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PALABRAS CLAVE Resumen La podocina es una proteina localizada en el diafragma de filtracion glomerular
Sindrome nefrotico; donde participa en la regulacion de la filtracion glomerular. Las mutaciones del gen NPHS2, que
Corticorresistencia; codifica a la podocina, son la principal causa de sindrome nefrotico corticorresistente (SNCR)
Podocina; autosomico recesivo en nifos.

NPHS2; Objetivos: ldentificar mutaciones de NPHS2 en nifios chilenos con SNCR, y establecer la preva-
Diafragma de lencia de las variantes mas frecuentes en un grupo de adultos sanos.

filtracion glomerular Pacientes y método: Analisis mutacional de NPHS2 en 34 nifios chilenos con SNCR. Una vez

identificadas las dos variantes de NPHS2 de mayor frecuencia, se realizoé un screening de estas
mutaciones en 223 adultos sanos. El analisis mutacional se realizé por secuenciacion directa de
los ocho exones codificantes amplificados por reaccion de polimerasa en cadena. La secuen-
ciacion del DNA se realizé mediante método fluorométrico y las secuencias fueron evaluadas
con el software SeqPilot. La asociacion entre la presencia de variantes de NPHS2 y SNCR se cal-
culé comparando las frecuencias alélicas entre los pacientes con SNCR y los voluntarios sanos
utilizando prueba exacta de Fisher. Se considerd significativo p <0,05.

Resultados: Se detectaron mutaciones patogénicas de NPHS2 en siete de los 34 pacientes (21%)
estudiados, de los cuales seis resultaron heterocigotos para p.R229Q y p.A284V. En voluntarios
sanos la prevalencia de p.R229Q fue de 2,46%.

Conclusiones: Este estudio muestra que p.R229Q y p.A284V son las variantes de NPHS2 mas
frecuentes en nifos chilenos con SNCR. Por primera vez se describe esta asociacion en nifios
chilenos, en base a la cual es posible proponer una estrategia de screening para estudio genético
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en pacientes con SNCR y sus familias. Se propone una estrategia de bisqueda de p.R229Q y
p.A284V en forma paralela o secuencial en estos pacientes.

© 2015 Sociedad Chilena de Pediatria. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/
by-nc-nd/4.0/).

NPHS2 Mutation analysis study in children with steroid-resistant nephrotic syndrome

Abstract Podocin is a protein located in the glomerular slit diaphragm where it takes part in
the regulation of glomerular filtration. Mutations of the NPHS2 gene that codes podocin are the
main cause of autosomal recessive steroid resistant nephrotic syndrome (SRNS).

Objectives: To identify the NPHS2 mutations in Chilean children with SRNS, and to determine
the prevalence of the most common variants in a group of healthy adults.

Patients and methods: Mutation analysis of NPHS2 in 34 Chilean children with SRNS. Once the
two most common variants of NPHS2 were identified, screening for these mutations was per-
formed on 233 healthy adults. The mutation analysis was performed by the direct sequencing
of the eight coding exons by polymerase chain reaction amplification. The DNA sequencing
was performed using a fluorometric method, and then evaluated with SeqPilot™ software. The
relationship between the presence of NPHS2 variants and SRNS was calculated by comparing
the allele frequency between patients with SRNS and those of the healthy volunteers using the
exact Fisher test. A P <.05 was considered significant.

Results: Pathogenic NPHS2 mutations were detected in 7 (21%) of the 34 patients studied, of
which 6 were heterozygotes for p.R229Q and p.A284V. The presence of p.R229Q was 2.46% in
the healthy volunteers.

Conclusions: This study shows that p.R229Q and p.A284V are the most frequent variants in
Chilean children with SRNS. It is the first time that this relationship has been reported in Chilean
children. Based on this, a screening strategy is proposed for the genetic study in patients with
SRNS and their families. A parallel or sequential search strategy for p.R229Q and p.A284V in
these patients is proposed.

