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I.  INTRODUCCION







l. Introduccion

1. Generalidades

Se denomina enfermedad renal crénica (ERC) a la pérdida progresiva del filtrado glomerular
y/o alteraciones estructurales del rifidén. Independientemente de la noxa inicial, la progresion
de la enfermedad renal esta relacionada con el aumento progresivo de la fibrosis y atrofia
tubular (FIAT), y es, por lo tanto, el mayor pardmetro de progresidn que tenemos en la

patologia renal*?.

La nefropatia tubulointersticial créonica (NTIC) engloba el conjunto de enfermedades que
afectan de forma predominante al tubulo e intersticio del rindn. Son muchas las causas que
pueden conllevar una lesidn crénica en esta estructura y son de forma caracteristica de lenta
evolucion y con escasa expresividad tanto clinica, analitica como histoldgica. La etiologia de
la NTIC es muy amplia, pero hay un gran grupo de pacientes en el que la causa de Ia
enfermedad no es tan evidente y que de forma progresiva también van perdiendo funcién
renal. Este grupo de pacientes se engloban generalmente en el término de NTIC no filiada.
Una de las causas, probablemente poco frecuente, es la causa genética‘z). Se han descrito
hasta la actualidad diversos genes implicados en esta nefropatia y las nuevas herramientas
de genética molecular estan permitiendo el avance en el diagnéstico de muchas nefropatias
tubulointersticiales, sobre todo en los casos con antecedentes familiares, que hasta ahora

@ A pesar de esto, muchas quedan sin filiar con la

guedaban etiquetadas como no filiadas
consiguiente incertidumbre en cuanto a evolucién y riesgo de recurrencia en la familia. Por
otra parte, la mayoria de casos no tienen antecedentes familiares y no estdn asociados a

ninguna de las causas mencionadas, siendo su etiologia de origen desconocido.

Actualmente, se engloba en el término nefropatia tubulointersticial autosémica dominante
(NTAD) o AutosomalTubulointerstitialKidneyDisease en inglés (ADTKD), a la nefropatia
causada por mutacién en alguno de los cuatro genes que codifican para la uromodulina
(UMOD), el factor nuclear hepatocitico-b (HNF1B), la renina (REN) y a la mucina-1 (MUC1),

respectiva mente®.
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A pesar de los avances en la genética, aun quedan muchas nefropatias intersticiales crénicas
sin filiar. La gran variabilidad clinica entre pacientes, la escasa casuistica y la penetrancia
incompleta que presentan pacientes con mutaciones en algunos de estos genes, hace que la
presentacién clinica en muchos casos se aleje del fenotipo cldsico descrito, por lo que puede
gue el espectro clinico de estas entidades sea mucho mds amplio de lo descrito hasta la

fecha.

2. Enfermedades renales hereditarias

Las enfermedades renales hereditarias (ERH) son un grupo heterogéneo de nefropatias,
formado por mas de 150 enfermedades™”. La prevalencia en Europa y Estados Unidos es de
aproximadamente 60-80 casos por 100.000 habitantes'®). Constituyen entre el 10y el 15% de
los pacientes que inician tratamiento renal sustitutivo (TRS)(S’, y representa la quinta causa
de enfermedad renal crénica terminal (ERCT), después de la diabetes, la hipertension, las
glomerulonefritis y la pielonefritis(‘”.

Desde la década de los 80, la investigacion en el campo de la genética ha permitido un gran
avance en el conocimiento de las bases moleculares de muchas nefropatias hereditarias®.
Actualmente gracias a las nuevas técnicas de secuenciacién masiva y un mayor conocimiento
por parte de los profesionales, se esta incrementando el diagndstico genético de nefropatias
familiares que hasta hace poco se etiquetaban como no filiadas"”.

Dentro de las ERH, la poliquistosis renal autosémica dominante (PQRAD) es sin duda la que
representa una mayor prevalencia (es causa de nefropatia en el 10% de los pacientes en TRS

(8))

en nuestro entorno'')y donde se centran mas las lineas de investigacion para la identificaciéon

de dianas terapéuticas. El resto de ERH se consideran raras, debido a su baja prevalencia, es

decir, que afectan a menos de una persona de cada 2000, segun criterios europeos(4)’(9).

2.1 Patrones de herencia

Las enfermedades genéticas pueden ser debidas a la mutacion en un solo gen (herencia
monogénica) con un patrén de herencia explicable por modelos mendelianos, o bien pueden
ser debidas a la mutacion de diferentes genes proporcionando un riesgo genético o

predisposicidn individual al desarrollo de la enfermedad, que sélo se manifiesta en ciertas
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condiciones ambientales (enfermedades multifactoriales o complejas)(lo’. Las enfermedades

monogénicas pueden seguir tres tipos de herencia

(10).

Patrén de herencia autosémico dominante. El gen implicado se encuentra localizado
en uno de los 22 pares de autosomas. La mutacion en uno de los alelos es suficiente
para el desarrollo de la enfermedad. Caracteristicamente el patréon de herencia es
vertical. Cada individuo afectado tiene un 50% de probabilidades de transmitirlo a la
descendencia y la enfermedad no salta generaciones.

Patrén de herencia autosémico recesivo. El gen implicado se encuentra localizado en
uno de los 22 pares de autosomas. Es necesaria la presencia de la mutacion en los dos
alelos para el desarrollo de la enfermedad. Los padres de los pacientes afectados son
portadores (heterocigotos), generalmente asintomaticos, por lo que clasicamente se
habla de transmisidn horizontal. La probabilidad de tener un hijo enfermo es del 25%.
Es frecuente la existencia de consanguinidad entre las familias con enfermedades con
este patrén de herencia.

Patron de herencia ligado al cromosoma X. El gen implicado se encuentra localizado
en el cromosoma X. En las enfermedades con este patron de herencia las mujeres
padecen una enfermedad de gravedad muy variable en funcién de la inactivacion del

cromosoma X o lionizacién.

2.2 Clasificacion de las enfermedades renales hereditarias

Aunque el numero de ERH es muy amplio, destacan los siguientes grupos dentro de las ERH

monogénicas

(11),

Sindrome nefrético cortico-resistente. Actualmente se conocen varios genes que se
expresan en los podocitos (NPHS1, NPHS2, TRPC6, CD2AP, PLCE2, INF2, WT1, ACTN4,
etc...), cuyas mutaciones son responsables de algunas formas de sindrome nefrético
corticoresistente™?, algunas de presentacién infantil-juvenil y otras de presentacion
en edad adulta.

Sindrome de Alport-nefropatia del coldgeno IV (a3-a4). Se han identificado, hasta el
momento, seis cadenas genéticamente diferentes de colageno IV, cada una de ellas

codificada por un gen: COL4A1-COL4A6. Dependiendo de la edad, del sexo, del tipo de
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mutacién y del nimero de genes mutados, el fenotipo oscila desde una membrana
basal adelgazada a una engrosada y laminada, lo que, en términos clinicos, va desde
la microhematuria aislada hasta un Sindrome de Alport florido™.

- Enfermedades renales quisticas. Este grupo heterogéneo de enfermedades engloba
cldsicamente la PQRAD (causada fundamentalmente por dos genes, PDK1 y PKD2), la
poliquistosis renal autosémica recesiva (causada por mutaciones del gen PKDH1), las
nefronoptisis (con un patrén de herencia autosdémico recesivo, hasta el momento se
han descrito mas de 20 genes), las enfermedades quisticas medulares (clasicamente
se denominaban asi la enfermedad quistica medular tipo | -EMQ tipol, y tipo II- EMQ
tipo 1), asi como enfermedades tumorales renales como la enfermedad de Von
Hippel-Lindau (mutacién del gen VHL) o la esclerosis tuberosa (mutaciones en los
genes TSC1 o TSC2) y recientemente también se ha incluido la nefropatia HNF1B.

- Enfermedades tubulares renales hereditarias y metabdlicas. Dentro de este grupo se
englobarian la cistinosis (causada por mutaciones en el gen CTNS), la diabetes insipida
(mutaciones en el gen AVPR2) o la acidosis tubular distal (mutaciones en el gen
TP6B1), entre muchas otras.

- Enfermedades renales hereditarias responsables de nefrolitiasis. Destacan dentro de
este grupo, la cistinuria (causada por mutaciones en el gen CSNU1), la hiperoxaluria
(la tipo | causada en mutaciones en el gen AGXT) o la enfermedad de Dent (causada
por mutaciones en los genes CLCN5 o OCRL).

- Anomalias congénitas del rifién y el tracto urinario. Las denominadas CAKUT
(CongenitalAnomalies of theKidney and UrinaryTract) son la principal causa de
enfermedad renal crénica antes de los 25 afos. Las CAKUT estan causadas por
alteraciones en la embriogénesis que dan lugar a malformaciones en tracto nefro-
urolégico(”’. Actualmente se detecta la causa genética en menos del 20% de los casos
de CAKUT, siendo los principales genes responsables HNF1B y PAX2.

Esta tesis se centra en el estudio del subgrupo de enfermedades clasicamente denominadas
enfermedades quisticas medulares, aunque como se vera mas adelante, esta terminologia ha

quedado obsoleta.
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2.3 Diagnostico genético

El diagndstico genético es laborioso y costoso debido a varios factores que presentan las
ERH:
1. Heterogeneidad clinica: existe un gran solapamiento de las manifestaciones clinicas
entre varias ERH.
2. Heterogeneidad genética: multiples genes implicados en una misma ERH.
3. Heterogeneidad alélica: mutaciones distintas en un mismo gen dan lugar a diferentes
fenotipos.
Hasta la entrada en la era gendmica, la elevada heterogeneidad de la mayoria de ERH han
restringido los anadlisis genéticos al estudio de los genes candidatos mas probables, dejando
sin explicar un porcentaje considerable de casos segln la enfermedad™.
La gran variabilidad clinica, en cuanto edad de aparicién, severidad, progresion y
manifestaciones clinicas, es un rasgo caracteristico de muchas de las ERH™. Es por ello que se
piensa que existen factores ambientales que pueden contribuir a la variabilidad de estas
enfermedades. También se ha visto que en algunas ERH puede haber diferencias fenotipicas
en funcién del tipo y localizacién de la mutacién. Todo ello, junto con la baja prevalencia,
hace que la correlacidn fenotipo-genotipo sea en algunas de las enfermedades escasa®. El
efecto de genes modificadores, cambios epigenéticos y otros factores modificadores

explicarian la gran variabilidad intrafamiliar que muchas veces se observa®™.
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Figura 1. Causas de la variabilidad fenotipica en las ERH. En general las mutaciones truncantes o en lugares de splicing
pueden dar lugar a fenotipos mas graves (1). La localizacion de la mutacidn dentro de la proteina también puede contribuir a
la variabilidad fenotipica (2). Factores epigenéticos y micro-RNAs pueden contribuir a la expresién genética (3). Factores
ambientales como la nutricidn, el tabaco o farmacos, pueden jugar un papel en la expresion fenotipica (4). La omision de un
exdn es un mecanismo por el cual exones mutados son eliminados de la transcripcién del gen (5). Variantes genéticas
pueden influir en el tipo y severidad del fenotipo (6)(7).

Secuenciacién del ADN

En 1975, Frederick Sanger desarrollé el método de secuenciacion de ADN conocido como
método de Sanger (o secuenciacidon de primera generacion) que se basa en la amplificacion
del ADN vy el uso de dideoxinucledtidos que sirven como terminadores de la reaccidn. En la
actualidad la reaccién de secuenciacién se basa en una modificacién de la PCR con
dideoxinucleétidos marcados con fluoréforos y se resuelve mediante una electroforesis
capilar.

La secuenciacion cldsica mediante el método de Sanger actualmente tiene un uso mas
restringido que antafo, ya que las nuevas técnicas de secuenciacién permiten optimizar el
coste-efectividad, con un estudio mayor de genes de forma simultanea. Estas nuevas técnicas
se conocen con el nombre de secuenciacion masiva o secuenciacién de nueva generacién

3 'Una de sus aplicaciones es la secuenciacién del exoma

(NGS, NextGenerationSequencing)
completo (WES, WholeExomeSequencing) que consiste en la secuenciacion del conjunto de
exones (unos 180.000 exones) de todos los genes del genoma (unos 23.000 genes). La WES
permite en un Unico experimento analizar la secuencia de aproximadamente el 80% de las

13 Esta aproximacion permite la

regiones del genoma que codifican para proteina
identificacion de nuevos genes asociados principalmente a enfermedades raras. Por otro
lado, la secuenciacion masiva de paneles de genes relacionados con una determinada
enfermedad o grupo de enfermedades permite el estudio simultdneo de los genes
seleccionados enriquecidos mediante técnicas de captura con sondas o por PCRM) |3
aplicacion de estas tecnologias en el campo de las ERH en los Ultimos afos esta permitiendo

identificar nuevos genes.

Tecnologias dmicas

Las tecnologias dmicas engloban a todas aquellas disciplinas, tecnologias y dareas de

investigacion que estudian el conjunto o totalidad de un sistema bioldgico. Engloban campos
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de investigacidn relativamente recientes, como la gendmica, la protedmica o la
metaboldmica. Permiten obtener grandes cantidades de datos puesto que es posible analizar
genomas, proteomas o metabolomas completos. El estudio genético y molecular del tejido
renal y de la orina, junto con el analisis bioinformatico, son una de las herramientas de
investigacion para la identificacion de biomarcadores, rutas de sefializacién moleculares y

nuevas dianas terapéuticas“”.

y Multiscala
&'-% Renal biupsy Genome —p m;mz;aa;d
Bt = T network analysis
! _—— Epigenome —p
Transcriptome —p
| | |
microRNAome —
Exosome 1 1 1 1
lsol.atlon —_— Prot -

———aa | M
/""..."%

Clinical information

-

Figura 2. Aplicacion de las tecnologias dmicas en las enfermedades renales renales rarast®

2.4 Consejo genético

El consejo o asesoramiento genético es una de las aplicaciones mas importantes de la
genética humana. Se trata de un proceso de comunicacién mediante el cual, un profesional
especializado asesora al paciente y/o a la familia que padecen una enfermedad genética,
ofreciéndoles informacion sobre la enfermedad, riesgo de padecerla o transmitirla,
prevenirla o tratarla y les ofrece una guia para tomar sus propias decisiones de una forma

auténoma, no dirigida.
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Las principales indicaciones clinicas del diagndéstico genético son el diagndstico prenatal,

preimplantacional y presintomdtico, la confirmacién diagndstica y el estudio de

portadores

(16)

El diagndstico genético prenatal consiste en un andlisis genético del feto para
determinar si presenta la mutacién o mutaciones que causan la enfermedad en su
familia. Se realiza mediante el andlisis de vellosidades coriales o liquido amnidtico.

El diagndstico genético preimplantacional (DGP) combina las técnicas de
reproduccién asistida con el diagndstico genético de los embriones cultivados in
vitroy permite la seleccidon de los embriones libres de una determinada alteracion
genética para su transferencia al Utero materno.

El diagndstico presintomatico ofrece gran interés como diagndstico precoz en
aquellas situaciones susceptibles de la aplicacion de tratamientos preventivos,
disminucién de riesgos, modificacién de habitos de vida, etc.

La confirmaciéon diagndstica generalmente se solicita en los casos en que existe una
sospecha clinica a pesar de no cumplirse los criterios diagndsticos de una
determinada enfermedad.

El estudio de portadores identifica portadores de una enfermedad autosémica
recesiva o ligada al cromosoma X que pueden estar asintomaticos y sin embargo

transmitir la enfermedad.

La implementacidn cada vez mas frecuente de las nuevas tecnologias en la practica rutinaria,

implica que se esté cambiando el paradigma del diagndstico de las ERH®.
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3. Nefropatia tubulointersticial cronica

3.1 Generalidades

El término nefropatia tubulointersticial engloba las enfermedades que afectan de forma
predominante al intersticio y tubulo renal, que constituyen el 80% del volumen renal™). Esta

parte del rifidn tiene multitud de funciones™”):

- Funciones de transporte. Manejo del balance hidroelectrolitico, regulaciéon de la
homeostasis y del balance acido-base, y reabsorcién de proteinas.

- Funciones metabdlicas participando en la regulacién de la gluconeogénesis.

- Funciones hormonales. El rifidn cumple una importante funcidon endocrina, es
responsable de la produccion de la cascada renina-angiotensina, sistema

prostaglandinas, de la eritropoyetina y del metabolismo de la vitamina D.

Dado que esta parte tan importante del rifiédn requiere de una gran energia para su
funcionamiento, es muy susceptible de deteriorarse en multitud de circunstancias,
incluyendo procesos obstructivos, nefropatia por reflujo, pielonefritis, enfermedades
metabdlicas, enfermedades hereditarias o exposicion a téxicos, que pueden ir progresando y

evolucionando a ERCT?1718)
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Figura 5. Mecanismos implicados en el dafio renal inicial y el consecuente mecanismo de reparacion. La respuesta
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incompleta implica una fibrosis y progresién a la ERC™®),

3.2 Presentacion clinica

La NTIC se caracteriza por una escasa expresividad clinica y una lenta progresién hacia la ERC.
Inicialmente, los sintomas y signos suelen ser muy inespecificos. Las caracteristicas clinicas

generales son:

- la triada clasica de poliuria, polidipsia y nicturia, relacionada con la pérdida de
capacidad de concentracion de la orina, es de aparicidon precoz, pero poco frecuente
en la edad adulta.

- Puede haber sintomas sistémicos de la enfermedad de base.

- En casos de afectacion tubular, puede asociarse acidosis tubular y/o glucosuria.

- También es bastante caracteristica la anemia mas grave y precoz que otras causas de
ERC, relacionada posiblemente con la alteracién de la produccion de eritropoyetina
en las células tubulares e intersticiales.

- La hiperuricemia es frecuente, aparece en etapas precoces de la enfermedad renal y

puede acompaiarse o no de episodios de gota.
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- La hipertension arterial (HTA) acostumbra a aparecer en etapas avanzadas de la
enfermedad renal.

- En cuanto al sedimento de orina, lo mas caracteristico es la ausencia o minima
presencia de proteinuria (inferior a 1 gr/d) o microhematuria. Puede haber
leucocituria.

- Las lesiones histolégicas predominantes son de atrofia tubular y fibrosis intersticial.
En fases avanzadas puede haber alteraciones glomerulares en forma de fibrosis
periglomerular y glomerulesclerosis global o alteracion de los vasos con

engrosamiento fibrointimal.

