicado en la calle Dr. Marquez # 162, colonia Doctores en la delegacion
Cuauhtémoc. Es un hospital de tercer nivel que atiende a poblacion abierta
referida de todas las instituciones de salud del distrito federal, area metropolitana y
resto de la republica mexicana, el cual labora los 365 dias del afio las 24 horas del

dia.

El Hospital Infantil de México Federico Gomez, cuenta con 300 camas censables.
Este estudio se llevo a cabo tanto en el laboratorio de investigacion, como en el
laboratorio y el servicio de nefrologia, los cuales se encuentran ubicados en el
tercer piso del edificio Mundet y cuarto piso del edificio Federico Gbémez

respectivamente.
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TIPO DE ESTUDIO:

e Se trata de un estudio descriptivo y transversal.
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CRONOGRAMA:

1. Enero 2008:
a. Realizacién de marco tedrico y antecedentes
2. Febrero — Abril 2008:
a. Captura de pacientes, toma de muestras,
recoleccion de datos del expediente clinico
3. Marzo — Abril 2008

examen fisico y

a. Captura de pacientes, toma de muestras, examen fisico

4. Febrero — Junio 2008

a. Recolecciéon de datos y secuenciacion de DNA
5. Mayo — Junio 2008

a. Andlisis de datos obtenidos
6. Junio — Julio 2008

a. Redaccion de conclusiones y término de la tesis

ENEFEBMARABRIMAY|JUNJUL

Marco teérico y antecedente "
Captura de pacientes, muestreo

X X X
Recoleccion de datos y secuenciacion del ADN

X X X X X
Analisis de datos obtenidos

X X

Redaccidn de conclusiones y termino de tesis I
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POBLACION:

e Pacientes del Hospital Infantil de México Federico Gémez, de cualquier
género, con diagnéstico sindrome nefrético idiopatico, que acudieron a la

consulta externa de Nefrologia.
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CRITERIOS DE INCLUSION, EXCLUSION Y ELIMINACION:

1. Criterios de inclusion:

a. Edad al inicio del sindrome nefrético entre 1 mes a 15 afios.

b. Laboratorio al inicio del sindrome nefrético: funcién renal (urea y
creatinina) normal, hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia,
albumina menor de 2.5 g/dL, complemento normal; examen general
de orina: +++/ proteinuria mayor de 40 mg/m2/hora.

c. Ausencia de enfermedades que causan sindrome nefrético en nifios.

d. Aceptacion mediante consentimiento informado y asentimiento de los

menores que puedan otorgarlo.

2. Criterios de exclusion:
a. Sindrome nefrético secundario a enfermedades sistémicas.

b. Deseo voluntario de no participar en el estudio.

c. Criterios de eliminacion:
3. Criterios de eliminacion:

a. Informacion clinica y exdmenes de laboratorio incompletos

b. Falta de seguimiento del paciente
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PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO:

1. Andlisis de secuencias mediante el programa Fincht TV y el programa
DNAMAN version 6.0. Analisis estadistico mediante el programa SPSS

version 16.0
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DESCRIPCION DE VARIABLES:

1. Variable independiente:

a. Presencia de mutaciones en el gen NPHS2. variantes genéticas con
desecandenantes patoldgicas (sindrome nefrotico).

2. Variables dependientes:

b. Remisién. Desaparicion de las manifestaciones clinicas del sindrome
nefrético  (edema, hipoalbuminemia, hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia) y de la proteinuria (menos de 4 mg/h/m2, en
coleccion nocturna de 12 horas).

c. Remisién parcial. Desaparicion de las manifestaciones clinicas pero
no bioquimico (persiste hipoproteinemia, hipercolesterolemia, y
proteinuria).

3. Recaida. Se considera recaida la reaparicion de la proteinuria: mayor de 40
mg/hora/m2 en orina de coleccion nocturna de 12 horas.

4. Corticorresistencia. No respuesta al tratamiento con corticosteroides a dosis
de 60 mg/m2/dia, por 4 semanas.

5. Corticosensible: respuesta al primer tratamiento con corticoesteroides a
60mg/m2/d.

6. Corticosensible con recaidas frecuentes: respuesta al primer tratamiento
con corticoesteroides presentando recaidas en numero de 2 en 6 meses 0 4
en un afo.

7. No respuesta a otros tratamientos instituidos.

8. Funcion renal durante su evolucion. Funcion renal al inicio del diagnostico

mediante formula de Schwartz asi como al final del estudio.
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MATERIAL Y METODOS:

Se realizé un estudio descriptivo de 15 pacientes infantiles diagnosticados con
sindrome nefrético idiopatico, que acudieron a control en la Consulta Externa del
Departamento de Nefrologia del Hospital Infantii de México Federico Gémez

(HIMFG), durante el periodo de enero a julio del 2008.

A cada paciente se le realizé una historia clinica y un examen fisico, ademas de

los siguientes examenes clinicos de laboratorio:

4 En sangre: biometria hematica, creatinina, triglicéridos, colesterol,
proteinas totales y fracciones, complemento hemolitico sérico:
fracciones C3 y C4, inmunoglobulinas, calcio, fosforo y fosfatasa
alcalina.

5 En orina: examen general de orina, proteinuria cuantitativa en coleccion
nocturna de orina de 12 horas.

6 Ademas se les tomO una muestra de sangre para las pruebas

moleculares.

