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RESUMEN

Las enfermedades renales hereditarias autosémicas dominantes (ERHAD) son las
nefropatias genéticas mas frecuentes en la edad adulta, siendo la poliquistosis
renal autosomica dominante (PQRAD) y las nefropatias del colageno IV la primera
y segunda causa respectivamente de inicio de terapia renal sustitutiva (TRS) de
causa hereditaria. En esta tesis, se ha realizado un estudio sobre PQRAD, para
definir la utilidad del algoritmo de diagnostico europeo de rapida progresion (RP).
La proporcion de pacientes seleccionados con RP basado en el algoritmo europeo
representa el 15.7% de los pacientes con PQRAD. Al extender los criterios de
seleccién mediante pruebas radiologicas, ampliando edad y funcién renal, muchos
de ellos podrian clasificarse como RP y recibir tratamiento especifico, lo cual tiene
importancia para la planificacion de la salud. Se describe un caso atipico de
PQRAD y complejo esclerosis tuberosa (CET) causado por un sindrome de genes
contiguos, en donde se demuestra que, a pesar del tiempo y de haber recibido
TRS, pueden surgir complicaciones relacionadas con la enfermedad de base.

Por otra parte, se ha estudiado el espectro fenotipico de 82 familias (252
pacientes) con variantes patogénicas en heterocigosis en los genes del colageno
IV COL4A3 y COL4A4, causantes del sindrome de Alport autosémico dominante
(SAAD). Entre otros resultados, se ha observado que en pacientes con SAAD, el
declive de la funcion renal es peor cuando existe proteinuria (p=0.001) asi como
que la edad al diagndstico de la hipertension arterial influye en la supervivencia
renal (p= 0.01). Se ha caracterizado a nivel clinico y genético un caso de
nefropatia MYH9, entidad incluida en el diagndstico diferencial del sindrome de
Alport que se caracteriza por presentar afectacion renal, plaquetopenia,
hipoacusia neurosensorial bilateral y una alta variabilidad intra-interfamiliar.

En conclusién, se realiza un aportacion cientifica al conocimiento de las
nefropatias hereditarias autosémicas dominantes mas frecuentes, como son la
PQRAD y el SAAD.






ABSTRACT

Autosomal dominant hereditary kidney diseases (ADHKD) are the most frequent
genetic nephropathies in adulthood, being autosomal dominant polycystic kidney
disease (ADPKD) and collagen IV nephropathies the first and second causes, of
hereditary cause respectively, of initiation of kidney replacement therapy (KRT). In
this thesis, a study on ADPKD has been carried out to define the usefulness of the
European rapid progression (RP) diagnostic algorithm. The proportion of patients
selected as RP based on the European algorithm represents 15.7% of patients
with ADPKD. By extending the selection criteria through radiological tests,
expanding age and kidney function, many more could be classified as RP and
receive specific treatment, which is important for health planning. An atypical case
of ADPKD and tuberous sclerosis complex (TSC) caused by a contiguous genes
syndrome is described, which shows that, despite time and having received KRT,
complications related to the underlying disease can arise.

On the other hand, the phenotypic spectrum of 82 families (252 patients) with
pathogenic heterozygous variants in the collagen IV genes COL4A3 and COL4A4,
causing autosomal dominant Alport syndrome (ADAS), has been studied. Among
other results, it has been observed that in patients with ADAS, the decline in
kidney function is worse when there is proteinuria (p = 0.001) as well as that age
at diagnosis of arterial hypertension influences kidney survival (p = 0.01). A case
of MYH9 nephropathy has been characterized at a clinical and genetic level. This
entity is included in the differential diagnosis of Alport syndrome and is
characterized by kidney involvement, plaguetopenia, bilateral sensorineural
hearing loss and high intra-interfamilial variability.

In conclusion, a scientific contribution is made to the knowledge of the most
frequent ADHKD, such as ADPKD and SAAD.






l. INTRODUCCION






1. 1 Enfermedades renales hereditarias

1.1.1 Generalidades de las enfermedades renales hereditarias y
avances en su diagnostico genético

Las ERH globalmente son la causa de al menos el 10% de los pacientes adultos
con terapia renal sustitutiva (TRS) y de al menos el 50 % de la poblacion
pediatrica.™?

En la etapa previa a la utilizaciéon de las técnicas de secuenciacion masiva el
diagnéstico de las ERH solia ser tardio y, en muchos casos, los pacientes que
debutaban con enfermedad renal cronica (ERC) grado 5 (G5) y TRS eran
etiquetados como nefropatia no filiada.?

El avance en las técnicas de secuenciacion del DNA, con el desarrollo de la
secuenciacion masiva o Next Generation Sequencing (NGS), ha permitido una
disminucién de los costes de los analisis genéticos y ha mejorado su
disponibilidad. Por ello, la utilizacién del test genético como método diagndstico se
ha incorporado a la practica clinica habitual y ha facilitado el diagndéstico de
nefropatias hereditarias poco frecuentes, asi como los casos de nefropatias
hematuricas familiares que presentan gran variabilidad intra e interfamiliar con un
amplio espectro fenotipico que dificulta su diagndstico inicial, entre otras.*>

La utilizacién de la secuenciacién masiva ha permitido avanzar en el conocimiento
de los numerosos genes causantes de nefropatias hereditarias poco frecuentes
que presentan una elevada heterogeneidad genética como las ciliopatias, el
sindrome nefrotico cortico-resistente, la glomeruloesclerosis segmentaria y focal
(GESF) y las anomalias congénitas del rifién y el tracto urinario conocidas como
CAKUT (por su acronimo en inglés Congenital Anomalies of the Kidney and
Urinary Tract) entre otras.” Asi mismo, ha permitido un diagndstico etiolégico
preciso de la nefropatia de muchos pacientes y expandir el conocimiento del
espectro fenotipico de las mismas (Figura 1). Por ejemplo, algunos pacientes sin
antecedentes familiares de hematuria o ERC son diagnosticados de GESF con
inmunologia negativa, y al realizar el estudio genético se detecta una variante
patogénica en uno de los genes del colageno 1V, lo que define la etiologia de su

nefropatia como un caso de novo de SA en su familia. Muchas veces el fenotipo



clinico no es muy especifico, por lo que el diagndstico genético permite confirmar
la sospecha clinica y nos guia a la evaluacion de manifestaciones en otros
organos que pueden aparecer de forma tardia como la hipoacusia neurosensorial

bilateral (HNB) o alteraciones oculares.>™”

Resultados clinicos, analiticos,

e histolégicos y radiolégicos \
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Figura 1: Implementacion de datos de secuenciacion masiva (NGS: next generation sequencing) en la rutina de la

practica de nefrologia. Adaptacion del articulo de Marijin Stokamn et. al.’

La interpretacion del significado clinico de las variantes genéticas identificadas en
un paciente puede requerir un analisis de segregacion familiar, un estudio de los
fenotipos clinicos asociados a los genes que presentan las variantes candidatas y
en el caso de variantes en nuevos genes, es importante una validacién en
cohortes mas grandes y/o en modelos funcionales antes de poder realizar un
diagnéstico molecular definitivo. La informacién genética, junto con los datos
clinicos, pueden usarse como un recurso para guiar y monitorizar tratamientos
personalizados, inferir en el prondstico de la enfermedad y son esenciales para
asesoramiento genético reproductivo.

El abordaje diagnéstico de los pacientes con ERH podria resumirse en el
siguiente diagrama (Figura 2):
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Figura 2: El flujo de trabajo de la nefrologia genémica: diagnéstico genético y aplicacion clinica. Extraido de
Groopman E. et. al.?

Todos estos avances en la nefrologia genémica nos permitiran avanzar hacia una
medicina personalizada en pacientes con enfermedades renales. Por ejemplo, al
identificar variantes patogénicas en genes que ejercen su funcion en los
podocitos, nos ayuda a decidir si un paciente debe recibir tratamiento
inmunosupresor 0 no y nos pueden aportar informacion pronostica en el post-
trasplante.®'? La utilizacién de inhibidores del sistema renina angiotensina (IECA)
o de antagonistas de los receptores de angiotensina Il (ARAIl) en pacientes con
variantes patogénicas en los genes del coladgeno IV ayuda a enlentecer el
deterioro de funcién renal cuando existe proteinuria sin la necesidad de utilizar
inmunosupresores.*!? De todos modos, se necesitan méas estudios de grandes
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cohortes para poder establecer una correlacién entre la genética, la epigenética y

los factores ambientales en relacion a la respuesta terapéutica.”