3.3 Causas de NTIC secundaria

Se han descrito multiples causas de NTIC secundaria. Las mas destacadas son(19420)(21).(22),

NEFROPATIA POR ANALGESICOS

Aunque cualquier farmaco puede ser potencialmente nefrotdxico, los mayormente descritos
en la literatura como causantes de NTIC, son los analgésicos del tipo antiinflamatorios no
esteroideos incluyendo los inhibidores selectivos de la COX-2. La cantidad y la duracion del
tratamiento (generalmente mas de 5 afios y con cantidades acumuladas de mas de 3kg) son
factores determinantes. La progresidn de la insuficiencia renal es muy lenta y el prondstico es

favorable si se retira la noxa en las fases iniciales del proceso.

NEFROPATIA INTERSTICIAL POR PLOMO

La intoxicacién crénica por plomo produce una nefropatia intersticial que se caracteriza por
una ERC de muy lenta evolucién, hipertensidon e hiperuricemia, debido al aumento de la
absorcién de acido Urico en el tubulo proximal. Mas de la mitad de los casos presentan crisis

recurrente de gota.

El diagndstico se establece por la movilizacion de las reservas de plomo de los huesos
mediante el quelante EDTA disddico, una excrecion urinaria de plomo superior a 600 ug/dia
tras la administraciéon de EDTA suele ser un indicador de toxicidad crdnica. El tratamiento
debe procurar la suspensidon o reduccidn de la exposicidn al plomo, lo que puede evitar la

progresion del dafio renal en los casos no muy avanzados.
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OTROS FARMACOS Y TOXICOS

El tratamiento crénico por litio, utilizado en trastornos psiquiatricos, puede producir una
nefropatia intersticial que se manifiesta con poliuria, polidipsia y desarrollo de insuficiencia
renal lentamente progresiva si no se suspende el farmaco. Es frecuente la asociacién de

diabetes insipida nefrogénica.

Los farmacos inmunosupresores como la ciclosporina y tacrolimus pueden producir también

nefrotoxicidad crdnica, sobre todo por vasoconstriccion de la arteria aferente.

Metales pesados, como el cadmio o mercurio, también pueden causar nefropatia intersticial

crénica en trabajadores expuestos.

El cisplatino es un agente quimioterdpico que puede dar lugar a una disfuncién tubular y un
deterioro progresivo de la funcién renal. La lesién estd mediada por toxicidad directa en las
células epiteliales tubulares y efectos proinflamatorios directos. Clinicamente puede haber
hipomagnesemia sintomatica, sindrome de Fanconi y un sindrome pierde sal. En pacientes
con insuficiencia renal se puede valorar la administracién de otros andlogos (carboplatino,

oxiplatino) de menor poder nefrotdxico.

NEFROPATIAS INTERSTICIALES CRONICAS DE BASE INMUNOLOGICA

En la sarcoidosis se han descrito casos de insuficiencia renal lentamente progresiva y

tubulopatias. También es frecuente la litiasis renal en contexto de hipercalcemia.

En el sindrome de Sjogren puede haber afectacién tubular, implicando defectos en la
concentracién de la orina, con poliuria, polidipsia y nicturia, sindrome de Fanconi, acidosis
tubular renal, leucocituriaesteril y proteinuria moderada. La causa es una infiltracién

intersticial por linfocitos.

En la nefritis lUpica, la afectacion tubulointersticial es mucho menos frecuente que la

glomerular.

NEFROPATIA INTERSTICIAL SECUNDARIA A ALTERACIONES METABOLICAS

La hipercalcemia crénica mantenida puede producir un dafio tubulointersticial crénico. Esto

puede observarse en casos de hiperparatiroidismo primario, sarcoidosis, mieloma multiple,
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metastasis dseas o intoxicacién por vitamina D. Es frecuente la pérdida de capacidad de

concentracidn de la orina con poliuria y nicturia.

La hiperuricemia puede producir depdsitos de acido Urico y de sales de urato monosddico en

los tubulos e intersticio.

La hipopotasemia crdnica causada por hipoaldosteronismo primario, sindrome de Bartter,
uso inapropiado de laxantes o diuréticos, produce vacuolizacidn en las células tubulares y
acidosis intracelular que provoca migracién de las células inflamatorias y la produccién de

fibrosis intersticial extensa.

La hiperoxaluria primaria o secundaria produce un depésito intratubular, litiasis,

nefrocalcinosis e insuficiencia renal progresiva.

La cistinosis, produce un acimulo intralisosomal de cistina, produciendo tubulopatia con
sindrome de Fanconi y alteraciéon de reabsorcidn proximal de los aminoacidos dibasicos
(cistina, arginina, lisina, ornitina). Se caracteriza por recurrencia de litiasis de cistina. Puede

evolucionar hacia insuficiencia renal avanzada.

UROPATIA OBSTRUCTIVA

Las patologias uroldgicas que cursan con reflujo vesical moderado-importante de forma
persistente, favorecen frecuentemente el desarrollo de dafio intersticial grave que conlleva
en muchos casos una ERCT. Las frecuentes infecciones del tracto urinario y pielonefritis
agudas en estos pacientes, hacen agravar el proceso al producir no solo efecto téxico directo,
sino también un estado proinflamatorio persistente favoreciendo la fibrosis y a la pérdida de
masa renal, cursando con insuficiencia renal de rdpida progresion por glomeruloesclerosis

focal y segmentaria.

MIELOMA MULTIPLE

El mieloma multiple puede causar un fracaso renal agudo en contexto de una hipercalcemia

severa o bien en contexto del depdsito de proteinas andmalas en el tubulo renal.
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NEFROPATIA INTERSTICIAL POR RADIACION

Las dosis acumuladas de radiaciéon pueden causar un cuadro de hipertensién arterial grave
con insuficiencia renal progresiva a partir del primer afio de radiacidn. Es dependiente de la

dosis y afecta a los expuestos a mds de 2300 rad. Hoy en dia es muy poco frecuente.

NEFROPATIA DE LOS BALCANES

Es una forma de nefropatia intersticial cronica que se inicia entre los 30-50 afios y puede
conducir lentamente a la ERCT. Tiene mas incidencia en la regién balcanica, de ahi el nombre.
La etiologia es desconocida, aunque parece evidente una base genética con posibles factores
desencadenantes como agentes téxicos ambientales. También hay una mayor incidencia de

tumores renales.

NEFROPATIA INTERSTICIAL CRONICA DE LAS ENFERMEDADES GLOMERULARES

En la mayoria de las nefropatias glomerulares crénicas se observa un dafio tubulointersticial
cuya gravedad tiene una importancia prondstica destacada. La toxicidad de la proteinuria
sobre las células tubulares favorece los efectos proinflamatorios, profibréticos vy

guimiotdacticos.

Muchos casos de NTIC son de lenta y larvada presentacidn por lo que el diagndstico tardio es
frecuente. Existen pocas opciones de tratamiento especifico, por lo que conocer la noxa
causante en fases precoces, antes de llegar a fases de fibrosis irreversible, puede ser

fundamental.

A parte de las causas de NTIC descritas, hay un gran grupo de pacientes en el que la causa de
la enfermedad no es tan evidente y que de forma progresiva también van perdiendo funcidn
renal. Este grupo de pacientes se engloban generalmente en el término de NTIC no filiada.

Una de sus causas, aunque probablemente poco frecuente, es la causa genética.
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4. Nefropatia tubulointersticial cronica de origen genético

La NTIC de origen genético se puede englobar en dos grupos en funciéon del patréon de
herencia con que se transmite la enfermedad. La causada por mutaciones en genes que se
heredan con un patron de herencia autosdémico dominante se denomina actualmente
Nefropatia Tubulointersticial Autosdmica Dominante (NTAD), y es en la que se centra la
presente tesis y de la que se hablara en profundidad en el siguiente apartado. La causada por
mutaciones en genes que se heredan con un patrén de herencia autosémico recesivo se
denomina nefronoptisis; actualmente se conocen 20 genes causantes de diferentes subtipos

de nefronoptisis.
4.1 Nefronoptisis

La nefronoptisis se engloba en las denominadas ciliopatias, ya que los genes mutados se
expresan en los cilios primarios. El cilio primario es un orgdnulo que se asemeja a una
“antena” que tienen muchas células del organismo, entre ellas las células tubulares renales.
Dado que los cilios se encuentran en diferentes tejidos del organismo, podemos encontrar
manifestaciones extrarenales muy variadas. A diferencia de los cilios moéviles, los cilios
primarios estan implicados en funciones de sefializacion,en la regulacidon de procesos como el

ciclo celular, la organizacién del citoesqueleto y el transporte intraflagelar(zs).

Las nefroquistinas son en conjunto un grupo importante de proteinas que forman parte del
cilio. La nefronoptisis estd causada por mutaciones en los genes que codifican para las

diferentes nefroquistinas(B).
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La nefronoptisis se caracteriza por una ERC de lenta evolucién, con un dafio tubulointersticial
crénico, que acaba con el funcionamiento renal en edades pediatricas. Clinicamente se
caracteriza por poliuria, polidipsia, enuresis y anemia.

Clinicamente se distinguen tres formas en funcion de la edad de ERCT??):

- Nefronoptisis juvenil o tipo 1. Es la forma mas frecuente y se caracteriza por una
llegada a ERCT a una edad media de 13 aiios.

- Nefronoptisis infantil o tipo 2. Es la forma mas infrecuente y de muy rapida
progresion a ERCT antes de los 4 aiios de media.

- Nefronoptisis adolescente o tipo 3. Es la forma de mejor evoluciéon con una edad

media de ERCT de 19 afios.

En las fases iniciales de la enfermedad los sintomas son sutiles y no es hasta fases mas

avanzadas de la ERC que aparece anemia, retraso en el crecimiento o hipertensién arterial.

Tanto la ecografia como la histologia de los rifiones resultan muy inespecificas.
Ecograficamente los rifiones son normales o discretamente hiperecogénicos y a medida que
avanza la lesién renal, reducen su tamarfio, se vuelven hiperecogénicos y muestran escasa

diferenciacién cérticomedular. Caracteristicamente, la forma infantil o tipo 2 se caracteriza
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por presentar rifiones de tamafio aumentado. Histoldgicamente, se observa atrofia tubular,

adelgazamiento de la membrana tubular, fibrosis y atrofia tubular®),

El diagndstico se realiza mediante biopsia renal o, preferentemente, a través del estudio
genético. Se conocen actualmente mas de 20 genes cuya mutacion es responsable de
diferentes subtipos de nefronoptisis(zs). A pesar de ello, todavia mas de dos terceras partes
de los pacientes afectados no tienen un diagndstico genético, es decir, aln quedan muchos
genes por descubrir. El gen mas cominmente mutado es el NPHPI, identificado en
aproximadamente el 20% de los pacientes estudiados. En la tabla 1 se indican los genes mas

frecuentemente mutados(7)’(24).

Tabla 1. Genes mas frecuentemente mutados en la nefronoptisis

6 .. " . . .
Gen Locus % de las nefronoptisis Tipo de Manifestaciones extrarenales mas
atribuidas a variantes nefronoptisis frecuentes

patogénicas en este gen

NPHP1 2q13 20%-25% Juvenil Sd. Joubert, Sd. Senior-Lgken
INVS 9g31.1 1%-2% Infantil Sd. Senior-Lgken
NPHP3 3g22.1 1%-2% Juvenil Sd. Joubert, Sd. Meckel-Gruber, Sd.

Senior-Lgken

NPHP4 1p36.31 3%-4% Juvenil Sd. Joubert, Sd. Meckel-Gruber, Sd.
Senior-Lgken

lQcB1 3g13.33 2%-3% Juvenil Sd. Senior-Lgken, Amaurosi de
Leber

CEP290 12g21.32 | 2%-3% Juvenil Sd. Joubert, Amaurosi de Leber

TMEM67 | 8g22.1 2%-3% Variable Sd. COACH*, Sd. Joubert, Sd.

Meckel-Gruber

* COACH=Hipoplasia del vermis cerebeloso, oligofrenia, ataxia congénita, coloboma y fibrosis hepatica

Aproximadamente el 80-90% de los pacientes con nefronoptisis carecen de manifestaciones
extrarenales, es decir, tienen exclusivamente afectacidn renal. El 10-20% restante presentan
manifestaciones extrarenales que constituyen sindromes caracteristicos como el sindrome
de Joubert, el sindrome de Meckel-Gruber o el sindrome de Senior-Lgken®®?% En |a tabla 2

se describen los fenotipos extrarenales mas caracteristicos'"%.
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Tabla 2. Manifestaciones clinicas mas destacadas de los diferentes sindromes

Sindrome Ataxia Retraso Dafio Displasia Polidactilia Fibrosis Asimetria
cerebelar mental ocular esquelética hepatica corporal

Joubert + + + + + +

Bardet-Biedl| + + + + + +

Jeune + + + + +

Meckel- + + + +

Gruber

Senior-Lgken + + +

Amaurosi + +

congénita de

Laber

COACH* + + + +

Apraxia + + +

oculomotora

(Cogan)

4.2 Nefropatia tubulointersticial cronica autosomica dominante

4.2.1 GENERALIDADES

Otras
manifestaciones

Hipotonia,
obesidad

Malformaciones
renales

Encefalocele,
paladar hendido

Se engloba en el término NTAD o en inglés ADTKD, a las enfermedades causadas por la

mutacién en cuatro genes, que tienen un patrén de herencia autosémico dominante y cuya

lesidn histolégica comun es un dafo tubulointersticial crénico. Se han descrito cuatro genes

responsables: UMOD, MUC1, HNF1By REN® Recientemente, se ha publicado un nuevo gen,

SEC61A1, como responsable también de otro subtipo de NTAD, aunque hasta el momento

solo se han identificado 3 familias con mutacién en este gen(ZG).

La NTAD se caracteriza por(27)’(28):

- Seguir un patrén de herencia autosdémico dominante, es decir, la presencia de uno de

los dos alelos mutados causa la enfermedad. Cada afecto tiene un 50%

probabilidades de transmitir la enfermedad a la descendencia.

de
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- El termino tubulointersticial hace referencia a la ausencia de afectacion glomerulary,
por lo tanto, a la ausencia de proteinuria destacada y alteraciones en el sedimento de
orina. La biopsia renal refleja una fibrosis tubulointersticial inespecifica.

- Daio renal progresivo con una disminucién lenta del filtrado glomerular, llegando a
fases terminales de la enfermedad en edad adulta.

Dada la poca expresividad clinica, es fundamental la sospecha clinica del médico ante la
presencia de un paciente con dafo tubulointersticial sin un factor etiopatogénico claro y con
otros miembros de la familia afectos de una enfermedad renal de caracteristicas

semejantes?’ ).

4.2.2 TERMINOLOGIA

El término NTAD fue establecido por las guias internacionales del
consorcio KDIGO (KidneyDisease: Improving Global Outcomes) en 2015, Previamente a este
consenso, la nomenclatura era muy variada con las confusiones clinicas que ello implicam).

En la tabla 3 se representa la terminologia actual y la terminologia antigua.

Tabla 3. Genes causantes de NTAD. Terminologia nueva y antigua

Gen causante Terminologia nueva Terminologia antigua

UMOD ADTKD-UMOD UKD (Uromodulin Kidney Disease)
UAKD (Uromodulin-Associated Kidney Disease)
FJHN (Familial JuvenilHyperuricemic Nephropathy)
MCKD2 (Medullar Cystic Kidney Disease type 2)

mMuc1 ADTKD-MUC1 MKD (Mucin-1 Kidney Disease)

MCKD1 (Medullar Cystic Kidney Disease type 1)
REN ADTKD-REN FJHN2 (Familial Juvenile Hyperuricemic Nephropathy type 2)
HNF1B ADTKD-HNF1B MODYS5 (Maturity-Onset Diabetes mellitus of the Young type 5)

RCAD (Renal Cyst and Diabetes Syndrome)

4.2.3 NTAD CAUSADA MUTACIONES EN EL GEN UMOD

Defecto genético y fisiopatologia

La uromodulina (UMOD), o proteina de Tamm-Horsfall, tiene un peso molecular de 85-90
kDa y esta formada por 640 aminoéacidos®?. Es la proteina mas abundante en la orina y se

1) ya que soélo una minima

excreta en una cantidad de 50 mg/dia en condiciones normales
cantidad es reabsorbida. Su concentracién en plasma es poco conocida, varia entre 45-490
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ng/mL en pacientes sanos?. Se expresa exclusivamente en el asa ascendente de Henle y
estd codificada por el gen UMOD, formado por 11 exones y localizado en el cromosoma
16p12.3.

La uromodulina fue identificada por TammHorsfall en 1950 pero su funcidn ain no se conoce
plenamente. Entre sus funciones, cabe destacar:

- Laimpermeabilizacion del tubulo distal. En el tubulo, la uromodulina se polimeriza en
una estructura filamentosa, gelificante, actuando como una barrera que tendria un
papel importante en el transporte de iones y en el mantenimiento del gradiente
intersticial®".

- Regula la actividad de diferentes canales i6nicos como el de sodio-potasio-cloro
(NKCC2), fundamental para la reabsorcion de sodio en el asa ascendente de Henle®Y.

- Tiene un efecto protector de infecciones del tracto urinario v litiasis renales. Estudios
in vitro e in vivo han demostrado que la uromodulina se podria unir a las fimbrias tipo
| de Escherichiacoli, bloqueando el ataque bacteriano®®Y. También hay estudios in
vitro e in vivo que han demostrado que la uromodulina seria un potente inhibidor de

)

la agregacién de cristales de calcio®?. Aunque en humanos estos dos efectos

protectores no quedan claros, pues los pacientes con mutacién en UMOD no tienen

mayor predisposicion a litiasis o infecciones urinarias®Y.

- Tiene actividad proinflamatoria. Parece que la uromodulina jugaria algun tipo de
papel en la inmunidad innata del rindn, favoreciendo la activacién de monocitos y
granulocitos, con la consecuente activacién de la cascada inflamatoria, aunque el

mecanismo concreto de proinflamaciéon aun no esta claro®33),

Desde que se identificé en 1987 el gen UMOD, se han publicado en la literatura numerosas
familias con mutaciones en este gen, pero con diferentes formas de presentacién clinica, por
lo que la nefropatia causada por mutaciones en este gen se ha denominadocon varias

(39)36)anfermedad medular

terminologias: hiperuricemia familiar juvenil [OMIM 162000](34)
quistica tipo 2 (MCKD2) [OMIM 603860](37)‘(38’0 enfermedad glomeruloquistica [OMIM

609886]%. Afios después estas enfermedades se englobaron en el término “Enfermedad
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renal causada por mutacién en el gen UMOD”, ya que se concluyé que aunque las formas de
presentacidon podian ser variables, todas tenian en comun la mutacién del mismo gen, con un
patrén de herencia autosémico dominante*0+#1:(42)(43).(44).(43)

Desde la publicacién de las guias KDIGO en 2015, se ha adoptado un nuevo término, NTAD
causada por mutaciones en el gen UMOD (NTAD-UMOD), con el objetivo de unificar
enfermedades con la misma base genética y clinica variable.