Aislamiento del DNA de sangre venosa

Se obtuvieron 6 ml de sangre venosa de los pacientes en tubo BD Vacutainer®
con EDTA como anticoagulante (Becton, Dickinson and Company®©). El DNA se
extrajo siguiendo un protocolo de lisis celular del kit comercial QlAamp® DNA
Blood mini kit (QIAGEN®).

El DNA obtenido fue cuantificado mediante espectrofotometria para verificar su
pureza y concentracion. Ademas se verifico la integridad de la molécula mediante

electroforesis en gel de agarosa al 0.8% en buffer TBE (Tris-Acido borico-EDTA).
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Figura 1. Ejemplo de electroforesis en gel de agarosa al 0.8% del DNA aislado de las muestras de
sangre de los pacientes. En general se obtuvo una adecuada integridad de la molécula para
pruebas moleculares. Se agregé 1 ul de muestra en cada pozo y se sometié a 100 KV por 30

minutos.

Analisis molecular del gen NPHS2

Para la realizacibn del andlisis molecular del gen NPHS2 se disefiaron
oligonucleétidos especificos para cada uno de los ocho exones que conforman al
gen (Figura 2). Para lo cual se obtuvo la secuencia consenso del gen (Vega Gene
ID:OTTHUNGO00000035252) en la base de datos de genes ENSAMBLE.ORG?.

- 25.20 Kb Fewmesimnd

MA A AN A

Figura 2. Estructura del gen NPHS2 (podocina), de acuerdo a la informacion reportada en
ENSEMBLE.ORG. Como se observa el gen tiene un tamafio aproximado de 25.39 kb y esta

constituido por 8 exones.

El disefio de los oligonucleétidos se realiz6 con el programa PRIMER3> disponible
en linea (http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm), de manera general se

consideraron los siguientes parametros para el disefio:

4 Se disefaron flanqueando al menos 50 pares de bases antes y después
del exén blanco.

5 Se verificd que los oligonucleétidos no cayeran en posiciones donde se
localizaba algun tipo de polimorfismo.
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6 Se disefiaron con una Tm igual a 60°C para poder realizar la amplificacion
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de todos los exones
en el menor nimero de experimentos posibles.

7 Se calcul6 de manera informatica que los juegos de oligonucleétidos para
cada exdén no se alinearan a cualquier otra posicion dentro del genoma y

gue no formaran dimeros entre los mismos pares.

Tabla 1. Disefio de los oligonucleétidos empleados para amplificar cada uno de los exones del gen

NPHS2.
Exén Posicién* Secuencia de oligonucleétido Tamafio del fragmento
(pares de bases)
S: 5 AGT CCACAG CTC CACCAAGAC T 587
! AS: 5'CTCTGG CTT CAGTGG GTCTC 3’
S: 5’ CCAAGAATTGGACCAACAGATG Y 297
2 AS 5'GCATTC CAC ATG GAG CAATAAC 3
S: 5 GAAAGT TGG CCAATTTTAG 3 427
3 AS 5'CTG AGG TCC ATATTA CAAATCTGC 3
4 S: 5 GAT GGG CCA ATG GTC TGT AAT 3 393
AS 5’ATTCCCTAGATTGCCTTTGCACZ
S: 5 GGTAGG CCAACTCCATTITTICT3 480
> AS 5'GTC AATTTG GCAACCTCCTAAC?3
S: 5 TAG TAC AGAACAATG GCCACCAz3 412
° AS 5" CCT GGC CTA AAATGG GAAAT 3
S: 5 AGA CAG CAG TAGAGAGGCTTGC3Z 258
! AS 5'ATG GAC AGT AAG GAAAAG G 3
8 S: 5 CTCAGTGCTTGTCTGCTGAGTC 3 477

AS 5 CAT ATG GCA ACC AAAGGAAGG 3

* S= oligonucledtido sentido AS= oligonucledétido antisentido.

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR)

Las concentraciones de la mezcla de reaccion para la PCR se ajustaron para un

volumen de 20 ul:
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e Buffer de reaccion 1x

e 2.5 mM de MgCl,

e 1 unidad de Taq DNA polimerasa (Platinum® , Invitrogen™)

¢ 3 pmol de cada uno de los oligonucledtidos,

e 2 mM de cada uno de los dNTPs ( Adenina, Timina, Guanina y
Citocina),

e 100 ng de DNA,

¢ 5% de dimetil sulfoxido (DMSO),

e Agua ultrapura (MilliQ) suficiente para completar 20 ul.

La mezcla se sometio a las siguientes condiciones de reaccién para la PCR en un

termociclador para la amplificacion de los exones:

e Activacion de la enzima 96°C por 2 minutos.
e Seguido de 35 ciclos de:

e 96°C por 30 segundos (desnaturalizacion),
e 60°C por 30 segundos (alineamiento),

e 72°C por un minuto (extension),

e Y una extension final a 72°C por un minuto.

Se verificaron los productos de la amplificacion de los exones de la PCR mediante

electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TBE (Tris-Acido bérico-EDTA).
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Figura 3. Ejemplo de electroforesis en gel de agarosa a 2 % de los productos de PCR obtenidos
para los exones 2 (297 pb), 4 (393 pb) y 5 (480 pb) de los 15 pacientes. Se empleo un marcador de

peso molecular de 50 pb, la flecha indica la banda correspondiente a 400 pb. C= control negativo.

