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RESUMEN

FRECUENCIA DE LAS MUTACIONES R138Q Y R229Q DEL GEN NPHS2 EN LOS PACIENTES
CON SINDROME NEFROTICO PRIMARIO Y SU CURSO CLINICO. Aguilar MA, Villasis MA, Ubillo
JM, Arenas D.

OBJETIVOS: Establecer la frecuencia de las mutaciones R138Q y R229Q en los
pacientes con sindrome nefrético atendidos en la consulta externa del HPCMN SXXI.
Describir el curso clinico y tratamiento médico de los pacientes con las mutaciones
R138Q y R229Q y compararlos con aquellos que no las presentan.

MATERIAL Y METODOS: Estudio transversal, comparativo, analitico. Realizacion en la
Clinica de Sindrome Nefrético del HPCMN Siglo XXI y Unidad de Investigacién Médica de
Genética Humana del HPCMN SXXI. Se identificaron a los pacientes con el diagnostico
de sindrome nefrético primario de la clinica de sindrome nefrético, en el periodo de enero
del 2010 a diciembre del 2011 con un seguimiento minimo de 6 meses. Se tomd una
muestra sanguinea para extraccion de DNA y busqueda de las mutaciones R138Q Y
R229Q en el gen NPHS2 utilizando primers. Andlisis estadistico: los resultados se
presentan como frecuencias simples y porcentajes, asi como con medianas y valores
minimo y maximo. Se compararon grupos con prueba exacta de Fisher y U-Mann
Whitnney.

RESULTADOS: Se invitd a participar en el estudio a 160 pacientes que acudieron a
consulta externa, de los cuales 28 aceptaron, 82% eran del sexo masculino. La mediana
para la edad al diagndstico fue de 3 afios, el tiempo de evolucién tuvo una mediana de 3
afnos 9 meses. 67.8% fueron catalogados como corticorresistentes y 32.1% como
corticosensibles. Todos los pacientes recibieron esquema con esteroides, todos los
corticorresistentes tuvieron esquemas combinados, el 53% con ciclosporina y 26% con
ciclofosfamida, el resto con otros inmunomoduladores. Al momento del estudio todos los
corticosensibles se encontraban en remisién, en cambio los corticorresistentes el 52% en
remisién total, 26% se encontraban activos y 21% en remision parcial. Se realiz6 biopsia
renal a los 19 corticorresistentes, en 12 se encontré proliferacion mesangial. En 4
pacientes se identificd alguna mutacion, 3 era corticorresistentes y un corticosensible. Se
report6 una delecién de timina en la posicién 647, dos casos con R229Q y un cambio de
aminoacido en Q215Q. No se encontrd el cambio R128Q. La edad al diagnéstico de los
pacientes con mutacion fue de 70 meses, el predominio fue de sexo femenino (p=0.01).
La tasa de filtrado glomerular y de creatinina sérica al diagnostico y al momento del
estudio se mantuvieron en parametros normales en ambos grupos, la proteinuria fue
mayor en pacientes con mutacién al diagnéstico, asi como la duracién de administracion
de ciclosporina fue mayor en los pacientes con mutaciéon con una variacion de 2 a 11
afios.

CONCLUSIONES: La frecuencia de mutaciones asociados al gen NPHS2 en este estudio
fue del 15%. No hubo correlacion de la evolucion clinica. Es conveniente continuar con la
busqueda de polimorfismos en nifios con sindrome nefrético para ofrecer en un futuro un
tratamiento dirigido para evitar la progresién hacia la enfermedad renal crénica.



INTRODUCCION

El sindrome nefrético (SN) se caracteriza por la presencia de proteinuria,
hipoalbuminemia, edema, hiperlipidemia. El término idiopéatico fue usado para
describir a un grupo heterogéneo que condicionaban glomerulopatias con pérdida
de proteinas que ocurrian predominantemente en los nifios. Sin embargo, en los
altimos afios se replanteo el concepto tomando en cuenta las mutaciones

genéticas que alteran los componentes de la barrera glomerular.'

La incidencia anual del sindrome nefrotico es de 2 a 7 casos por cada
100,000 niflos menores de 18 afios y con una prevalencia de cerca de 16 casos
por cada 100,000 personas, lo que lo convierte en una enfermedad relativamente

comun en nifios."

El sindrome nefrético de cambios minimos (SNCM) ocupa el 76% de los
casos de nefropatia en nifios de 1 a 12 afios y el 43% de los jovenes de 13 a 19
aflos, con un aparente pico de aparicion entre los 2 y 3 afios. La ocurrencia
familiar se reporta hasta en el 3.3%, afectando con mayor frecuencia a los
hermanos." Por definicion, no presenta anormalidades en inmunoglobulinas,
complemento o biopsias renales por microscopia de Iluz. Las posibles
anormalidades se observan Unicamente a nivel ultraestructural siendo lo principal

el borramiento de los procesos podocitarios de las células epiteliales viscerales."

Solo el 10% de los nifios con sindrome nefrético primario no responden a
los esteroides y representa un factor de mal prondéstico.” La corticorresistencia se

define como la persistencia de proteinuria después de 4 semanas de dosis altas



de prednisona oral (60mg/m?SC/d) seguidos de la administracién en dias alternos
por 4 semanas de prednisona. Dicha condicion se considera como factor

pronostico para complicaciones extrarrenales.”

Las lesiones histoldgicas vistas en el sindrome nefrético (SN) idiopatico
corticorresistente son: lesiones glomerulares minimas (LGM), proliferacion
mesangial difusa (PMD), asi como la glomeruloesclerosis focal y segmentaria
(GEFS)."" El hecho de que existan pacientes cuyas biopsias en un inicio sean
compatible con cambios minimos y después se demuestre proliferacion mesangial
difusa o glomeruloesclerosis hace pensar que estos tres tipos histolégicos en el

sindrome nefrético primario sean un espectro de la misma enfermedad.""

A 10 afos, el 30-40% de los pacientes con SN corticorresistente puede
desarrollar insuficiencia renal terminal. Sin embargo, también otros factores
pueden contribuir a complicacién, como los hallazgos histolégicos de la biopsia
inicial. Laercio y col. al analizar la histopatologia de 85 pacientes pediatricos,
encontraron que en los 21 pacientes corticorresistentes, el 48% tenia lesion
membranoproliferativa, siguiendo en frecuencia la lesion glomerular de cambios

minimos (24%) y la esclerosis focal y segmentaria (19%).”

En la glomeruloesclerosis focal y segmentaria (GEFS), aproximadamente el
80% de los pacientes no responde a esteroides. Salomén y colaboradores han
reportado que el 60% de los pacientes desarrollan insuficiencia renal cronica en un
periodo de diez afios. La lesiéon glomerular y tabulo intersticial en esto nifios es

muy grave y si la uremia se alcanza en un tiempo menor de dos afos existe el



riesgo de recurrencia en el injerto. Hasta el 30% de los pacientes que desarrollan
enfermedad renal crénica pueden presentar recurrencia posterior al trasplante

renal.

En estos momentos, con respecto al SN se esta estudiando la asociacion
con cambios en algunos genes que determinan la evolucion y sobre todo el
posible tratamiento. Estos genes codifican los elementos estructurales de la
barrera de filtracion como la hendidura diafragmatica y el citoesqueleto de los
podocitos (NPHS1, NPHS2, CDA2P, TRCP6, ACTN4), otros se expresan en la
membrana basal glomerular (LAMB2) y en la mitocondria (C0Q2). También se
incluyen genes del grupo de factores de transcripcion necesarios para el
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funcionamiento y desarrollo normal de los podocitos (WT1, LMX1B).