La prevalencia de mutaciones patogénicas en el gen UMOD no ha sido bien establecida;
algunas estimaciones dicen que, en familias con una presentacion clinica tipica, se detectaria

(31),(46)

mutacién de este gen en un 12-31% de los casos , aunque con mucha probabilidad

estan infradiagnosticadas.

Fisiopatologia

El mecanismo por el que se produciria la hiperuricemia y el dafio tubulointersticial aln
resultan enigmaticos. La mayoria de los estudios publicados lo explican por un depdsito
andmalo de la proteina a nivel de las células del asa ascendente de Henle, produciendo una
alteracién en el funcionamiento y estructura de esta parte de la nefrona, con la consecuente
pérdida de capacidad de concentracién de la orina. Ello implicaria una mayor reabsorcion de

(31),(47)

sodio y de acido urico en el tubulo proximal, produciendo la hiperuricemia . Por otra

parte, la retencién de la uromodulina favoreceria la actividad proinflamatoria conduciendo al

dano tisular y mecanismo de fibrosis, que aun quedan por explicar(31)’(47).
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Figura 7. La uromodulina en la ERC. A) Las mutaciones en el gen UMOD producirian una uromodulina andmala que se
acumularia en el reticulo endoplasmatico (ER) produciendo una disfuncion del asa ascendentes del Henle (TAL) y
favoreciendo los fenémenos de inflamacidn y fibrosis. B) Ciertas variantes del gen UMOD se asociarian a un mayor riesgo de
ERC, HTA y riesgo cardiovascular sin tratarse de NTAD sino de un factor de riesgo o predisposicidn(48).

La uromodulina como factor de riesgo para HTA y ERC:

En la dltima década ha crecido el interés en la uromodulina como factor de riesgo de ERC y
de HTA. Con las técnicas actuales de secuenciacion masiva de genes y del analisis de
asociacién a nivel de gendmico completo (GWAS, Genome Wide AssociationStudy), se han
publicado varios articulos sobre polimorfismos (SNPs, Single-NucleotidePolymorphisms) del

W51 13 relacidn

gen UMOD asociados a un mayor riesgo de desarrollar ERC e HTA“-(49).(50
entre la uromodulina e HTA se encontraria en la hiperactivacién del canal Na-K-Cl2 en el asa
ascendente de Henle, por lo que se ha apuntado a la uromodulina como una diana

terapéutica para disminuir la presion arterial y preservar el funcionamiento renal®Y),

Algunos estudios han detectado diferencias en la concentracién urinaria de uromodulina en

G213 sobreexpresion de uromodulina

pacientes portadores de polimorfismos de riesgo
implicaria mayor riesgo de HTA sensible a la sal, segin modelos animales, y también parece
que pacientes con ciertas variantes del gen UMOD, serian mas sensibles al tratamiento con

diuréticos de asa (furosemida)®".
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Caracteristicas clinicas

Como se ha comentado anteriormente, la acumulacién de la uromodulina andmala en el asa
ascendente de Henle, produce de forma retrégrada una mayor actividad del tibulo proximal,

B147) 56 han

gue tiene como consecuencia principal una mayor reabsorcion de acido Urico
observado niveles de acido urico por encima del percentil 75 en mas del 70% de estos
pacientes. Aproximadamente el 75% de los varones y el 50% de las mujeres presentan crisis
gotosas(46), pero también se han descrito casos con niveles de acido urico en sangre dentro

de la normalidad, sobre todo en mujeres(so).

Cabe destacar la desproporcion de la
hiperuricemia respecto al grado de insuficiencia renal®). La fraccion excretada de 4cido drico
aparece disminuida de forma precoz (incluso en pacientes jovenes con funcion renal todavia

normal), y suele ser menor del 5% en varones adultos y menor del 6% en mujeres adultas®?.

Aunque en la literatura la mayoria de los casos descritos cursan sin proteinuria, existe algun
caso con proteinuria level®) y en fases de ERC avanzada puede aparecer una discreta
proteinuria, habitualmente menor de 1 gr/dia. Por otra parte, no se han descrito alteraciones

en el sedimento de orina (ausencia de microhematuria ni leucocituria).
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En la ecografia renal suelen observarse rifiones de tamafo disminuido y en algunas ocasiones

pequenos quistes medulares. En algunas series, se han observado quistes en una tercera

6) (34),(40),(44),(48)

parte de los pacientes (46). aunque la presencia de éstos no es caracteristica

La gravedad de la afectacién renal es muy variable tanto a nivel intrafamiliar como

(28),(41)

interfamiliar (46154 | 3 edad de ERCT oscila desde formas precoces (edad aproximada de

40 afios) o formas tardias (edad aproximada de 60 afios), es por ello que el diagndstico de

(46)

estas nefropatias puede resultar dificil si la carga familiar no es muy importante™. En la

tabla 4 se describen las cohortes mas importantes publicadas en la literatura.

Las lesiones histoldgicas son inespecificas, puede observarse nefritis intersticial crdnica,
atrofia tubular y fibrosis intersticial y en ocasiones infiltrado linfocitico®'. La lesion principal

es el adelgazamiento y pérdida progresiva de la membrana basal tubular y en ocasiones

(55)

puede objetivarse la formacion de quistes en el tubulo distal y tubos colectores™. En la

inmunohistoquimica pueden verse depdsitos anormales de uromodulina en las células

(34),(42),(55)

tubulares . Aunque poco frecuente (< de 1 de cada 1000 biopsias realizadas), el

estudio inmunohistoquimico de la uromodulina, puede resultar util para el diagndstico de

enfermedad causada por mutacion en el gen UMOoD"®.

Tabla 4. Cohortes mds importantes publicadas de familias con mutaciéon en UMOD*

Cohortes Pacientes Pacientes Hiperuricemia Gota ler Quistes Edad Conclusiones

publicadas estudiados | diagnosticados episodio | renales media

(revistay gota ERCT

afo)

Cohorte 109 37 (mutaciones | 71.4% 75%H | 21afos |34,3% 54 afios Hiperuricemia muy

francesa pacientes en exones 3y 4) (localizacion caracteristica

(CJSAN (45 50% M inespecifica) »

2011)"° familias) No correlacién
fenotipo-genotipo
Gran variabilidad
intra/inter familiar

Cohorte 202 59 91% (24 afios 48% 40 afios | - 56 afios Segun localizacion

(CJASN pacientes edad media H>M (H=50 afios, | de mutacion,

2013)(57) (74 aparicion) M=60 afios) | prondstico

familias) diferente

(mutaciones en
dominios EGF2 y
EGF3, edad ERCT
mas precoz)

*El resto de casos publicados en la literatura revisada, son familias aisladas o pequefias cohortes 2 FO/EABAEIED

35



Estudio genético

El estudio genético se basa en la secuenciacién del gen UMOD para la busqueda de

mutaciones en el mismo. Hasta la actualidad se han descrito mas de 110 mutaciones en este

en (31),(45),(46),(48),(61)

g y la mayoria se localizan en los exones 3 y 4 (segun la secuencia de

referencia corresponden a los exones 4 y 5) (figura 9); por ello estos dos exones son los que
suelen analizarse en primer lugar en el caso indice, aunque también se han descrito alguna
mutacion en algun otro exdn, como el exén 7“8 No se ha observado una correlacién clara

(41),(46),(62)

entre genotipo-fenotipo , pero se ha observado una peor supervivencia renal en los

pacientes con mutaciones en los dominios EGF2 y EGF3®®.El 90% de las mutaciones son de
tipo cambio de aminodcido (missense) y el 62% alteran un residuo de cisteina, produciendo

alteraciones en el plegamiento de la protel'na(ss).

i
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Figura 9. Estructura de la uromodulina y resumen de la localizacion de las mutaciones descritas en la literatura. La mayoria
de las mutaciones se localizan en el exon 4 (>80%) y 5 (>11%)(31)

Actualmente, la secuenciacion masiva de paneles de genes para el estudio de ERH, entre los
gue se incluye el gen UMOD, puede facilitar el diagndstico en casos de presentaciéon mas

atipica y ampliar el diagndstico diferencial con otras ERH.

Tratamiento y manejo

No existe actualmente un tratamiento especifico para los pacientes con mutacidén en este
gen, por lo que las recomendaciones se centran en un buen control de los factores de riesgo

cardiovascular y el tratamiento de la hiperuricemia en los casos que exista.
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En cuanto al manejo de la hiperuricemia, no existe un consenso en cuanto al tratamiento y
dado que se trata de enfermedades con muy baja prevalencia, es dificil basarse en las
evidencias cientificas. En un meta-analisis realizado en 2013 se concluyd, que hasta el
momento no hay evidencias de superioridad entre el alopurinol y el febuxostat, aunque se
detectaba que el febuxostat tendia a disminuir antes los niveles séricos de acido Urico, lo que
también podria implicar mayor riesgo de desencadenar episodios gotosos agudos. También
hay evidencias de que el alopurinol tendria mayores efectos adversos, sobre todo rash,
hipersensibilidad y mala respuesta en determinados subgrupos. En conclusién, y dadas las
diferencias en coste, se sigue recomendando inicialmente el tratamiento con alopurinol, y

reservar el febuxostat para casos concretos.

Es fundamental un buen control de los factores de riesgo cardiovascular para frenar la
progresion de la enfermedad renal. Se debe hacer hincapié en un buen control de la presién
arterial, y los farmacos de eleccidén son los inhibidores del sistema renina-angiotensina-
aldosterona. Se debe informar al paciente de una correcta nefroproteccién, evitando el
consumo de antiinflamatorios no esteroideos u otros nefrotdxicos, asi como una correcta

ingesta hidrica y una dieta variada y ajustada a las diferentes fases de la ERC.

4.2.4NTAD CAUSADA POR MUTACIONES EN EL GEN MUC1

Defecto genético y fisiopatologia

En 1944 se describio por primera vez la EMQ tipo | (o MCKD1 en inglés) (OMIM 174000)).
Se habia identificado un locus en el cromosoma 1921 asociado a una ERH con patrén de
herencia autosémico dominante caracterizada por la presencia de quistes

(61)(661(67) " |nicialmente se relacioné con la nefronoptisis familiar juvenil

medulares
(familialjuvenilenephronophthisis — FIN), a pesar de que seguian una forma de herencia
diferente, ya que la nefronoptisis seguia un patréon autosémico recesivo. En la tabla 5 se

describen algunos de las cohortes publicadas antes de la identificacion del gen responsable.
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Tabla 5. Cohortes mas importantes publicadas de familias con linkage positivo en el locus 1q21

Cohortes
publicadas (revista
y aiio)

Pacientes estudiados

Caracteristicas clinicas

Conclusiones

Grupo chipriota
(HumMolecGenetics
1998)"*°

2 familias chipriotas

Clinica sugestiva de EMQ

Hiperuricemia y gota de aparicién tardia

Las dos primeras familias
descritas con ligamiento
positivo a 1921

Elevada heterogeneidad en
las formas de presentacion
del complejo EMQ/HFJ

Cohorte finlandesa
(K12001)®”

6 familias

Gran variabilidad clinica, pero sin clinica extrarenal
caracteristica

ERCT 25-55 afios

2 biopsias sin lesiones caracteristicas. Sedimento de
orina negativo

1 familia con hiperuricemia precoz con ligamiento
negativo positivo a 1g21

Heterogeneidad clinica
dificulta el diagndstico
clinico

Sugieren que al menos
puede haber 3 locus
implicados en la EQM
autosémica dominante

Grupo Chipriota (KI
2002)®

6 familias chipriotas
(186 pacientes)

ERCT media de 53.7 afios

Ausencia de proteinuria ni actividad en el sedimento
de orina

HTA e hiperuricemia mas frecuente en varones y en
fases avanzadas de la ERC

Quistes 40.3% de los casos (sobretodo medulares y
corticomedulares) y mas frecuentes en fases
avanzadas de la ERC

La EMQ tipo | es una causa
frecuente de ERCT

Diagnéstico clinico complejo
sobretodo en fases iniciales
de la enfermedad, porque
escasa expresividad clinica

Kiser, AJKD 2004"*”

1 familia americana
(50 miembros)

Gran variabilidad edad de ERCT
Frecuente gota e hipertension arterial

Quistes presentes <50%. Lesion histoldgica
inespecifica

Dificil el diagnédstico clinico
de la EMQ

Posiblemente infraestimada

No fue hasta 2013 que el equipo de Kirby

(70)

identificé el gen mutado, MUC1, una mutacién

gue por sus caracteristicas no puede ser detectada con secuenciacion convencional de
Sanger ni por las nuevas técnicas de secuenciacidon masiva. MUCI codifica para la proteina
mucina 1. Las mucinas son proteinas O-glicosiladas que juegan un papel esencial en la
formacion de barreras mucosas protectoras en las superficies epiteliales y también juegan un
papel en la sefalizacidon intracelular. Esta proteina se expresa en la superficie apical de las
células epiteliales que recubren las superficies mucosas de muchos tejidos diferentes
incluyendo piel, mama, pulmén, tracto gastrointestinal y tubulo renal distal. Esta proteina se

escinde proteoliticamente en subunidades alfa y beta que forman un complejo
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heterodimérico. Las funciones de la subunidad alfa N-terminal en la adhesién celular y la
subunidad beta C-terminal estdn implicadas en la sefalizacidn celular. La sobreexpresion, la
localizacién intracelular aberrante y los cambios en la glicosilacion de esta proteina se han
asociado con carcinomas”?. Se sabe qgue el gen MUC1 contiene un dominio de repeticiones
en tdndem de numero variable de copias altamente polimérfico (VNTR, variable-
numbertandemrepeats). La insercién de una citosina (insC) en una de las copias del VNTR,
una region muy rica en citosinas y guaninas (>80%), produce un defecto en la pauta de

(79 por el momento, no se ha

lectura del gen, dando lugar a una proteina anémala
demostrado si el lugar concreto de la insercion de esta citosina dentro del VNTR, puede ser o
no determinante en el fenotipo(m. Hasta ahora esta mutacion insC es la Unica que se ha
identificado en el gen MUC1. Tampoco se conoce el papel que tienen los distintos transcritos

resultantes del splicing alternativo.

extracellular intracellular

signal I— VNTR J' 'l SEA I I ™ ]l |

| S—
N/start .T T Cistop

Figura 10.Estructura del gen MUC1. Formado por una subunidad VNTR donde la inserciéon de una citosina produce una

mutacién de cambio de pauta de lectura (frameshift) que genera un coddn de parada de la traduccidn proteica

prematuro’”.

Caracteristicas clinicas
Hasta el momento la mutacién insC en MUCI se ha reportado como causante de enfermedad

renal crénica con una presentacion bastante anodina. No se han descrito en la literatura

(73)

disfunciones tubulares'™ ni manifestaciones extrarenales, a pesar de que la mucina se

expresa en otros tejidos diferentes al renal (piel, mama, pulmén o tracto

(29),(72)

gastrointestinal) . En la tabla 6 se describen algunas de las cohortes publicadas en las

que se ha realizado estudio mutacional del gen MUC1.
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Tabla 6. Principales cohortes publicadas de familias con mutacién en el gen MUC1

Cohortes Familias Familias Caracteristicas clinicas Conclusiones
publicadas estudiadas diagnosticadas
(revista y afio)

Cohorte Familias con | 22 familias (95 | Edad de ERCT muy variable (16-80 afios) ERC progresiva sin
americana NTAD pacientes) . . . i alteraciones urinarias ni
(Bleyer, CJASN | recogidas Sedimento de orina sin alteraciones manifestaciones extrarenales

2014)" durante 14 Proteinuria negati ini
gativa o minima el .
afios, sin Gran variabilidad clinica
-mutaf:i‘én Quistes medulares en 35 pacientes Posiblemente hay factores
identificada Ausencia de manifestaciones extrarenales genéticos y ambientales que
en UMODy pueden contribuir
REN
Cohorte 10 familias 4 familias - Se propuso la nueva
europea (Ekici, | europeas clasificaciéon de la NTAD
KI 2014)? con NTAD
Cohorte 21 familias 2 familias ERCT 33-47 afios Identificada mutacién en el
italiana (J. . . 9,5% de las familias de la
Nephrol Quistes medulares no sinusales cohorte italiana de NTAD
(73)
2016) No manifestacién extrarenal comun

La edad de ERCT es muy variable tanto a nivel intrafamiliar como interfamiliar y puede oscilar

(74),(75),(76

entre los 20 y 70 afios ) Algunos de los estudios sugieren que, en ciertas familias, los

hijos tendrian mayor afectacidon que los padres (fendmeno de “anticipacion”), es decir, una

llegada a ERCT mas precoz, aunque no hay consenso acerca de ello®7? En cuanto a la tasa

(72)

de caida del filtrado glomerular estimado (FGe), no ha podido ser aun establecida’”, aunque

si parece que se aceleraria a partir de un FGe<50ml/min/1.73m?2.
A diferencia de la NTAD causada por mutaciones en el gen UMOD, los pacientes con
mutaciones en MUCI presentan hiperuricemia como consecuencia del fallo renal y no como

(75

una manifestacion primaria ). Lo mismo sucede con la hipertensién arterial, que parece

consecuencia del fallo renal”.

Como el resto de NTAD, es caracteristica o bien la ausencia de proteinuria o en caso de existir
ésta es menor de 1g/dia y el sedimento de es orina anodino.

La presencia de quistes, tanto corticales como medulares, es claramente inconstante, asi

72) g

como las dilataciones microquisticas en las biopsias renales nombre clasico de

“enfermedad quistica medular” ha quedado claramente obsoleto.
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Hasta la fecha, no existe ninguna herramienta clinica para el diagndstico de pacientes con
mutacién en el gen muc1’?. a pesar de que sdlo se ha descrito una mutaciéon en MUC1, que
es la insercién de una citosina, el fenotipo es muy variable en cuanto a edad de ERCT, tanto a
nivel intrafamiliar como interfamiliar. La penetrancia es practicamente del 100% aunque con
algunos casos de afectacién muy leve en edades avanzadas'’”.

Estudio genético

Con el ejemplo de la deteccidén del gen responsable de este subtipo de NTAD, ha quedado
claro que hay regiones del ADN que pueden escapar del analisis mediante las técnicas de
secuenciacién masiva de genes. La deteccién de la insercidn de una citosina en este VNTR es
dificil de analizar, y resulta complejo aun en la practica clinica rutinaria’?. Las técnicas
utilizadas para el analisis de esta compleja region son:

1- La técnica inicialmente descrita por Kirby et al, que se basaba en la utilizacion de la
enzima Mwo1l que de forma selectiva digeria los fragmentos de citosina wild type (7
citosinas), pero no los fragmentos de citosina con la insC (8 citosinas) y el andlisis de
estas digestiones enzimaticas se realizaba por HPLC.