Reaccion de secuenciacion

Los productos de la amplificacion de la PCR fueron purificados mediante la
exonucleasa 1 recombinante ExoSAP-IT® (Usb®), con las siguientes condiciones:
Se tomaron 5 ul de reaccion de PCR (= 1 ug de DNA) y se agregaron 2 ul (1
unidad) de la enzima, se incubd la mezcla a 37°C por 15 minutos y se inactivo la
enzima incubando a 96°C durante 15 minutos. Se tomé 1 ul de la reaccion
purificada (= 200 ng de DNA) para elaborar la mezcla de reaccion para

secuenciacion:

e ul de BigDye Terminator (BigDye® Terminator v3.1, Applied Biosystems®)
e 1uldePCR.
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e 0.25 ul de oligonucledtidos (2.5 pmol),

o ul de agua ultrapura (MilliQ).

La mezcla se sometio a los siguientes parametros de reaccion en el termociclador:
e 25 ciclos de:
0 96°C por 30 segundos (desnaturalizacién)

0 60°C por 4 minutos (extension).

Los productos de la reaccion de secuenciacion fueron purificados mediante
columnas de separacion Centri-sep (Princeton Separations, Inc.) Siguiendo el
protocolo indicado por el proveedor. La reaccion purificada fue deshidratada
mediante un sistema de vacio y centrifuga durante 20 minutos a temperatura
ambiente, posteriormente la muestra obtenida fue resuspendida en 20 ul de
formamida grado molecular. La mezcla final se incub6 a 96°C durante 2.5 minutos
y se congeld en hielo de manera inmediata durante 5 minutos y posteriormente se
sometid a electroforesis en un secuenciador automatizado de capilar ABI Prism®

310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®).

Los electroferogramas obtenidos de cada una de las secuencias de los exones
(Figura 4), de los pacientes, se analizaron mediante el programa FinchTVO
(Geospiza, Inc.) y el programa de analisis de secuencias DNAMAN v6.0 (Lynnon
BioSoft©) (Figura 5) para la busqueda de las posibles variables estructurales en el
gen (SNPs y/o mutaciones), las secuencias resultantes fueron alineadas con la
secuencia consenso de NPHS2 obtenida previamente como control comparativo
asi como cada una de los SNPs (Tabla 2) reportados en las bases de datos

citadas.
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Figura 5. Ejemplo de la alineacién de secuencias con el programa DNAMAN

Go to Base No. |_| Find Sequence | | | i E E l

GGATGGCAGCTOAGATTCTGTCAGGCACCCCTGCTGCTGTTCAGCTTCGATA
10 120 130 140 150 160

CCTCCACACCCTTCAGTCTCTGTCCACAGAGAAGCCTTCCACTGTGGTTTTA
170 180 180 200 210

CCTTTGCCATTTGACCTNECTGAATTGECCTGTCTTCTECCAGC AMCAGAACT
220 230 240 250 260

|2

Horizortal Scale j

Figura 4. Ejemplo de electroferograma

Fest sligmment of IMZ sequences NPHSZ-X1.seqg and DNAMANL
Etuple=2 Gap_penalty=7

Upper line: NPHSZ-X1.seq, from 1 to 314
Lower line: DNAMAEN]1, from 117 to 430

NDHESZ-H1 . seg:DMAMEN] identity= 99_36%(312/314) gzp=0.00%(0/314)

1 CACACEEACTECECTCCCET ECCCCTAGCECTCCCECECTECTGCT CCARCCECCCGECR
Lrrrrrrrerrererrrr rerrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrerel

117 CACRAGCEEACTECGCTCCCTIEOCCCTAGCECTCCCEOGCTECT GCT CCARCCECCOGECR

&8l GOICTECEATECACCAEEECECEEAECTOCTCCRGEEAETCOCCCEEECEAGECEET
FErrrrrrrrer e rerr et rer e re v e e ettt e e rrrrerrerred
177 GCICI R CEA TR A CECECCEAECTCCTCCRACECAETCCOECEEECERAEEOEED

121 ACEACTCCGCACARCERGARCR AR EEECARAEECCRACACEACCEECEEARECOECEEE
NN N N N N N Ry
237 AGERCTCCGCACAACEACARCARACRCCECARMCCORACACEACOEECEEEEECCECEEE

181 CECCRGERAGECTCGEECCCECCCEICEEECTCCEEACEEECEEEERCCCOGEEEERAECCT
FErrrrrrrrer e rerr et rer e re v e e ettt e e rrrrerrerred
237 CECCREEACECT GEECCCERECCETCEEECTOCEEACEEECECEERCCCOEEEEERAECCT

241 CERGCECCCECCECRCEET EETCEACET CEAT GACETCORACECT CCECCAGEACEET
Lrrrrrrrerrererrrrererrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrere
357 CERGCEOCCEOCECRCEET T EEACCT CRAT GRS TCORRGECT COGECRAGEAGEEC

301 ARCCGARCETGEICECECTICTIGEACRECERCCCECCCEAGERAG
Ferrrrerrrrend
417 ACCGRAGETGEEIEEC
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Tabla 2. SNPs reportados para el gen NPHS2 humano (Podocina)®?.