1.1.2 Patrones de herencia

Las enfermedades genéticas se clasifican de acuerdo a sus patrones de herencia,
que pueden ser de tipo monogénico o mendeliano, multifactorial y mitocondrial. La
herencia mendeliana se refiere a la transmisién de un Unico gen mutado como
causante de la enfermedad mediante un patrén autosémico dominante,
autosémico recesivo o ligado al cromosoma X.'*** No obstante, algunas
enfermedades hereditarias no siguen el patron clasico de herencia mendeliana
han conducido a definir otros posibles patrones de transmisién de caracteres
hereditarios, en especial los referidos a la herencia compleja y a la herencia
mitocondrial.*>® La herencia compleja esta basada en los efectos conjuntos de
los genes y los factores ambientales. La herencia mitocondrial extranuclear sélo
es transmitida por la madre, cuyos 6vulos contienen un nimero variable de estos

organulos.®*" A continuacion, se explicara en detalle cada tipo de herencia:

1) Herencia monogénica mendeliana:

a) Patron de herencia autosomico dominante: el gen causante de la enfermedad
se encuentra localizado en uno de los 22 pares de cromosomas no sexuales
denominados autosomas. En las enfermedades con este patrén de herencia para
gue se manifieste la enfermedad solo es necesaria la presencia de una variante
patogénica en heterocigosis, es decir, Unicamente en uno de los dos alelos. Para
los individuos afectos de una enfermedad autosbmica dominante, la probabilidad
de tener un hijo afecto es del 50%, sin saltar generaciones.*® Ejemplos de ERH
con este patron de herencia son: SAAD,'® PQRAD, ' nefropatia HNF1B,* CET,*

22 entre otras. Se trata del

nefropatia tubulointersticial autosomica dominante,
patrén de herencia méas frecuente en la edad adulta y el que se ve mas

influenciado por factores no genéticos.
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b) Patron de herencia autosdmico recesivo: el gen causante de la enfermedad se
encuentra localizado en uno de los 22 pares de autosomas. Para que la
enfermedad se manifieste es necesaria la presencia de dos variantes patogénicas
en el mismo gen, una en cada alelo proveniente de ambos progenitores. La
mayoria de los progenitores son heterocigotos y por lo tanto asintométicos. Los
progenitores, tienen una probabilidad del 25% de tener un hijo afecto. Este patrén
de herencia se asocia algunas veces a consanguinidad. Ejemplos de ERH con
este patrén son: SA autosémico recesivo (SAAR),? cistinosis,* nefronoptisis,®
poliquistosis renal autosémica recesiva (PQRAR),® etc.

c) Patron de herencia ligado al cromosoma X: el gen causante de la enfermedad
se encuentra en el cromosoma sexual X. El grado de afectacidén clinica en las
mujeres con enfermedades ligadas al cromosoma X es muy variable debido al
efecto de lionizacién o inactivacién del cromosoma X,?° en donde una copia de
cada gen localizado en el cromosoma X se inactiva de manera permanente. Esta
inactivacién a priori ocurre de forma aleatoria siendo inactivado aproximadamente
el 50% de cada uno de los alelos (siendo un alelo cada una de las variantes
alternativas de un gen en una posicion concreta). No obstante, por circunstancias
desconocidas, a veces se produce una inactivacion preferencial de uno de los
alelos. Asi, si una mujer presenta una variante patogénica en un gen responsable
de una enfermedad ligada al cromosoma X, podria tener una forma leve o incluso
podria no presentar enfermedad, si el alelo mutado fuese inactivado de forma
preferente. En cambio en los varones, las enfermedades ligadas al cromosoma X
se manifiestan de forma mas grave porque solo tienen un cromosoma X.
Ejemplos de ERH con este patrén son: SA ligado al cromosoma X (SALX),?’

28,29 et

enfermedad de Fabry, C.

2) Herencia compleja

Se ha observado que para una determinada enfermedad o caracter, existen una
serie de genes implicados asi como factores ambientales, como por ejemplo
fumar, el peso, el tipo de alimentacion, la profesion, la exposicion a ciertas
sustancias, etc.’>®' Ejemplos de enfermedades complejas son: enfermedades
cardiovasculares, diabetes, gota, etc.*?
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3) Herencia mitocondrial

Las enfermedades con este tipo de herencia se caracterizan porque son
causadas por una alteracion en un gen mitocondrial, que se transmite Unicamente
via materna y a todos sus descendientes. A menudo, el defecto genético no esta
presente en todas las mitocondrias sino en una fraccion de las mitocondrias
transmitidas; por lo que el efecto depender4 del namero de mitocondrias
afectadas. Este tipo de enfermedades presentan alteraciones en los procesos de
la cadena respiratoria y la fosforilacidbn oxidativa mitocondrial, constituyendo
enfermedades raras que habitualmente tienen una afectacién multisistémica, con
una expresion fenotipica muy variable. Ejemplos de afectacion renal con herencia
mitocondrial: Sindrome de Toni-Debré-Fanconi completo, Sindrome de MELAS,

Sindrome de Kearns-Sayre, etc.3*%

1.1.3 Clasificacion de las enfermedades renales hereditarias

Se conocen actualmente mas de 300 genes causantes de ERH. Estas
enfermedades se pueden clasificar en diferentes grupos:
a) Glomerulares:
e a nivel del podocito como el sindrome nefrético cértico-resistente, la
enfermedad de Fabry, la nefropatia por MYH9, etc.
e a nivel de la membrana basal glomerular (MBG) como el sindrome de
Alport (SA), el sindrome de HANAC, etc.
b) Tubulares:
e Proximales: acidosis tubular renal proximal, cistinosis, sindrome de Fanconi
primario, cistinuria, etc.
e del asa de Henle, sindrome de Bartter, sindrome de Gitelman,
hipomagnesemia familiar, etc.
e del tdbulo colector: acidosis tubular renal distal, diabetes insipida
neurogénica, sindrome de Liddle, etc.
c) Intersticiales: nefropatia tubulointersticial autosomica dominante, nefronoptisis
d) Anomalias congénitas del rifion y el tracto urinario (CAKUT): uropatia

obstructiva, aplasia renal, displasia renal, nefropatia por reflujo, etc
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e) Quisticas: PQRAD, PQRAR, nefropatia HNF1B, Von Hippel Lindau, CET,
nefronoptisis, etc.

Se pueden clasificar de acuerdo a la edad de debut de la nefropatia: de inicio

temprano o inicio tardio de la ERC (Figura 3).%**

—_—
Not identified 1

PAX2-RD Not identified

MYHS-RD i
_ COL4A1-RD
M SRNS/FSGS

ADAS

®COL4ADIGENIC

WADPLD
PAX2-RD
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WHNF1B-RD

Percentage
@
S
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NPHP-RC
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WARAS

WXLASMALE
. B

Birth-12m (n=5) 1-18y (n=50) >18y (n=43) prenatal (n=31) Birth-18y (n=64) >18y (n=112)

ARPKD

Figura 3: Distribucién de los enfermedades renales quisticas y glomerulares de acuerdo a la edad de diagndstico:
ADPKD (Poliquistosis renal autosémica dominante), ADPLD (Enfermedad poliquistica hepatica autosémica dominante),
ARPKD (Poliquistosis renal autosémica recesiva), CIP (Patrones complejos de herencia), NPHP-RC (Ciliopatias
relacionadas con la nefronoptisis), OFD (Sindrome oro-facio-digital), TSC (Complejo Esclerosis Tuberosa), ADAS
(Sindrome de Alport autosémico dominante), ARAS (Sindrome de Alport autosémico recesivo), CNS (Sindrome nefrético

congénito), FSGS (Glomeruloesclerosis focal y segementaria), SRNS (Sindrome nefrético cortico-resistente), XLAS

(Sindrome de Alport ligado al cromsooma X). Extraido del articulo de Bullich et al.*

1.1.4 Métodos utilizados para el diagndstico genético

Una enfermedad de origen genético puede estar causada por alteraciones a nivel
cromosomico o0 a nivel de genes. Las alteraciones cromosémicas dan lugar a
cuadros sindromicos y se analizan mediante el estudio de los cromosomas
(cariotipo 0 microarrays cromosomicos). Las alteraciones genéticas se analizan
mediante las técnicas de genética molecular.

Los estudios dirigidos al estudio de alteraciones en genes pueden ser de tipo
directo o indirecto. El analisis directo es el mas utilizado en la actualidad y tiene
por objetivo identificar la variante patogénica que causa la enfermedad
monogénica en un individuo o familia. La metodologia mas ampliamente utilizada

para el analisis directo es la secuenciacion del DNA que puede realizarse con
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distintas técnicas como se explica mas adelante en este apartado. En los casos
familiares generalmente se realiza el analisis genético al familiar mas gravemente
afectado (caso indice o probando) y en el resto de familiares Unicamente se
realiza un estudio genético secundario dirigido a determinar presencia/ausencia
de la variante patogénica identificada en el caso indice. La principal limitacion del
andlisis directo es que en caso de no identificar ninguna variante patogénica, este
resultado negativo no confirma ni descarta que el paciente esté afectado de una
enfermedad monogénica.

El andlisis indirecto consiste en el analisis por haplotipos, es decir un analisis por
combinacion de alelos y Unicamente se puede realizar si se dispone de muestra
de DNA de mudltiples familiares tanto afectos como no afectos. El andlisis indirecto
no identifica la variante patogénica sino que compara los haplotipos de los
distintos familiares para poder determinar el haplotipo de riesgo que comparten
todos los familiares afectos y que no posee ninguno de los sanos.’*'” Esta
aproximacion indirecta se utiliza muy poco en la actualidad, pero puede ser util en
determinados casos en los que no se ha identificado la variante patogénica
mediante el andlisis directo.

Las nuevas tecnologias en el diagnostico de las enfermedades hereditarias han
permitido incrementar el diagnéstico de enfermedades genéticas en la practica
clinica habitual.

Sin embargo, hoy en dia debemos aprender a seleccionar los pacientes en los
que esta indicado un estudio genético para tratar de identificar las variantes
genéticas causantes de la enfermedad y poder trasladar estos hallazgos hacia
una medicina mas personalizada. Por otra parte, el estudio genético nos ayuda a
mejorar el estudio de la patogenia de una enfermedad, nos brinda informacién
sobre el prondstico y el manejo clinico de la misma.***

El diagndstico genético se realiza actualmente mediante varias técnicas, entre
ellas se encuentran: la secuenciacion por el método Sanger, los estudios de

microarrays cromosémicos Yy las de técnicas secuenciacion masiva.

a) Secuenciacion por método Sanger
Esta técnica se utiliza para secuenciar uno o varios exones de un gen especifico.