El gen NPHS2 codifica para la proteina podocina con expresion Unica a
nivel renal. Es una proteina de 383 aminoacidos, compuesta por una porcion N -
terminal de 102 aminoacidos de un dominio transmembrana de 16 a 18
aminoacidos.* La mutacién del gen NPHS2 se ha visto relacionada con el
sindrome nefrético corticorresistente de inicio temprano. In vivo se encuentra que
la nefrina esta ubicada en la hendidura del diafragma e interactia con la podocina
en unién con la proteina asociada a CD2 (CD2AP). La podocina y la nefrina
(codificada por el gen NPHS1), se unen al citoesqueleto del podocito (proteinas
transmembrana) y su disrupcion no solo afecta el diafragma de hendidura, sino la

integridad de todo el proceso podocitario.



Se han identificado mutaciones en NPHS2 en la mayoria de las familias con
GEFS autosomico recesiva (ARFSGS) y en algunos casos esporadicos.” En una
poblacion europea se hizo una busqueda intencionada de mutaciones del gen
NPHS2 en 671 pacientes con SN esporadico y en 205 casos familiares,
identificandola en el 20.8% y 45-55% respectivamente. La mayoria de los sujetos

reclutados eran nifios con SN corticorresistente. *"'

La importancia de las mutaciones asociadas a podocina en SN
heterocigotos aun no es clara, ya que GEFS asociada a mutaciones NPHS2 es
una condicién recesiva que requieren un defecto molecular de ambos alelos para
determinar un efecto patolégico. ™ También es evidente que las mutaciones
heterocigotas no siempre se asocian con proteinuria, el mejor ejemplo son los
padres de pacientes portadores de mutaciones esporadicas homocigotos que son,
por definicion, sanos. ™" Mientras que los estudios en familiares de pacientes
afectados deben realizarse a fin de excluir proteinuria subclinica, las posibilidades
del papel patogénico de las mutaciones del NPHS2 debe tenerse en cuenta. La
primera posibilidad es que la mutacion de los genes de la podocina probablemente
tenga por objeto las secuencias reguladoras o no mutaciones en regiones
codificantes. Una segunda posibilidad es la concomitancia de las mutaciones en
uno o mas genes que podria producir un efecto aditivo en el marco de una
herencia multigénica. Un mecanismo final y, probablemente mas plausible para
explicar la proteinuria en los portadores heterocigotos, esta relacionado con cierta
susceptibilidad para desarrollar proteinuria, donde otros factores genéticos pueden

representar algun papel patogénico.™



Se han reportado mas de 50 mutaciones NPHS2, tanto homocigotas o
heterocigotas, en 79 pacientes con un caracter familiar y 54 casos esporadicos.
Las mutaciones reportadas involucran toda la longitud del gen. Los estudios hasta
ahora publicados se refieren de la poblacion europea donde la mutacién R138Q es
mas frecuente en Alemania y Francia en 45%, y la variante P20L se observo
principalmente en lItalia y Turquia. Un caso unico implica la presencia de
mutaciones heterocigotas NPHS2 asociadas con la variante R229Q que puede ser
un polimorfismo con efectos funcionales. Esta asociacién se encontré en 33 casos

familiares y en 2 SN esporadicos.™

Especificamente, no se conoce la frecuencia del alelo de la variacion de la
secuencia R229Q, pero se ha descrito en individuos sanos del 3% al 13%. En
EUA se report6 en 1,577 personas sanas una asociacion entre R229Q con
microalbuminuria en la poblacién general, lo que sugiere una interaccibn mas
compleja de esta variante.™ Tsukaguchi, et al. es su estudio donde se incluyeron
30 familias con GEFS y herencia autosomico recesiva, asi como 91 pacientes con
GEFS primario. En 6 se presenté mutacion heterocigoto en el aminoacido R229Q.
Purificando las proteinas podocina y nefrina in vitro se estudio el efecto de esta
mutacion, revelando una disminucién en la adhesion de ambas proteinas. Por lo
gue las mutaciones R229Q Unicas, parecen ser insuficientes para causar GEFS,
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pero aumentan la susceptibilidad al dafio renal en estado heterocigoto.

En otro estudio realizado en 2002 se reportd que la mutacibn mas
comunmente encontrada en la poblacion del norte de Arabia y Europa era la

alteracion en R138Q, tanto en homocigotos como en heterocigotos, en 21 de 165



familias y 19 de 253 nifios con GEFS. La mutacion del alelo R138Q de la podocina
mantiene dentro del reticulo endoplasmético, no permitiendo la adecuada
interaccién con le nefrina.*" Weber et al. reporto que la mutacién R138Q esta
asociada con la aparicion temprana (11.8 + 3.2 meses en 15 pacientes), y los
portadores de la variante R229Q presentan un inicio tardio de la proteinuria, en
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general, entre la primera y segunda década de la vida respuesta a las drogas.

Existen pocas publicaciones sobre la evolucion hacia la insuficiencia renal
cronica terminal en pacientes con mutaciones. En un estudio prospectivo con 34
pacientes que tenian mutacién esporaddica NPHS2 y 10 casos familiares, se
describe que 12 pacientes con mutacion esporadica progresaron a insuficiencia
renal terminal después de 73 meses (rango 6-155) desde el inicio de la proteinuria;
mientras que nueve con mutacion familiares, la desarrollaron después de un

seguimiento a 76 meses (rango 18-162).*

Se realiz6 una revision en 48 pacientes con mutaciones NPHS2,
homocigotas o heterocigotas, incluyendo R138Q y 15 con R229Q asociada con
otra mutacion NPHS2. GEFS fue el rasgo predominante en 39 pacientes del
primer grupo y en 15 del grupo NPHS2 R229Q heterocigotos. En las biopsias de
diez pacientes, se reportaron como de cambios renales leves; con proliferacion
mesangial con depdsitos de IgM en 8 casos y, 2 pacientes con cambios minimos.
En uno hubo un depdésitos de C3 inespecificos. Por lo tanto, la histopatologia renal
no es sugestiva de una enfermedad hereditaria asociada con mutaciones

NPHS2.*



En nuestro pais, se reportan dos estudios relacionado a la caracteristica del
sindrome nefroético primario, el primer estudio es en las edades no habituales en el
Hospital de Pediatria en la ciudad de Guadalajara en el cual se refiere que no se
encontré un predominio de genero y que la lesion histopatolégica mas frecuente
asociada es la proliferacién mesangial difusa™""; el segundo estudio se realizo en
el Hospital de Pediatria de Centro Medico Nacional Siglo XXI en el cual es un
estudio retrospectivo con los pacientes de sindrome nefrGtico corticorresistentes
donde se determino resultados de la remision y supervivencia renal encontrandose
una remision similar y con frecuencia de menor progresion a la enfermedad renal a
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lo que se reporta en la literatura™"".

Actualmente no se cuentan con reportes en la literatura sobre correlacién
entre las alteraciones renales asociadas a mutaciones de NPHS2 y la respuesta al
tratamiento en los pacientes que han sido catalogados como sindrome nefrotico
corticosensibles o corticorresistentes, por lo que se deberia determinar la
expresion de las mutaciones R138Q y R229Q en los pacientes con sindrome
nefrético del HPCMNSXXI asi como su respuesta al tratamiento y su evolucion a

la insuficiencia renal crénica.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el Servicio de Nefrologia Pediatrica del Hospital de Pediatria de Centro
Médico Nacional Siglo XXI cuenta con la clinica de Sindrome Nefrético
aproximadamente desde 1995. La experiencia con el manejo de los pacientes
corticorresistentes ha mostrado un dificil control y mas de la mitad de ellos
requieren de manejo farmacoldgico de alto costo. Debido a esto, hemos llevado a
cabo estrategias terapéuticas para poder tratar a los pacientes con resultados
parcialmente positivos. Por otra parte, por lo menos una tercera parte de los
pacientes en los que intentan estas estrategias terapéuticas no responden o solo

parcialmente.