SNP Alelos reportados en MRNA  Funcién Residuo Codon AA
Forward
1 rs12406197 TIG 19 5'UTR
2 rsl12123397 T, CIG 156 Sinénimo  Ala [A] 3 29
3 rs1079292 T/IC 171  Sin6énimo  Gly [G] 3 34
4 rs3738423 TIC 357 Sin6nimo  Ser [S] 3 96
5 1512240233 T/C 494  missense T=Pro [P] 2 142
C=Leu
[L]
6 rs12568913 TIC
7 rsh005771 G/A 960 Sinénimo  Ala [A] 3 297
8 151410592 TIC 1023 Sin6nimo  Ala[A] 3 318
9 rs3818587 G/A 1107 Sinénimo  Leu[L] 3 346
10 rs4399118 T/IC 1193 missense T=Leu [L] 2 375
Pro [P]
Reverse

11  rs1410591 TIC 1275 3'UTR
12 rs1410590 CIT 1378 3'UTR
13 rs2274623 CIT 1421 3'UTR
14 rs2274622 CIT 1479 3'UTR
15 rs1060775 AIG 1649 3'UTR
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FINANCIAMIENTO:

¢ Estudio financiado por fondos federales: HIM/2008/010

ASPECTOS ETICOS:

Este estudio se efectud de acuerdo a la Declaracion de Helsinki del afio 2000 y al

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion.

Los investigadores participantes son especialistas en Nefrologia Pediatrica, Genética
Médica y Biologia Molecular y por consiguiente estan debidamente capacitados para

desarrollar la investigacion.

Las pruebas de laboratorio que se efectuaron, con excepcién de la toma de muestra para
realizar el estudio genético, se realizaron habitualmente tanto para el diagndstico como

para el seguimiento de los nifios con SNI.

La prueba para la investigacion de las mutaciones se realiz6 en muestra de sangre

obtenida por puncion venosa

La informacion proporcionada por el paciente y sus familiares fue de manejo exclusivo de
los investigadores y se mantendrd en reserva en el expediente clinico y formatos de

recoleccion de datos del estudio.

En el estudio sélo participaran los pacientes que hayan otorgado su consentimiento
informado por escrito; los pacientes o sus familiares conservaran copia del mismo y se
mantendra la disponibilidad para atender sus dudas o preguntas en el momento que lo

requieran.

Dado que se indico puncion venosa para obtencion de la muestra de sangre el estudio se

considera de riesgo mayor del minimo.

El estudio aportd informacion valiosa, actualmente no disponible en nuestro Pais,
referente a la presencia de mutaciones del gen NPHS2 en los nifios con sindrome

nefrético idiopatico.
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RESULTADOS:

Fueron incluidos 15 nifios con diagnéstico de sindrome nefrético, doce de los

cuales fueron de género masculino (80%) y tres fueron del genero femenino (20%).

La edad inicio al diagnéstico se presentaron de la siguiente forma: 0-2 afios 7
pacientes (43-8%), de 3-5 afios 7 pacientes (43.8%), de 6-9 afios y 10-13 afios cero

pacientes, 14-17 afos solo 2 pacientes (12.5%).

El diagnéstico principal fue sindrome nefrético idiopatico y de acuerdo a la
respuesta al tratamiento inicial con esteroide (prednisona 60mgm2scd 4 semanas y
posteriormente 40mgmz2scd dias alternos 8 semanas) se reportdé uno clasificado como
coticosensible (6.6%), dos coticosensible con recaidas frecuentes (13.3%), doce como
corticorresistente (80%).

Dos pacientes evolucionaron a insuficiencia renal y recibieron trasplante renal
(13.3%), cinco con insuficiencia renal cronica estadio | y Il segin guias KDOQUI (33.3%),

y ocho conservaron la funcién renal (53.3%).

Hallazgos histopatolégicos: glomeruloesclerosis focal y segmentaria (GSFS) en 10
pacientes (53%), dos con proliferacion mesangial difusa (PMS) 13.3%, dos con lesiones
glomerulares minimas (AGM) 13.3%, y uno con glomerulonefritis endo y extracapilar con

formacion de semilunas fibrosas y celulares (GMN) 6.6%.
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Tabla 4. Demografia de los 15 pacientes incluidos en el estudio.

Edad al diagnostico del SNI Pacientes (n/ %)
Genero:
- Masculino 12 (80%)
-Femenino 3 (20%)

Clasificacion segln respuesta al esteroide:

Corticosensible

Recaidas frecuentes 1 (6.6%)
Corticorresistente. 2 (13.3%)

12 (80%)

Tiempo de seguimiento (meses + DS) 12+ 0.74

Funcion Renal (n/%)

conservada 8 (53%)
IRC 5 (33.3%)
IRCT y Trasplante renal. 1 (6.6%)

Lesién histopatologica:
Glomeruloesclerosis focal y segmentaria 10/ 53%

Proliferacién mesangial difusa

Alteraciones glomerulares minimas. 2/ 13.3%
Proliferacion endo y extracapilar con 2/ 13.3%
semilunas. 1/ 6.6%

A los 15 pacientes se exploré el gen NPHS2 (podocina) cada uno de los
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) y los sitios de corte y plegamiento

(Splicing) reportados, obteniéndose los siguientes resultados:
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Tabla 5. Andlisis de las secuencias del gen NHPS2 del exon 1 de cada uno de los 15 pacientes.