©2015 Sociedad Chilena de Pediatria. Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. This is an open access
article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

En los Ultimos afos se han identificado mutaciones en
genes que codifican proteinas del podocito en varias for-

El sindrome nefrético (SN) se define como la asociacion de
proteinuria (>40 mg/mZ2/h), hipoalbuminemia (<2,5mg/dl) y
la presencia de edema. La hiperlipidemia anteriormente se
consideraba criterio diagndstico, pero esta es secundaria
a la hipoalbuminemia'. La incidencia anual de SN idiopa-
tico en nifos en Estados Unidos y Europa se ha estimado
en 1-3 por 100.000 nifios, con una prevalencia acumulada
de 16 por 100.000 ninos. En base a la respuesta a la tera-
pia corticoesteroidal, se ha dividido en dos categorias, los
que responden a la terapia corticoidal: SN corticosensible,
que incluye el SN corticodependiente y el SN recaedor fre-
cuente y SN recaedor infrecuente; y los que no responden
al tratamiento con corticoides: corticorresistente (SNCR)'-2.
Aproximadamente 10-20% de los nifios con SN idiopatico no
logran remision con el tratamiento con corticoides?. Mien-
tras que la mayoria de los casos con SNCS muestra en
la biopsia renal enfermedad de cambios minimos (ECM),
los casos de SNCR presentan principalmente glomeruloes-
clerosis focal y segmentaria (GEFS) o esclerosis mesangial
difusa®“. El SNCR representa una entidad clinica desafiante
para el nefrdlogo infantil, dado que el 50% de los nifos
progresan a la enfermedad renal terminal dentro de los 15
afios’.

mas de SNCR®. Dentro de estos, mutaciones del gen NPHS2,
que codifica la proteina podocina, representa la causa mas
frecuente de SNCR autosémico recesivo en nifios*. La podo-
cina es una proteina localizada en el diafragma de filtracion
glomerular, donde participa en la organizacion estructural y
en la regulacion de la filtracion glomerular®. Por medio del
clonamiento posicional, Boute' logré encontrar una nueva
proteina especifica del podocito, la podocina, codificada
por NPHS2 en el cromosoma1qg25-31 y que se asociaba con
formas autosomicas recesivas de SNCR. La podocina es una
proteina de membrana del podocito de 383 aminoacidos,
tiene una estructura similar a una horquilla y se expresa
exclusivamente en el diafragma de filtracion glomerular.
Después de la descripcion inicial de NPHS2, se han identifi-
cado numerosas variantes del gen en diversos grupos raciales
y étnicos de pacientes con SNCR, incluidas mas de 30 muta-
ciones patogénicas y algunos polimorfismos®. Podocina es la
responsable de la mayoria de los SNCR infantiles, el 42%
corresponden a formas familiares y 10% de los casos espo-
radicos; también cabe destacar que se ha encontrado en el
39% de los pacientes con sindrome nefrético congénito.

Los escasos estudios de mutaciones de NPHS2 realizados
en individuos chilenos con SNCR’-* muestran exclusivamente
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Tabla 1 Partidores utilizados para el analisis mutacional de NPHS2

Exon Partidor forward (5'- 3') Partidor reverse (3'- 5')

1 GCAGCGSCTCCACAGGGACT TCAGTGGGTCTCGTGGGGAT
2 AGGCAGTGAATACAGTGAAG GGCCTCAGGAAATTACCTA

3 TTCTGGGAGTGATTTGAAAG TGAAGAAATTGGCAAGTCAG
4 AAGGTGAAACCCAAACAGC CGGTAGGTAGACCATGGAAA
5 CATAGGAAAGGAGCCCAAGA TTCAGGCATATTGGCCATTA
6 CTCCCACTGACATCTGA AATTTAAAATGAAACCAGAA
7 CTAAATCAATGGCTGCACCACC TTCCTAAAGGGCAGTCTGG

8 GGTGAAGCCTTCAGGGAATG TTCTATGGCAGGCCCCTTTA

Fuente: Boute et al."

pacientes heterocigotos para el polimorfismo p.R229Q y
la mutacion p.A284V, similar a lo reportado en poblacién
espafiola’. Los estudios existentes corresponden principal-
mente a reportes de casos, tanto adultos como ninos. No
existen estudios disefados para conocer las variantes de
NPHS2 y su frecuencia en ninos chilenos con SNCR ni en un
grupo de voluntarios sanos.

Los objetivos de este estudio son identificar mutaciones
de NPHS2 en ninos chilenos con SNCR, y establecer la preva-
lencia de las variantes mas frecuentes en un grupo de adultos
sanos de la poblacién general.