Consideramos necesario identificar la frecuencia de mutaciones R138Q y R229Q
del gen NPHS2 en nuestra poblacién ya que si desde un inicio se tiene el reporte
de la mutacién en un paciente de primera vez, se podria optimizar el tratamiento

farmacoldgico y establecer su prondéstico.



PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cudl es la frecuencia de las mutaciones R138Q y R229Q del gen NPHS2 en los
pacientes con sindrome nefrético primario corticosensibles y corticorresistentes
que asisten a la consulta externa del Hospital de pediatria Centro Médico Nacional

SXXI?

¢ Existe diferencia en el curso clinico de los pacientes con sindrome nefrético
primario que presentan las mutaciones R138Q y R229Q del gen NPHS2, con

respecto a aquellos que no las presentan?



JUSTIFICACION

El sindrome nefrético es una de las principales glomerulopatias en la
infancia, con deterioro de la funcién renal en algunos casos, sobre todo aquellos
sin respuesta a tratamiento inicial. De acuerdo a los reportes de la literatura
internacional, el paciente con sindrome nefrético portador de las mutaciones
R138Q y R229Q del gen NPHS2 presenta peor prondstico, y el saber la frecuencia
en nuestra poblacion y su correlacién con la evolucion clinica, optimizaria los
recursos y el pronostico de los pacientes. Se hace necesario determinar la relacion
de las mutaciones NPHS2 (R138Q y R229Q) con respecto a la respuesta al
tratamiento, para determinar si es conveniente incluir su deteccion, como parte del
protocolo diagnéstico y terapéutico, con lo cual posiblemente se puedan disminuir
recaidas y remisiones parciales. Con esta informacion, aquellos pacientes con
las presencia de éstas mutaciones podrian recibir de manera temprana un manejo
adecuado para disminucién de las complicaciones y progresién hacia el dafio
renal, y asi intentar lograr un mejor control de la enfermedad y correlacionarlo con

el tratamiento.



HIPOTESIS

1. Hasta el 10% de los pacientes con sindrome nefrético primario que asisten a la
consulta externa del Hospital de pediatria Centro Médico Nacional SXXI

presentan mutaciones R138Q y R229Q del gen NPHS2

2. Los pacientes con las mutaciones R138Q y R229Q del gen NPHS2
presentaran evolucion hacia la corticorresistencia en un 60% y deterioro de la

funcién renal en un 30%.



OBJETIVOS

Generales

e Establecer la frecuencia de las mutaciones R138Q y R229Q en los
pacientes con sindrome nefrotico atendidos en la consulta externa del

Hospital de pediatria Centro Médico Nacional SXXI

Especificos

- Describir el curso clinico y tratamiento médico de los pacientes con

sindrome nefrético que presentan las mutaciones R138Q y R229Q

- Comparar el curso clinico y tratamiento médico de los pacientes con
sindrome nefrético que presentan las mutaciones R138Q y R229Q con

aguellos que no las presentan



MATERIAL Y METODOS
Lugar de Realizacion
Clinica de Sindrome Nefrotico del Hospital de Pediatria de UMAE Centro Médico
Nacional Siglo XXl y Unidad de Investigacion Médica de Genética Humana del
Hospital de Pediatria UMAE CMN SXXI
Disefio del estudio
Transversal, comparativo, analitico.
Poblacién de Estudio.
Pacientes pediéatricos con diagndstico de sindrome nefrético primario, adscritos al
servicio de Nefrologia Pediatrica, del Hospital de Pediatria UMAE CMN SXXI.
CRITERIOS DE SELECCION
Criterios de inclusioén:

1. Pacientes con diagnostico clinico y bioquimico de sindrome nefrético

primario.

2. Edad menor de 17 afios.

3. Pacientes que firmen la carta de consentimiento informado.
Criterios de exclusion:

1. Pacientes con sindrome genético ya establecido que se asocie con

sindrome nefrotico primario.



DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Se identificaron a todos los pacientes con el diagnostico de sindrome
nefrotico primario que asistieron a la clinica de Sindrome Nefrético del Hospital de
Pediatria, UMAE, Centro Médico Nacional Siglo XXI en el periodo comprendido de

enero del 2010 a diciembre del 2011 con un seguimiento minimo de 6 meses.

Una vez informados los tutores y pacientes de las implicaciones de su
participacion se solicité la firma de una carta de consentimiento; aquellos
pacientes mayores de 8 afos de edad se le solicité su participacién con la firma
de la carta de asentamiento; y se les tomd una muestra sanguinea por
venopuncion con la obtencion de 7ml, asi como al familiar que los acompafaba en
la consulta para muestra de referencia, con mencion especial se tomo muestras a

dos hermanos con sindrome nefrético asi como a su padre.

Las muestras obtenidas se enviaron de manera rutinaria a la Unidad de
Investigacion Médica de Genética Humana del Hospital de Pediatria CMN SXXI. A
partir de las muestras sanguineas se realizé la extraccion de DNA para NPHS2
utilizando primers para deteccion de las mutaciones en estudio, mediante la

secuenciacion de producto amplificado (Anexo 2).

Del expediente clinicos se tomaron los datos para la ficha de identificacion
del paciente, inicio de la enfermedad, tratamiento recibido y respuesta a este, asi

como reporte histoldgico de la biopsia, en caso de haberse realizado.

El esquema empleado en la clinica de Sindrome Nefrotico

Corticorresistente es el inicio de ciclosporina a dosis de 2 a 5mg/kg/dia, se



administra en dos dosis al dia; el caso de presentar deterioro de la funcién renal o
ciclosporinoresistencia (falta de después de 6 meses de tratamiento) se inician
bolos de ciclofosfamida de 500 a 750 mg/m?/dosis, dividida en dos dosis, con
administracion mensual de los bolos los cuales pueden ser de 6 a 12 meses,
dependiendo el momento en que se logre la respuesta. Si el paciente persiste
activo después de 6 meses de administracion de ciclofosfamida se le considera
como falta de respuesta por lo que se hace el cambio a mofetil micofenolato (600
a 1200 mg/m?/dia). Al iniciar cualquier esquema de tratamiento en los pacientes
corticorresistentes se agrega prednisona a 1 mg/kg/dia; si la proteinuria inicial es
mayor de 100 mg/m?hr se administran bolos de metilprednisolona a dosis de 10
mg/kg/dia por tres dias. A las 4 semanas se inicia la reduccién de la prednisona.
De persistir la proteinuria en rango nefrotico tras dos meses, a pesar del
tratamiento con metilprednisolona, se valora el cambio de tratamiento de

ciclosporina a ciclofosfamida o de ciclofosfamida a mofetil micofenolato.

La remision completa del sindrome nefrotico se defini6 como la presencia
de proteinuria menor de 4 mg/m?hr y albumina sérica mayor de 3.5 gr/dL.
Remisién parcial es proteinuria entre 4 y menor de 40 mg/m?hr o hipoalbuminemia
entre 2.5 y 3.5 gr/dL. El sindrome nefrético activo es cuando existe proteinuria

mayor de 40 mg/m?/hr.