Paciente Exon SNP Alelos de los Alelos reportados en
pacientes Forward
1 1 rs12406197 (1) T/G (5'UTR) 5UTR
rs1079292 (3) G/IG T/C
2 1 rs12406197 (1) T/G (5'UTR) 5'UTR
rs1079292 (3) G/G T/C
3 1 rs1079292 (3) G/IG T/IC
4 1 rs12406197 (1) T/T (5'UTR) 5'UTR
rs1079292 (3) G/G T/C
5 1 rs1079292 (3) G/G T/IC
6 1 rs1079292 (3) G/IG T/C
7 1 rs1079292 (3) GIG T/C
8 1 rs12406197 (1) T/T (5'UTR) 5'UTR
rs1079292 (3) G/G T/C
9 1 rs12406197 (1) T/T (5'UTR) 5'UTR
rs1079292 (3) G/G T/C
10 1 rs1079292 (3) G/G T/C
11 1 rs12406197 (1) T/G (5'UTR) 5'UTR
rs1079292 (3) G/G T/IC
12 1 rs1079292 (3) G/G T/C
13 1 rs12406197 (1) T/G 5'UTR
rs1079292 (3) G/G T/IC
14 1 rs12406197 (1) T/IA 5'UTR
rs1079292 (3) G/G T/IC
15 1 rs1079292 (3) G/G T/C

Tabla 6. Analisis de las secuencias del gen NHPS2 del exdn 2 de cada uno de los 15 pacientes.

Paciente Exon SNP Alelo del paciente Alelos
reportados
en Forwar

01 2 rs3738423 CIC T/C
02 2 rs3738423 CIC T/C
03 2 rs3738423 CIC T/C
04 2 rs3738423 CIC T/C
05 2 rs3738423 CIC T/C
06 2 rs3738423 CIC T/IC
07 2 rs3738423 CIC TIC
08 2 rs3738423 CIC TIC
09 2 rs3738423 C/IC TIC
10 2 rs3738423 CIC T/IC
11 2 Se repitié C/IC T/IC
12 2 rs3738423 CIC T/IC
13 2 rs3738423 CIC T/IC
14 2 rs3738423 CIC T/IC
16 2 rs3738423 CIC AIG




Tabla 7. Andlisis de las secuencias del gen NHPS2 del exon 3 de cada uno de los 15 pacientes.

Paciente Exén SNP Alelo Alelos

reportados
en Forwar

01 3 rs1079292 T/T T/IC

02 3 rs1079292 T/T TIC

03 3 rs1079292 T/T TIC

04 3 rs1079292 TI/T T/C

05 3 rs1079292 TI/T T/C

06 3 rs1079292 TI/T T/C

07 3 rs1079292 TIT T/C

08 3 rs1079292 TI/T T/C

09 3 rs1079292 TI/T T/C

10 3 rs1079292 TI/T T/IC

11 3 rs1079292 T/T T/C

12 3 rs1079292 TI/T T/IC

13 3 rs1079292 T/T TIC

14 3 rs1079292 TI/T T/IC

16 3 rs1079292 T/T T/C

Tabla 8. Analisis de las secuencias del gen NHPS2 del exon 1 de cada uno de los 15 pacientes.

Paciente Exon SNP Alelo paciente Alelo reportado

1 8 rs1410592 TIT T/C
rs5005771 G/G G/A
rs3818587 AIA G/A
rs4399118 C/C T/IC

2 8 rs1410592 T/IC T/IC
rs5005771 G/G G/A
rs3818587 AIA G/A
rs4399118 C/C T/IC

3 8 rs1410592 T/C T/IC
rs5005771 G/G G/A
rs3818587 A/A G/A
rs4399118 C/IC T/IC

4 8 rs1410592 TIT T/IC
rs5005771 G/IG G/A
rs3818587 AIA G/A
rs4399118 C/C T/IC

5 8 rs1410592 TIT T/IC
rs5005771 G/G G/A
rs3818587 AIA G/A
rs4399118 C/C T/IC

6 8 rs1410592 TIT T/IC
rs5005771 G/G G/A
rs3818587 A/A G/A
rs4399118 C/C T/IC

7 8 rs1410592 T/IC T/C
rs5005771 G/G G/A
rs3818587 A/A G/A
rs4399118 C/C T/IC

8 8 rs1410592 T/C T/IC
rs5005771 G/G G/A
rs3818587 A/A G/A

rs4399118 C/C T/C



9 8 rs1410592 TIT T/IC

rs5005771 G/G G/A
rs3818587 A/A G/A
rs4399118 C/C T/IC
10 8 rs1410592 T/IC T/C
rs5005771 G/G G/A
rs3818587 G/A G/A
rs4399118 C/C T/C
11 8 151410592 TIT T/C
rs5005771 G/G G/A
rs3818587 AIA G/A
rs4399118 C/IC T/C
12 8 151410592 TIT T/C
rs5005771 G/G G/A
rs3818587 AIA G/A
rs4399118 C/IC T/IC
13 8 rs1410592 TIT T/IC
rs5005771 G/G G/A
rs3818587 AIA G/A
rs4399118 C/C T/C
14 8 rs1410592 TIC T/IC
rs5005771 G/G G/A
rs3818587 A/A G/A
rs4399118 C/C T/C
15 8 rs1410592 TIC T/C
rs5005771 G/G G/IA
rs3818587 A/A G/A
rs4399118 C/C T/C

De los resultados obtenidos, no se encontré mutacion alguna en el gen NPHS2 en
los 15 pacientes con sindrome nefrético idiopatico estudiados. Pero si se
encontraron polimorfismos en los SNP comparados con o reportado
internacionalmente en la pagina Web del NCBI SNP, expresando otros alelos a

los reportados:

Asi tenemos que para el exbn 1 en el SNP rs12406197 se reporta
internacionalmente alelo en oligonucleétido sentido T/G, en el presente estudio se
encontré los siguientes alelos: heterocigoto T/G (26.6%) y T/A (6.6%), vy
monocigoto G/G (46.6%) y T/T (20%), todo dentro de la regién 5° UTR del gen.