Pacientes y método

Estudio descriptivo de corte transversal. Criterios de inclu-
sion: pacientes en control en la Unidad de Nefrologia del
Hospital Luis Calvo Mackenna entre los anos 2009 y 2011,
con el diagnostico de SNCR, que hayan firmado el consenti-
miento informado y/o asentimiento. Criterios de exclusion:
pacientes en que se logro la remision del cuadro con el uso de
terapia inmunosupresora, pacientes con SN de causa secun-
daria y recurrencia postrasplante. El estudio fue aprobado
por el Comité de Etica del Hospital Luis Calvo Mackenna.
Se realizo analisis mutacional de NPHS2 en 34 nifios con
diagnostico de SNCR, se obtuvo DNA gendémico desde sangre
periférica utilizando un método estandar (QlAamp DNA Mini
and Blood Mini, Qiagen) seglin protocolo del fabricante. Se
realiz6 analisis mutacional de NPHS2 mediante secuencia-
cion directa de los ocho exones codificantes amplificados
por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando
partidores de acompanamiento intronico. La secuencia de
los partidores se obtuvo de datos publicados previamente
(tabla 1)'"'. La secuenciacion del DNA se realiz6 mediante
método fluorométrico (Big-Dye Terminator Sequencing Kit;
ABI 3700 DNA sequencer, Applied Biosystems, Foster City,
CA, EE. UU.) de acuerdo a protocolo del fabricante, y las
secuencias fueron evaluadas con el software SegPilot (JSI

Medical Systems GmbH Kip penheim, Alemania). Este pro-
ceso se llevo a cabo en el Laboratorio de Nefrologia Infantil
de la Universidad de Heidelberg, Alemania.

Se realizd busqueda de las variantes p.R229Q y p.A284V
de NPHS2 en 223 individuos sanos que acudieron como
donantes voluntarios al Banco de Sangre del Hospital Luis
Calvo Mackenna durante el ano 2011. Se excluyeron aquellos
casos que presentaran alguna enfermedad renal o que fueran
familiares de los pacientes con SNCR. Se realizé blsqueda
de las variantes p.R229Q y p.A284YV en los voluntarios sanos,
mediante amplificacién por PCR del segmento de NPHS2
utilizando partidores publicados previamente (tabla 2)'2.
Posteriormente se llevd a cabo analisis de polimorfismos
de longitud de fragmentos de restriccion’*-"> (ensayo PCR-
RFLP), mediante digestion de productos de PCR utilizando
las enzimas de restriccion Clal y Hhal (New England BioLabs)
para p.R229Q y p.A284V respectivamente, seglin protocolo
del fabricante. Los productos de digestion se visualizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa.

La asociacion entre la presencia de variantes de NPHS2
y SNCR se calculd comparando las frecuencias alélicas
entre los pacientes con SNCR y los voluntarios sanos uti-
lizando prueba exacta de Fisher. Se consider¢ significativo
p<0,05.

Resultados

Las caracteristicas clinicas y epidemiologicas de los 34
pacientes con SNCR estudiados se muestran en la tabla 3.
Se detectaron mutaciones patogénicas de NPHS2 en estado
homocigoto o heterocigoto compuesto en siete de los 34
pacientes (21%) estudiados (tabla 4). Se identificaron dos
variantes de NPHS2, p.R229Q, y p.A284V. Siete ninos resul-
taron heterocigoto compuesto para p.R229Q y p.A284V. La
frecuencia alélica de p.R229Q en los pacientes con SNCR fue
de 10,29% (7/68 cromosomas) y la de p.A284V de 10,29%
(7/68 cromosomas).

Tabla 2 Partidores utilizados para el screening de las variantes p.R229Q y p.A284V

Variante Partidor forward (5'- 3') Partidor reverse (3'- 5')
p.R229Q AGGATTTACCACAGGATTAAGTTGTG GGTAGGGAAACCCTCGAGTATCGAT
p.A284V GCACACTCTGGTCACTCCAA CGTTGAGGAGAGGGAGAGAC

Fuente: Tsukaguchi et al.'?
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Tabla 3 Caracteristicas clinicoepidemioldgicas de los Tabla5 Caracteristicas epidemiologicas de los voluntarios
pacientes con SNCR sanos
Total 34 Total 223
Hombres 17 (51%) Hombres 105 (47%)