DEFINICION DE VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE

ESCALA DE

VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL MEDICION CATEGORIA
MUTACION R229Q y Mutaciones puntuales que ocasiona el cambio Presente
R138Q EN EL GEN del aminoacido arginina (R) a glutamina (Q). Nominal
NPHS2 - Se realizo en una sola determinacion Ausente
VARIABLES DEPENDIENTES
ESCALA DE
VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL MEDICION CATEGORIA
EDAD AL DIAGNOSTICO | Tiempo transcurrido desde el nacimiento hasta la
DEL SINDROME fecha en que se realiza el diagnéstico de Cuantitativa ARos
NEFROTICO sindrome nefrético
Situacion de respuesta al tratamiento con
esteroides en el sindrome nefrotico.
Corticosensible: remision completa dentro de las
primeras 8 semanas de tratamiento con
RESPUESTA AL esteroides. Corticosensible
TRATAMIENTO CON Nominal
ESTEROIDES Corticorresistente: persistencia de proteinuria Corticorresistente
patoldgica al cabo de 8 semanas de tratamiento
con esteroides incluyendo aquellos que recibieron
tres bolos de metilprednisolona.
Se catalogo en un solo momento
Ciclosporina,
TRATQNEA\'CTI(ENRTEE%B'DO Esquema de medicamento recibido Ciclosporina, Nominal Ciclofosfamida,
CORTICORRESISTENTES Ciclofosfamida, Ciclofosfamida - ciclosporina, Ciclofosfamida-
ciclosporina,
- Dafio renal por tres o0 mas meses, definido
por anormalidades del rifidn estructurales o
funcionales, con o sin disminucién de la
filtracion glomerular (FG), manifestado por
DIZEJNEEIISNR?QEDEAILA anormalidades patolégicas o marcadores de Si
(ENFERMEDAD RENAL dafio re_ngl/, incluyendo anormalldades_ en la Nominal
composiciébn de la sangre u orina o No

CRONICA)

anormalidades en los
imagenes

- Filtrado glomerular < 60 ml por minuto por
1,73 m2 durante tres meses 0 mas, con o
sin dafio renal

estudios  por




Se realizo en dos determinaciones

TIEMPO DE

SEGUIMIENTO A DANO

RENAL

Periodo de tiempo transcurrido entre el
diagnostico y dafio renal

Cuantitativa

Meses

ALTERACION
HISTOLOGICA

Cambios Minimos: cambios histolégicos minimos
en el glomérulo con el microscopio de luz, en la
inmunofluorescencia con hallazgo de ausencia
completa de complejos inmunes, fibrina y otros
materiales extrafios, en la microscopia electrénica
los cambios estan restringidos a las células
epiteliales viscerales del glomérulo

Proliferacion Mesangial: Incremento patolégico
de la matriz mesangial, de las células del
mesangio o de ambas.

Glomeruloesclerosis focal y segmentaria:
lesion glomerular que se caracteriza por ser focal
y segmentaria, esto es, que afecta algunos
glomérulos y parte del ovillo glomerular. Los otros
glomérulos son Opticamente normales o
presentan leves alteraciones.

Glomérulonefritis membranoproliferativa:
glomérulonefritis crénica que se caracteriza
histologicamente por proliferacion de las células
del mesangio, incremento en la matriz mesangial,
y engrosamiento de las paredes de los capilares
del glomérulo. El engrosamiento de las paredes
se dice algunas veces que es resultado de la
interposicion de citoplasma mesangial o de la
matriz entre la membrana basal y el endotelio de
la pared capilar

Glomérulonefritis membranosa: Enfermedad
glomerular que se manifiesta clinicamente por
proteinuria, y en ocasiones por otras
caracteristicas del sindrome nefrotico.
Histolégicamente se caracteriza por depésitos en
la pared del capilar glomerular entre la célula
epitelial 'y la membrana basal y por un
engrosamiento de la membrana. También son
caracteristicas unas proyecciones hacia afuera de
la membrana entre los depdsitos epiteliales en
forma de "plas".

- Se realiza en una sola determinacién

Nominal

Cambios minimos

Proliferacion
mesangial

Glomeruloescleros
is Focal y
Segmentaria

Glomérulonefritis
Membranoprolifera
tiva

Glomérulonefritis
membranosa




VARIABLE UNIVERSAL

ESCALA DE

VARIABLE DEFINICIONCONCEPTUAL MEDICION CATEGORIA
Relacionado con la biologia y la identidad sexual
de los seres vivos, hoy en dia es mayormente )
utilizado para hacer referencia a las diferencias . Masculino
SEXO Co o Nominal
sociolégicas que se establecen en los individuos Femenino

de una sociedad de acuerdo al género que
pertenecen.




ANALISIS ESTADISTICO

Analisis descriptivo: fue de acuerdo con la escala de medicion de las variables.
Las variables con escala de medicion cuantitativa se presentan con mediana y
valores minimos y maximos, ya que no tuvieron distribucion normal. En el caso de
variables cualitativas, se expresan en porcentajes y frecuencias simples.

Andlisis inferencial: la comparacion de las variables cualitativas entre grupos fue
con la prueba exacta de Fisher; mientras que las cuantitativas, con U Mann
Whitnney.

Un valor de p <0.05 se consideré estadisticamente significativo.

Los andlisis se realizaron con el paquete estadistico SPSS version 15.0
ASPECTOS ETICOS

De acuerdo al reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion, el estudio correspondid a la clasificacion de riesgo minimo, ya que
se realiz6 una sola toma de sangre de 7 ml. Se solicité consentimiento informado a
los padres, informandoles sobre el objetivo del estudio y a los mayores de 8 afios
de edad su asentimiento bajo informado. El proyecto fue autorizado por el Comité

Local de Investigacion y Etica, con el nimero de registro: 2011-3603-50 (Anexo 1).

Asimismo, para conservar la privacidad y confidencialidad de los datos obtenidos en
el cuestionario que se aplicd, asi como los datos obtenidos del estudio de las
mutaciones R138Q y R229Q, se utiliz6 la base de datos, nUmeros de folio para
identificar a los pacientes participantes en el proyecto y de esa forma conservar el

anonimato.



RESULTADOS

Durante los primeros meses del afio 2011 se realiz6 una revision de los registros
de pacientes atendidos en la clinica de sindrome nefrético del servicio de
Nefrologia del Hospital de Pediatria, y se identificaron aproximadamente 270
pacientes. Entre mayo y junio del 2011 se invité a participar en el estudio a 160
pacientes que acudieron a su consulta externa, de los cuales 28 aceptaron. La
estrategia para la participacion fue tomar la muestra sanguinea durante la
consulta, se tom6 muestra sanguinea a los pacientes asi como a un familiar sano

como control para el procesamiento de la muestra.

De los 28 pacientes estudiados, 23 eran de sexo masculino (82%) y, la mediana
edad al momento de la evaluacion fue de 11 afios (min. 2 — méax. 17 afos);
mientras que la mediana de la edad al diagndstico de sindrome nefrético fue de 3
aflos (min. 1 — max. 14 afos). En tanto que el tiempo de evolucién, desde el
diagnostico hasta el momento de la evaluacién, tuvo una mediana de 3 afios 9

meses (min. 2 meses — max. 15 afios).

Del total, 19 (67.8%) fueron catalogados con sindrome nefrético corticorresistente
y 9 (32.1%) corticosensible. Los pacientes corticosensibles tenian menor tiempo
de seguimiento (mediana 2 afios 4 meses; min. 2 meses - max. 6 afios 1 mes),
que los corticorresistentes (mediana 11 afios; min. 4 meses - max. 15 afos).
Como se observa en el Cuadro 2, todos los pacientes recibieron tratamiento con
esteroides; mientras que todos los corticorresistentes tuvieron esqguemas
combinados con esteroide, siendo la mayor proporcion (53%) con ciclosporina,

seguido de ciclofosfamida (26%), los otros inmunomoduladores empleados fueron



mofetil micofenolato y azatioprina. En el momento del estudio, con el tratamiento

instituido todos los pacientes corticosensibles se encontraban en remisién; en

cambio, en los corticorresistentes el 52.6% (n=10) estaba en remision total, 5

(26.3%) pacientes con sindrome nefrético activo y 4 (21%) en remision parcial.