Esta técnica es adecuada cuando se sospecha una enfermedad monogénica que
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no presenta heterogeneidad genética y cuyo gen causante esté constituido por un
namero pequefio de exones. Un ejemplo seria la enfermedad de Fabry causada
por el gen GLA con s6lo 7 exones. Asi, la secuenciacion por método Sanger se
utiliza principalmente para analizar genes de pequefio tamafio, para detectar
variantes de pequefio tamafio (SNVs, Single Nucleotide Variants), para confirmar
el diagndstico genético obtenido por técnicas de sequenciacién masiva y para
realizar estudios de co-segregacion familiar de una variante patogénica

identificada previamente en el caso indice de una familia.

b) Hibridacion gendémica comparada

Actualmente, el cariotipo tradicional para la deteccion de anomalias
cromosomicas a nivel microscopico (> 10 Mb) ha sido mayoritariamente
reemplazado por el cariotipo molecular mediante array de hibridacion gendémica
comparada (CGH, Comparative Genomic Hybridization). Esta técnica permite
detectar variantes de numero de copia (CNV: copy number variant) a mayor
resolucién (varios Kb — Mb) en el DNA de un paciente en comparacién con una
muestra de DNA de referencia, sin la necesidad de realizar un cultivo celular. Las
CNVs son variantes estructurales que consisten en duplicaciones o deleciones
dando lugar a un nimero anormal de copias de regiones gendmicas. Esta técnica
es muy util en el diagndstico prenatal, cuando se detectan anomalias ecogréficas

y en el diagnéstico de malformaciones congénitas y/o retraso intelectual.®*’

c) Secuenciacion masiva

La secuenciacibn masiva permite la secuenciacién simultdnea de multiples
regiones del genoma de interés. Se puede realizar a distintos niveles: paneles de
genes, secuenciacion del exoma completo o Whole Exome Sequencing (WES) y
secuenciacion del genoma completo o Whole Genome Sequencing (WGS).28

Un panel de genes analiza un niamero determinado de genes asociados con una
enfermedad especifica o grupo de enfermedades, el exoma completo analiza los
exones de la mayoria de genes que conforman el genoma humano (unos 20.000
genes) y el genoma completo estudia tanto exones como intrones de todos los
genes del genoma. Al realizar un estudio genético por WES de un paciente se

detectan un numero mayor de variantes genéticas candidatas a ser la causa de la
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patologia que presenta el paciente, lo que implica que el andlisis de los resultados
de un panel de genes es menos complejo. Otra ventaja de secuenciar un panel de
genes con respecto al WES, es que la profundidad de lectura (depth of coverage)
que se obtiene es mas elevada, lo cual puede ser clave para analizar regiones
gendmicas complejas (ricas en GCs, con duplicaciones, pseudogenes) y para
detectar CNVs. Por otro lado, el WES es una gran herramienta para descubrir
nuevos genes causantes de enfermedades monogénicas y ha permitido un
aumento exponencial en el nimero de nuevos genes descubiertos.

Uno de las dificultades de la secuenciacion masiva es el andlisis de la gran
cantidad de datos que esta tecnologia nos brinda. Por ello, es esencial un
adecuado analisis bioinformético de los datos obtenidos, que permita filtrar de
forma eficiente los miles de variantes genéticas que presenta cada individuo con
respecto a la secuencia del genoma de referencia, con el objetivo de identificar la
variante causante de la enfermedad monogénica.

Las variantes patogénicas detectadas por NGS deben ser validadas con
secuenciacion por método Sanger. Ademas, si hay familiares disponibles, se debe
realizar segregacion familiar comprobando que los familiares enfermos tengan la
variante patogénica y los sanos no la tengan.

Es importante destacar que algunas variantes patogénicas no se pueden
identificar mediante NGS, como por ejemplo la principal variante patogénica
identificada en el gen MUC1 causante de nefropatia tubulointersticial autosémica
dominante. Esta variante MUCL1 consiste en la duplicacién de una Unica citosina
en un homopolimero de 7 citosinas en una repeticion en tandem de numero
variable de copias (VNTR) (GC-rich 60-base VNTR). Por ello para el screening de
esta variante MUC1 se utiliza una técnica disefiada especificamente basada en
minisecuenciacion o SNaPshot, aunque también se puede utilizar otra técnica

basada en espectrometria de masas.?*??

1.1.5 Clasificacion de la patogenicidad de las variantes genéticas

La determinacién precisa de la patogenicidad de una variante genética es una de

las tareas mas complejas y de enorme relevancia, dado que identificar una
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variante patogénica en un gen mendeliano permite definir un diagndstico concreto
y puede ser determinante en el manejo del paciente.

En el afio 2015, el American College of Medical Genetics (ACMG) y la Association
for Molecular Pathology (AMP) desarrollaron unas recomendaciones para la
clasificacion sistemética de variantes genéticas, principalmente centradas en
genes asociados a enfermedades mendelianas.*® Actualmente, estas guias son
ampliamente usadas en los laboratorios de diagnodstico genético de todo el
mundo.

Las recomendaciones de la ACMG/AMP evallan diferentes tipos de evidencia
asociados a caracteristicas inherentes a cada variante. Una de las evidencias
clave es la frecuencia poblacional de las variantes identificadas en bases de datos
poblacionales como Genome Aggregation Database (gnomAD), Exome
Aggregation Consortium (EXAC) y dbSNP. Las variantes patogénicas no figuran
en estas bases de datos poblacionales o tienen frecuencias poblacionales
extremadamente bajas. Otra informacion de gran ayuda para clasificar las
variantes son las predicciones de patogenicidad obtenidas con algoritmos
bioinforméticos disponibles online (por ejemplo: Mutation Taster, Polyphen, SIFT,
Mutation Assessor) que indican la probabilidad de que una variante sea o0 no
patogénica. Otros datos que facilitan la clasificacion de las variantes son los
resultados del analisis de segregacion familiar, articulos cientificos con datos
funcionales. También son de gran utilidad las bases de datos de correlacién
genotipo-fenotipo como ClinVar, Human Mutation Database (HMDB) o de genes
concretos como la Mayo database (https://pkdb.mayo.edu) para los genes PKD1 y
PKD2; la LOVD (https://www.lovd.nl/) para los genes COL4A3 y COL4A4, en las

gue generalmente figura la interpretacion clinica de la variante y si ésta ha sido

descrita en la literatura cientifica.® Estas guias describen los criterios que se
deben utilizar para clasificar las variantes genéticas en 5 categorias: "patogénica”,
"probablemente patogénica”, "significado incierto”, "probablemente benigna " y
"benigna”.

En términos generales, una variante genética benigna no causa ninguna
enfermedad mendeliana y generalmente se encuentra en una frecuencia alélica

relativamente elevada en la poblacion general.
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Una variante patogénica, también denominada “mutacion”, estd asociada a
enfermedad y generalmente no se encuentra en las bases de datos de
frecuencias alélicas de la poblacion general o bien tiene una frecuencia alélica
extremadamente baja (sobre todo en los genes recesivos).
Las variantes patogénicas se pueden clasificar en truncantes o no truncantes, Las
variantes truncantes dan lugar a la creacion de codon de terminacion de la
traduccion proteica prematuro resultando en una proteina truncada. Estas
variantes truncantes pueden ser de distintos tipos:
e Frameshift (cambio de pautas de lectura): Insercion o delecién de uno o
varios nucleétidos cuyo numero no es multiplo de tres.
¢ Nonsense (sin sentido): cambio de nucledtido que da lugar a la creacion de
un codon de stop (TAG, TAA o TGA), que termina prematuramente la
traduccion produciendo una proteina truncada.
Por otra parte, existen variantes patogénicas que no alteran la pauta de lectura
(in- frame). En este grupo se incluyen las variantes de tipo:
e Missense (cambio de sentido): cambio de nucleétido que da lugar a un
cambio de aminoacido
e Deleciones o inserciones in frame: de un nimero de nucleétidos mdaltiplo de
tres
También existen variantes que alteran el mecanismo de splicing (proceso de
eliminacion de intrones) que se clasifican como patogénicas si modifican las
secuencias canoénicas donadoras (GT) o aceptadoras (AG) de splicing situadas,
respectivamente, en los dos nucleétidos iniciales y finales de cada intrén, Otras
variantes intronicas y exodnicas también pueden alterar el mecanismo de splicing y
ser patogenicas, pero en este tipo de variantes se requiere demostrarlo mediante
un analisis del RNA.Y
Por udltimo, existen variantes estructurales que alteran genes mendelianos y, por
lo tanto, son patogénicas. Las variantes estructurales se clasifican en CNVs

(grandes deleciones o duplicaciones), inversiones y translocaciones.

1.1.6 Aplicaciones del diagndéstico genético
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El diagnostico genético se caracteriza por ser vitalicio (dura para toda la vida),
tiene implicacion para los miembros de una familia y en las decisiones
reproductivas. Se utiliza para:***

a) realizar estudio de portadores (conocidos como “carriers”) en las enfermedades
con herencia autosdmica recesiva y en las mujeres con enfermedades con patron
de herencia ligada al cromosoma X

b) confirmacién diagnostica cuando existe alta sospecha por presentacion clinica,
pruebas de imagen, resultados de las analiticas, etc

c) diagndstico presintomético en aquellos casos donde exista un tratamiento
aprobado que pudiera retrasar la evolucion de la enfermedad

d) test genético prenatal o preimplantacional

f) descartar la enfermedad genética en estudio como donante vivo potencial

g) diagnéstico de pacientes con presentacion clinica atipica

Debido a las implicaciones del diagnostico genético, siempre debe ir acompafiado
de consejo 0 asesoramiento genético, tal y como se establece en la Ley de
Investigacion Biomédica del afio 2007 que determina el marco legal del

diagndstico genético.