Edad promedio 11 anos Edad promedio 32,5 anos (18-65)
Edad promedio al diagnostico 2,7 anos
Diagnéstico histoldgico o . )
GEFS 19 (58%) 51mllar alo repqrtado pre\f1a7r]11§nte en pacientes con SNCR
ECM 9 (27%) de Chile, Argent?na y'Espana :
EGF 2 (6%) Se han descrito diversas variantes de NPHS2 en cohor-
Otras 3 (9%) te§ de lpaq'entes con SNCR y .co,nt.roles sanos de dliverso
origen étnico. La variante no sindnima reportada mas fre-
Etapa de la enfermedad cuentemente es p.R229Q°. En este estudio se encontrd una
Tr.alls.pl.ante renal 12 (36%) frecuencia alélica para este polimorfismo de 2,46% en el
Dialisis 5 (1526) grupo de voluntarios sanos, similar a lo reportado en la
ERC etapas 3y 4 16 (49%) literatura™? 16181 |a mutacion p.A284V no se encontrd

ECM: enfermedad de cambios minimos; EGF: esclerosis global
focal; ERC: enfermedad renal cronica; GEFS: glomérulo-
esclerosis focal y segmentaria.

Las caracteristicas epidemioldgicas de los donantes
voluntarios se muestran en la tabla 5. Se encontro la variante
p.R229Q en 11 de los 223 voluntarios sanos de la pobla-
cion general, todos en estado heterocigoto, lo que significa
una frecuencia alélica en este grupo de 2,46% (11/446 cro-
mosomas). Este polimorfismo resulto ser significativamente
mas frecuente en el grupo de pacientes que en el grupo de
individuos sanos (10,29 versus 2,46%), lo que indica una aso-
ciacion de p.R229Q con SNCR (odds ratio=4,17; P=0,005).
La mutacion p.A284V no se encontro en este grupo.

Discusioén

Por primera vez en nuestro pais se demuestran las mutacio-
nes asociadas a SNCR en pacientes pediatricos.

Los resultados de este estudio muestran que las mutacio-
nes de NPHS2 son una causa importante de SNCR en nifos
chilenos, similar a lo reportado en otras poblaciones*'®"7.
En nuestro grupo de nifios con SNCR, el 21% de los pacientes
estudiados presentd una mutacion patogénica de NPHS2 en
estado heterocigoto compuesto. Las variantes mas frecuen-
tes corresponden al polimorfismo p.R229Q y a la mutacion
patogénica p.A284YV, identificadas en estado heterocigoto
compuesto en siete pacientes portadores de SNCR. Esto es

Tabla 4 Pacientes con SNCR portadores de mutacion en NPHS2

en ninguno de los 223 voluntarios sanos, lo que coin-
cide con lo descrito previamente en poblacion europea y
sudamericana'?’, se podria mejorar la representatividad del
estudio teniendo controles sanos de todo el pais.

Algunos autores han descrito que el suero de pacientes
con GEFS aumenta la permeabilidad glomerular a la albu-
mina al incubar los glomérulos en ella in vitro. A diferencia
de las formas inmunologicas del SN, estudios recientes mues-
tran que defectos estructurales heredados de la barrera de
filtracion glomerular son responsables de una gran propor-
cion de casos de SNCR, en la cual el podocito tiene un
rol crucial en la patogénesis de la glomerulopatia'. Las
mutaciones de NPHS2 fueron descritas inicialmente en SNCR
de inicio precoz'' y estudios sucesivos definieron el feno-
tipo asociado a mutaciones de este gen, mostrando que los
pacientes usualmente desarrollan SN antes de los 6 anos de
edad, presentan en su mayoria GEFS, no responden a tera-
pia inmunosupresora y presentan menor riesgo de recidiva
después del trasplante renal’*?%2', En forma paralela se
describio la variante p.R229Q como un polimorfismo de la
podocina frecuente en la poblacion general, e inicialmente
no se le atribuy6é un efecto patogénico. Sin embargo, en
base a estudios in vitro'? y poblacionales®®'%'? se ha pro-
puesto un rol patogénico de p.R229Q describiéndose que
los pacientes portadores de esta variante en estado hetero-
cigoto compuesto con una mutacion patogénica presentan
SNCR de inicio tardio, después de los 18 anos de edad. En
este estudio reportamos seis pacientes heterocigotos com-
puestos para p.R229Q y la mutacion patogénica p.A284YV,
todos con GEFS, y que llamativamente comenzaron con SNCR

Paciente Género Mutacion Edad inicio SN (anos) Histologia
1 F p.R229Q(h) + p.P3415(H) 3,4 ECM
2 M p.R229Q(h) + p.A284V(h) 3,8 GEFS
3 F p.R229Q(h) + p.A284V(h) 2,5 GEFS
4 F p.R229Q(h) + p.A284V(h) 12,3 GEFS
5 F p.R229Q(h) + p.A284V(h) 8,9 GEFS
6 F p.R229Q(h) + p.A284V(h) 7,1 GEFS
7 M p.R229Q(h) + p.A284V(h) 13,2 GEFS