En los 19 pacientes corticorresistentes se les realizo la biopsia renal, en los cuales

en 12 se encontré proliferacion mesangial difusa, 3 pacientes tuvieron datos

compatibles con cambios minimos, 2 casos de glomeruloesclerosis focal y

segmentaria, 1 caso de glomérulonefritis membranoproliferativa tipo | y, en el

ultimo se reportd con cambios minimos y proliferacion mesangial focal.

Cuadro 1. Caracteristicas generales de los 28 pacientes con sindrome nefrético.

Total Corticosensibles Corticorresistentes
(n=28) (n=9) (n=19)
Mediana Mediana Mediana
(min-max) (min-max) (min-max)
Edad (afios) 11 (2-17) 10 (2-17) 14 (3-17)
Sexo
Femenino 5 (18)* 2 (22) 3 (16)
Masculino 23 (82) 7 (88) 16 (84)
Edad al diagnéstico (afios) 3 (1-14) 3 (1-12) 3(2-14)
Proteinuria (mg/m?/h)
Inicial 76 (44-629) 60 (44-206) 85 (47-629)
Final 3.3(0.4-291) 2.2 (0.4-3.7) 4.4 (1.1-291)
Creatinina (mg/di)
Inicial 0.4 (0.1-5.3) 0.4 (0.2-3.2) 0.4 (0.1-5.3)
Final 0.5 (0.3-0.8) 0.4 (0.3-0.6) 0.5 (0.3-0.8)
Funcién renal (ml/min/1.73m?SC)
Inicial 173.5 (12-376) 112 (19-134) 179 (12-376)
Final 198 (45-376) 136 (98-156) 166 (45-376)

Cuadro 2. Tratamiento y estado clinico de los pacientes con sindrome nefrotico.



Total Corticosensibles Corticorresistentes

(n=28) (n=9) (n=19)

Tratamiento

Esteroide 9 (32)* 9 (100)

Esteroide, ciclosporina 10 (36) - 10 (53)

Esteroide, ciclosporina,

ciclofosfamida 5(18) i 5(26)

Esteroide, ciclosporina,

ciclofosfamida, o?roD/0 4(14) i 4(21)
Estado clinico en el momento
de la evaluaciéon*

Remision total 19 (67.8)* 9 (100) 10 (52.6)

Remision parcial 4 (14.2) - 4 (21.0)

Activo 5(17.8) - 5 (26.3)
Mutacién* 4 1 3

*n (%)
%MMF y azatioprina

Pacientes en quienes se detectd con alguna mutacion

Para la amplificacion de los exones 5 y 3 del gen NPHS2, donde se podria
localizarse las variantes R229Q y R138Q respectivamente, se realizd PCR punto
final, con el fin de poder determinar la temperatura de alineacion de los
oligonucledtidos correspondientes a cada uno de los exones a estudiar. Posterior
a las reacciones de PCR, para cada paciente, se realizd la reaccion de
secuenciacion directa en un secuenciador ABI PRISM 3130 (Applied Biosystem,
Massachusetts, EUA). Las variantes encontradas fueron secuenciadas por
duplicado, en ambas cadenas del DNA.

De los 28 pacientes incluidos en el estudio, en 4 pacientes se identifico alguna
mutacion; de estos, 3 tenian sindrome nefrético corticorresistente y 1
corticosensible. En el paciente corticosensible se identific6 una delecion de timina
en la posicion 647 del exdn 5 del gen de NPHS2 (Fig.1); mientras que en los
corticorresistentes, hubo 2 pacientes con R229Q y 1 con cambio de aminoacidos

en las secuencias nucledtidos de Q215Q. No hubo casos con R138Q.



Fig. 1. Electroferogramade la secuencia parcial del exén 5 del gen NPHS2, del paciente corticosensible,
comparado con un control sano. La flecha nosindica el sitio de las mutaciones encontradas en este
paciente (delecion de unatimina).

El caso con sindrome nefrético corticosensible correspondié a una paciente del
sexo femenino con edad al diagndstico de 7 afos, en quien la evolucién fue a la
remision total en el primer ciclo de esteroides. Sin embargo, presentd una recaida
que se asocib a que las dosis y el tiempo del primer esquema de esteroides fue
inadecuado. Posterior a reiniciar esquema con esteroides pero a dosis correcta, se
logré6 nuevamente la remision. Cabe sefalar que durante su evolucion no hubo
deterioro de la funcion renal, por lo que no se considerd necesario realizar biopsia
renal.

En cuanto a los 2 casos corticorresistentes positivos para R229Q, ambos fueron
pacientes femeninos que tenian 2 y 10 afios de edad en el momento del
diagnéstico del sindrome nefrético (Fig. 2 y 3). Se confirmd la corticorresistencia
por falta de respuesta a esteroides durante 8 semanas. En las 2 pacientes, a fin de
llevar a la pacientes a remision, el tratamiento continué con ciclosporina, siendo el
tiempo de administracion de 2 afios para la primer paciente, con dosis de inicio de
3.1 mg/kg/dia, pero al momento de alcanzar la remision completa la dosis era 3.7

mg/kg/dia. En la segunda paciente, la remision fue a los 8 meses con una dosis



inicial de 3.1 mg/kg/dia y, cuando se llegd a la remision completa la dosis era de
5.4 mg/kg/dia. Estas 2 pacientes tampoco presentaron deterioro de la funcion
renal durante su evolucion. En ambas pacientes la biopsia renal fue compatible

con proliferacion mesangial difusa.

Fig. 2. Electroferograma de la secuencia parcial del exon5 del gen NPHS2 del paciente
corticorresistente de 2 afios de edad comparandose con un control sano, la flecha sefiala para
elpolimorfismo R229Q.

e

Fig. 3. Electroferograma de la secuencia parcial del exén 5 del gen NPHS2 del paciente
corticorresistente de 10 afios de edad comparada con un control sano, la flecha sefiala el
polimorfismo R229Q.
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Con respecto al paciente que presentd cambio de secuencia de nucleotidos

Q215Q (Fig. 4), correspondié a un preescolar masculino, con edad al diagnostico



de 4 afos. La corticorresistencia se determind después de no obtener respuesta al
esquema completo de esteroide; por esta razén se inicio ciclosporina a dosis de 3
mg/kg/dia, cuya administracion se mantuvo durante 11 afios pero con incrementos
paulatinos de la dosis hasta de 5 mg/kg/dia. Durante este periodo se presentaron
4 recaidas relacionadas a infeccion de vias aéreas superiores; en estos episodios
fue necesario incrementar las dosis. El reporte de la biopsia renal fue de
proliferacion mesangial difusa. Al momento de la realizacion de este estudio, el
paciente se encontraba en remisién parcial (proteinuria de 30 mg/m?/h), y deterioro
de la funcion renal (tasa de filtracién 75 ml/min/1.73m?SC), con egreso posterior
por mayoria de edad, siendo aun manejado con ciclosporina al momento de su

egreso.
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Fig. 4. Electroferograma de la secuencia parcial del exén 5 del gen NPHS2, del paciente corticorresistente,
las flechas nos muestran las inserciones (A 657-658 y G 658-659), considerandose probable polimorfismo
Q215Q. La secuencia fue comparada con un control sano.
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Comparacién del cuadro clinico considerando la presencia de mutacion

A fin de identificar si existian diferencias en cuanto a su evolucion y respuesta al
tratamiento entre los pacientes con y sin presencia de alguna mutacion, se
construy6 el Cuadro 3. Encontramos que la edad al diagndstico en los pacientes
que no presentaron mutacion tuvo una mediana de 36 meses (18-171) siendo
menor que en los pacientes que presentaron mutacion, siendo la mediana de 70
meses (24-130). El predominio del sexo masculino fue mayor (22/24) en los
pacientes que no se encontré mutacion, ya que en 3/4 con mutacién eran del sexo

femenino, lo cual fue estadisticamente significativo (p = 0.01).