1.1.7 Asesoramiento genético

El asesoramiento genético es un proceso de comunicacion mediante el cual un
profesional especializado asesora a un paciente con una posible enfermedad
genética.*®* Consta de 3 etapas: a) realizacién de un arbol genealégico, estudio
diagnaostico a nivel clinico, analitico, de pruebas de imagen y genético-molecular
b) céalculo de riesgo de recurrencia o la probabilidad de estar afectado basado en
el teorema de Bayes (publicado en el afio 1763) c) transmision de la informacion
oral y escrita.’” Es decir, durante este proceso, se ofrece informacién sobre la
enfermedad, el riesgo de padecerla o transmitirla, prevencion, tratamientos y
opciones reproductivas, con el fin de que pueda tomar sus propias decisiones de

forma auténoma.l”*>44
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1.2 Poliquistosis renal autosémica dominante

1.2.1 Generalidades

La PQRAD es la enfermedad renal hereditaria mas frecuente, afectando 1 de
cada 1000-2500 personas y, como su nombre indica, se transmite con un patrén
de herencia autosémico dominante.””™’ Se caracteriza por un crecimiento
progresivo de ambos rifiones a expensas del crecimiento de multiples quistes
bilaterales que terminan por deformar la arquitectura renal. Dicho crecimiento
compromete el tejido sano entre los quistes, que evoluciona a una ERC que
puede requerir TRS. Alrededor del 5-10 % de los pacientes que se encuentran en

TRS en Europa y Estados Unidos padecen PQRAD*®4°

|.5O

y es la cuarta causa de
TRS a nivel mundial.” Hasta el afio 2014 no existia ningun tratamiento para esta
enfermedad, pero ese afio se aprob6 un farmaco (tolvaptan) que enlentece el
crecimiento de los quistes renales, reduciendo el aumento del VRT vy

enlenteciendo la progresién a ERC.>*2

1.2.2 Bases moleculares de la poliquistosis renal autosémica
dominante

La PQRAD es una enfermedad de causa monogénica que presenta
heterogeneidad genética, ya que se ha descrito mas un gen causante de esta
enfermedad. Los genes causantes son: PKD1 78% de los casos, PKD2 15%,>
GANAB 0,3%,>* y DNAJB11 0,1%.>>>" Sin embargo el cuadro clinico que
ocasiona GANAB, DNAJB difiere de PKD1 y PKD2 por lo que seria cuestionable
denominarlos como causantes de PQRAD.

El gen PKD1 se localiza en el cromosoma 16 (16p13.3) y esta constituido por 46
exones.”® Es uno de los genes del genoma mas complejos de analizar ya que la
region comprendida entre sus exones 1 y 33 esta duplicada, existiendo 6
pseudogenes gque tienen una identidad de secuencia del 98-99% con PKD1 y

pueden tener variantes que pueden dificultar el diagnéstico de la PQRAD.>*°
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El gen PKD2 se localiza en el cromosoma 4 (4g21) y esta constituido por 15
exones, pero no tiene pseudogenes como PKD1, por tanto, su analisis genético
es mucho maés facil.®*

El gen PKD1 codifica para una proteina denominada poliquistina 1 (PC1) y el gen
PKD2 para poliquistina 2 (PC2). Ambas glicoproteinas se encuentran en la
membrana del cilio primario, formando un complejo cuyo papel principal seria la
regulacién del calcio intracelular e inhibir la quistogénesis.®*®® La PC2 es un canal
cationico no selectivo, con elevada permeabilidad al calcio. En los cilios primarios,
este complejo de poliquistinas percibe y traduce la estimulacion mecanica en una
entrada de calcio, desencadenando una mayor liberacion de calcio por el reticulo
endoplasmico. En la PQRAD, la disminucién de una de las dos poliquistinas (PC1
o PC2) por debajo de cierto nivel, resulta en un cambio fenotipico caracterizado
por la incapacidad de mantener la polaridad celular, aumentando la proliferacion y
apoptosis celular, expresando un fenotipo secretorio y produciendo una
remodelacién de la matriz extracelular.® Los mecanismos moleculares implicados
en estos cambios fenotipicos incluyen la alteracion en la homeostasis del calcio
intracelular, la activaciéon del adenosin monofosfato ciclico (AMPc), de los
receptores tirosin-quinasa, del mammalian target of rapamycin (mTOR), de la via
Wnt candnica y otros mecanismos de sefial intracelular (Figura 4).°>® Los altos
niveles de AMPc también producen un aumento en la secrecién de fluidos, que
entre diferentes mecanismos facilitan la migracién de la acuaporina 2 hacia la
parte apical de la membrana aumentando la permeabilidad osmética de la

membrana.®’
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Figura 4: Descripcion de la quistogénesis en PQRAD. (A) Maduracion y procesamiento de PC1 y PC2 en las células
epiteliales tubulares. La poliquistosis renal autosémica dominante (PQRAD) es causada mas cominmente por variantes
patogénicas en PKD1 o PKD2, pero formas atipicas raras de enfermedades poliquisticas del rifién o del higado también
pueden deberse a un defecto en la maduracién de PC1. La N-glicosilacién es un proceso clave de control de calidad para
la maduracion, plegamiento y trafico de proteinas de membrana o secretadas en el reticulo endoplasmico. (B) Sefializacion
intracelular de células tubulares en pacientes con PQRAD. La evidencia indica que el sitio funcional de PC1 y PC2
asociado con la poliguistosis renal esta en el cilio, aunque su funcién exacta no esta clara. La reduccién o pérdida de PC1
0 PC2 debido a variantes patogénicas en PKD1 y PKD2, probablemente da como resultado una reduccion de las
concentraciones de calcio citosélico o un aumento del AMPc intracelular. El calcio intracelular inhibe el AC6 y este proceso
convierte el ATP en AMPc. La estimulacion de los receptores de vasopresina y somatostatina también modula la actividad
de AC6 y regulan las concentraciones de AMPc. Los titulos intracelulares elevados de AMPc dan como resultado la
activacion posterior de la transcripcion de genes dependientes de PKA. Las consecuencias son un aumento de la secrecion

de cloruro y liquido impulsado por CFTR y la activacién de varias vias proliferativas. Extraido de Cornec-le Gall et. al. *

El gen GANAB se localiza en el cromosoma 11 (11g12.3) y tiene 22 exones. Se
describieron 9 familias con patrén de herencia autosémico dominante y afectacion
renal o hepatica y algin caso clinico complejo aislado.>*°® Este gen se encuentra
asociado a los defectos en la maduracion y localizacion de las PC1 y PC2 (Figura
4).54,69

El gen DNAJB11 se localiza en el cromosoma 3 (39g27.3) y tiene 11 exones. Se
describieron 7 familias y algin caso con una presentacion atipica de PQRAD que
demostré que la proteina codificada por este gen también interviene en la
maduracién de la PC1, por lo que su afectacién favoreceria la quistogénesis
(Figura 4).>>™ Clinicamente los pacientes presentaban episodios recurrentes de
gota. A diferencia de la PQRAD tipica, en los pacientes con una variante

patogénica en el gen DNAJB11 el tamafio renal no se encuentra aumentado, pero
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presentan quistes renales bilaterales asociados a fibrosis tubulo-intersticial
progresiva resultando en un fenotipo mixto entre PQRAD y la nefropatia

tubulointersticial autosémica dominante.>>"*

1.2.3 Variabilidad fenotipica de la poliquistosis renal autosémica
dominante

Existen diferentes factores que contribuyen a la elevada variabilidad fenotipica de
la PQRAD, como el tipo de gen mutado (variabilidad genética), el tipo de variante
patogénica (variabilidad alélica), presencia de alelos hipomarficos, entre otros.

Los pacientes con variantes patogénicas en PKD1 suelen presentar una
enfermedad mas grave (edad de inicio de TRS 54 afios) que aquellos con
variantes en PKD2 (edad de inicio de TRS 74 afos), debido a la aparicion de
quistes renales en edades méas tempranas en los PKD1.”

Los 4 genes (PKD1, PKD2, GANAB y DNAJB11) se asocian a poliguistosis
hepatica en diferente grado.

No existen unas variantes genéticas con una elevada frecuencia, sino que suelen
ser “privadas”, es decir especificas para cada familia. Existe una base de datos
muy Util de las variantes descritas en los genes PKD1 y PKD2, donde figura su
interpretacion clinica y la literatura reportada, que fue desarrollada y es mantenida

por la Clinica Mayo (http://pkdb.mayo.edu).

Para el gen PKD1 se ha demostrado que el tipo de variante genética esta
relacionado con la gravedad de la enfermedad. Por ejemplo, aquellos pacientes
con variantes genéticas truncantes, es decir aquellas que generan una proteina
con un tamafio menor al de la proteina normal, tienen un peor prondstico renal
(edad de inicio de TRS 55 afios) que aquellos con variantes genéticas no
truncantes (edad de inicio de TRS 67 afios). En cambio, la posicion de la variante
genética en el extremo 5°0 3"del gen no se ha correlacionado con la supervivencia
renal.”>"

Se han descrito alelos hipomorficos o de penetrancia incompleta en los genes
PKD1 o PKD2, que en heterocigosis simple pueden ocasionar un fenotipo leve

pero cuando dos alelos hipomorficos coexisten en trans (en copias alélicas
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distintas) en un individuo, pueden ocasionar una PQRAD mucho mas grave con
edad precoz de inicio de TRS y una clinica méas parecida a la PQRAR.”"®

El gen PKD1 se ve implicado en uno de los llamados sindromes de genes
contiguos. PKD1 se localiza en el cromosoma 16 adyacente al gen TSC2,
causante del CET. Cuando se produce una delecion que elimina parcial o
totalmente a ambos genes, los pacientes presentan un “sindrome de genes
contiguos TSC2/PKD1”. Se caracteriza por una PQRAD agresiva asociada a

CET.%

1.2.4 Diagnéstico

Para el diagnostico de la PQRAD es util conocer la historia familiar, las pruebas
de imagen y el estudio genético.