ECM: enfermedad de cambios minimos; F: femenino; GEFS: glomérulo-esclerosis focal y segmentaria; (h): heterocigoto; (H): homocigoto;

M: masculino; SN: sindrome nefrético.
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a edades mas tempranas que lo descrito en la literatura, lo
que abre la interrogante respecto a la existencia de deter-
minantes locales, genéticos o ambientales, responsables de
este fendomeno. Por otro lado, los resultados de este estudio
muestran que p.R229Q fue significativamente mas frecuente
entre los pacientes en comparacion con el grupo de donan-
tes sanos, lo que es concordante con un rol patogénico de
p-R229Q en el desarrollo de SNCR.

El polimorfismo p.R229Q presenta una distribucion alé-
lica desigual en las diferentes poblaciones en que se han
estudiado, observandose con mayor frecuencia en personas
de ascendencia europea’'®?%, y menos frecuentemente en
descendientes africanos y asiaticos?>~%°. El analisis de haplo-
tipos de este alelo mostro que esta presente en un haplotipo
frecuente en pacientes con SNCR. Estos datos sugieren que
la variante p.R229Q surgi6 en un ancestro comin, posi-
blemente en Europa, y se propagd posteriormente con la
expansion de la poblacion'®'?. De igual forma, el analisis
de haplotipos de la mutacion p.A284V mostré que esta pre-
sente en un haplotipo conservado en pacientes espanoles
con SNCR', Debido a que p.A284V se ha detectado prin-
cipalmente en pacientes espanoles y de Sudamérica, es
probable que la variante haya sido introducida por un coloni-
zador espafiol en la poblacidn hispanica®. Esto explicaria la
alta frecuencia de pacientes portadores de estas dos varian-
tes en este estudio y en estudios previos realizados con
pacientes chilenos y argentinos’~°.

Ademas del polimorfismo p.R229Q, en este estudio se
detecté6 una mutacion con pérdida de sentido en los
pacientes con SNCR, p.A284 V. La que ha sido reportada pre-
viamente y se reconoce su rol patogénico®'%%’,

Este estudio incluyd 34 pacientes, lo cual representa a
los pacientes que son derivados al Hospital Luis Calvo Mac-
kenna, una proporcion importante del total de pacientes con
SNCR en Chile. Con el objetivo de conocer la realidad nacio-
nal de mutaciones en nifios con SNCR se deberia realizar un
estudio colaborativo de las unidades de nefrologia infantil
de nuestro pais.

Nuestros hallazgos muestran que en este grupo de nifos
chilenos con SNCR, las mutaciones de NPHS2 son una causa
importante de la enfermedad. De acuerdo a esto, se podria
implementar una estrategia de screening para buscar muta-
ciones de NPHS2 en pacientes con SNCR y sus familias. A
partir de los datos obtenidos en este estudio, proponemos
una estrategia consistente en la bUsqueda de p.R229Q y
p.A284YV, en forma paralela, o bien secuencial, comenzando
por p.R229Q y en caso de encontrarse presente, continuar
con la bUsqueda de p.A284YV, especialmente en pacientes
con ascendencia espanola. Si p.A284V es negativo, enton-
ces se deberia secuenciar el gen completo. El diagndstico
genético significaria un gran avance en lo concerniente al
consejo genético en familias con mutaciones de NPHS2,
puesto que esta informacion permitiria evitar tratamien-
tos inmunosupresores innecesarios con efectos secundarios
indeseados, promover el trasplante renal de donante vivo,
menor riesgo de recaida postrasplante renal, y dar la posi-
bilidad de screening a los familiares y a las parejas de los
pacientes.

Este estudio representa la primera descripcion de las
variantes de NPHS2 en un grupo de pacientes chilenos con
SNCR < a 18 afios de edad, asi como también en un grupo de
poblacion general chilena en que se han estudiado variantes

del gen NPHS2. Estos datos nos permiten conocer la epi-
demiologia local del SNCR, mejorando el enfrentamiento
clinico de la enfermedad de forma general, y de forma
particular al permitir individualizar la causa de algunos
de los pacientes que la presenten y ofrecer alternativas
terapéuticas acorde a esta informacion.
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