2- El grupo de Ekici et al sustituyeron la técnica de HPLC por la técnica de SNAPshot(Z),
gue es una modificacion de la técnica secuenciacion de Sanger de secuenciacion que
permite la deteccion de variaciones puntuales en la secuencia de ADN. Esta técnica
permite un diagndstico de forma mas sencilla en la mayoria de laboratorios de
genética.

Tratamiento y manejo

No existe actualmente ningun tratamiento para los pacientes con mutacién en el gen MUCI.
Se espera que un mayor conocimiento del mecanismo del dafio renal, pueda en un futuro
abrir lineas de investigacion.

El manejo debe ser el recomendado de forma general para los pacientes con ERC. La mejor
opcién de tratamiento sustitutivo renal sigue siendo el trasplante renal, con una buena

supervivencia del injerto(77)'(78).
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4.2.5 NTAD CAUSADA POR MUTACIONES EN EL GEN HNF1B

Defecto genético y fisiopatologia

HNF1b (factor hepatocitario nuclear 1b), también conocido como TCF2, es un factor de
transcripcion que regula genes que se expresan durante la embriogénesis de diferentes

|(79)

tejidos, sobre todo el tejido renal, hepatico, pancreatico y genita 80 s un importante

regulador de la segmentacién de las nefronas y de la formacién de los podocitos(81’.
Mutaciones en el gen HNF1B que codifica para esta proteina, localizado en el cromosoma
17912, fueron descritas por primera vez por Horikawa en 1997, en pacientes jévenes
japoneses afectos de diabetes tipo MODY (MadurityOnset Diabetes of theYouth) que
presentaban a la vez algun tipo de afectacidn renal no claramente relacionada con nefropatia
diabética.

HNF1b esta relacionado con otras proteinas responsables de enfermedades quisticas renales

y hay numerosos modelos experimentales que lo demuestran®?.

Segun las guias KDIGO del 2015, se deberian incluir en el grupo de las NTAD las formas con
presentacién exclusivamente renal en forma de dano tubulointersticial crénico®. Mutaciones
en HNF1B también pueden causar malformaciones renales que generalmente se manifiestan
en edad pediatrica y que se incluyen en las denominadas CAKUT (CongenitalAnomalies of

theKidney and UrinaryTract).
Caracteristicas clinicas

Las mutaciones en el gen HNF1B son responsables de un fenotipo muy heterogéneo y muy
variable en funcién de la edad de presentacion. En la figura 11 se representan las
manifestaciones renales y extrarenales descritas. En la tabla 8 se resumen las cohortes

publicadas mds destacadas, tanto en poblacién adulta como en poblacién infantil.
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Figura 11. Manifestaciones renales y extrarenales causadas por mutaciones en HNF18%)

Afectacion renal:

La afectacion renal es la mas precoz y prevalente, con una gran heterogeneidad fenotipica

(tabla7), desde malformaciones renales hasta alteraciones en el transporte tubular, con

grados variables de hipomagnesemia, hipopotasemia, hiperuricemia o hipocalciuria

(74)

Tabla 7. Alteraciones renales causadas por mutacion en HNF1B segun la edad del paciente

Etapa prenatal

Edad infantil

Edad adulta

Alteraciones detectadas en la histologia renal

Quistes renales uni o bilaterales
Rifiones hiperecogénicos
Rifiones aumentados de tamafio
Hipoplasia renal

Quistes renales uni o bilaterales

Agenesia o hipoplasia renal

Rifidn en herradura, rifidn solitario
Quistes renales uni o bilaterales

Rifiones de tamafio normal o disminuido
Oligomeganefronia

Enfermedad glomeruloquistica

Displasia renal

Nefropatia tubulointersticial
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La presente tesis se centra en las formas de presentacién en la edad adulta que causan una
NTAD. Hay pocas cohortes de pacientes adultos publicadas en la literatura; la mas
importante es la de Faguer(84), gue hace hincapié en la gran heterogeneidad en cuanto a la
afectacidn renal. En esta cohortelos pacientes presentaban una ERC de lenta evolucién (una
tasa media de declive del FGe de -2,45ml/min/afio) con ausencia o minima proteinuria y
ausencia de microhematuria. La HTA y los episodios de gota resultaron poco prevalentes y la
mayoria de las biopsias renalesmostraban una fibrosis intersticial inespecifica. En cuanto a
las malformaciones renales, los quistes simples fueron la lesion mas caracteristicapero no
constante (62%). También objetivaron asimetria renal en un 21% de casos por atrofia renal
unilateral. Otro dato objetivado fue la hipomagnesemia (62%) y la hipopotasemia (46%). La
hipomagnesemia se explicod por la posible regulacion de la expresion del gen FXYD2por parte
de HNF1b. La mutacion en el gen FXYD2es la causante de la hipomagnesemia autosdomica
dominante con hipocalciuria. El mecanismo de la hipopotasemia no fue identificado. La

(83),(85)

hipomagnesemia también ha sido descrita en otras cohortes de pacientes , por lo que es

un dato clinico de sospecha de NTAD causada por mutaciones en HNF1B.

Afectacion extrarenal:

A pesar de la descripcién inicial, la presentacién extrarenal en forma de MODY, esta
habitualmente ausente®. Cuando hay diabetes, se suele presentar en edades jovenes (edad

media de 20 afos) y ser insulinodependiente(87). Se ha descrito un mayor riesgo de diabetes
; (84)

posterior al trasplante renal*™".

Otras malformaciones extrarenales descritas incluirian las malformaciones de tracto genito-

(79),(88)

urinario, las mas frecuentes son las malformaciones del utero y las alteraciones en el

funcionalismo hepdtico o atrofia pancreatica, fundamentalmente elevaciéon de las enzimas

hepaticas y en algln caso quistes en la via biliar®®.
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Tabla 8. Cohortes mds importantes publicadas de pacientes con mutacidén en HNF1B

Cohortes Pacientes Pacientes Fenotipo renal Fenotipo extrarenal Conclusiones

publicadas estudiados diagnosticados

(revistay

afio)

JASN 2016 | 5 adultos 3 pacientes con 3 pacientes con 3 diabetes Escasa correlacion
mutacion de quistes ., genotipo-fenotipo
novo 1 elevacion PFH

3 hipomagnesemia . .
1 malformacion genital
3 hiperuricemia Posiblemente
infradiagnosticado
3 ERC
KI 2014 Estudio 56 pacientes con | Malformaciones Hipoplasia del pancreas Proponen un Score para la
multicéntrico mutacion: 39 prenatales, quistes en adultos sospecha clinica
con 433 pediatricos y 17 renales bilaterales e
pacientes adultos hiperecogenicidad
bilateral en pacientes
pediatricos
Quistes renales
unilaterales e
hipomagnesemia en
adultos
CJASN 103 pacientes de | 12 pacientes de Quistes renales 38% malformaciones Muchos genes implicados
2013 91 familias con 11 familias extrarenales: hipoplasia o | en CAKUT.

CAKUT severo

Rifiones
hiperecogénicos y
aumentados de
tamafio

agenesia pancreas y
malformaciones genital

Importancia estudio
genético para consejo
reproductivo.

Gran variabilidad
intrafamiliar

Cohorte mas

27 adultos de 20

16 pacientes con

Caida del FGe de -

13 pacientes con DM

Fenotipo renal muy

grande en familias grandes 2.45ml/min/afio . | ., | variable, no correlacién
adultos delecciones i 8 pacientes con alteracion fenotipo-genotipo.
10 pacientes en las PFH
KI, 2011® 11 pacientes con | hipomagnesemia 5 mui Las grandes deleciones o
mutaciones X ml;ueres g{)n ital inserciones son las
puntuales 1_1 paaentgs malformacion genita mutaciones mas frecuentes
hipokalemia 5 infertilidad
yonci o varones con infertilida Mutaciones de novo en
paueptes ’ 50% de los casos
Fanconi
2010 377 pacientes 10 adultos Pre-natal mas 4 pacientes con DM No correlacién fenotipo-

con diferentes
malformaciones
renales o NTIC
con UMOD
negativo.

65 nifios o fetos

frecuentes rifiones
hiperecogénicos
bilaterales

Postnatal mas
frecuente quistes

Presencia de
hipomagnesemia

genotipo

JASN 2009"*”

91 pacientes
unicéntricos

21 pacientes

Hipomagnesemia,
hipermagnisuria,
hipocalciuria

Importancia de la
hipomagnesemia
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NDT 2008

151 pacientes

15 pacientes con
gran delecion

13 pacientes quistes
renales

Rango de ERC muy
amplio

10 pacientes DM

4 pacientes alteraciones
de las PFH

2 pacientes atrofia
pancredtica

3 de 10 mujeres con
malformacion uterina

Deleciones del gene entero
pueden ser causa de
enfermedad renal quistica
no filiada con o sin
extrarenal.

Importancia de
secuenciacién y MLPA

JASN 2006"?

80 pacientes
pediatricos con

25 pacientes
(delecion gen

Malformaciones
renales bilaterales con

3 pacientes alteraciones
de las PFH

Ausencia de correlacion
fenotipo-genotipo

malformacion
renal
diagnosticados
intradtero o post
nacimiento

completo 64%) o sin displasia

J MedGenet | 160 pacientes 23 pacientes Lo mas frecuente son | Diabetes MODY es menos | No correlacion fenotipo-
2006 (GCKD, (14%) quistes renales frecuente de lo genotipo.

hiperuricemia inicialmente descrito

familiar,

displasia renal,
malformacién
renal).

Estudio genético

Se han reportado mas de 60 mutaciones diferentes en el gen HNF1B, y la mayoria son
grandes reordenamientos, es decir, deleciones del gen completo o menos frecuentemente, la
delecién de un solo exdn, pero se han descrito también un gran nimero de mutaciones
puntuales de distintos tipos: missense, nonsense, frameshift o splicing(gs). La regién con mas
mutaciones es el exdén 2, un dominio critico para la actividad transcripcional(gs). Las

mutaciones de novo son muy frecuentes habiéndose descrito hasta en un 50% de los casos

(85),(86),(93) (82),(83),(85),(86) En la

en algunas series . No existe una correlacién genotipo-fenotipo

mayoria de laboratorios genéticos HNF1B se incluye en los paneles de genes de CAKUT.

La técnica que se utiliza para el diagndstico de los grandes reordenamientos es el MLPA
(Multiplex LigationProbeAmplification) o el QMPSF (Quantitative Multiplex PCR of Short
FluorescentFragments), que combinan las técnicas de hibridacién, ligacién y amplificacion

por PCR.

Faguer et al publicaron en 2014 la propuesta de un score para la sospecha de mutaciones en

el gen HNF1B, en base manifestaciones renales y extrarenales. Sugieren que un score mayor

46



o igual de 8, seria altamente sugestivo por lo que se deberia considerar el estudio

(85)

genético™'. Este score tendria utilidad en los casos de malformaciones pediatricas y ayudaria

al diagndstico diferencial con otras causas de CAKUT.

Characteristics Item Value
Family history +2
Antenatal renal abnormalities Unifbilateral abnormality +2

by renal echography
Kidneys and urinary tract

Left kidney Hyperechogenicity +4
Renal cysts +4
Hypoplasia +2
Multicystic and dysplastic kidney +2
Urinary tract malformation +1
Solitary kidney +1
Right kidney Hyperechogenicity +4
Renal cysts -
Hypoplasia +2
Multicystic and dysplastic kidney +2
Urinary tract malformation +1
Solitary kidney +1
Electrolyte or uric Low serum Mg® ™ (<0.7 mmal/l) +2
acid disorders
Low serum K~ {<3.5 mmol/1) +1
Early-onset gout (=30 years of age) +2
Pathological findings Oligomeganephronia or +1

glomerular cysts

Pancreas® MODY or hypoplasia of tail and +4
neck of the pancreas or pancreatic
exocrine insufficiency

Genital tract Genital tract abnormality® +4

Liver Live test abnormalities of +32
unknown origin®

Figura 12. Score para la sospecha clinica de mutaciones en HNF18%)

4.2.6 NTAD CAUSADA POR MUTACIONES EN EL GEN REN

Defecto genético y fisiopatologia

Este es el subtipo de NTAD menos conocido y con menos casos descritos en la literatura, con
tan solo 14 familias descritas®*"®>¢ | gen REN codifica para la renina (OMIM 179820)(97),
y esta localizado en el cromosoma 1 (1g 32.1). Este gen esta formado por 19 exones. Solo se
han descrito como mutaciones patogénicas del tipo missense y/o pequefias

inserciones/deleciones producidas en los exones 1y 2.

La renina estd producida principalmente por el aparato yuxtaglomerular del rifidn. Pertenece

a la familia de enzimas aspartilproteinasa y se sintetiza como una pre-pro-proteina. El
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producto de la transcripcién es un ARN mensajero de 1,5 kb. La proenzima tiene 340
aminoacidos, de los cuales los primeros 43 son fragmentados para dar lugar a una enzima
activa que se encarga de convertir el angiotensindgeno en angiotensina, con la consecuente
estimulacién de la produccion de aldosterona. La funcion del sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) estd ampliamente descrito en la literatura®®. Entre otras funciones cabe
destacar la regulacién del tono vascular, regulacién del sodio-potasio, la eritropoyesis, y

multiples funciones metabdlicas y proinflamatorias(gs’.

El defecto en la produccidon de renina implica por lo tanto un dafio en el SRAA, y un
consiguiente dafio en el aparato yuxtaglomerular, dafio de las nefronas y un dafio renal

progresivo.

Hay descrita en la literatura otra nefropatia causada por mutaciones en el gen REN, pero con
un patrén de herencia autosémico recesivo (OMIM 267430), con una pérdida total de
funcionamiento de la renina, implicando una mala diferenciacién durante la embriogénesis
del tubulo proximal produciendo una disgenesia que resulta letal durante el periodo

perinatal®”.

Caracteristicas clinicas

Los pacientes con mutacion en el gen REN se caracterizan por presentar una anemia
hipoproliferativa, con reticulocitos y niveles de eritropoyetina bajos, presente ya desde
edades infantiles; hiperuricemia y gota presentes en mas de la mitad de los afectados, y una
enfermedad renal de lenta progresic’m‘gg). Al igual que el resto de subtipos de NTAD, se
caracteriza por la ausencia de proteinuria y alteraciones en el sedimento de orina. Algunos
de los pacientes presentan poliuria y enuresis. La edad de ERCT se ha descrito entre la cuarta
y sextadécadas de la vida®. No hay evidencia de la presencia de quistes renales y el tamafio
de los rifiones es normal o reducido®. La histologia renal es muy inespecifica, con focos de

|(94)

atrofia tubulo-intersticial y fibrosis intersticial”". La inmunohistoquimica para la renina y la

pro-renina esta claramente disminuida en las células del aparato yuxtaglomerular(gg).
A medida que el nifio entra en la adolescencia, se ha descrito una mejoria de la anemia, pero

mayor aparicién de gota, hipotension e hiperpotasemia(gs).
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Tabla 9. Casos publicados de pacientes con mutacion en REN

Cohortes Familias estudiadas Caracteristicas clinicas Conclusiones
publicadas
(revistay
afo)
Zivna, 3 familias Desde edad pediatrica, hipotension arterial, Importancia de la sospecha
2009 anemia e hiperuricemia hipouricosurica clinica y el estudio genético
) de REN
ERC progresiva
Hipofuncién de la renina
Bleyer, 1 familia Anemia, hiperuricemia, defectos en la capacidad | Sospechar en familias con
2010% de concentracion de la orina y ERC NTAD, que presenten desde
. N i la juventud anemia,
1 pauentg de 10 afios sg tr:ato con ) 3 hiperuricemia, poliuria e
fludrocortisona con mejoria de la hipotensién y hipotensién arterial
del FGe
Beck, Anélisis de 39 nifios con Anemia precoz, hiperuricemia y ERC progresiva Enfermedad rara. Sospecharla
2011 hiperuricemia y ERC con estudio o, . en casos de NTIAD negativa
genético negativo para UMOD y Mejoria dehla anemia con el paso a la para el resto de genes y con
HNF1B. adolescencia anemia precoz
1 paciente diagnosticado, y otros Exon 1 es donde se
miembros de la misma familia encuentran todas las
mutaciones funcionales.

Estudio genético

Dado que la mayoria de las mutaciones son tipo missense o pequefias deleciones/inserciones
en los exones 1y 2, la secuenciacién clasica de Sanger es el método de analisis genético de
eleccion. Dado que actualmente se utilizan paneles de genes, incluir el gen REN en el panel
de genes seria lo mas recomendable, ya que la posibilidad de sospechar de antemano que el

gen causante de la NTAD es el gen REN es baja.
Tratamiento y manejo

La anemia que presentan los pacientes se trata con agentes estimulantes de la
eritropoyesis‘94). En caso de hiperpotasemia deberia indicarse medias dietéticas y valorar el
tratamiento con fludrocortisona, aunque dado el poco numero de casos, no hay suficiente
experiencia clinica®®9, Algunos pacientes pueden tener una tendencia a la hipotensién por
lo que se recomienda evitar las dietas bajas en sal, asi como el tratamiento con inhibidores
del SRAA.
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En caso de hiperuricemia o gota, deberia considerarse el tratamiento con anpurinoI(gg’. La

deplecién de volumen y la deshidratacion podrian agravar la hiperuricemia.

La disminucidn de la produccion de renina probablemente causa una incapacidad del rifidn
de preservar la presidn intraglomerular en caso de deplecién de volumen. Se deberia
aconsejar a los pacientes con esta enfermedad evitar los inhibidores de la sintesis de
prostaglandinas, como los antiinflamatorios no esteroideos, y los inhibidores de la enzima

convertidora de angiotensina en estados de hipovolemia(gs)'(gg).

El tratamiento de eleccidon alcanzada la ERCT es el trasplante renal, con un buen pronéstico y

sin recurrencia, ya que el injerto produciria renina de forma normal®.
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Il. Objetivos

El objetivo general de esta tesis es profundizar en el conocimiento de la NTAD tanto a nivel

clinico como genético. Para ello se han planteado los siguientes objetivos concretos:

1. Seleccionar los pacientes de la Fundacié Puigvert diagnosticados de NTIC; identificar
los casos primarios y secundarios, asi como los casos familiares.

2. Reclutar y estudiar familias con presentacion clinica sugestiva de NTAD, tanto de
nuestro centro como procedentes de otros centros espafioles. Analizar las
caracteristicas clinicas y realizar el estudio genético.

3. Comparar la clinica de los pacientes con mutaciéon en el gen UMOD con la de los
pacientes con mutacién en el gen MUCI.