Dentro de las pruebas radiologicas, la ecografia es el método de eleccion por ser
ampliamente disponible, seguro, econdémico y no invasivo que nos permite
detectar el aumento del tamafio renal y la presencia de quistes bilaterales > 10
mm aplicando los criterios de Pei (Tabla 1).”” La tomografia computarizada (TC)
nos permite diagnosticar quistes renales de mas de 2-3 mm con la desventaja de
exponer al paciente a radiacion. La presencia de mas de 10 quistes renales es
también diagnostica de PQRAD, en presencia de antecedentes familiares. Por
otra parte, tanto la TC como la resonancia magnética (RM), permiten medir el
VRT, aplicar diferentes algoritmos y definir la presencia de enfermedad
rapidamente progresiva en aquellos individuos que podrian beneficiarse de un
tratamiento.”®® Dado que la resonancia magnética permite medir el VRT sin
radiacion, se trata de la técnica de eleccion para este fin. No asi para el

diagnéstico de la enfermedad pues la ecografia suele ser suficiente.
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Edad en afios

Criterio

VPP

VPN

15-29 > 2 quistes, uni o bilateral 99 88
30-39 > 2 quistes en cada rifion 100 88
40-59 > 2 quistes en cada rifion 100 95
>60 > 4 guistes en cada rifion 100 100
Criterios diagnésticos revisados unificados

15-29 > 3 quistes, uni o bilateral 100 86
30-39 > 3 quistes, uni o bilateral 100 86
40-59 > 2 quistes en cada rifién 100 95
>60 > 4 quistes en cada rifién 100 100
Criterios revisados por exclusién del diagnéstico

15-29 > 1 quiste 97 91
30-39 > 1 quiste 94 98
40-59 > 2 quistes 97 100
>60 > 3 quistes en cada rifion 100 100

Tabla 1: Criterios ecogréficos para el diagndstico de poliquistosis renal autosémica dominante. Adaptacién de Pei
77,81

Y. et y Comprehensive Clinical Nephrology, 5th Edition.

En cambio, se utilizard el diagndstico genético en PQRAD cuando exista
sospecha de PQRAD pero la presentacién clinico-radiolégica sea atipica, cuando
no haya antecedentes familiares, cuando se realice un estudio de donante vivo
para trasplante renal o cuando el paciente desee un diagnéstico genético prenatal

o preimplantacional (Tabla 2).%0°6:82

Tabla 2. Indicadores para el diagnostico genético de PQRAD, Documento de consensoen PQRAD del
grupo de trabajo de Enfermedades renaleshereditarias de la Sociedad Espanola de Nefrologia 2020.

a) Caracteristicas individuales

Donante vivo pofencial Hay que valorar cada caso de forma individualizada teniendo en cuenta la edad, la severidad
de la enfermedad en |la familia y las pruebas de imagen.

Facientes sin antecedentes familiares de PQRAD. Especialmente indicado:

- Cuando los hallazgos radicldgicos son atipicos (p. ej. asimetria renal muy marcada, multiples quistes pequerios,
insuficienciarenal en presencia de rifiones quisticos de tamario normal ).

-En pacientes con una afectacion muy leve.

- En pacientes con manifestaciones extrarrenales atipicas de PQRAD.

- Cuando se requiere una relativa informacion pronostica, ya que las mutaciones PKD1 truncantes se asocian a un peor
prondstico que las PKD1 no truncantes y las mutaciones PKD2 se asocian a un mejor prondstico que las PKD1.
Facientes con un inicio muy precoz de la enfermedad.

-En familias con presentacion tipica de PQRAD pero con un familiar con presentacion muy precoz, el estudio genético
puede identificar un alelo hipomarfico ademas del alelo con la mutacion patogénica o un alelo hipomdarfico en ambas
copias de PKD1.

-En pacientes sin antecedentes familiares de PQRAD vy en los gue no se han identificado mutaciones en el gen PKHD1
{causante de la poliquistosis renal autosdmica recesiva) o con caracteristicas radicldgicas de PQRAD.

Pacientes con o sin anfecedentas familiares que desean un fuluro diagnistico genélico preimpiantacional o prenatal.

b) Caracteristicas familiares

Familias con muUltiples familiares con quistes renales con patron radiolégico atipico de PQRAD, candidatos a un
diagndstico diferencial de otras enfermedades renales quisticas.
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1.2.5 Manifestaciones clinicas

Los pacientes con PQRAD tienen manifestaciones renales y pueden tener
manifestaciones extrarrenales, presentando ambas una gran variabilidad intra e

interfamiliar.

1.2.5.1 Afectacion renal

Aumento del tamafio y del numero de los quistes renales

En la PQRAD se produce, en cualquier punto de la nefrona pero sobretodo a nivel
de los tubulos colectores renales, la aparicion progresiva de quistes y el
crecimiento de los mismos que conduce a un aumento del tamafio renal.

Los pacientes con variantes patogénicas en el gen PKD1 desarrollan quistes
renales a edades mas tempranas que los que tienen variantes patogénicas en el
gen PKD2, por lo tanto, en PKD1 la edad inicio de TRS es a edades mas
precoces.’?

La velocidad de crecimiento renal esta relacionada de forma inversa con la
velocidad de empeoramiento de la funcién renal de acuerdo al estudio publicado
por el grupo CRISP (del acrénimo en inglés Consortium of imaging Studies to
Assess the progression of Polycystic Kidney Disease) en el afio 2006.%
Posteriormente se observd que el tamafio renal ajustado por altura era un gran
predictor para definir el deterioro de la funcion renal individual durante un periodo
de 8 afios,® por lo que se disefi6 un modelo predictivo que incluia el VRT
ajustado por altura, edad y filtrado glomerular estimado (FGe) para poder
pronosticar el declive del FGe en PQRAD."®

Alteracion de la funcion renal

En etapas tempranas de la PQRAD, se produce una reduccién en la capacidad de
concentracion de la orina e hiperfiltracion. Ante esta dificultad para concentrar la
orina, se produce un aumento de la vasopresina que podria contribuir a un mayor
desarrollo de quistes renales.®® Esto contribuiria a una mayor hiperfiltracién
glomerular con hipertension arterial (HTA) asociada y progresion a ERC-G5 con

TRS.®8" Respecto a los valores de creatinina, éstos permanecen normales hasta
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edades avanzadas, pero una vez que empieza a decaer la funcién renal, el
declive del FGe es de alrededor 2-6 ml/min/afio® estando en TRS el 50% de los
pacientes con PQRAD a los 60 afios.

Por otra parte, se ha observado que la reduccién en la excrecibn de amonio
favoreceria el desarrollo de litiasis de oxalato calcico y acido Urico, asociado al
bajo pH urinario y a la hipocitraturia, siendo el desarrollo de litiasis mas frecuente
en los pacientes con PQRAD.%¥%

En estos ultimos afios, se han realizado varias investigaciones describiendo la
importancia de la copeptina plasmatica en PQRAD, ya que se considera un
marcador endégeno de la vasopresina que se asocia con el cambio del VRT* y
de forma negativa con el flujo sanguineo renal y el FGe por lo que puede ser muy

atil como predictor clinico-analitico.®™*

Dolor de causa renal

El grado de dolor es muy variable, puede estar relacionado con el gran tamafio
renal que produce malestar abdominal con sensacion de plenitud, hasta dolor
causado por hemorragias quisticas, litiasis, infecciones quisticas y de forma

esporéadica por tumores.*%

Nefrolitiasis
Aproximadamente el 20% de los pacientes con PQRAD tienen litiasis renales® de
oxalato célcico y/o acido urico, debido al estasis urinario y a factores metabdlicos

como se comenté previamente. 940

Infeccion quistica

La mayoria de las infecciones se producen por bacilos Gram negativos. Los
pacientes pueden presentar fiebre, aumento de los reactantes de fase aguda y
dolor abdominal. Muchas veces los cultivos de orina y sangre suelen ser
negativos y es necesario realizar una prueba radiologica que identifique el quiste
infectado. Este tipo de infecciones, a pesar del tratamiento correcto, pueden

recidivar.%%%>°7
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Hipertension arterial

La HTA comienza a desarrollarse antes del deterioro de la funcidén renal. Se
caracteriza por ser una HTA sal sensible, produce un aumento de la fraccion de
filtracion y de la resistencia vascular periférica, con leve o nulo aumento del
volumen extracelular y afectacion cardiolégica.

El tratamiento precoz de la HTA disminuye la aparicion de proteinuria, hematuria y
enlentece el deterioro de la funcion renal. Ademas disminuye la morbimortalidad
relacionadas con la afectacion valvular cardiaca y las complicaciones

maternofetales durante el embarazo.**%*%

Carcinoma renal
La frecuencia de carcinoma renal en pacientes con PQRAD es similar a la de la

poblacién general.>*1%

1.2.5.2 Manifestaciones extrarrenales

Afectacion hepética

La poliquistosis hepatica es la afectacion extrarrenal mas frecuente en la PQRAD.
La prevalencia aumenta con la edad de acuerdo a los hallazgos por resonancia
magnética del estudio CRISP, siendo del 58% para los individuos entre 15-24
afios, 85 % entre 25-34 afios y del 94% para aquellos entre 35-46 afios.'®*

Se ha observado que el grado de afectacion hepatica no se relaciona con el tipo
de variante genética (truncante o no truncante), ni con el gen causante (PKD1 o
PKD2).10?

Los quistes hepaticos no suelen dar sintomas y no causan insuficiencia hepatica.
Cuando producen sintomatologia, se debe al efecto de masa y compresién con
estructuras vecinas como la vena cava inferior, las venas hepéaticas o los
conductos biliares, asi también como el efecto de la distension abdominal que
produce dolor, disnea, sensacion de plenitud, etc.*>%® También pueden presentar
complicaciones como hemorragias, infecciones o rupturas.

La afectacion hepatica es mayor en mujeres con multiples embarazos, con
tratamiento hormonal durante la menopausia o0 en aquellas que toman

anticonceptivos orales a base de estrogenos.*® La menor presencia hormonal en
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mujeres postmenopausicas probablemente se relacione con una reduccion de la

afectacion hepatica.'%?