Para el SNP rs12123397 reporta alelo en oligonucledétido sentido T, C/G, en este
estudio se encontrd: heterocigoto C/T (100%). Ambos codifican para el mismo

aminoacido: Alanina. En el SNP rs1079292 se reporta con alelo A/G, nosotros
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encontramos A/G (13.3%) y G/G (86.6%), ambos codifican para el aminoacido
reportado: Glicina.

El exdn 2, cuenta con un solo SNP rs3738423 con alelo en oligonucle6tido sentido
T/C en la tercera posicion del codon que codifica Leucina, encontramos en los 15
pacientes alelos homocigotos C/C (100%), ambos codifican al mismo aminoacido:
Serina, este SNP se reporta internacionalmente alelos Europa A/A (1%), A/IG
(16%) y G/G (81%) en Asia AA (0%), A/G (15%) y G/G (84%), Africa A/A (3%),
AIG (16%) y G/G (80%).

El exon 3, SNP rs12240233 reportado en la base de datos de SNPs del NCBI con
los alelos en oligonucleétido sentido T/C en la segunda posicién del codon que
codifica T= Leucina y C= Prolina ( este ultimo implica mutacién), en nuestros
pacientes se encontré alelo T/T en el 100%, codificando para el aminoacido
Leucina. En cuanto a la diversidad en otras poblaciones (Europa, Asia y Africa)
reportan 100% para el alelo homocigoto A/A.

El exdn 4 no se encontrd diferencia alguna en ninguno de los pacientes con
respecto a lo reportado internacionalmente.

El exdn 5 en su SNP Rs12568913 con alelo en oligonucledtido sentido T/C,
localizado en el tercer codon que codifica C= Arginina y T= terminacion
(mutacién); encontramos alelos C/C (100%), que codifica para el aminoacido
Arginina el mismo reportado. La diversidad en otras poblaciones (Europa, Africa y
Asia) alelo homocigoto A/A en el 100%.

El exdbn 6 y exdon 7 no se encontro diferencia alguna, carecen de SNP que
impliquen variacion alguna.

El exdn 8 cuenta con la mayor parte de los SNP en el gen NPHS2, el cual solo
reportamos sin la fraccion 3'UTR. El SNP rs5005771 reportado en la base de
datos de SNPs del NCBI con los alelos en oligonucledtido sentido G/A en la
tercera posicion del codon que codifica para Alanina. En la muestra que
analizamos se encontré en el 100% de los pacientes el alelo G/G que codifica
para el mismo aminoacido. En otras poblaciones se reportan Europa alelos C/C
(100%), T (1%), Asia C/C (100%), T (1%), Afro americanos C/C (97%), C/T (2%),
Asia C/C (100%), Sub Sahara C/C (98%), T/T (1%). Para el SNP rs1410592 con
alelo en Forward T/C (N=) localizado en el tercera posicion del codén que codifica
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para Alanina; encontramos alelos T/C (46.6%) y homocigoto T/T (46.6%) y C/C
(6.6%), que codifican para Alanina. En otras poblaciones, Europa A/A (20%), A/G
(40%), G/G (40%), Afro americanos A/A (22%), A/IG (33%), G/G (43%), Asia A/A
(20%), A/G (40%), G/G (40%) y Europeos A/A (32%), AIG (42%) G/G (21%). En el
SNP rs3818587 con alelo en oligonucleétido sentido G/A, en la tercera posicion
del coddn que codifica para Leucina; se encontré en nuestro grupo de estudio con
alelos A/A (93.3%) y A/G (6.6%), los cuales codifican para el aminoacido Leucina.
En otras poblaciones (Europa C/C (16%), T/T (83%), Afro americanos C/C (4%),
CIT (17%), T/T (78%), Asia CI/T (20%), T/T (79%). Y para el SNP rs4399118 con
alelo en oligonucleédtido sentido T/C, en la segunda posicion del codén que
codifica T=Leucina y C= prolina (mutacién) encontramos alelo homocigoto C/C,
que codifica para el aminoacido Leucina, igual al reportado. La diversidad
poblacional en Europa, Asia y Africa han reportado G/G en el 100%.
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DISCUSION

En el presente estudio no encontramos mutaciones en el gen NPHS2 en
nifos mexicanos con Sindrome nefrotico idiopatico, aun falta incluir a mas
pacientes en el estudio, pero estos datos preliminares concuerdan con lo
reportado en EUA? y corea®. A diferencia de lo reportado por Hinkes y cols, que

encontré 37.5% de mutaciones.

Un hallazgo interesante fue la variabilidad en los alelos los cuales son
totalmente diferentes al reportado en el NCBI, estos alelos que no se han
reportado en otras poblaciones. El nuevo polimorfismo encontrado en el exén 1

son sinénimos y no repercuten en la conformacién de la proteina final.

Esta pendiente realizar completar tamafio de la muestra de estudio (80

pacientes) y buscar los polimorfismos nuevos en sujetos controles (100 alelos).