4. Analizar la variabilidad clinica tanto intrafamiliar como interfamiliar de los pacientes
con mutacién en los genes UMOD y MUCI.

5. Analizar a nivel clinico y genético, pacientes con NTIC sin antecedentes familiares y
valorar la rentabilidad del estudio genético.

6. Establecer un algoritmo de diagndstico genético para los pacientes con sospecha de

NTAD.
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I1l. Material y métodos

1. Diseno del estudio

El presente estudio consta de las siguientes etapas:

> 12 etapa. Estudio retrospectivo de la cohorte de pacientes de la Fundacié Puigvert con
posible NTIC.
Para identificar los pacientes candidatos, se revisaron tres bases de datos de la Fundacid
Puigvert: el registro de etiologia de la ERC en pacientes trasplantados, de donde se
seleccionaron los pacientes con diagndstico de NTIC como causa de |la ERCT; el registro de
pacientes que en algin momento de su vida habian ingresado en el centro y se habian
filiado como NTIC, y el registro de resultados de las biopsias renales del centro desde 1999
gue presentaran diagndstico anatomopatolégico de nefritis intersticial o
nefroangioesclerosis. Una vez seleccionados todos los pacientes, se revisaron las historias
clinicas, para identificar los pacientes con NTIC con suficiente informacién clinica para ser
estudiados. Estos pacientes se agruparon en funciéon de la causa de la NTIC, para
finalmente seleccionar los pacientes con posible NTIC primaria.

» 22 etapa. Estudio de familias con clinica compatible con NTAD.
Todos los pacientes seleccionados en la primera fase, fueron divididos en dos grupos: los
gue tenian antecedentes familiares de nefropatia y los que no tenian. Aquellos con clinica
sugestiva de nefropatia familiar (con familiares en diferentes generaciones con una
enfermedad renal de caracteristicas semejantes) fueron incluidos en una cohorte a la que
se afiadieron familias y pacientes procedentes de otros centros del Estado Espafiol. Dado
que se trata de enfermedades de muy baja prevalencia, se hizo una solicitud a través
RedInRen (Red de Investigacién Renal) y de la Sociedad Espafiola de Nefrologia con el fin
de aumentar la cohorte de casos familiares.
Las familias con nefropatia familiar no filiada reclutadas fueron divididas en dos grupos.
Uno, en el que el tipo de enfermedad renal se presentaba con proteinuria y/o

microhematuria, sugiriendo afectacion del glomérulo, y un segundo grupo, con una forma
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de presentacidn sin proteinuria ni microhematuria, sugiriendo una afectacién intersticial.
Esta tesis se centra en las familias del segundo grupo.

32 etapa. Una vez seleccionadas las familias con sospecha de NTAD, se recogieron los
datos clinicos retrospectivos de los miembros de los que se disponia informacidn. A los
pacientes en seguimiento en centros externos, se les solicité la informacién clinica a sus
médicos habituales a través de un formulario (ver Anexo 1).

42 etapa. Se realizd el estudio genético del caso indice, establecido como el primer
paciente de la familia a partir del cual se amplié el estudio familiar, y en caso de
identificar la mutacién causal se realizé un andlisis de segregacién familiar de la mutacién
con el resto de familiares tanto afectos como sanos de los que se pudo obtener muestra
de ADN. Mas adelante se especifica cual fue el algoritmo del estudio genético utilizado
(Figura 14).

52 etapa. Se realizd el analisis estadistico de las caracteristicas clinicas de los pacientes
con mutacién en los genes UMOD y MUCI1.

62 etapa. Los pacientes con posible NTIC sin antecedentes familiares, fueron revisados de
forma individualizada. Se realizo el estudio genético de los que se pudo hacer extraccion

de ADN y de los que estaban en seguimiento activo todavia por nefrologia.



Trasplantados renales con diagnostico Pacientes catalogados como BR diagnostico
de NTIC como causa de la ERC NTIC tras un ingreso de NTIC o NAE

\ )

I Revision HC

Pacientes con NTIC

g

Pacientes con NTIC Pacientes con
secundaria NTIC primaria

T

Familias de otros Pacientes con Pacientes sin
centros de Espafia con antecedentes familiares antecedentes familiares
nefropatia no filiada de nefropatia de nefropatia

™

Nefropatia familiar Nefropatia familiar PACIENTES CON
sugestiva de dafio sugestiva de dafio |:> POSIBLE NTAD
glomerular intersticial

Figura 13. Algoritmo de inclusidn de los pacientes con posible NTAD

2. Pacientes

Criterios de inclusion:

1. Pacientes de ambos sexos mayores de 18 afios.

2. Presencia de ERC de causa no filiada en mas de un miembro de la familia con patron
de herencia autosdomico dominante (en los casos familiares).

3. Datos sugestivos de lesidn tubulointersticial en el paciente, y en los casos familiares,
gue varios miembros de la familia presentaran una clinica similar con sospecha de
nefropatia tubulointersticial. Dichos datos son: proteinuria ausente o menor de
1gr/dia, ausencia de microhematuria, biopsia renal compatible y presencia de ERC de
lenta progresién. En todos los casos se descartaron posibles causas secundarias de
NTAD.

4. Aceptacion del paciente de participar en el estudio mediante firma de consentimiento

informado.
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Criterios de exclusion:

1. Pacientes con insuficiente informacion clinica para ser estudiados.

2. Pacientes que presentaran un dafio de NTIC pero con antecedentes urolégicos
(litiasis, pielonefritis cronicas, monorrenos quirdrgicos o funcionales por dafio renal
crénico), historia clinica de un gran a consumo de AINES u otros nefrotoxicos.

3. Pacientes con datos clinicos sugestivos de dafio glomerular (proteinuria >1gr/dia
microhematuria, biopsia renal con lesién en los glomérulos), otras causas de ERH o
pacientes con datos clinicos de HTA maligna.

4. Casos no familiares que debutaron con ERCT vy, por lo tanto, sin informacién clinico-

histoldgica previa.

3. Variables analizadas
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Sexo y fecha de nacimiento.

Fecha de inclusidn. Fecha en la cual se hizo el registro del paciente en la base de datos.
Edad. Edad del paciente en el momento de la inclusién en la base de datos, en funcién de
la fecha de nacimiento y la de inclusion.

Fecha y edad del diagndstico de la enfermedad renal. Edad y fecha en la que consta en
los archivos de los diferentes centros que se realizé el primer diagndstico o valoracién de
la enfermedad renal.

Creatinina, filtrado glomerular (FGe) y fecha del primer andlisis que se dispone del
paciente. El cdlculo del filtrado glomerular se realizd mediante la férmula de Cockroft-
Gault para homogeneizar el cdlculo en todos los pacientes, ya que muchas de las
analiticas eran antiguas y no tenian el calculo del FGe mediante CKD-EPI.

Creatinina, filtrado glomerular de 4 seguimientos realizados antes de alcanzar la ERCT
(preferiblemente distanciados por un periodo de 5 afios).

Creatinina, filtrado glomerular y edad del ultimo seguimiento, que coincide con la fecha
de inclusién en la base de datos. Solo se registré este dato en los pacientes que aun no

estuvieran en dialisis, trasplantados o fallecidos.



Fecha y edad de ERCT. Considerada como la fecha en la que el paciente inicié didlisis
(tanto didlisis peritoneal como hemodialisis), la fecha en la que el paciente se trasplanté
de forma anticipada, antes de llegar a didlisis, o fallecimiento por insuficiencia renal sin
llegar a realizar ningun tipo de tratamiento sustitutivo.

Trasplante. Se recogieron datos de si el paciente habia sido trasplantado renal en algun
momento de su vida.

Hiperuricemia. Se registrd si el paciente tenia un diagndstico de hiperuricemia, la fecha
del diagnéstico y la edad.

Gota. Se registrod si el paciente habia presentado alguna vez algln episodio de gota.
Hipertensidn arterial. Se registré si el paciente tenia un diagndstico de hipertension
arterial, la fecha del diagndstico y la edad.

Poliuria y polidipsia. Se recogieron datos de si el paciente habia presentado alguna vez
alguno de estos sintomas. Se interrogd dirigidamente a los que estaban vivos.

Proteinuria. Se recogieron datos de si constaba proteinuria en el momento del
diagndstico de la enfermedad renal (considerando positiva cuando fuera >300mg/dia) y la
cuantia (en gramos por dia de proteinuria), asi como de la proteinuria actual en caso
afirmativo, en caso de que el paciente no estuviera aun en ERCT.

Microhematuria. Se registr6 si el paciente habia tenido en algin momento
microhematuria.

Ecografia. Se recogieron datos de los pacientes que dispusieran de una ecografia renal. El
andlisis de este dato se analizé de forma cualitativa.

Biopsia renal. Se recogieron datos de los pacientes que dispusieran de biopsia renal de

rifidn nativo. El analisis de este dato se analizo de forma cualitativa.

4. Estudio genético

A todos los pacientes a los que se les realizd un analisis genético, se les extrajo sangre en un

tubo con EDTA para la posterior obtencion del ADN. El procedimiento para el andlisis de cada

uno de los genes conocidos implicados en NTAD fue el siguiente:
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e MUCI: Genotipado de la insercion de Citosina en el VNTR de 60 pb del gen MUCI. La
Unica mutacion descrita en el gen MUC1 consiste en la insercidon de una Unica citosina en
un homopolimero de 7C (wild type) que genera 8C (mutacién) en una repeticion en
tandem de VNTR (GC-rich 60-base VNTR) en el gen MUCI. Para discriminar entre los
homopolimeros de 7C y 8C se utiliza la enzima de restriccion Mwol que digiere los
homopolimeros de 7C pero no los de 8C. El procedimiento a seguir consiste en la
digestion del DNA gendmico con la enzima de restriccion Mwol, amplificacion por PCR del
VNTR-60 pb, digestién del producto amplificado con Mwol y finalmente, genotipado por
SNaPshot?.

e UMOD: Amplificacién por PCR y secuenciacién de los de los exones 3 y 4 del gen UMOD a
partir del DNA gendmico mediante secuenciacion Sanger. En estos exones se localizan la
mayoria (39/40) de mutaciones descritas en el gen UMOD hasta la actualidad, segun la
base de datos The Human Gene MutationDatabase.

e REN: como se ha comentado anteriormente, todas las mutaciones descritas en la
literatura se localizan en el exdn 1, por lo que es el Unico exén estudiado mediante
secuenciacién Sanger.

e HNF1B: La deteccidon de variantes de cambio de aminodcido se realiza mediante
amplificacion y secuenciacion Sanger de los 9 exones del gen HNF1B. Para la
identificacién de deleciones/duplicaciones de uno o varios exones del gen HNF1B se ha
utilizado la técnica de QMPSF (Quantitative Multiplex PCR of Short FluorescentFragments)
o MLPA (Multiplex LigationProbeAmplification).

A partir del afio 2014 en nuestro centro se realiza el diagndstico genético mediante
secuenciacién masiva de un panel de140 genes causantes o asociados a ERH en la mayoria de
pacientes con ERH. Este panel incluye los genes UMOD, REN y HNF1B, entre otros, no
obstante, en las NTAD no es el método de eleccidn puesto que una de las principales causas
genéticas de NTAD, la mutacion insC en el VNTR del gen MUCI1, no puede ser detectada ni
por esta técnica ni mediante secuenciacién de Sanger.

El algoritmo de diagndstico genético utilizado en nuestro centro se muestra en la figura 14.
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Sospecha de NTIC

v

Antecedentes familiares de
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Figura 14.Algoritmo de estudio genético de los pacientes con sospecha de NTIC. Los pacientes sin antecedentes familiares
(*), se consideraron de forma individualizada en funcién de si habia una historia clinica que hiciera sospechar en la mutacién
de alguno de los genes. Al inicio del estudio, no se conocia el gen MUCI sino solo su locus, por lo que inicialmente alguna
familia fue estudiada con ligamiento, que posteriormente se amplid al estudio del gen (**).

5. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd Unicamente de los casos familiares con mutaciones en los
genes UMOD y MUC1, dado que son los mas frecuentes.

El anadlisis estadistico se realizd con el software: SAS v9.4, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA.
Las decisiones estadisticas se consideraron tomando como nivel de significancia la cifra de
0,05.

Analisis descriptivo:

Se obtuvieron tablas resumen para cada una de las variables de |la base de datos siguiendo el
siguiente procedimiento:
> Variables cualitativas: Tabla de frecuencias con las frecuencias absolutas (N) vy

relativas (%). Estas variables se representaron con frecuencias y porcentajes.Las
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variables cualitativas estudiadas fueron: mutacién identificada (UMOD o MUC1), sexo
(masculino o femenino), trasplante renal (si/no), hiperuricemia (si/no), gota (si/no),
HTA (si/no), poliuria (si/no), poilidipsia (si/no), proteinuria (si/no), microhematuria
(si/no), descripcidn de la ecografia renovesical y descripcion de la biopsia renal.

> Variables cuantitativas: Tabla con los estadisticos de resumen: N, media, mediana,
desviacion estandar, y valores minimo y maximo. Estas variables se expresaron como
media + desviacion estandar (DE). Las variables cuantitativas fueron: edad del
paciente, edad de diagndstico de la ERC, creatinina y FGe en las diferentes edades de
seguimiento, edad de ERCT, edad de diagndstico de la hiperuricemia, edad de
diagndstico de la HTA y cantidad de proteinuria.

Analisis bivariado:

Se realizaron pruebas bivariadas utilizando la variable gen causal como variable explicativa
siguiendo el siguiente procedimiento:
> Variables cualitativas: las variables se compararon mediante el test Chi-Cuadrado o la
prueba Exacta de Fisher, en funcién del cumplimiento de los criterios de aplicacion.
> Variables cuantitativas: las variables se compararon mediante la T-Test o Test de
Mann-Whitney-Wilcoxon, en funcién del cumplimiento de los criterios de aplicacion.

Analisis de supervivencia:

Se analizé el tiempo hasta ERCT en funcidn de las variables gen causal, sexo, y gen causal y
sexo conjuntamente.

En primer lugar, se realizaron pruebas bivariadas entre el tiempo hasta ERCT y el gen causal,
donde se calculd el porcentaje de datos censurados para cada grupo (pacientes que aun no
hubieran alcanzado la ERCT), la estimacion de los percentiles de tiempo de supervivencia
(P25, P50 y P75), y la representacion de las curvas de supervivencia mediante curvas de
Kaplan-Meier. La comparacién entre las dos curvas de supervivencia se realizé a partir de las
pruebas de Log-Rank y el test de Wilcoxon.

A continuacién, se ajusté un modelo de Cox de riesgos proporcionales. A partir de este
modelo se pudo comparar el tiempo hasta ERCT segun el gen causal considerando la familia

como un efecto aleatorio. Se estimaron los Hazard Ratios (HR) con intervalo de confianza del
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95%. Adicionalmente se ajustdé un segundo modelo afiadiendo las variables sexo y edad de
diagndstico como covariables.

Para analizar la variabilidad entre familias se representé graficamente el tiempo hasta a ERCT
(solo de los pacientes que habian llegado a ERCT) en funcién de la familia. Se analizé la
homogeneidad de variancias entre familias mediante el test de Levene. Para cada familia con
mas de dos pacientes con ERCT se calculé la variabilidad y se compard esta variabilidad en
funcion del gen mutado, UMOD o MUC1, mediante un t-test.

Adicionalmente se realizé un andlisis de supervivencia para comparar las familias.

Evolucidn del Filtrado Glomerular estimado (FGe):

Se representd la evolucion de la variable FG a lo largo del tiempo (edad en el momento de la
visita) mediante gréficos de lineas, para cada familia y en funcién del gen mutado, UMOD o
MUC1.

A continuacidn, se ajusté un modelo de regresién lineal considerando la familia como un
factor aleatorio y las medidas repetidas entre individuos. Como variables explicativas se
consideraron la edad de diagndstico, el grupo, el tiempo y las interacciones entre gen

mutado y edad de diagnéstico, y entre gen mutado y tiempo.

6. Aspectos éticos

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacidn Clinica de la Fundacié Puigvert.
Todos los pacientes incluidos fueron adecuadamente informados de todos los objetivos y
procedimientos del estudio y firmaron su consentimiento informado en el momento de la
extraccién de la sangre para la obtencién del ADN. En todo momento se aplicé la Declaracién

de Helsinki.
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V. RESULTADOS







IV. Resultados

1. Cohorte de pacientes con sospecha de NTIC

Tras la revisién de las bases de datos e historias clinicas se obtuvieron los datos que se

muestran en la figura 15.

Trasplantados renales con
diagnosticode NTIC como causa
dela ERC: 474

Pacientes catalogados como BR diagnostico
NTIC tras un ingreso: de NTIC o NAE:
43 89

|

J

J/ Revision HC

Pacientes con NTIC:
149

N

Pacientes con NTIC Pacientes con NTIC
secundaria: 92 primaria: 57
Familias de otros Pacientes con Pacientes sin
centros de Espafia con antecedentes familiares antecedentes familiares
nefropatia no filiada: 34 de nefropatia: 39 de nefropatia: 18

S\

%

Nefropatia familiar Nefropatia familiar PACIENTES CON
sugestiva de dafio sugestiva de dafio |:> POSIBLE NTAD: 49
glomerular: 24 intersticial: 10

Figura 15. Algoritmopara la seleccién de pacientes con posible NTAD.
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En la tabla 10 se detallan las causas deNTIC orientadas como secundarias.

Tabla 10. Causas de NTIC secundaria

Pacientes con NTIC secundaria a patologia uroldgica (pielonefritis/litiasis/ monorrenos funcionales) 69
Pacientes con NIC secundaria a patologias sistémicas/autoinmunes (Sindrome de Sjégren, nefritis 8

tubulointersticial con uveitis, mieloma)

Pacientes con NTIC por AINES 5
Pacientes con NTIC por litio 2
Pacientes con NTIC por Ciclosporina 1
Pacientes con NTIC Granulomatosa/tuberculosis 7

2. Familias con clinica sugestiva de NTAD

Cada familia con sospecha de NTAD, fue estudiada a nivel genético considerando el algoritmo
anteriormente indicado en materiales y métodos (Figura 14). En la tabla 11 se indica el
resultado del estudio genético, especificando la mutacién identificada en caso positivo.
También se resumen las caracteristicas clinicas del caso indice, detallando la edad de
diagndstico de la ERC, la edad de ERCT o estadio actual de la ERC y las caracteristicas clinicas

para la sospecha de NTAD.