Afectacion pancreatica
La presencia de quistes en el pancreas es del 8% aproximadamente en individuos
con PQRAD, suelen ser asintomaticos y rara vez se asocian con pancreatitis

recurrentes.'%

Aneurismas intracraneales

Ocurren en el 10% de los individuos con PQRAD'®

y su prevalencia es mayor
cuando existen antecedentes familiares de aneurismas intracraneales o
hemorragia subaracnoidea. La mayoria son asintomaticos pero en caso de
ruptura, ésta se produce a edades mas tempranas que en la poblacién general

(39 versus 51 afios).®

Quistes en otros érganos

Se han descrito quistes en las vesiculas seminales, en la membrana aracnoidea y
diverticulos meningeos. Estas afecciones suelen ser asintomaticas y no requieren
control de su evolucién.*

Es importante destacar, que los ovarios poliquisticos no se relacionan con la
PQRAD.106,107

1.2.5.3 Poliquistosis renal autosomica dominante y complejo esclerosis tuberosa:

sindrome de genes contiguos TSC2/PKD1

El sindrome de genes contiguos TSC2/PKD1 aparece en alrededor del 2% de los
casos de CET. Generalmente esta causado por una delecién que elimina total o
parcialmente tanto el gen PKD1 de la PQRAD como el gen TSC2 del CET, debido
a que ambos genes estan localizados adyacentes en el cromosoma 16.211981%9 | 5
delecién de ambos genes se expresa con un fenotipo de PQRAD grave e inicio
precoz, asociado con manifestaciones clinicas del CET. Esta enfermedad se

hereda con un patrén de transmision autosomico dominante.
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La lesién renal mas frecuente en pacientes con CET son los angiomiolipomas
(AML), con una prevalencia del 55-80%, constituyendo la mayor causa de
morbimortalidad en adultos con esta entidad. Los AML son tumores benignos
compuestos por tejido adiposo, musculo liso y vasos sanguineos. Su principal
complicacion es la hemorragia, que aparece principalmente en lesiones > 4 cm o
en microaneurismas > 5 mm.**°

El diagndstico del sindrome de genes contiguos se basa en la deteccion prenatal,
al nacimiento o durante los primeros meses de vida de riflones aumentados de
tamafo, que sugieren un cuadro de PQRAD precoz y grave. Habitualmente los
pacientes presentan sintomas o0 signos sugestivos del CET, generalmente
neuroldgicos, dada su temprana edad. Caracteristicamente, la ausencia de
antecedentes familiares de PQRAD, la progresion y la gravedad de la PQRAD,
junto con el cuadro clinico de CET, permiten identificar el sindrome de genes
contiguos TSC2/PKD1. Ante la sospecha de este diagndstico, se deben excluir
otras entidades que cursan con quistes renales, como la PQRAR vy la displasia

renal quistica por variantes patogénicas del gen HNF1B, entre otras.?

1.2.5.4 Diagnéstico diferencial

Se realizara con patologias genéticas y no genéticas que se caractericen por la
presencia de quistes renales como la nefropatia tubulointersticial autosémica
dominante, la PQRAR, la poliquistosis hepatica autosémica dominante, la
nefropatia HNF1B, el sindrome de Von Hippel Lindau, el sindrome oro-facio-
digital, los quistes adquiridos por la enfermedad renal cronica avanzada, las

neoplasias quisticas, etc.!%%*°

1.2.6 Predictores de progresion de la enfermedad renal en PQRAD

Los factores de progresion que pueden influir en la evolucién a ERC e inicio de
TRS en la PQRAD se pueden clasificar en: clinicos, de laboratorio, ambientales,

radiolégicos y genéticos (Figura 5).
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1.2.6.1 Predictores clinicos

Los individuos con diagndstico precoz de HTA, episodios de macrohematuria y

rupturas quisticas frecuentes presentan un peor pronéstico de la funcién renal.***~

113

1.2.6.2 Predictores ambientales

La cafeina, la alta ingesta proteica, la baja ingesta de agua, y el habito tabaquico
se han asociado a un peor prondstico de la funcion renal. Recientemente se han

publicado dos articulos en los que se describe que probablemente la cafeina no

tiene relacion con la evolucion de la PQRAD, pero se necesitan mas estudios para
114-121

validar estos datos.

Rupturas

Diagnostico Hematuria

precoz de HTA macroscopica quisticas

Predictores
clinicos

Declive precoz
del FGe

Baja ingesta
de agua

Ingesta de
cafeina

Proteinuria

PQRAD
con rapida
progresion

Predictores
ambientales

Predictores de
laboratorio

Alta ingesta de
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Aumento de

Habito ;
copeptina

tabdquico

Predictores Predictores
radioldgicos genéticos

Flujo Variantes
sanguineo truncantes en
renal PKD1

Enfermedad
por PKD1

Figura 5: Factores de progresion a enfermedad renal crénica grado 5 y terapia renal sustitutiva en poliquistosis renal
autosémica dominante (PQRAD). (FGe: filtrado glomerular estimado; HTA: hipertension arterial; VRT: volumen renal

total)Adaptacién del articulo de Schrier et al.'?

33



1.2.6.3 Predictores de laboratorio

El descenso del FG en etapas tempranas de la enfermedad es un signo de mal
pronéstico renal. La albuminuria, la proteinuria y los niveles elevados de copeptina

se han asociado a un peor prondéstico renal en pacientes con PQRAD.%891793

1.2.6.4 Predictores genéticos

Los pacientes con variantes patogénicas en el gen PKD2 tienen un mejor
prondstico renal que los PKD1, con una edad media de inicio de TRS de 79 afios
versus 58 afios respectivamente. Por otra parte, las variantes truncantes en PKD1
tienen peor pronéstico renal (edad de inicio de TRS: 55,6 afios) que las no-
truncantes (edad de inicio de TRS: 67,9 afios).”*'**?* También se han descrito
algunos casos de fenotipos atipicos, intermedios o leves, atribuidos a la presencia

de alelos hipomoérficos en los genes PKD">76125-128

129

0 a genes modificadores como
se ha comentado previamente.
La combinacién de factores clinicos y genéticos, han facilitado la creacién de un
algoritmo de prediccién denominado PROPKD score (Figura 6), que facilita la
estratificacion del riesgo del declive del FGe y la progresion a ERC y TRS en
individuos con PQRAD.1#130
Para utilizar este score de riesgo para enfermedad rapidamente progresiva se
utilizaron las variables: sexo, tipo de variante genética (PKD1/PKD2, truncante/no-
truncante), eventos urologicos y/o presencia de HTA antes de los 35 afios.

Varén: 1 punto

Hipertension arterial < 35 afios: 2 puntos

Primer evento urolégico < 35 afos (hematuria macroscépica, dolor en flanco o

infeccion quistica: 2 puntos

Variante genética en PKD2: 0 puntos
Variante no truncante PKD1: 2 puntos

Variante truncante en PKD1: 4 puntos

Score > 6 puntos
Predice rapida
progresion a TRS
antes de 60 afios
(VPP: 90.6%)

Score < 3 puntos
Excluye la progresion a
TRS antes de 60 afios

(VPN: 81,4%)

Figura 6: PROPKD score para valorar rapida progresion en poliquistosis renal autosémica dominante. TRS: terapia renal

sustitutiva; VPN: valor predictivo negativo, VPP: valor predictivo positivo. Adaptado de Cornec-Le Gall E. et al.**®
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1.2.6.5 Predictores radiologicos

El incremento en el VRT se produce a lo largo de la evolucion clinica de la
PQRAD. Sin embargo, durante un largo periodo de tiempo, debido a la
hiperfiltracion glomerular, la funcién renal se mantiene normal a pesar del
aumento del VRT."!

El estudio CRISP ha demostrado, mediante un seguimiento con pruebas
radiolégicas durante 13 afios, que el VRT ajustado por altura predice la velocidad
del deterioro de la funcién renal en PQRAD.?**3? A partir de este estudio, se pudo
asignar una categoria a cada grupo de pacientes, de acuerdo a la velocidad de
crecimiento anual del VRT ajustado por altura (1A <1,5%; 1B: 1,5-3%; 1C: 3-
4,5%; 1D: 4,5-6% y 1E >6%). EI VRT se midié6 mediante RM o TC aplicando la
formula del elipsoide (Figura 7). La combinacién de datos demogréficos,
radiolégicos y de la funcion renal han facilitado la creacion de una herramienta de
prediccidon denominada clasificaciéon por imagen de la Clinica Mayo (Figura 8),
que facilita la estratificacion del riesgo del declive del FG y la progresion a inicio
de TRS en individuos con PQRAD.**

La longitud renal > 16,5 cm mediante ecografia en pacientes < 45 afios también
ha demostrado ser una herramienta (til para valorar la RP en PQRAD.***

right kidney left kidney

Figura 7: Segmentacién renal en rifiones con poliquistosis renal autosémica dominante aplicando la férmula del elipsoide.

Extraido de Kanishka Sharma et al.**®
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Figura 8: Clasificacion radioldgica en poliquistosis renal autosomica dominante, que predice los cambios en el
filtrado glomerular. A) La clasificacién de los grupos A a E se basa en el volumen renal total ajustado por la altura (htTKV)
y la edad en el momento de la imagen, suponiendo unas tasas de crecimiento renal de < 1.5%, 1.5-3%, 3-4.5%, 4.5-6 %, o
>6% por afio y un htTKV inicial teérico de 150 ml/m; los puntos de colores corresponden a los pacientes en el panel B. B)
Resonancias magnéticas de 3 pacientes de 41 afios de edad para las clases A (abajo), C (medio) y E (arriba),
respectivamente. C) Declive del filtrado glomerular estimado en una cohorte de 376 pacientes estratificados por clase de
imagen (20.23, 21.33, 22.63, 23.48 y 24.78 ml/min/1.73m? por afio para las clases A a E, respectivamente. Extraido de

Chebib and Torres.™*®

En funcién de estos predictores, en el afio 2016, en vista de la aprobacion de un
tratamiento por la agencia europea del medicamento para la PQRAD (tolvaptan),
el grupo de trabajo europeo Working Group Inherited Kidney Diseases (WGIKD)
public6 un algoritmo que facilitaba la identificacion de los pacientes con
enfermedad rapidamente progresiva para beneficiarse del tratamiento.®