45



CONCLUSIONES

No encontramos mutaciones en el gen NPHS2 en 15 nifios mexicanos con

sindrome nefrético idiopatico.
Encontramos el siguientes polimorfismos sin6bnimos no reportados en la

pagina del NCBI de SNPs:
Exon 1 enel SNP rs1079292 = A/G (13.3%) y homocigoto G/G (86.6%).
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Cuadro . Clasificacion etiologica del sindrome nefrético con glomerulosclerosis
segmentaria y focal

A. Idiopatico

B. Formas genéticas

1. No sindromicas

a) NPHS1 (nefrina): sindrome nefrotico tipo finlandés (autosémico recesivo)
b) NPHS2 (podocina): sindrome nefrético corticorresistente con glomerulosclerosis
segmentaria y focal autosémico recesivo

¢) ACTN4 (alfa-actinina 4): sindrome nefrético familiar autosémico dominante
d) CD2AP (proteina asociada a CD2): sindrome nefrotico con glomerulosclerosis
segmentaria y focal autosémico dominante

e) TRPC6 (canal catiénico del receptor potencial transitorio-6)

f) WT1 (tumor de Wilms-1)

2. Sindrémicas

a) Sindrome de Frasier: WT1

b) MELAS:* mt DNA tRNA

¢) Sindrome de Alport: COLAA3, A4, A5 (COL: colageno)

d) Enfermedad de Fabry: GLA (alfa-galactosidasa A)

e) Sindrome ufa-rétula: LMX1B (factor de transcripcién Lim)

f) Sindrome renal-coloboma con oligomeganefronia: PAX2

C. Formas reactivas

1. Posadaptativas

a) Masa renal reducida: displasia renal, cirugia ablativa, nefropatia del reflujo,
nefritis intersticial crénica

b) Masa renal inicial normal: obesidad, anemia de células falciformes, cardiopatias
congénitas ciandgenas

2. Asociadas a medicamentos o drogas

a) Ciclosporina, tacrolimus

b) Pamidronato, litio

¢) Interferén alfa

d) Heroina

e) Adriamicina y aminonucleodsido de puromicina en experimentos animales
3. Asociadas a virus

a) Parvovirus B19

b) Virus de la hepatitis C

¢) Virus simiano SV40

*MELAS: miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidosis lactica y episodios semejantes de
“ataques”.
Modificado de Barisoni y colaboradores.?
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ESPACIO URINARIO

Figura 3. Estructura de la barrera de filtracion del glomérulo. MBG: membrana basal

glomerular.
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a-actinina 4

MBG

Figura 4. Componentes de los podocitos y el diafragma de hendidura.
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Secuencia DNA del Gen NPHS2 isoforma 001

a6l

B
CACAGEEACTGCGCTCCOGTGCCCCTAGCGCTCCCGOGCTECTGCTCCAGCCGCOCOGECN

GCTCTGAGGR TEEAGAGEAGEFCGOGGAGCT CCTCCAGEEAGTCCCGOGEECGAGEOGEC
......... ATGEAGAGEAGEECECGEAGCT CCTCCAGRGAGTCCCGOGEEIGRAGECGET
......... -¥--g--i—-R--4--B-—-3--5--3--B—E--5--B--G—-B—G--G-
= E
AGGACTCCOGCACRAGEAGRRCAL GAGEECAL AGGCECAGAGGAGCGEOGERAGECCGOGES
AGGACTCCGCACARGEAGRRCAR GAGEECAL AGGCCGAGAGGAGCGEOGEAGEICECGEE

-R--T--P--H--K--E--N--K--R--BL—-K--A--E--B--5--G--G--G--R--G-

CECCAGEAGECTGRECCCGAGCCETCGEECT COGGACGFEOGEEEACCCCGEEEEAGCICC

CECCAGGAGECTEEECCCEAGCCGTOGRECTCCEEACGEECEEEEACCCCGEEEEAGTCC
LT AT TATT L L T G AT LT L GO L L T AL T T T L T T T O L L e G T T T TR T e

-R--Q--E--A--G--P--E--F--5--G--5--G--R--A--G--T--F--G--E--F-

CEAGCECOCCGCOGCCACGETGET GRACGT GEAT GAGST COGAGECT COGGLGRGEAGEET

GGG B CACGETEE TR A T EE AT AGC T OO G AGGC TO OGO CAREAGGED
LTATL T LT LT LAL Tl ool Ta L B g TATTl WL oA l UL TOLonaonioaiaio

-R--A--P--A--A--T--V--V--D--V—-D--E--V--B-—G--5--G--E--E--G-
X

ACCGAGGTGGTGECECTGITRGAGAGCEAGCHECCCRAGGAAGETACCARATCCTCRGEC

ACCGAGGTGGTGECECTGTTREAGAGCEAGCHHCCCRAGGARAGETACCARATCCTCOGEE

-T--E~--V--V--A--L--L--E--5--E--R--F--E--E--G--T--K--5--5--G-

I TG T T GAGT T T CT TG I CCT CATTTCCCTIGCTCTTCAT CATCATGACCTIC
ITACEEECC TG TGAGT GG T T CT TG I CCTCATTTCCCTGCTCTTCAT CATCATGACCTTC
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B =] O
1
i

[45]

o R

2 CAGGGARGCCTICCCCTTCCCARGTOCITCCARRCCTGTTGAGCCACTARATCCTARRRR

-L--G--A--C--E--W--L--L--V--L--T--§--L--L--F--T--I--M--T--F-

CCTTTTICCATCTGGTTCTGCGTARAGGTTGTACALGAGTATGARLGAGTAATTATATTC
CCTTTTICCATCIGGTTCTGCGTARAGGTTGTACALGAGTATGARLGAGTAATTATATTC
-P--F-=5==T ~=H-=-F=-C-=V=-K=-V=-V==(=-E~=¥=-E--R==V--T--I--F-