Tabla 11. Familias con sospecha de NTAD

Familia Mutacion identificada Caracteristicas fenotipicas del caso indice de la familia
Edad Edad ERCT o Caracteristicas clinicas para la sospecha
diagndstico estadio actual de NTAD
ERC de la ERC
NFNF-02 UMOD 20a ERCT 39a Hiperuricemia, poliuria, polidipsia. BR con
€.584G>A(p.C195Y) FIAT
NFNF-04 UMOD 31a ERCT 47a Hiperuricemia desde 27a, ECO normal
¢.606G>C(p.W202C)
NFNF-08 NO - ERCT 56a Hiperuricemia, proteinuria negativa
NFNF-12 MuUC1 443 ERCT 53a Proteinuria negativa, no hay BR
c.428dupC
NFNF-17 NO 53a ERCT 72a BR con NTIC, proteinuria <1g/dia,

hiperuricemia

NFNF-18 NO 56a ERC 3B 64a Poliuria, polidipsia, hiperuricemia,
proteinuria negativa, quistes renales
simples bilaterales

NFNF-19 MUC1 46a ERCT 56a Hiperuricemia, no hay BR, HTA mal
c.428dupC control, proteinuria <1g/dia
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NFNF-20

NFNF-23

NFNF-24

NFNF-26

NFNF-28

NFNF-32

NFNF-36

NFNF-37

NFNF-38

NFNF-39

NFNF-40

NFNF-41

NFNF-45

NFNF-47

NFNF-50

NFNF-52

NFNF-53

NFNF-55

NFNF-56

NFNF-57

NFNF-61

NO

MUC1
¢.428dupC

NO

MuUC1
c.428dupC

NO

MUC1
¢.428dupC

UMOD
c.172G>A p.(Gly58Ser)
mutacidén en homocigosis
NO

NO

NO

NO

NO

NO

NO

MUC1
¢.428dupC

UMOD
c.827T>G p.(Leu276Arg)

NO

NO

MUC1
¢.428dupC

MUC1
c.428dupC

NO

40a

40a

70a

23a

48a

34a

33a

27a

67a

60a

30a

32a

25a

30a

75a

40a

33a

ERC4 62a

ERC 4 45a

ERC 4 80a

ERCT 49a

ERCT 56a

ERCT 40a

ERCT 34a

ERC 3b 49a

ERC 3b 44a

ERC 4 80a

ERCT 83a

ERC4 72a

ERC3A37a

ERCT 44a

ERCT 46a

ERCT 50a

ERC 4 33a

ERCT 39a

ERC4 79a

ERCT 44a

ERCT 48a

Hiperuricemia, proteinuria negativa,
rifiones pequefios

Rifiones pequefios, proteinuria negativa

Hiperuricemia, rifiones tamafio normal y
quistes bilaterales. Proteinuria negativa

Proteinuria negativa, rifiones pequefios,
BR no concluyente

Hiperuricemia y gota desde 30a. Eco
quistes renales corticales

Hiperuricemia, rifiones tamafio normal y
quistes bilaterales

No hiperuricemia, proteinuria negativa.
Un hermano ERCT 43a. Padre fallecido de
forma precoz.
Hiperuricemia y gota desde juventud,
proteinuria negativa

Hiperuricemia, proteinuria negativa, no
BR

Quistes renales, hiperuricemia desde
52a, proteinuria negativa

Proteinuria <1g/d, BR compatible con
NTIC. Ausencia hiperuricemia

Hiperuricemia + gota desde 40a.
Proteinuria <0,5g/d, quistes renales
sinusales

Ausencia proteinuria, rifiones pequefios,
hiperuricemia

Hipoplasia renal bilateral, ausencia
proteinuria. Madre y hermana con
hipoplasia renal + ERC
Poliuria, polidipsia, hiperuricemia + gota,
quistes corticomedulares bilaterales

Poliuria, polidipsia, rifones pequefios,
ausencia proteinuria

Ecografia multiples quistes medulares,
proteinuria <0,5g/dia

Gota + hiperuricemia, atrofia renal
bilateral

Hiperuricemia + gota, ausencia
proteinuria, ecografia renal normal

HTA, hiperuricemia, ausencia proteinuria

HTA, hiperuricemia, ausencia proteinuria,
quistes renales
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NFNF-63

NFNF-64

NFNF-65

NFNF-66

NFNF-67

NFNF-68

NFNF-69

NFNF-70

NFNF-72

NFNF-74

NFNF-75

NFNF-76

NFNF-77

NFNF-79

NFNF-80

NFNF-81

NFNF-82

NFNF-83

NFNF-84

NFNF-85

NFNF-86

72

NO

MUC1
c.428dupC

NO

UMOD
€.764G>A p.(Cys255Tyr)

NO

NO

NO

NO

MUC1
c.428dupC

MUC1
¢.428dupC

NO

UMOD
¢.155G>A p.(Ala39Thr)

MUC1
¢.428dupC

NO

MUC1
c.428dupC

MuUC1
c.428dupC

MuUC1
c.428dupC

UmMoD
€.764G>A p.(Cys255Tyr)

UMOD
¢.947A>C p.(GIn316Pro)

MUC1
c.428dupC

UMOD
€.764G>A p.(Cys255Tyr)

68a

54a

36a

66a

62a

453

40a

18a

31a

65a

49a

63a

54a

33a

49a

59a

54a

55a

ERC3A 71a

ERC4 51a

ERC 4 55a

ERC 3A 38a

ERCT 70a

ERC 3B 64a

ERC 3B 56a

ERC 3B 46a

ERCT 19a

ERC 4 32a

ERC 3B 70a

ERCT 82a

ERC3A 52a

ERC 3B 70a

ERC 3B 72a

ERC 4 40a

ERCT 35a

ERC 4 64a

ERCT 64a

ERCT 57a

ERC 3B 64a

Ausencia proteinuria, ecografia renal
normal, patrén de ERC AD en 2
generaciones

BR sugestiva de NTIC, hiperuricemia

Proteinuria <1g/dia, no hiperuricemia,
ecografia normal

Hiperuricemia desde 30a, ausencia
proteinuria, rifiones normales 1 quiste en
rifidn izquierdo

Hiperuricemia y gota desde los 452, HTA

HTA. Gota desde 602

Litiasis + hiperuricemia desde 302, gota
desde 482

Hiperuricemia, gota

BR con FIAT, HTA. Hermana y sobrino con
ERCT antes de los 302. Padres fallecidos.

Ausencia proteinuria, hiperuricemia, BR
sugestiva de NTIC, HTA

Hiperuricemia, ausencia de proteinuria,
Eco renal normal, BR con FIAT

Ausencia proteinuria, no hiperuricemia,
no BR

No hiperuricemia, no BR, ausencia
proteinuria

Proteinuria <0.5g/dia, hiperuricemia
desde 632

Hiperuricemia, ausencia proteinuria

Hiperuricemia, ausencia proteinuria

Hiperuricemia + gota, ausencia
proteinuria

Hiperuricemia, HTA, ausencia
proteinuria, no BR

Hiperuricemia, ausencia proteinuria

Hiperuricemia, no gota, ausencia
proteinuria

Hiperuricemia + gota, HTA, ausencia
proteinuria



3. Familias con mutacion en el gen UMOD y MUC1

Del total de 49 familiascon clinica sugestiva de dafio tubulointersticial crénico se identifico la

mutacién causal en 25 (51%).

Tabla 12. Familias identificadas con mutacion en UMOD y MUC1 sobre el
total de familias sugestivas de NTAD

MUTACION FRECUENCIA PORCENTAIJE
UMOD 9/49 18,3%
MUC1 16/49 32,6%

En la tabla 13 se detalla de cada familia con mutacién en UMOD o MUCI, el nimero de
miembros afectados de los que se disponia de informacidn clinica, y se indica la edad media
de llegada a ERCT de la familia. En el anexo 2 se han incluido los pedigris de algunas de las

familias (se marca con una flecha el caso indice).

Tabla 13. Familias con mutacién en UMOD y MUC1

Familia Gen N2 de miembros de la N2 de Edad media de

mutado familia con nefropatia miembros ERCT

(con informacion clinica con ERCT
disponible)

NFNF-02 UMOD 9 (6) 3 50
NFNF-04 UMOD 3(3) 1 48
NFNF-12 MuUcC1 9(7) 5 49
NFNF-19 MUC1 8(7) 6 56
NFNF-23 Muc1 4(4) 3 43
NFNF-26 Muc1 10 (10) 6 43
NFNF-32 Muc1 9 (8) 5 40
NFNF-36 UMOD 4(4) 2 40
NFNF-50 MUC1 8(7) 6 49
NFNF-52 UMOD 13 (10) 8 56
NFNF-56 MuUcC1 32 (12) 5 44
NFNF-57 MUC1 3(3) 2 45
NFNF-64 MUC1 11 (10) 3 58
NFNF-66 UMOD 7 (5) 3 56
NFNF-72 MuUcC1 3(3) 3 22
NFNF-74 MuUcC1 6(1) 0 *
NFNF-76 UMOD 4(3) 3 78
NFNF-77 Muc1 6 (5) 0 *
NFNF-80 muc1 4(4) 3 65
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NFNF-81 MUC1 6 (6) 3 41
NFNF-82 MUC1 3(1) 1 35
NFNF-83 UMOD 3(3) 0 *
NFNF-84 UMOD 3(3) 2 51
NFNF-85 MUC1 2(2) 1 57
NFNF-86 UMOD 4(4) 1 52

* Familias en las que aun ningiin miembro estudiado, ha llegado a ERCT

Todas las familias identificadas presentaron la mutacidn en heterocigosis excepto la familia
NFNF-36. Se trata de una familia consanguinea. A dos de los hijos se les detectd la mutacidn
en homocigosis y presentaron una ERC progresiva con una media de edad de ERCT de 38,5
afos. La madre y el otro hijo, que presentaron la mutacién en heterocigosis, tenian una

funcion renal normal, con 65 y 45 afios respectivamente.

4. Caracteristicas clinicas de los pacientes en funcion del gen causante de la

NTAD

Se indica en la siguiente tabla las caracteristicas clinicas de los dos grupos, segun si tenian

mutacion en UMOD o MUCI.

Tabla 14. Caracteristicas clinicas de los pacientes en funciéon del gen causante de la NTAD

Variable Familias con Familias con Valor p
NTAD-UMOD NTAD-MUC1

N familias 9 16 -
N pacientes 44 90 -
Sexo femenino 16 (39%) 41 (46%) 0,484
Edad de diagnéstico 32,4+13,1 40,8+13,5 0,032*
Hiperuricemia 20 (87%) 28 (53,8%) 0,006*
Edad de diagnéstico de la hiperuricemia 36,6117,6 36,8122 0,743
Gota 4 (23,5%) 3 (6,8%) 0,066
Hipertensién 12 (63,2%) 30 (65,2%) 0,874
Poliuria 5(29,4%) 3(10,7%) 0,226
Polidipsia 4 (23,5%) 2(7,1%) 0,180
Proteinuria 2(9,5%) 12 (22,6%) 0,194
Microhematuria 0 (0%) 4 (8%) 0,567

* Diferencias estadisticamente significativas considerado p<0.05. Andlisis bivariado de las caracteristicas clinicas entre los
dos grupos. Las variables cuantitativas se representan como media + desviacién estandar y las variables cualitativas se
expresan como N (%)

Se objetivéd una edad de diagndstico significativamente mas precoz en los pacientes con
mutacion en el gen UMOD (p=0,032). La prevalencia de la hiperuricemia resulté mas alta

entre los pacientes con mutacion en el gen UMOD (87%) en comparacion con los pacientes
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con mutacién en el gen MUC1(53,8%), con una diferencia estadisticamente significativa
(p=0.006). La edad media de diagndstico de la hiperuricemia fue semejante en ambos
grupos, 36,6 afios en el grupo de pacientes con mutacion en el gen UMOD vy 36,8 afios en el
grupo de pacientes con mutacion en MUC1 (p=0,74). La prevalencia de gota entre los dos
grupos también fue mayor en el grupo de pacientes con mutacién en UMOD (23,5%) en
comparacién con el grupo de pacientes con mutacién en MUC1 (6,8%), pero sin llegar a

alcanzar significacion estadistica (p=0,066).

Las diferencias entre las otras variables como el sexo, la presencia de hipertension arterial o
clinica de poliuria o polidipsia, no resultaron estadisticamente significativos entre los dos

grupos.

En cuanto a la proteinuria, se recogieron datos clinicos de 76 pacientes, de los cuales, 14
presentaban una discreta proteinuria (18,4%). Dos de los pacientes tenian mutacion en el
gen UMOD, con una proteinuria media de 0,45g/dia, y 12 tenian mutacién en MUC1, con una
proteinuria media de 0,67g/dia (p>0,05). Solamente se registraron 3 pacientes con
proteinuria mayor de 1gr/dia, y todos tenian mutacion en MUCI. Uno de ellos (NFNF-26,
paciente 1V:5) fue diagnosticado en la fase terminal de la ERC, presentaba hipertension y no
se disponian de datos clinicos previos. El segundo paciente (NFNF-50, paciente 1V:1) fue
diagnosticado a los 42 afios de una ERC estadio 3b con una proteinuria mayor de 1gr/dia,
pero no fue biopsiado y fue trasplantado 5 afios después. El tercer paciente (NFNF-56,
paciente V:12) fue diagnosticado de una ERC estadio 3A con hipertensién arterial. Se le

realizé una biopsia renal que mostré fibrosis y atrofia tubulo-intersticial.

Se obtuvo informacién del sedimento de orina en 70 pacientes, 4 de los cuales presentaron

microhematuria, todos ellos con mutacién en el gen MUC1.

No se objetivaron manifestaciones extrarenales en ninguno de los dos grupos.
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4.1 Caracteristicas ecograficas e histologicas

Se obtuvo informacidn de las ecografias renales de 59 de los 134 pacientes (16 pacientes con
mutacién en el gen UMOD vy 43 pacientes con mutacién en el gen MUCI1). Los hallazgos

ecograficos se reflejan en la tabla 15.

Tabla 15. Resultados de las ecografias de los pacientes con mutacion en UMOD y en MUC1

N2 pacientes Ecografia | Quistes Quistes Rifiones Rifiones Asimetria
con normal corticales | medulares | hiperecogénicosy | hiperecogénicosy | renal
informacion de con quistes reducidos
la Ecografia corticales tamaiio

Mutacion 16 5 2 0 0 8 1

UMOD

Mutacion 43 17 12 0 6 8 0

MUC1

TOTAL 59 22 14 0 6 16 1

Se obtuvo informacién de las biopsias renales de 23 de los 134 pacientes (2 pacientes con
mutacién en el gen UMOD y 21 pacientes con mutacion en el gen MUC1). Los resultados de

las biopsias fueron:

Tabla 16. Resultados de las biopsias renales de los pacientes con mutacién en UMOD y en MUC1

N2 pacientes con | Normal FIAT FIAT + ectasia | Nefritis Otros (ej. muestra
biopsia renal microquistica | intersticial insuficiente, esclerosis
crénica glomerular)

Mutacion 2 0 1 1 0 0

UMOoD

Mutacion 21 0 6 5 4 6

MUC1

TOTAL 23 0 7 6 4 6

4.2 Supervivencia renal

Se analizé el tiempo hasta llegada a ERCT segun la mutacion. De los 131 pacientes

estudiados, 75 llegaron a alcanzar la fase de ERCT.

La mediana de supervivencia renal en el grupo de pacientes con mutacion en MUCI resultd

de 51 afios, mientras que en el grupo de pacientes con mutacién en UMOD resulté de 56
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afios, siendo la diferencia entre estas dos medianas estadisticamente significativa (p=0,03).
No se objetivaron diferencias entre ambos sexos. A 43 de los pacientes se les realizd

trasplante renal (57,3%) sin eventos relacionados con la enfermedad renal de base.
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Figura 16. Curva de supervivencia de NTAD-MUCI1 y NTAD-UMOD

4.3 Variabilidad de la evolucion de la ERC entre familias

La variabilidad entre los miembros de las familias, considerando la edad de ERCT, no resulté
estadisticamente significativa (p=0,262), y tampoco se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las familias con mutacion en UMOD (p=0,262) ni entre

las familias con mutacion en MUC1 (p=0,230).
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Figura 17. Representacion grafica la dispersion en cuanto a la edad de ERCT de cada familia, en funcién del gen causante. Las
familias que adn no tienen ningin miembro con ERCT, no han sido representadas. Las cajas representan el recorrido
intercuartilico, el rombo corresponde a la media y la linea central corresponde a la mediana.

Considerando los diferentes estadios de enfermedad renal en funcién de la edad vy

comparando entre familias con el mismo gen mutado, y comparando dentro de una misma

familia, si que se observd una gran variabilidad (no cuantificada). Por ejemplo, entre las

familias con mutacion en el gen MUCI, la NFNF-72 con 3 miembros afectados, tenia una

media de ERCT de 22 afios, mientras que la NFNF-77, tenia 6 miembros afectados con una
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media de 50 afos, y ninguno habia llegado todavia a ERCT. En el anexo 2 se muestran los
pedigris de diferentes familias y se puede ver la gran variabilidad clinica entre miembros de

una misma familia.

4.4 Analisis de evolucion del filtrado glomerular

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la velocidad de declive de
filtrado glomerular y el gen causal (p-valor=0,159). La tasa de caida del FG en el grupo de
pacientes con mutacion en UMOD fue de una media de -3 ml/min/afio y en el grupo de

pacientes con mutacién en MUC1la mediafue de -3,9 ml/min/afio.

eGFR

TIME

UMOD _———- MUC1 |

Mutation

Figura 18. Representacion grafica de la caida del FGe (eGFR) a lo largo del tiempo en funcién del gen mutado.
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Figura 19. Representacion grafica de la caida del FGe (eGFR) en funcion del tiempo en los diferentes pacientes identificados
con mutacion el gen UMOD (A) y MUC1 (B). Cada linea representa un paciente con los diferentes valores de FGe que se
dispone a lo largo del tiempo.

5. Pacientes con NTIC de causa no filiada y sin antecedentes familiares

A los 18 pacientes con NTIC de causa no filiada, y sin constancia de antecedentes familiares,
se les afiadieron 5 pacientes con las mismas caracteristicas que provenian de otros centros

del Estado. Se realizé el estudio genético de todos ellos sin encontrar ninguna mutacién.
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V. DISCUSION







V. Discusion

La NTAD se considera una enfermedad renal rara, pero dado que la presentacidn clinica y la
lesidon histoldgica son inespecificas, el estudio genético aun no se realiza de forma rutinaria,
por lo que seguramente muchos casos no son diagnosticados. La prevalencia de los
diferentes tipos de NTAD no ha sido bien establecida, pero sin duda, las mutaciones de los

genes UMOD y MUCI son las mas frecuentes.