El algoritmo consistia en varios pasos, de acuerdo con ciertos rangos de FGe y
rangos por edades, la valoracion retrospectiva del declive del FGe y del VRT, el
tamafio renal por ecografia, el PROPKD score y los antecedentes familiares
(Figura 9). Actualmente este algoritmo ha quedado obsoleto tal como se

menciona en la pagina web de la European Renal Best Practice.
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Estadio de ERC seguin edad

18-30 afios: ERC 1-3a (FGe > 45 ml/min/1.73m?)
30-40 afios: ERC 2-3a (FGe 45-90 ml/min/1.73m?)
40-50 afios: ERC 3a (FGe 45-60 ml/min/1.73m?)

si no
Declive histérico del FGe , sin otras causas mds alld de la PQRAD :
1}  Declive FGe = 5 ml/min/1.73m?en un afio y/o
2}  Declive FGe = 2,5 ml/min/1.73m? al afio durante 5 o méas afios no
No datos o datos no fiables (] ERC 1)

Aumento del VRT retrospectivo::
VRT (altura) aumenta mas del 5% por afio en = 3 medidas separadas =6 meses
Preferiblemente por RM (ecuacion del elipsoide) o por otro métode fiable (TC) no

No datos o datos no fiables

Prediccidn de la progresién en base a VRT basal {altura/edad) y/o genotipo/clinica:
1) Compatible con clasificacion Mayo 1C, 1D, 1E o longitud por ECO >16.5 cm en < 45 afios y/o
2) Mutacién truncante en PKD1 + sintomas precoces de |2 enfermedad (ej puntuacién PRO-PKD »6) | NO

No datos o datos no fiables

Prediccion de la progresion basada en la historia familiar:
Familiares que alcanzaron ERCT £ 58 afios

si si si si no
Progresion rapida Progresion rapida probable Progresion rapida posible Progresion lenta o relacion
FGeledad fuera
Indicacicn de tratamiento | Indicacion de tratamiento Re evaluar 3-5 afios Indicacion de tratamiento

Figura 9: Algoritmo de prediccion de rapida progresion de poliquistosis renal autosémica dominante (PQRAD). ECO:
ecografia renovesical, ERC: enfermedad renal crénica, ERCT: enfermedad renal crénica en terapia renal sustitutiva, FGe:

filtrado glomerular estimado, VRT: volumen renal total, Adaptacion de Gansevoort et.al.?’

1.2.7 Tratamientos para la poliquistosis renal autosdmica dominante

1.2.7.1 Antagonistas de la vasopresina

El tolvaptan es un antagonista de los receptores V2 de la vasopresina, que se
expresan en la nefrona distal (tibulo colector), enlenteciendo el desarrollo de los
quistes renales y la progresion a ERC con TRS en individuos con PQRAD. Este
farmaco disminuye los niveles de AMPc en las células quisticas, lo cual conduce a
disminuir la secrecion de fluidos al interior del quiste, asi como la proliferacion
celular. Probablemente se encuentra involucrado en otros mecanismos
adicionales de renoproteccion, como ciertos efectos sobre la hemodinamica renal
(hiperfiltracion glomerular o efecto antiinflamatorio).

Se han realizado estudios aleatorizados con mas de 1000 pacientes, que han

demostrado que el tolvaptan reduce el incremento del VRT, mejorando los
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sintomas provocados por el volumen renal, como el dolor. En el estudio TEMPO
3:4 (1445 pacientes de 18-55 afios con Creatinina > 60 ml/min/1.73m? y VRT>
750 ml con una duracién de 3 afios) se ha demostrado que tolvaptan, reducia el
crecimiento del VRT en un 49% y la caida del FGe por la inversa de la creatinina
plasmatica un 26% comparado con placebo.*!

Posteriormente se realiz6 una extension de este ensayo denominado TEMPO 4:4,
que demostrd la persistencia de los efectos positivos del farmaco sobre el FGe,
de manera que el inicio precoz del tolvaptan se asocié a una mejor conservacion
de FG.® Por otro lado, se llevé a cabo el estudio REPRISE, incluyendo pacientes
hasta ERC-G4 y con edades entre 18-65 afios, demostrando una reduccion de la
caida del FGe del 35% (2,34 vs 3,61 ml/min/1,73m? en el grupo tratado con
tolvaptan vs placebo) al afio de tratamiento.”? También se ha realizado un
seguimiento durante 11 afilos en pacientes en tratamiento con tolvaptan,
demostrando su efecto a largo plazo.™*® A la vista de estos resultados, en el afio
2015, la Agencia Europea del medicamento aprob6 este farmaco para los
pacientes con PQRAD y enfermedad rapidamente progresiva.™**

Respecto a los efectos adversos del tolvaptan, entre el 65-95% de los pacientes
presentan acuaresis, por lo que los pacientes deben mantener una correcta
ingesta liquida para evitar deshidratacion e hipernatremia. También se han
descrito casos de hepatotoxicidad idiosincratica, poco frecuente, pero con
posibilidad de dafio hepatico grave. Ademas, puede producir aumento del acido

drico con ataques de gota.”*

1.2.7.2 Inhibidores de mTOR

Los inhibidores de mTOR (everolimus, sirolimus y rapamicina) no han demostrado

ser eficaces en varios ensayos clinicos. 44

1.2.7.3 Anéalogos de la somastotatina

La somatostatina produce una inhibicion de la secrecion de fluidos y de la
proliferacién celular,*® por lo que el efecto de los anélogos de la somatostatina

consiste en retrasar el aumento del volumen renal y disminuir el deterioro de la
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funcién renal.***'*” Sin embargo, en el estudio ALADIN fase 3, un analogo
denominado octreotide no ha demostrado asociacion significativa en el
enlentecimiento del deterioro de la funcion renal ni en la disminucion del VRT
después de 3 afios de tratamiento.®® Se realiz6 otro ensayo, denominado
DIPAK1 que incluia pacientes con PQRAD avanzada (FGe 30-60 ml/min/1,73mz?)
tratados con lanreotide, pero tampoco demostro ser eficaz en la disminucion del
FGe aunque si demostré una disminucién significativa del aumento del VRT.*4%10
Si bien el efecto de estos analogos no es muy prometedor a nivel renal, sucede lo
contrario a nivel hepético, en donde el tratamiento prolongado disminuye el
volumen de los quistes hepaticos de la PQRAD, pero vuelven a aumentar de
tamafio al suspender el tratamiento.*4"1°1152

Estos farmacos tienen efectos adversos como alteraciones gastrointestinales
(diarrea, dolor abdominal y flatulencia), colelitiasis, mayor numero de infecciones

a nivel hepatico y tendencia a la hiperglucemia.**

1.2.7.4 Tratamiento de la hipertension arterial

El consenso de KDIGO sobre PQRAD vy el de la Sociedad Espafiola de Nefrologia
recomiendan cambios en el estilo de vida, mantener un peso adecuado, realizar
ejercicio fisico aerdbico de forma regular, abandonar el habito tabaquico y limitar
el consumo de sal.*>*

Dado que el principal mecanismo etiolégico de la HTA parece ser la activacion del
sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), los IECA y ARA Il deben ser los
farmacos antihipertensivos de primera linea.*®® El uso combinado de IECA y ARA
II, de acuerdo al estudio HALT, no demostro beneficios adicionales sobre el uso
individual ni en progresion de la PQRAD ni en perfil cardiovascular, por lo que su
uso conjunto no esté contraindicado pero no se recomienda.’®® Los blogueantes
de los canales de calcio (por su tedrico efecto en la deplecion de calcio
intracelular, ya de por si disminuido) y los diuréticos (porque producen activacion
el SRAA) deberian reservarse para los casos de HTA resistente y para aquellos
pacientes con ERC avanzada y sobrecarga hidrica, con lo que los
betabloqueantes serian los farmacos antihipertensivos de segunda linea.’*® A
pesar de estas consideraciones tedricas sobre los diuréticos, en los estudios
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HALT, la segunda linea de tratamiento tras el bloqueo del SRAA fue un diurético,
en consonancia también con las recientes guias europeas sobre HTA en la

ERC™ Yy la tercera, metoprolol.®

1.2.7.5 Otros tratamientos

Se han identificado otras posibles dianas terapéuticas que podrian enlentecer el
crecimiento de los quistes renales en la PQRAD, por lo que se encuentran en
marcha estudios con inhibidores de la HMG-CoA reductasa, farmacos
antiproliferativos e incluso la elevada ingesta de agua. También se esta
estudiando el efecto de la metformina, vitamina B3 o niacinamida, venglustat,

terapias con microRNAs, etc.®

1.3. Sindrome de Alport

1.3.1 Generalidades

El SA es una entidad sistémica de causa genética que se caracteriza por
afectacién renal, auditiva y ocular en diferentes grados segun el patron de
herencia. La incidencia es de 1/1000 nacidos y aproximadamente el 60% de los
casos presentan herencia ligada al cromosoma X, el 15% un patron de herencia
autosomica recesiva y, en creciente aumento diagndéstico, cerca del 20% de los
casos presentan a un patrén autosémico dominante. Estos porcentajes estan
cambiando de acuerdo a las Ultimas publicaciones en estudios basados en
secuenciacion masiva en los que se ha observado que la segunda causa
monogénica de ERC y TRS se debe a variantes patogénicas en los genes del
colageno IV (COL4A3 9%, COL4A4 7% y COL4A5 14%).>® Durante mucho tiempo
se han descrito 4 entidades aparentemente diferentes a nivel clinico pero con la
misma alteracion genética: 1) hematuria familiar benigna, 2) enfermedad de la
membrana basal delgada, 3) portadores de SAAR y 4) SAAD. Estas 4 entidades

se caracterizan a nivel molecular por una variante patogénica en heterocigosis en
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uno de los genes COL4A3 y COL4A4; pero clinicamente la 12 entidad asume que
los individuos se mantienen con microhematuria sin llegar a ERC y TRS, la 22
hace referencia a un hallazgo histolégico en un momento dado sin aparente
evolucion a ERCy TRS, la 32 describe a los progenitores de pacientes con SAAR
que pueden o no tener afectacion renal y la 42 describe los casos de
microhematuria familiar que evolucionan a TRS. Existe una amplia discusion a
nivel de expertos mundiales en como unificar el nombre de estas 4 entidades.
Tanto nuestro grupo como muchos otros apoyan el nombre de SAAD para
englobar estas 4 entidades que comparten una misma causa genética y a nivel
clinico pueden manifestarse en diferentes estadios evolutivos con un amplio

espectro fenotipico (Figura 10).