La creatinina sérica al diagndstico en ambos grupos fue similar (0.5 y 0.4 mg/dL,
respectivamente), pero es de destacar que un paciente en el grupo sin mutacion
tenia niveles de 5.3 mg/dL esta elevacion asociado a un evento de necrosis
tubular aguda. En el momento de la ultima evaluacion, la mediana del grupo con
mutacion fue un poco mas alta que el otro grupo, ya que un paciente tuvo una cifra
de 2.1 mg/dL, sin alcanzar significancia estadistica (p = 0.07). La tasa de filtrado
glomerular tuvo una tendencia similar a los valores de creatinina, tanto al momento
del diagndstico como en la ultima evaluacién; a pesar que en ambos grupos hubo
pacientes con algun grado de deterioro de la funcién renal. Con respecto a la
proteinuria se observoé que, en el momento del diagnéstico, fue mayor en los
pacientes con presencia de mutacién (mediana 103.5 mg/m%h vs. 76.5 mg/m?/h).
Para el momento de dltima evaluacion, las medianas de ambos grupos fueron de

1.5 y de 3.3 mg/m?h, considerandose como remisién completa.



Finalmente, también se analiz6 el uso de ciclosporina como medicamento de
primera linea en los pacientes corticorresistentes. En los pacientes con mutacion,
la variacion del tiempo de administracion vario desde 2 y hasta 11 afios (mediana
5 afios 1 mes), mientras que en quienes no tuvieron mutacion el tiempo fue un
poco menor: mediana de 3 afios 10 meses (min. 1 afio, max. 10 afios). En cuanto
a la dosis, la mediana en ambos grupos fue de 5mg/kg/dia, siendo las dosis

minimas y maximas casi iguales.

Cuadro 3. Comparacion de las caracteristicas de los pacientes con sindrome nefrético entre
guienes se identificé y no se identificd6 mutacion.

Sin mutacién Con mutacién

Caracteristica (n=24) (n=4) p
Mediana Mediana
(min-max) (min-max)
Sexo
Femenino 2 (8.3)* 3 (75) 0.01
Masculino 22 (91.6) 1(25)
Uso ciclosporina 13 (54.2)* 3 (75) 0.41
Corticorresistencia 15 (62.5)* 3 (75) 0.54
Proteinuria (mg/m?/h)
Inicial 76.5 (44-629) 103.5 (47-144) 0.87
Ultima valoracion 3.3(0.5-291) 1.9 (0.4-30) 0.18
Creatinina sérica (mg/dl)
Inicial 0.4 (0.1-5.3) 0.5 (0.2-0.6) 0.46
Ultima valoracion 0.5 (0.3-0.8) 0.75(0.4-2.1) 0.07
Tasa filtrado glomerular
(ml/min/1.73m?SC)
Inicial 121(12-376) 138 (98-173) 0.92
Ultima valoracion 150 (45-376) 105 (72-158) 0.12

*n (%)



DISCUSION

La mutaciéon NPHS2 (OMIM#604766) se reporta como el gen asociado con mayor
frecuencia al sindrome nefrético corticorresistente esporadico y siendo en la
poblacion pediatrica entre el 10 y 28% de los casos corticorresistentes
esporadicos. Los ultimos estudios realizados del sindrome nefrético primario han
identificado que existe una relacion con mutaciones en el gen NPHS2, el cual
codifica la proteina podocina con expresion unica a nivel renal. Buscher et al, en
2010, publicé un estudio en poblacién alemana de 91 pacientes pediatricos con
sindrome nefrotico de los cuales 65 fueron corticorresistentes. Ellos buscaron
mutaciones en los genes NPHS1, NPHS2, WT1 y LAMBD?2 e identificaron que el
52% presentaban alguna mutacién, pero solo 10 (11%) fue en el gen NPHS2*%,
En el presente estudio identificamos un 15% de sujetos con mutacién; sin
embargo, a pesar que a frecuencia es semejante, conviene mencionar que existen
diferencias en los estudios; por ejemplo, nuestros pacientes son de una poblacion
seleccionada, ya que este hospital es un centro de referencia en la cual se reciben
a pacientes con sindrome nefrético después de haber sido tratados en sus
hospitales generales de zona, quienes no tuvieron una respuesta adecuada. De
esta forma, es entendible cémo la frecuencia de corticorresistencia en este estudio
es mayor (67%) a otros estudios donde se han buscado mutaciones o
polimorfismos. Ademas, en el presente estudio se busco mutaciones de un solo
gen a diferencia de ellos que fue en 4. Por udltimo, en estudios previos, las
mutaciones de NPHS2 se han identificado en su mayoria entre familias con GEFS
que tienen herencia autosOmica recesiva; en el presente, ningun paciente

presentaba esta caracteristica debido a que los hermanos asi como su padre no



se detecto mutacion, por lo que se determino que todos los pacientes tenian
sindrome nefrético primario esporadico. **La mayor debilidad del estudio que
realizamos es la poca poblacion que se incluyd, por lo que se debe considerar que
nuestra muestra no seria representativa asi mismo se debera mejorar la estrategia
de captacion de los pacientes ya que muchos de los pacientes rechazaron su
participacion por temor a una nueva venopuncion ya que al acudir a la consulta
previamente se habia tomado muestras sanguineas por lo que se debio
aprovechar esas tomas de muestra para que la poblacién de estudio su pudiera

haber incrementado y que los resultados fueran mas representativos.

En un estudio realizado por Santin, et al., en 2011 reportaron en una poblacion
espafiola de 204 pacientes pediatricos con sindrome nefrético, que el 6% de los
pacientes menores de 13 afios presentaban la mutacion, y que los sujetos de 13 a
17 afios de edad (adolescentes) la mutacién se presenté en el 25%**. De nuestra
poblacion 42% tenian una edad de 13 a 17 afios, y en ninguno se identificé la
mutacion. Esto probablemente se deba al tamafio de poblacion que se estudid, lo
cual no descarta que este comportamiento sea semejante o distinto al estudio
antes mencionado. Con respecto al predominio del sexo femenino en nuestro
estudio es de importancia este dato, ya que en la mayoria de los articulos solo se
hace referencia sobre la edad de presentacion y no se refiere si existe predominio
por algun sexo por lo que se deberia darle el énfasis necesario para determinar si

el genero también juega un papel sobre la presencia de las mutaciones.

En este estudio, no se entraron pacientes con la mutacion R138Q, a pesar de que

es la mutacion de NPHS2 mas frecuente, esto puede ser explicado a que los



reportes de R138Q se han realizado en poblacién afroamericana y europea®”. En
cambio, dos pacientes si se identificé R229Q, el cual se considera el segundo mas
frecuente en la mutacibon NPHS2. Esta caracteristica se ha relacionado con
incremento en el riesgo para corticorresistencia, de GEFS, de progresion hacia
falla renal crénica, asi como de glomerulopatia familiar®®. Se refiere que la
mutacion R229Q se puede presentar hasta en el 10% de la poblacion sana, no se
detecto esta mutacion en las muestras de referencia de sanos que se tomaron
junto con los pacientes, esto seria debido a que al igual que la muestra de los
pacientes no seria representativa para la estimacion en la poblacién sana en
general. La histopatologia de los pacientes con presencia de mutacién en nuestro
estudio el predominio fue de proliferacién mesangial difusa en tres casos ya que
uno de los pacientes no se realiz6 la biopsia renal por su comportamiento

corticosensible, por lo que nuestra variedad histopatolégica no es similar a lo

reportado a la literatura donde el predominio es de GEFS.