1. Cohorte de pacientes con sospecha de NTIC

La primera fase de esta tesis de evaluacién de pacientes con diagndstico de NTIC resultd
compleja dado que muchos diagndsticos de pacientes estaban mal clasificados o con escasez
de informacidn clinica. Del total de pacientes analizados, sélo el 10% fueron considerados
como afectados de una NTIC sin una causa secundaria evidente. De ellos, el 30% no tenian
antecedentes familiares conocidos de patologia renal semejante, y el 70% si que tenian, por

lo que fueron incluidos en la cohorte de nefropatias familiares no filiadas de nuestro centro.

Un aspecto que resultd llamativo fue el escaso nimero de pacientes con NTIC primaria sin
antecedentes familiares. Uno de los posibles motivos es que estos pacientes se escapan con
frecuencia de los registros de diagndsticos en el hospital, ya que o bien no han ingresado
nunca o bien no han sido biopsiados. Otra de las causas es posiblemente el diagndstico tardio
dado que la manifestacion clinica es poco llamativa y puede escaparse del seguimiento
nefrolégico hasta fases avanzadas de la enfermedad. El hecho de tener familiares afectados

es probablemente un motivo de consulta en los pacientes aun en ausencia de sintomas.

A diferencia de otras causas de ERC y ERCT, la causada por NTIC esta peor identificada y
registrada, por lo que es dificil conocer su prevalencia real. La etiologia es muy variada y la

patogenia poco conocida.

En el registro europeo de pacientes con ERC, no se especifica ni la incidencia anual ni la

prevalencia de este tipo de nefropatia, generalmente se incluyen en el término “otras
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causas”, ya que es mucho menos frecuente que otras etiologias de la enfermedad renal

como la diabetes, la hipertensién o las glomerulopatias.

Segln el registro cataldn de pacientes con enfermedad renal del 2014, en relacién a la
incidencia, la nefropatia diabética y las nefropatias de etiologia desconocida fueron la
primera causa de ERCT (22,0% y 31,6%, respectivamente), seguidas de la nefropatia vascular
(12,4%). En relacion a la prevalencia, la patologia glomerular fue la causa conocida mas

frecuente afectando a un 20,6% de los enfermos.

Incidéncia Prevalenca
Incidencia Prevalencia
Incidence Prevalence
Malaltia renal primaria
Enfermedad renal primaria n pmp n pmp
Primary Renal Disease
Glomerular Glomerular Glomeruiar 135 18,0 2,027 2696
Poliquistosi Poliquistosis Palycystic T4 9.8 1.037 1379
Intersticial Intersticial interstitial a3 11,0 1.149 152,8
Vascular Vascular Vascular 146 19,4 1.159 154,1
Diabetis Diabetes Diabetes 259 344 1.410 187,5
Altres Otras Others 109 14,5 865 1150
Desconeguda Desconocida Unknown 372 49,5 2.216 2947

Figura 20. Datos de incidencia y prevalencia de ERCT segun la enfermedad renal primaria. Extraida del Registre de
MalaltsRenals de Catalunya, 2014.

2. Familias con clinica sugestiva de NTAD

En la Fundacién Puigvert hay un registro desde hace afios de familias con nefropatia no
filiada. Esta cohorte se ha ido ampliando con casos procedentes de toda Espafia. Puesto que
se trata de enfermedades de muy baja prevalencia, esto ha permitido un mayor
reclutamiento de familias. Desde el inicio, se agruparon las familias en dos grupos, las que
presentaban una enfermedad renal con caracteristicas sugestivas de lesidon glomerular, es
decir, presencia de proteinuria y/o microhematuria, y las que presentaban una enfermedad
renal con caracteristicas de lesién tubulo-intersticial. Esta clasificacién orientd el estudio
genético inicial. Cabe destacar que la gran variabilidad fenotipica de estas enfermedades
renales, resulta en ocasiones en formas de presentacion atipicas que pueden dificultar su

clasificacion y retrasar el diagnéstico.
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Complejidad del estudio genético

Al inicio de la presente tesis, hubo dos aspectos fundamentales que afectaron al estudio
genético. Por una parte, el descubrimiento del gen MUC1"ha sido fundamental para
diagnosticar un gran namero de familias. La regidén del gen MUC1 donde se localiza la Unica
mutacion (insC) conocida, es compleja de analizar por su naturaleza repetitiva, ya que se
escapa del analisis mediante las técnicas tanto de secuenciacién cldsica de Sanger como de
secuenciacién de nueva generacién. Para el screening de esta mutacién insC en el VNTR del
gen MUCI1 en nuestro laboratorio se utiliza la combinacién de amplificacién, digestidon

()

enzimatica y minisecuenciacionSNaPshot'”’, lo que resulta un analisis laborioso que no se

realiza en la mayoria de laboratorios de genética.

Por otra parte, no fue hasta el 2013 cuando se implementd en el laboratorio de genética de
la Fundacio Puigvert el diagndéstico genético mediante técnicas de secuenciacidén masiva de
un panel de genes de enfermedades renales hereditarias, entre los que se incluian los genes
UMOD, REN y HNF1B. Esto ha permitido que familias que no presentaban una clinica tipica o
bien en las que el estudio inicial de UMOD y MUC1 habia resultado negativo, pudieran ser
estudiadas mediante el panel de genes renales. En algunos casos se realizé un analisis
genético todavia mas extenso basado en la secuenciacién del exoma completo (23.000 genes

del genoma), aunque estas familias no son el objeto de estudio de esta tesis.

En las familias con clinica sugestiva de NTAD se realizé el estudio genético del caso indice de
la familia siguiendo el algoritmo de diagndstico genético presentado (Figura 14) y en caso de
identificar la mutacidn causal en éste, se analizd la presencia/ausencia de la mutacidn
identificada en el resto de familiares de los que se disponia informacion. Cabe mencionar
qgue, en funcién del tamafio de la familia, la dispersién de la localizacion de los diferentes
miembros y el nimero de generaciones afectadas, el estudio de segregacion familiar de la

mutacién identificada en el caso indice resulté mas o menos complejo.
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3. Analisis genético de las familias sugestivas de NTAD

Del estudio genético de las familias, se extraen las siguientes valoraciones:

a) En total, de las 49 familias con clinica sugestiva de NTAD, 28 fueron diagnosticadas (51%).
De ellas, la mutacién en MUC1 fue la causa mas frecuente (32,6%) seguida de la mutacion en

el gen UMOD (18,3%), en concordancia con los datos previamente publicados(46).

b) Ninguna familia con NTAD de nuestra cohorte presentdé mutacién en el gen HNF1B. Como
se ha comentado anteriormente, el espectro fenotipico de las mutaciones en HNF1B es muy
heterogéneo; es posible, que como se trata de un factor regulador durante la embriogénesis,
en funcién del momento en el que se produce la mutacién, el fenotipo cambie. La mayoria de
las mutaciones descritas dan lugar a anomalias renales clasificadas como CAKUT, causantes
de diferentes malformaciones renales, tales como hipoplasia renal, agenesia renal, reflujo
vésicoureteral, rifién en herradura y displasia renal®. Este grupo de enfermedades renales

van mas alla del ambito de esta tesis.

Segun las guias KDIGO, se deben incluir como NTAD aquellos casos con afectacidon
tubulointersticial pura(3), lo que reduce mucho la prevalencia de la NTAD-HNF1B, tal y como
se ha podido ver en este trabajo. En la poblacién adulta, se han descrito pocos
casos(sz)'(s‘”’(gs); la cohorte mas importante(84) describe 27 pacientes, de 20 familias, el 50%
con mutaciones de novo. Bollee et al, describen en su cohorte solamente 5 casos de

mutacién en HNF1B en adultos, presentando una clinica de NTAD“®).

c) No se encontré mutacién en el gen REN en ninguna de las familias. Tal y como se hace
referencia en la literatura, es una entidad muy infrecuente, con apenas 14 familias descritas,
pero es de esperar que el analisis mediante el exoma o panel de genes pueda facilitar su

diagndstico e incrementar la casuistica.

d) La mutacion causante de NTAD no fue identificada en 53,8 % de las familias. Algunas
cohortes hablarian de que aproximadamente el 20% de los pacientes en dialisis, con una
historia familiar, no tendrian mutacién identificada en ninguno de los genes actualmente

)

descritos®. Es muy probable que nuevos genes aun no descritos sean causantes de

nefropatia en un escaso numero de familias. Con la tecnologia disponible actualmente
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parece poco probable que se identifique un nuevo gen causante de un elevado porcentaje de

NTAD.

e) Aunque no forma parte de los objetivos de esta tesis, cabe mencionar que, en una
segunda fase se estd secuenciando el exoma completo de algunas familias con varios
miembros afectos en las que no se ha identificado el gen responsable de la enfermedad con
el anadlisis secuencial de los 4 genes causantes de NTAD ni con el panel de genes de ERH. El
objetivo de la secuenciacidon del exoma completo es identificar nuevos genes causantes de
NTAD. Para los casos familiares con patron de herencia autosémico dominante se han
seleccionado 3 familiares por caso: 2 afectados con el parentesco mas alejado posible y un
sano. Ello implica que, en las familias pequefias con pacientes posiblemente afectados pero
ya fallecidos, sin opciones de reclutar mas familiares, la secuenciacion del exoma completo
no sera realizada. El motivo de esta pre-seleccién de familias candidatas a la secuenciacion
del exoma completo es necesaria para poder realizar un andlisis de segregacién de las
variantes candidatas identificadas, ya que esta secuenciacién tan amplia detecta multitud de
variantes de secuencia. Hay que tener en cuenta que del andlisis bioinformatico de los datos
de secuenciacidén del exoma se obtiene una gran cantidad de informacidn, pero su analisis e
interpretacion es compleja. Discernir si una variante es o no patogénica requiere la aplicacion
de algoritmos de prediccidn “in silico”, revisién de la literatura, de las bases de datos de
mutaciones y analisis de segregacion familiar. Cabe destacar, que en una familia (NFNF-28) se
ha identificado un nuevo gen mutado hasta ahora no asociado a ninguna enfermedad en la
base de datos OMIM. Se ha comprobado que la mutacién identificada segrega con la
enfermedad en los 9 familiares reclutados (tanto afectados como sanos). Actualmente, se
estdn realizando analisis funcionales del gen y especificamente de esta mutacién en
colaboracion con el laboratorio de Rachel Gilles, en la Universidad de Utrecht. Aunque dicha
familia forma parte de la cohorte de esta tesis el estudio del nuevo gen identificado excede el

ambito de la presente tesis.
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4. Familias con mutacion en el gen UMOD y en el gen MUC1

El objetivo principal de esta tesis fue analizar si existian diferencias clinicas entre los
pacientes con mutacion en los genes UMOD y MUCI. Hasta el momento se ha descrito que
mutaciones en el gen UMOD causan ERC caracterizada por dafio tubulointersticial crénico,
hiperuricemia y quistes renales“e), pero ni la hiperuricemia ni los quistes renales se han
descrito como una constante en la NTAD-UMOD“®"®3 | |3 mutacién en el gen MUCI causa
ERC secundaria al dano tubulointersticial cronico, pero hasta el momento no se han descrito

manifestaciones renales ni extrarenales caracteristicas de la NTAD-MUC1"?.

4.1 Caracteristicas clinicas

En el presente estudio se objetivd que las diferencias clinicas mas significativas entre los dos
grupos fueron la prevalencia de la hiperuricemia, mas frecuente en los pacientes con
mutacién en el gen UMOD, vy la edad al alcanzar la ERCT, mds precoz en los pacientes con
mutacion en el gen MUCI1. No se detectaron otras manifestaciones renales ni extrarenales

caracteristicas que permitieran diferenciar la NTAD-UMOD y la NTAD-MUC1.

En ambos grupos el sedimento de orina fue anodino y la proteinuria negativa. Solamente en
3 casos se observo una proteinuria mayor de 1gr/dia, que se explicé por el grado avanzado
de ERC. Puesto que la NTAD es de lenta evolucion y presentacion en la edad adulta, es
probable que factores como la obesidad, la hipertensién o nefrotdxicos puedan jugar un
papel en el desarrollo de la proteinuria y la progresién de la enfermedad.

Histéricamente esta enfermedad se habia descrito conjuntamente con la nefronoptisis y

(23)(200) | s datos obtenidos en el

ambas presentaban clasicamente poliuria-polidipsia
presente estudio reflejan la infrecuencia de estos sintomas, por lo que probablemente sean
frecuentes en la poblacion pediatrica afecta nefronoptisis, pero no es un dato caracteristico

de la NTAD.

En cuanto a los quistes, que clasicamente se localizaban en la médula y daban el nombre a
estas enfermedades (enfermedad medular quistica tipo | y tipo Il), tampoco han resultado

caracteristicos. Se objetivaron quistes en el 12,5% de los pacientes con NTAD causada por
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mutaciones en el gen UMOD y en el 46,5% de los pacientes con mutacién en el gen MUCI,
pero en un ningln caso se trataron de quistes medulares sino de quistes corticales o
sinusales. Cabe destacar que de los pacientes con mutacién en el gen MUC1 y con quistes
renales, una tercera parte (13,95%) presentaban rifiones hiperecogénicos, indicando

enfermedad renal avanzada.

Solamente se obtuvo informacién de la biopsia renal de 23 pacientes. Este dato resulta
esperadamente bajo dado que, como se ha ido mencionando, es una enfermedad que pasa
muy desapercibida hasta fases avanzadas en las que posiblemente resulta arriesgado realizar
una biopsia renal. Por otra parte, la ausencia de hematuria y proteinuria descarta
razonablemente la presencia de una enfermedad renal tratable por lo que éste es otro
motivo por el cual se biopsia poco a estos pacientes. Aunque es académicamente interesante
contar con la biopsia renal, el acceso al estudio genético hace que cuando éste es positivo la
biopsia renal pierda su sentido diagnéstico(z). Tal como ocurre ante una sospecha de
Sindrome de Alport, debe indicarse el estudio genético ante la sospecha de NTAD y un
estudio positivo obviaria la necesidad de realizar una biopsia renal.

Histoldgicamente no se objetivaron alteraciones especificas, tal y como se describe en la

literatura (%872

. La mayoria de los pacientes biopsiados presentaban diferentes grados de
fibrosis y atrofia cortical, y en seis pacientes se observé ectasia microquistica. Segun las guias
KDIGOB), los criterios diagndsticos de la NTAD, consideran necesaria una biopsia renal
sugestiva en al menos un miembro de la familia junto con una historia familiar compatible, o
bien el estudio genético positivo. Es decir, la biopsia renal por si sola, no es un criterio
diagndstico, pero si es un criterio de sospecha, por lo que ante un estudio genético negativo

seria recomendable.
4.2 Supervivencia renal y variabilidad clinica

En nuestra cohorte, los pacientes con mutacién en el gen MUC1 desarrollaron ERCT casi 5
aflos antes que los pacientes con mutacion en el gen UMOD, a los 51 afios y 56 afios
respectivamente, diferencia que resultd estadisticamente significativa. Estos datos de

supervivencia renal son semejantes a los publicados por otras cohortes®H40H 4354, (58)(60) ¢
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se han podido establecer motivos para explicar esta diferencia de supervivencia renal.
Inicialmente se propuso como hipdtesis que una mayor hiperuricemia en el caso de los
pacientes con mutacion en el gen UMOD podria causar una peor evolucion, pero los datos
obtenidos de nuestro estudio no abalan esta hipdtesis. Se han objetivado pacientes sin
hiperuricemia conocida, con una peor supervivencia renal que otros pacientes con
hiperuricemia y gota precoces. Tampoco se ha identificado que la presencia de proteinuria
conlleve una peor evolucidn de la enfermedad; aunque hay mas casos de proteinuria entre
los pacientes con mutacién en el gen MUC1, no se objetivd ninguna correlacidn, puesto que

los pacientes con una peor supervivencia renal no tenian mayor grado de proteinuria.

Uno de los aspectos mas destacados de esta enfermedad, es la gran variabilidad en cuanto a
la edad en el momento de alcanzar la ERCT, tanto dentro de una misma familia como
comparando entre familias. En el caso del gen UMOD, se han descrito varias mutaciones que

pueden ser de peor pronéstico(63)

, aunque no hay una correlacién fenotipo-genotipo
clara 4862 "En el caso del gen MUC1, también se ha hipotetizado si la localizacién de la
mutacién en distintas regiones del VNTR, podria determinar diferencias fenotipicas, pero

este aspecto no ha podido ser demostrado todavia?

. Esta escasa correlacién fenotipo-
genotipo difiere de otras ERH como la PQRAD, en la que es bien conocida la diferencia
fenotipica segln el gen mutado. La edad media de ERCT en los pacientes con mutacién en el
gen PKD1 es de 58,1 afios, a diferencia de los pacientes con mutaciéon en PKD2 que la edad
media de ERCT es de 79,7 afos1%2) También en la PQRAD existe una notable correlacion
genotipo-fenotipo segun el tipo de mutacién en el gen PKD1. Las mutaciones PKD1
truncantes ocasionan una enfermedad renal mas grave con una edad media de necesidad de
tratamiento renal sustitutivo de 55 afios comparado con la edad media de ERCT de pacientes

(102) s evidente gue este tipo de

con mutaciones PKD1 no truncantes, que es de 67 afios
correlacidn en funcién del tipo de mutacion no tiene sentido para la NTAD-MUCI en la que
por el momento se ha descrito Unicamente una mutacidn y para el caso de la NTAD-UMOD,

se conoce un numero discreto de mutaciones siendo la gran mayoria no truncantes.

En la cohorte de pacientes del presente estudio se analizé la variabilidad tanto intrafamiliar

como interfamiliar de la edad al alcanzar la fase de ERCT. A pesar de no encontrar diferencias
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estadisticamente significativas, resultd interesante observar la gran variabilidad en cuanto a
la evolucién de la enfermedad renal. Dentro de una misma familia se observaron miembros

de edades semejantes con estadios de la enfermedad renal muy diferentes.

Esta gran variabilidad se puede explicar por varios motivos. Por una parte, por la edad tardia
al alcanzar la ERCT, que permite que diversas comorbilidades puedan influir en la evolucién

de la enfermedad. De todas formas, la edad media de ERCT no difiere demasiado de, por

p(101),(103) (104),(105)

ejemplo, la PQRA , la cual presenta menor variabilidad intrafamiliar . Otros
factores ambientales, genéticos y epigenéticos, todavia no conocidos, modulan el fenotipo
en estas nefropatias de presentacion en la edad adulta””). Resulta sorprendente que dentro
de una familia, por lo tanto en pacientes portadores de una misma mutacién, con una misma
ubicacion geografica y habitos de salud parecidos existan diferencias en la edad de ERCT de
hasta 30 afios entre miembros de una misma generacién. En estos casos se podria especular
sobre la existencia de algun gen que interaccione con UMOD o MUCI modificando el

fenotipo.