¥
CEACTGGEACATCIGCT TCCIGGARGAGCCARAGGCCCTIGETCTTTTICITITTITIGNCE
CGACTEEGACATCIGCTTCCTGGARGAGCCARRGECCCTEETCITITCITITTTTITECCE

& -R--L--G--H-=L=-L--P--3--R--A--K--G--P--G--L--F--F--F--L--B-

TGCCTGEATACCTACCACARGETTGACCTICGTCTCOARACTCTGGAGATACCTTTTCAT
GCCTGEATACCTACCACARGETIGACCTICGTCTCCARACTCIGGAGATACCTTTTCAT
-C--L--D--T--¥--H--K--V—-D--L--R--L--J--T--L-—-E--I--F--F--H-
¥
GAGATCEIGACCARAGACATGTTTATAATGGAGATAGATGCCATTTGCTACTACEGRAATG
GAGATCEIGACCARAGACATGTTTATAATGGAGATAGATGCCATTTGCTACTACCGRATG

g -E--I--V--T--K--D--M--F--I--M--E--I--D--RA--I--C--¥--¥-=R=-M-

GA A AT GCCTCTCT T T CCT AR G CAGT CT TG T CAT GTATCTAR AGCTGTGCARTTCCTT

£ GRRMATGCCTCTCTICTCCTARGCAGT CTTGCTCAT GTATCTARAGCTGTGCARTTCCTT

-E--N--A--5--L--L--L--5--5--L--A-—H--V--5--K--L--V--(--F--L-

GTGCAAACCACTATGARGCGTCTCCTAGCACATCGATCCCTCACTGARATTCTTCTAGAG
GTGCARACCACTATGAAGCGTCTCCTAGCACATCGATCCCTCACTGARATTCTTCTAGAS
~V--@--T--T--M--K--R--L--L--A--H--R--§--L--T--E--I--L--L—-E-

AGGARGACCAT OGO AR GAT GO AR A G TTGCCT TGEATTCAGT GACCTGTATT TG
AGGARGA AT OGO O AR GAT GO AR A G LT TG CT T GEATTCAGT GACCT GTAT I TR

-R--K--5--I--A--Q--D--B~-K--V—-A--L--D--§--V--T--C--I--W--G-

ATCARAGTGGAGAGAATAGAAAT TARRGATGTGAGSTTGCCAGCTGEECTTCAGCACTCR
ATCARAGTGGAGAGAATAGAAATTARAGATGTGAGST TGCCAGCTGEECTTCAGCACTCA
-I--K--V--E--R--I--E--I--K--D--V--R--L--PF--A--G--L--Q--H--5-

E
CTGGCTCTGEACECT GAAGCGCAAMGACALGCCARAGTGCGGATGAT TGCTGCAGAAGCE
CTGGCTETGEAGECTGAAGCGCARAGACARGCCARAGT GCGGATGATTGCTGCAGRAGCE

-L--A--V--E--A--E--BA--(Q--B--Q—-A--K--V--B--M--T--A--A--E--A-

GARAAGGCTGCTTCTGAGTCCCT GAGGATGGECAGCT GAGATTCTGT CAGGCACCCCTGC
GARARGGCTGCTTCTGAGTCCCTGAGGATGGCAGCTGAGATTCTGTCAGGCACCCCTRC
-E--K--A--A--5--E--5--L--R--M--A--A--E--T--L--5--G--T--P--A-
¥
GCBGTTCAGCTTCGATACCTCCACACCCTTCAGTCTCTGT CCACAGAGAAGCCTTCCACT
GCCGTTCAGCTTCRATACCTCCACACCCTTCAGTCTCTGTCCACAGAGAAGCCTTCCACT
-A--V--Q--L--R--¥--L--H--T--L--Q--5--L--§--T--E--K--F--5--T-
B
GTGGTTTTACCTITGCCATITGACCICTGAATTGCCTRTCT TCTCCCAGCARCAGRRCT
GTGGTTTTACCTITGCCATITGACCTACTGAATTGCCTGTCI TCTCCCAGCARCAGARCT
~V--V--L--P--L~-P--F--D--L~-L--N--C--L--§--5--P--5--N--R--T-
I
CAGGGAAGCCTCCCCTTCCCARGTCCTTCCARACCTGTTGAGCCACTARATCETARARAG
G

-Q-—-G--5--L--P--F--B--5--F--5--K--B--V--E--F--L--N-=P=-K--K-

ARAGRCTCTICCCATGT IAIPLEGA&EG&IGGGGCMAAIGTGAETGIF&iGGGCCTGCC&
T
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BT N 0

18 -K—D—5-—-P--M-——-L——*-..uusunsnnsnssasnannsnsssnannnssannnnnnnns

1441

1501

1581

1581

1741

o
TAGAARACTCACATECCT GAGEEAGACACTCTGTCCTCATTCCCTGCCCTTCCTITTGETT

o=

ja=]

jau ]
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b

Codons - alternating

Exons- alternating
background colour

text colour

Synonymous SNP
Non-synonymous SNP

T
CTTACCG GCTX;TGAGGTTGA TCA
T——A——A——G——E——H——D——F——

Other uraﬂa'tlon in
coding sequence Translation
Affected residue

{Mouse aver shows alternative cadansj

Ambiguity code

ki E
CTCTTCCCGATATCACACCCGETGGAT

Other variaion
UTR SNP *
in UTR {Mouse aver shows alleles)
{Mouse aver shows alleles]

UTR {dark background)
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