En otra publicacién, por Santin, et al., en el 2011 refiere que de una poblacion de
148 pacientes con sindrome nefrGtico corticorresistente provenientes de 139
familias, se identificaron 6 variantes alélicas a nivel del gen NPHS2 en la mutacién
229, de las cuales 3 fueron esporadicas y 3 familiares, lo que da un total de 4%,
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siendo menor a lo identificado en nuestro estudio

Con respecto a la respuesta a ciclosporina y esteroide como terapéutica de
primera linea en los pacientes catalogados como corticorresistente posterior a la

toma de biopsia renal; el comportamiento de los pacientes descritos en este



estudio, es semejante con respecto a lo referido en la literatura. La respuesta
terapéutica a la ciclosporina fue del 53%, similar a lo documentado por Kari, et al
es del 45% de remision total™". Asimismo, la edad de presentacion 2 y 10 afios
de los pacientes se encuentra entre los limites descritos por Caridi, et al * (1.5 y
9.8 afios). Se ha demostrado que la ciclosporina tienen efectos directos sobre vias
de sefializacidn intracelular y la arquitectura del citoesqueleto podocitario por lo
gue las modificaciones asociadas a las mutaciones de NPHS2 son a nivel de la
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podocina por lo que la respuesta deber ser mejor

La respuesta inicial al tratamiento con esteroides puede orientar en alguna medida
sobre el tipo de resistencia por lo que los pacientes que desarrollan
corticorresistencia tras una o varias recaidas después de una buena respuesta
inicial, probablemente tendria mayor importancia investigar causas
farmacodinamicas de resistencia en quienes nunca han respondido a los
esteroides. La respuesta de los pacientes con mutacion fue mejor a la ciclosporina
que aquellos que no lo presentaron, ademas encontramos que se presenta mas
rapido la corticorresistencia por lo que se podria tomar como un factor
determinante en los pacientes corticorresistentes durante su evolucion. Las dosis
empleadas de ciclosporina en los pacientes sin presencia de mutacion fue menor
pero aun dentro de las dosis reportadas en la literatura, pero el tiempo de
administracion fue mayor en los corticorresistentes esto asociado a que los
pacientes con mutacién se reportan con respuesta a la ciclosporina hasta los 6

meses. La respuesta la ciclosporina en estos pacientes es mas lenta por lo que



amerita incrementos paulatinos de la dosis asi que el tiempo de seguimiento es

mayor que en aquellos pacientes que no presentan la mutacion.

En el paciente que se reportd una delecion de timina su comportamiento fue
corticosensibles, con un solo evento de recaida y con remisiébn completa con el
uso de los esteroides. El cambio de aminoacidos puede ser esperado en el
polimorfismo y se han reportado como variantes del NPHS2 o como lo reportado
por Shin, et al., que lo refiere como sindrome nefrotico de polimorfismo simple, los
cuales pueden hacer a los individuos mas susceptibles a presentar sindrome

XXXVii

nefrético.

Uno de los hallazgos en este estudio que no habian sido descritos previamente
fue que se identificd un paciente con cambio de aminoacidos en la secuencia de
nucleétidos Q215Q. Su edad de presentacidén a los 4 afios de edad, catalogado
como corticorresistente, manejado con ciclosporina con dosis iniciales de 3
mg/kg/dia e incremento paulatino hasta 5mg/kg/dia. El tratado durante 11 afios vy,
al momento del estudio, tenia proteinuria significativa y deterioro leve de la funcién
renal (75miminl.73m2sc), posteriormente egresado. Se realizé la revisiobn sobre
reportes de esta mutacion o polimorfismo en la base de datos OMIM, y no se
encontré referencias previas. Por esta razén, se podria considerar que es una
mutacién o un polimorfismo que se encuentre en nuestra poblacion, por lo que se
deberia ampliar su busqueda para determinar su relacion al sindrome nefrético, ya
gue sea por incremento en la corticorresistencia, o bien, como factor de riesgo
para padecer sindrome nefrotico. Es de comentar, que la busqueda de mas

polimorfismos a nivel de NPHS2 es un tema de estudio en la actualidad, por lo que



hasta el momento se han descrito mas de 30 polimorfismos asociados solo a

NPHS2, por lo que el hallazgo de este caso, podria ser parte de estos.

Durante la realizacién de este estudio no se tenia referencia de alguna publicacion
similar en poblacibn mexicana, actualmente se reporté un estudio en el cual se
estudiaron 13 pacientes pediatricos con sindrome nefrotico y dos individuos sanos,
los pacientes con sindrome nefrotico 8 eran corticosensibles y 5
corticorresistentes, se analizo el tercer exén del gen NPHS2 detectdndose dos
mutaciones, siendo L139R en un caso corticosensible y L142P en un caso
corticorresistente®™". En nuestro estudio se analiz6 el exén 5 del mismo gen con
los resultados ya comentados, se encontraron otras mutaciones que podria
justificarse debido a que no se estudié el mismo exén asi como podrian ser otras

mutaciones que se presentan en la poblacion mexicana porque no se han

reportado en la literatura.

Desde el punto de vista clinico, la busqueda de mutaciones podria resultar de
utilidad. En los casos esporadicos que presentan resistencia demostrada tanto a
esteroides como ciclosporina, se podria ser realizar un estudio genético para
identificar la presencia de la variante R229Q asociada a mutaciones patogénicas
en NPHS2. La demostracion de la presencia de esta asociacion tiene
implicaciones practicas evidentes, ya que es un fundamento util para no proseguir
con la inmunosupresién 3. Por esta razén, ante pacientes en quienes se detecte
alguna mutacion podrian recibir de manera temprana un manejo adecuado, lo cual
ayudaria a reducir las complicaciones y progresion hacia el dafio renal, y asi

intentar lograr un mejor control de la enfermedad.






CONCLUSIONES

1. En pacientes pediatricos con sindrome nefrético, la frecuencia de mutaciones
asociadas al gen NPHS2 en este estudio fue del 15%: dos casos con R229Q,
un caso con Q215Q y un caso con una delecién de timina. Sin embargo, no se
encontrd la presencia de R138Q.