En cuanto a la penetrancia, aunque elevada, no seria completa pues se han descrito casos de
pacientes mayores con mutacién pero funcién renal normal’?. En esta cohorte de pacientes,
se objetivo un solo paciente mayor de 60 afios con funcién renal normal y con mutacién en el
gen MUCI. Es dificil discernir si podria tratarse de una penetrancia incompleta o bien de una
muy lenta evolucion de la enfermedad. En cuanto los pacientes con mutacién en el gen
UMOD, se observd una penetrancia completa. Es muy infrecuente la existencia de

penetrancia incompleta en nefropatias autosdmicas dominantes.
4.3 Evolucion del filtrado glomerular

El analisis de la tasa de declive del filtrado glomerular es un aspecto clave en las distintas
nefropatias. En la poblacién general, el declive del FGe es variable y se estima entre 0,5y 1
ml/min al afio, y este declive es mayor en presencia de una ERC. Su pendiente varia en
funcion de la etiologia de la nefropatia, de la edad, del sexo, de la etnia, de una obesidad, de
la presién arterial, del nivel de albuminuria, de una dislipidemia, de la diabetes, de una

intoxicacién tabaquica, de la fosfatemia, de la exposicion a productos nefrotéxicos, de las
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comorbilidades y de los tratamientos disponibles. Dos de los factores modificadores que mds
contribuyen a la progresidon de la ERC son la HTA y el nivel de albuminuria, de escasa
relevancia en la NTIC. La caida progresiva de la funcion renal representa la evolucién habitual
de las ERC, no es lineal a lo largo del tiempo y varia entre los pacientes. Se considera que una

disminucién mayor de 5 ml/min/1,73m%como una evolucién répida(1°6).

En la cohorte de pacientes de esta tesis, la tasa de declive del filtrado glomerular resulté de
media -3 ml/min/afio en el grupo de pacientes con mutacién en el gen UMOD, y de -3,9
ml/min/afio en el grupo de pacientes con mutacion en MUCI, en consonancia con una peor
supervivencia renal de los pacientes con mutacion en MUCI. Esta tasa de declive de funcién
renal es mucho menor que en las nefropatias proteindricas, e incluso que algunas no
proteindricas como la PQRAD o la nefropatia diabética™ 0107108109 £py cambio, estaria en
consonancia con la tasa de declive del filtrado glomerular de otras causas de nefropatia
intersticial como la malformacion renal o la nefropatia por reflujo (guias KDOQUI 2002). En la
ERH mas frecuente, la PQRAD, se ha calculado una caida del filtrado glomerular de -5
ml/min/afio a partir del momento en que empieza a deteriorarse el funcionamiento

renal®,

En la tabla 17 se representa la tasa media de caida del FGe en algunas de las
causas de ERC, segun diferentes articulos y tratados. Estos datos solamente son orientativos,
puesto que existe una gran variabilidad posiblemente explicada por la heterogeneidad de las

cohortes estudiadas y los grados de ERC de los pacientes incluidos.

Tabla 17. Tasas de declive del FGe en diferentes enfermedades renales

1109)

Nefropatia diabética 12 ml/min/afio
Glomerulopatias 1,4-9,5 ml/min/afio*
Poliquistosis renal 3,8-5,4 mI/min/aﬁo(lol)
Hipertension arterial 2 -10,4 ml/min/afio*
Nefropatia tubulointersticial 2 - 5,4 ml/min/afio*

* Extraido de las guias KDOQUI 20021
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5. Pacientes con NTIC de causa no filiada y sin antecedentes familiares

En la cohorte de pacientes con NTIC sin antecedentes familiares, no se identificé ninguna
mutacién en los genes estudiados. Cabe tener en cuenta las siguientes consideraciones. En
primer lugar, como se ha comentado, el nimero de pacientes estudiados fue bajo, por lo que
es posible que el estudio de un mayor niumero de pacientes permita la deteccion de alguna
mutacién. Como segundo punto a destacar, para identificar los pacientes de causa genética
es fundamental descartar otras posibles causas de NTIC. Aunque se ha tratado de descartar
todas las NTIC con una causa clara, es evidente que hay muchas noxas que pueden ser
responsables de un dafio tubulointersticial crénico, por lo que puede que algunos casos
estudiados considerados como NTIC primaria sean en realidad NTIC secundarias. En tercer
lugar, como mencionan las guias KDIGO(3), deberian considerarse como “sospechosos de
NTAD” si presentan las caracteristicas tipicas descritas. En caso de un estudio genético
positivo, estos pacientes deberian considerarse casos de novo o bien miembros de familias
no diagnosticadas. Por este motivo es recomendable analizar siempre que sea posible a los
padres del probando con el fin de determinar si se trata de un caso de novo o familiar. En
ocasiones, familias con pocos miembros y posibles afectados que ya estén fallecidos, puede
enmascarar el hecho de que se trate de nefropatias familiares y no de casos esporadicos.

Se cifran entre un 10-20% los casos de novo por mutaciones en el UMOoD™®. Los pacientes
con mutacién en el gen HNF1B son en aproximadamente el 50% casos de novo'®ME 53 g

hay descrito ningun caso de mutaciones de novo en el gen MUCI ni en el gen REN.

6. Algoritmo de diagndstico genético ante pacientes con sospecha de NTAD

Los estudios genéticos tienen un coste no despreciable y es necesario indicarlos con
conocimiento. Inicialmente se propuso un algoritmo de diagndstico genético que tras la
experiencia a partir de la presente tesis ha sido modificado (figura 21). En los pacientes con
NTIC sin antecedentes familiares conocidos, es esencial descartar causas secundarias, puesto
gue son la causa mas frecuente. En los casos con alta sospecha de NTIC primaria, el

rendimiento del estudio genético ha sido nulo, por lo que deben ser valorados de forma
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individualizada. En los casos familiares, en los que se identifique un patrén de herencia
autosémico dominante y, por lo tanto, se establezca la sospecha de NTAD, hay que valorar si
hay antecedentes de hiperuricemia o gota precoces (sin ERC). En caso afirmativo, se debe
realizar inicialmente el estudio del gen UMOD; en caso de ausencia de éstos antecedentes o
en caso de no identificar mutacion en UMOD, se recomienda iniciar el estudio con el analisis
de la mutacién del gen MUCI, ya que en nuestra cohorte de estudio ha resultado el principal
gen causante de NTAD. Si no se detecta mutaciéon en ninguno de éstos, se recomienda el
estudio del gen REN y del gen HNF1B, dado que aun muy poco frecuentes, pueden
detectarse mutaciones patogénicas. En los casos en los que no se identifique mutacién en
ninguno de estos cuatro genes, se considerard un caso de NTAD no filiada, que segun las
caracteristicas clinicas y de la familia (nimero de familiares afectados y homogeneidad de la
clinica de éstos) serd valorado para un estudio genético mas amplio, ya sea con el panel de
genes de enfermedades renales hereditarias o con la secuenciacién del exoma, en este
ultimo caso mas en un contexto de investigacién que de diagndstico genético de rutina.
Cuando se identifica un nuevo gen candidato mediante la secuenciacion de exoma es
imprescindible demostrar la causalidad con estudios funcionales, con el anadlisis de
segregacion en multiples familiares e idealmente identificando mas familias con clinica

similar y con el mismo gen mutado, reafirmando que es el gen causante de la nefropatia.
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Figura 21. Algoritmo propuesto para el estudio de pacientes con posible NTAD

7. Limitaciones del trabajo

A pesar de que se trata de un estudio multicéntrico, el nimero de familias con NTAD
reclutadas fue relativamente bajo. En la literatura se han publicado cohortes algo mayores,
pero es el primer estudio que realiza una comparacién clinica segun el gen causante de la
NTAD. Hay que tener en consideracién que son enfermedades de muy baja prevalencia y

poco conocidas por los profesionales de la nefrologia.

De algunas de las familias se obtuvo informacién clinica o muestra genética de muy pocos
pacientes debido a factores como la variada procedencia de los pacientes y la falta de
registros informatizados en los diferentes centros médicos. En algunas de las familias,
algunos miembros afectados ya habian fallecido lo que dificultdé mucho la obtencién de
algunos de los datos. En general, las familias afectadas de enfermedades renales

hereditarias, tienen muy buena predisposicién a ceder informacién clinica y a la extraccion
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de muestras sanguineas, aspecto que fue de gran ayuda para la recopilacién de datos

clinicos.

Es posible que un mayor tamaifio muestral pueda reafirmar con mayor consistencia algunos

de los datos obtenidos.

Por otra parte, aun quedan familias sin filiar en las que si se cumplen las caracteristicas ya
comentadas se completara el estudio mediante el andlisis del exoma vy tal vez en un futuro,

con la secuenciacién del genoma completo.

8. Perspectivas de futuro

Es de esperar que un mayor conocimiento de la NTAD, permita una mayor sospecha por
parte de los profesionales y, por lo tanto, mejore su diagndstico. Es de esperar que con el
avance de las nuevas herramientas de estudio genético y gendmico se identifiquen nuevos
genes causantes de NTAD, que si se identifican como causantes de NTAD en un cierto

numero de familias, serdn incorporados al algoritmo de diagnédstico genético de esta entidad.

Uno de los aspectos mas destacados de la NTAD es la gran variabilidad clinica. Es necesario el
estudio de factores ambientales, genes modificadores, cambios epigenéticos y de otros
factores modificadores, que puedan explicar las diferencias clinicas tan importantes dentro

de una misma familia y entre familias con la misma mutacion.
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VI. CONCLUSIONES







VI. Conclusiones

1. La NTIC primaria esta infradiagnosticada y hay escaso conocimiento acerca de ella,
mientras que la NTIC secundaria estd mejor clasificada y se han identificado muchas
causas que pueden producirla, por lo que son las que se deben descartar en primer
lugar, sobre todo en los casos sin antecedentes familiares.

2. La NTAD es una causa infrecuente, aunque seguramente infradiagnosticada, de NTIC.
Debe considerarse en pacientes con cuadro clinico compatible y con antecedentes
familiares de nefropatia intersticial crénica.

3. Es de esperar que un mayor conocimiento por parte de los nefrélogos, permita la
identificacién de mas casos.

4. Los genes mas frecuentemente mutados en la NTAD son MUC1, en primer lugar, y
UMOD en segundo lugar.

5. La mutacidon en el gen REN es muy rara, pero es posible que la inclusion de este gen
en paneles de genes de ERH, pueda permitir identificar mas casos con esta
enfermedad.

6. La mutacién en el gen HNF1B en la poblacién con NTAD es muy poco frecuente. La
gran mayoria de pacientes con esta mutacién presentan anomalias congénitas del
rifidén y del tracto urinario.

7. Las diferencias clinicas principales entre los pacientes con mutaciones en UMOD y
MUCI1 son la mayor frecuencia de hiperuricemia entre los pacientes con mutacién en
UMOD y una edad de ERCT mas precoz en los pacientes con mutacién en MUCI.

8. La tasa de declive del FGe en los pacientes con mutacion en UMOD y MUC1 es de
media de 3,5 ml/min/afio, mucho menor que en las enfermedades glomerulares y
gue la mayoria de enfermedades renales.

9. Existe una gran variabilidad fenotipica entre pacientes de una misma familia y entre
familias con la mutacién en el mismo gen e incluso con la misma mutacién. Muy
probablemente existen factores genéticos, ambientales y epigenéticos que
contribuyen a esta gran variabilidad.
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10.

11.

12.

13.

Las nuevas técnicas de secuenciacién masiva de genes es posible que contribuyan en
la identificacion de nuevos genes causantes de NTAD, pero no son la herramienta de
diagndstico inicial, ya que MUCI, el gen mas frecuentemente mutado, se escapa del
analisis mediante esta tecnologia. Los demds genes si se incluyen en los paneles de
genes de ERH.

El andlisis mediante el panel de genes de ERH o mediante el exoma permitira el
diagndstico de familias con presentaciones atipicas.

No existe un tratamiento especifico para los pacientes con mutaciéon en ninguno de
los cuatro genes analizados en este estudio. Se espera que la identificacién de un
mayor numero familias, de nuevos genes y un mejor conocimiento de los mecanismos
de daiio renal, puedan abrir en el campo de la investigacidon nuevas lineas dirigidas a
frenar la progresion de la fibrosis y deterioro renal.

Un paciente sin antecedentes familiares de NTAD puede ser un caso de novo. Aunque
en nuestra serie no se ha identificado ninglin caso esporadico con mutaciones en los
genes estudiados, se debe valorar la indicacion del estudio genético de forma
individualizada.
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Anexo A.

Formulario de recogida de datos clinicos de los pacientes procedentes de otros centros.

CENTRO HOSPITALARIO:

FACULTATIVO RESPONSABLE:

E-MAIL DEL FACULTATIVO RESPONSABLE:

DIRECCION Y TELEFONO DEL FACULTATIVO RESPONSABLE:

NOMBRE Y APELLIDOS DEL PACIENTE:
NUMERO DE HISTORIA CLINICA: SEXO:
FECHA NACIMIENTO:

Arbol genealdgico (especificar afecto/no afecto, fecha de nacimiento, consanguinidad y datos
clinicos relevantes)

Dibujar en una hoja a parte

Edad/fecha diagndstico de la nefropatia:
Motivo del diagndstico de la nefropatia:

Evolucidn (intentar rellenar mas de una fecha, para ver evolucion):

Fecha Creatinina TFG Acido Proteinuria Microhematuria
(ml/min) | Urico (especificar si
ratio o orina
24h)
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Funcién renal actual:
Edad/fecha de inicio del tratamiento renal substitutivo:
¢Se ha realizado una biopsia renal?
En caso positivo adjuntar fotocopia del informe
Otros datos clinicos relevantes:
> (Tiene hiperuricemia?:
Edad/fecha de diagndstico de la hiperuricemia
¢Sigue tratamiento para la hiperuricemia?
¢Ha tenido gota?

¢Tiene HTA?

YV V V V

Edad/fecha de diagndstico de la HTA:
> ¢Tiene historia de polidipsia/poliuria?
Exploraciones complementarias:
> (Tiene alteraciones estructurales renales (quistes, rifidn Unico, hipoplasia...) renales?
En caso positivo adjuntar copia de la ecografia u otra prueba de imagen.
> ¢Tiene hipomagnesemia?
Indicar cifra y fecha de la analitica
> ¢Tiene anemia desproporcionada al grado de insuficiencia renal?
Indicar cifra y fecha de la analitica
» ¢Tiene diabetes? En caso positivo, fecha diagndstico de la diabetes.
Otras manifestaciones:

Fecha cumplimentacién del formulario:
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Anexo B.

Pedigris de algunas de las familias con mutacién identificada en UMOD y MUC1. Se indica
con una flecha el caso indice de la familia y se indica el grado de afectacién renal de
diferentes miembros de la familia estudiados.

Pedigri 1. NFNF-02

[ 12
Exitus 392
I1:2 I:1 Il:6 I3 I1:7 II:4 Il:5
HD B4a
I8 IIl:5 -7 (%] II:9 i1 -2 10 ma A4 11111
ERC 2 26a ERC 34 35a ERCT 47a Hiperuricemia
Paoliuria, polidipsi
ER con FIAT
ERCT 39a
V.5 IW:1 [v:2 Iv:3 [v:4
ERC 2 27a

Pedigri 2. NFNF-04

ERCT 47a

i1 12
ERC 34 29a Hiperuricemia
Eco normal
ERC 3b 24a
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Pedigri 3. NFNF-12

i1 12
ERCY 51a
1§:1 1:2 i3 il:4 li:5 118 17 158
ERCT 58a HD 48 ERCT 65a
2] O ‘ @
e 2 18:3 li:4 s -6 A7 1.8
BO normal. ERC 250a BRNTIC Proteinuria neg
BR EMQ ERCT 442 ERCTY 53a
ERCT 44a
V1 V2 3 V4 V5
ERC 3A 292
Pedigri 4. NFNF-19
I1 12
I:2 II:1 I3 14
ERCT 59a
-5 -6 -7 [[8:]
ERCT ERCT
57a 558
Iv:4 Iv:5 IV:8 V.7 Iv:8 V.8 VA0 V11
ERCT
S1a
Vil V2 Vi3 V4 V6 VT
ERC 2
A1a
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Pedigri 5. NFNF-23

"

11 12

0 e o

111 2 I:3 :4 II:5
ERCT 40a BR EMQ ERCT 61a
ERCT 28a

o0 OO

Pallli -3 -4 -5 -6

ERC 4 45a

0 6 oo

Vi1 v:2 V3 V4 V5

Pedigri 6. NFNF-26

i1 -2 -3 -4 IIl:5 (1=} 7 g

ERCT &0a ERCT 52a ERCT 48a
A w2 V3 I/:4 5 [%:6 7 I8 9 Iv:10 11 [v:12 [+:13 [v:14
ERCT 45a ERC 3B 47a ERCT 28a ERCT 3ba
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Pedigri 7. NFNF-32

11 2
ERCT 45a

I1:3

[} 2
Hiperuricemia
ERCT 46a

e m O N o m

I4:1 12 A3 [ 1W:5 16 [4:7
ERCT 51a Quistes renales ERC 4 28a ERC 4 45a ERC 4 43a
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3 4
ERCT 24a

o6 m

V8 V9
ERCT 25a
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Pedigri 8. NFNF-36

T

I:1 1:2
111 I:2 I:3
ERC 1-2 65a

o0 I—o0

3 4 5 e .7
ERCT 43a ERC 1-2 45a

2

21

ERCT 34a

Vi1 v:2 IV:3
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Pedigri 9. NFNF-50

1:1

I:2 I:5
1 I:5 :2 :3 :4 i:10 I:8 I:9 ll:6 I:7
ERCT 74a RCT 38a ERCT 56a
v:3 v:4 ’IV:1 V:2 :6 :6 V7 vV:8
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Quistes renales
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Pedigri 10. NFNF-52
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|
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o om

W2
ERC 34 50a

A3
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Pedigri 11. NFNF-56

I 12
[} 1 =z (K3
In:1 =2 3 ns nr n= g | m=E
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Pedigri 12. NFNF-57

I:1 1:2
ERCT 46a
H1 2
Hiperuricemia Hiperuricemia
Qiuisies renales ERC 3B 4Ca
ERCT 44a

Pedigri 13. NFNF-64

11 I11:18 12
ERC 34
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Pedigri 14. NFNF-72

0& mO D

I:1 II:2 23 I:4 1.5
ERCT ERCT
21a 19a
lI:1
ERCT
25a

Pedigri 15. NFNF-76

A
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Pedigri 16. NFNF-77

? ?
I:1 |:2
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