2. Probablemente relacionado con el nimero de pacientes estudiados, en
general, no hubo correlacion en el curso clinico.

3. Es conveniente continuar con la busqueda de mutaciones en nifios con
sindrome nefrotico, a fin de poder ofrecer en el futuro un tratamiento dirigido,

con lo cual se podria evitar la progresion de hacia la enfermedad renal crénica.
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ANEXO 2

Obtencién y Preservacion de DNA gendmico

El DNA gendmico se obtendra de linfocitos de sangre periférica anticoagulada con
EDTA, mediante el método de altas sales. Aproximadamente 5-7 ml de sangre se
centrifugardn a 3500 rpm durante 15 minutos y se separaran los glébulos blancos
de la interfase con una pipeta Pasteur. Los glébulos rojos remanentes se
eliminardn mediante lavados con solucion de lisis RCBL (Tris-HCI 10 mM pH=7.6,
MgCl2 5mM y Na Cl 10 mM). La pastilla de glébulos blancos se suspendera con
180 ml de NaCl 5mM y se agregaran 100 ml de SDS al 10%, posteriormente se
debe agitar e incubar 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente agregar
600 ml de NaCl saturado, agitar e incubar a temperatura ambiente y centrifugar
durante 15 minutos a 1500 rpm. Se debe transferir el sobrenadante a un tubo
ependorff estéril y precipitar el DNA con dos volumenes de etanol absoluto. El
DNA se separara mediante centrifugacion de la solucién alcohélica y lavar con
etanol al 70%. Posteriormente se dejara secar a temperatura ambiente. Por ultimo,
el DNA se suspendera con 50 ml de agua desionizada estéril y se almacenara a
4°C hasta su analisis. A todas las muestras obtenidas se les realizara un analisis
espectrofotométrico mediante lecturas a 260 y 280 nm. La concentracion de DNA
se calculard mediante la siguiente férmula:

[DNA(ng/mb)]= (A260)(dilucién-1)(50ng/ml)

Considerando que 1 densidad 6ptica a 260 nm equivalen a 50 ng/ml de DNA.

La relacién 260/280 indica la pureza del DNA obtenido. Se considera que las
relaciones comprendidas entre 1.8 y 2.0 unidades de D.0260 son las éptimas.
Para determinar la calidad de las muestras de DNA se realizaran electroforesis en
geles de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio [0.5mg/ml].

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

A partir de las muestras de ADN obtenidas, se amplificard por medio de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) el DNA del VNTR de 31 bp que se
localiza desde el limite del exdén 13 al limite del intron 13 del gen de la CBS,
utilizando oligonucledtidos conocidos para las direcciones 5 — 3’ de la cadena
sentido y 5 — 3’ de la cadena antisentido, en una reaccion bajo las siguientes
condiciones:

200 ng de ADN gendmico

1.5 U de Taq polimersa

10 pmol de cada uno de los primers

0.2 mM de dinucleotidos trifosfatados (ANTP’s)
3 mM de Cloruro de Magnesio

Agua destilada a un volumen final de 25 pl

Condiciones de PCR (30 ciclos):
- Desnaturalizacion inicial, 95°, 5 minutos



Desnaturalizacién, 95° 1 minuto
Alineamiento, 55°, 1 minuto
Extensién, 72°, 1 minuto

Analisis de secuenciacion

Para detectar las mutaciones las mutaciones del gen de la NPHS2 se realizara el
andlisis de secuenciacion automéatica asi como para detectar la presencia de los
primer en estudio del producto de PCR para cada uno de los individuos del
estudio. Primero se llevara a cabo la purificacion de cada uno de los productos de
PCR empleando el Kit Rapid PCR purification system de Marligen Biosciences,
siguiendo el manual de instrucciones.

Una vez purificados pueden emplearse directamente en la reaccion de
secuenciacion, bajo las siguientes condiciones:

1. Colocar en un tubo de PCR las siguientes cantidades:

a) 50 ng del producto de PCR purificado.

b) 3.2pmol/ul del primer Bst 7973 F / 3.2pmol/ul primer Ban 8344 B.
c) 4ul de Big Dye Termocycler 4.0

Volumen final de 25l

Condiciones de PCR (30 ciclos):

Desnaturalizacion inicial, 95°, 5 minutos
Desnaturalizacién, 95°, 1minuto
Alineamiento, 55°, 1minuto

Extension, 72°, 2minutos

Después se empleara el Kit Dye Ex TM 2.0 Spin (250) de Qiagen, para la
purificacion de las muestras, mostrando las mutaciones estudiadas.

Sintesis de Sondas y Oligonucleétidos

Se disefiaran las sondas y tres juegos de oligonucleétidos de cada una de las
secuencias derivadas de las diferentes mutaciones que se estudiaran y del gen de
NPHS2. El disefio de los oligonucleétidos se llevara a cabo con el “software primer
express”, con el cual se verificara la especificidad de los mismos, se ubicaran en la
secuencias de cada gen y se seleccionaran las secuencias adecuadas

Los oligonucledtidos especificos derivados de la secuencia de dichos genes, seran
adquiridos en una casa comercial y cada uno de ellos sera llevado a una
concentracion de 100 puM. Asimismo, se realizara una electroforesis en gel de
agarosa con el fin de descartar la presencia de oligonucleotidos adicionales.



ANEXO 3

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México, D.F. a

Por medio del presente, acepto
participar en el proyecto de investigacion, FRECUENCIA DE LAS MUTACIONES
R138Q Y R229Q DEL GEN NPHS2 EN LOS PACIENTES CON SINDROME
NEFROTICO PRIMARIO Y SU CURSO CLINICO, registrado ante el Comité Local
de Investigacion del Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI,
Instituto Mexicano del Seguro Social, con el nimero de registro: R-2011-3603-50

Me han explicado que el objetivo de este estudio es buscar si hay algin error en
los genes de mi hijo(a) que puedan explicar su enfermedad (sindrome nefrotico) y
si esto puede relacionarse con la respuesta al tratamiento con esteroides.

La participaciéon de mi hijo (a) en la investigacion es que le tomen una muestra
sangre (7 ml que equivale a una y media cucharada) como parte de los examenes
de laboratorio solicitados para vigilancia en la consulta externa de la clinica de
sindrome nefrotico.

Se nos informa que las molestias que puede tener mi hijo(a) es dolor en la toma
de muestra y moretdn en el sitio del piquete.

Manifiesto que la participacion de mi hijo(a) es voluntaria, sin remuneracion
econOmica y entiendo que conservo el derecho negarme a participar en el estudio,
sin que ello afecte la atencién médica que recibo en el Instituto.

El investigador principal me ha asegurado que mis datos serdn manejados en
forma confidencial en las presentaciones o publicaciones de este estudio y que en
todo momento se respetara mi privacidad.

Nombre y firma Padre o tutor del paciente Nombre y firma Investigador

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo



ANEXO 4

CARTA DE ASENTIMIENTO

México, D.F. a

Por medio del presente, acepto
participar en el proyecto de investigacion, , FRECUENCIA DE LAS
MUTACIONES R138Q Y R229Q DEL GEN NPHS2 EN LOS PACIENTES CON
SINDROME NEFROTICO PRIMARIO Y SU CURSO CLINICO, registrado ante el
Comité Local de Investigacion del Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional
Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social, con el nimero de registro: R-
2011-3603-50

Me han explicado que El objetivo de este estudio es buscar si hay algun error en
mis genes que puedan explicar mi enfermedad (sindrome nefrotico) y si esto
puede relacionarse con la respuesta al tratamiento con esteroides.

Mi participacién en la investigacién es que me tomen una muestra sangre (7 ml
gue equivale a una y media cucharada) como parte de los examenes de
laboratorio solicitados para vigilancia en la consulta externa de la clinica de
sindrome nefrotico.

Se me informa que las molestias que puedo tener es dolor en la toma de muestra
y moreton en el sitio del piquete.

No existe un beneficio personal inmediato, pero el beneficio con los resultados del
estudio puede ser un adelanto cientifico que mejore el manejo de los pacientes
con esta enfermedad.

Manifiesto que mi participacion es voluntaria, sin remuneracion econémica y
entiendo que conservo el derecho negarme a patrticipar en el estudio, sin que ello
afecte la atencion médica que recibo en el Instituto.

El investigador principal me ha asegurado que mis datos serdn manejados en
forma confidencial en las presentaciones o publicaciones de este estudio y que en
todo momento se respetara mi privacidad.

Nombre y firma Padre o tutor del paciente Nombre y firma Investigador

Nombre y firma del testigo Nombre y firma del testigo
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