Portadores del Alport
autosémico recesivo

1

Variante en heterocigosis Variante en heterocigosis Variante en heterocigosis
en COL4A3 0 COL4A4 en COL4A3 0 COL4A4 en COL4A3 0 COL4A4

Autosémica dominante Autosdmica dominante Autosdmica dominante

Hematuria +/-Hematuria Hematuria

+/- Proteinuria Proteinuria

ERC
, |

Baja prevalencia de TRS Baja prevalenciade TRS Moderadaprevalencia

¢Esla misma entidad?

Figura 10: Espectro clinico de los individuos con variantes genéticas en heterocigosis de los genes COL4A3 y COL4A4.

ERC: enfermedad renal cronica. TRS: terapia renal sustitutiva.
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1.3.2 Evolucion histérica del sindrome de Alport

En 1927 Cecil Alport describié una familia con varios miembros con hematuria,
hipoacusia y ERC.* Varios afios mas tarde en 1966, Kefalides fue el primero en
describir la presencia de colageno IV en la MBG™® y en 1970 se identifica
mediante microscopia electronica la MBG como la estructura alterada en el SA,
caracterizada por presentar un adelgazamiento y engrosamiento irregular
multilaminado.™’

El descubrimiento de los genes causantes del SA se produjo dos décadas mas
tarde: en 1990 se identificé el gen COL4Ab5, localizado en el cromosoma Xg22.3, y
en 1992 y 1994 se identificaron los genes COL4A3 y COL4AA4,
respectivamente. 8161

El SA pertenece a un grupo de enfermedades englobadas como hematurias
familiares. Desde la introducciéon de la secuenciacion masiva de genes, el
diagnéstico genético de las hematurias familiares ha ido en aumento,
describiéndose variantes patogénicas no sélo en los genes del colageno 1V, sino
gue también se ha ampliado el abanico de enfermedades con la descripcion de
nuevos genes causantes de hematurias familiares como el gen CFHRS5
involucrado en patologias del complemento, el gen MYH9 causante del sindrome
de Epstein, el gen FN1 causante de glomerulopatia por depdsitos de fibronectina
autosémica dominante entre otros.'®? Ademaés, se ha observado que cerca del
30% de los casos esporadicos y familiares de GESF analizados mediante WES,
son de causa genética con notable presencia de variantes genéticas en los genes

del colageno IV, 35163166

1.3.3 Bases moleculares del sindrome de Alport

Las membranas basales son las estructuras que sostienen las células epiteliales y
endoteliales. El colageno tipo IV es el mayor componente de las membranas
basales y esta formado por una familia de proteinas comprendidas por 6 cadenas
gue se denominan desde ol hasta o6. Cada una de estas cadenas tiene un
dominio colageno, un dominio no colageno C-terminal (NC1) y un dominio no

coldgeno N-terminal (7S). El dominio coldgeno esta formado por residuos que
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contienen una secuencia en triplete repetitiva de Glicina (Gly-X-Y), en donde X e
Y representan una variedad de otros aminoAcidos.'®"'®® Estas cadenas se
asocian en trimeros formando una triple hélice denominada protémero. El
ensamblaje comienza por el dominio NC1 mediante el establecimiento de puentes
disulfuro para los que los residuos cisteina son fundamentales y progresa hacia el
domino 7S (Figura 11).

Type IV collagen chains Protomers
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Figura 11: Organizacion de la triple hélice del colageno tipo IV. Extraido de Hudson B et al.*®®

La dimerizacion de dos protdmeros a través de los dominios C-terminales y la
tetramerizacion de 4 protobmeros mediante enlaces covalentes establecidos por

los dominios N-terminales da lugar a la red de colageno IV (Figura 12).*"°

Figura 12: Esquema de dos moléculas uniéndose por su extremo no colageno (NC) y 4 moléculas uniéndose por su

dominio 7S, formando como una red. Extraido de Gubler MC.*"

El coldgeno tipo IV es secretado por las células endoteliales y epiteliales
formando redes poligonales, que interactian con lamininas, nidogenos,
proteoglicanos y otras glicoproteinas para formar las membranas basales. Estos
enlaces forman un andamiaje para el depdésito de otras glucoproteinas de la

matriz y para la union celular.
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A nivel renal, la barrera de filtracion glomerular comprende tres capas: podocitos,
la MBG vy células endoteliales. Esta barrera capilar, es una pared especializada
que permite una ultrafiltracion selectiva mientras retiene las células circulantes y
las proteinas plasmaticas. La barrera es selectiva al tamafio y la carga de las
moléculas plasmaticas (Figura 13).1"1173

En el desarrollo normal del rifion, las cadenas de colageno IV al y a2 predominan
en la MBG primitiva de los glomérulos inmaduros. La formacion de asas capilares
dentro de los glomérulos en maduracion estd asociada con la sustituciébn por
cadenas de colageno IV a3, a4 y a5 en la MBG.

A medida que progresa la maduracién glomerular, las cadenas a3, a4 y a5 se
convierten en las cadenas de colageno IV predominantes en la MBG.

En el SA, la ausencia o la subexpresion de las cadenas de colageno IV a3, a4, a5
y posiblemente a6 en la MBG, se traduce en una MBG débil ante noxas diversas

y su dafo progresivo causa microhematuria y proteinuria (Figura 13).

Glomerular
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Figura 13: Fisiopatologia de la proteinuria en el sindrome de Alport (SA). La barrera de filtracion glomerular normal
(izquierda) formada por la membrana basal glomerular (MBG), el colageno IV a3a4a5, laminina a5B82y1, células
endoteliales normales y podocitos normales, es generalmente impermeable a la albdmina. En el SA (derecha), la MBG
contiene colageno IV a1a2a1 e isoformas de laminina ectépica, que alteran la expresion de los receptores de la matriz y la
distribucion de las proteinas del citoesqueleto, provocando el borramiento de los pies de de los podocitos, cambios en los
receptores y aumentando la secrecion de proteinasas. La secrecion de endotelina-1 por las células endoteliales del SA
activa las células mesangiales. En conjunto, estos cambios degradan barrera de filtracién y alteran la permeabilidad.

Extraido de Abrahamson et al.*™

Una variante genética patogénica que afecta a una de las tres cadenas que
conforman la red a3/a4/a5 del colageno IV, no solo altera esa cadena sino
también las otras dos cadenas y, en consecuencia, provoca la desestructuracion
de la MBG.
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La mayoria de las variantes genéticas de cambio de aminoé&cido, en inglés
denominadas missense, en los genes del colageno IV, se producen en codones
codificadores de glicina del dominio colageno (Gly-X-Y). La presencia de un
aminoacido de mayor tamafio o0 estructura quimica muy distinta en una posicion
de glicina, presumiblemente creara un plegamiento anémalo de la triple hélice
exhibiendo una mayor susceptibilidad a la protedlisis. La posicion de la glicina
sustituida, o el aminoacido sustituyente en si mismo, puede influir en el

plegamiento de la proteina y posiblemente en la gravedad del fenotipo clinico.*”

1.3.4 Diagnéstico del sindrome de Alport

1.3.4.1 Diagndstico clinico

Los pacientes con SA pueden presentar hematuria, proteinuria, ERC, HNB y
alteraciones oculares. Suelen tener antecedentes de familiares con uno o mas

sintomas, pero también pueden ser casos de novo.'"
1.3.4.2 Diagna@stico genético

Es el gold standart para el diagnéstico del SA.}"®*"" Se puede realizar mediante
secuenciacion masiva de un panel de genes que incluya Unicamente los 3 genes
responsables del SA COL4A3, COL4A4 y COL4A5, aunque es aconsejable que el
panel incluya también otros genes causantes de glomerulopatia o ERH para
facilitar el diagnostico diferencial con otras hematurias familiares, sobre todo en
los pacientes con clinica atipica.>*!’® También se puede realizar el diagnéstico
genético del SA mediante WES.*

1.3.4.3 Biopsia renal

Actualmente no se utiliza de rutina, excepcionalmente se indica para aquellos

casos con un aumento notable de la proteinuria o deterioro de la funcion renal que
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no presenten una evolucion habitual de la enfermedad y se sospeche otra
patologia renal asociada.

Las cadenas de colageno IV tienen una amplia distribucion en los tejidos
corporales (Tabla 3), lo cual ha permitido estudiar al SA mediante analisis de los
tejidos cuando el diagndstico genético era menos accesible.

En el microscopio 6ptico, los hallazgos histologicos en etapas tempranas suelen
ser normales o puede observarse una ligera hipertrofia de los podocitos con
rigidez de la pared capilar. Con la evolucion de la enfermedad, se puede observar
un engrosamiento focal y segmentario de la MBG con las tinciones de plata,
asociado a un engrosamiento mesangial progresivo. Posteriormente se observa
GESF, luego difusa, que termina conduciendo a la esclerohialinosis renal
completa. En el andlisis por microscopia electrénica de la biopsia renal la lesion
histologica caracteristica de SA es la alternancia entre engrosamiento y
adelgazamiento difuso de la MBG con contornos exteriores e interiores irregulares
(Figura 14).

También se ha descrito la presencia de células espumosas a nivel intersticial,
sobre todo en pacientes con proteinuria importante mantenida. La
inmunofluorescencia es inicialmente negativa; sin embargo, se pueden observar
depodsitos débiles e irregulares de 1gG, IgM, Clg y/o C3. Ninguna de las
alteraciones anteriores observadas al microscopio 6ptico son especificas.'”
Utilizando anticuerpos monoclonales, en alrededor del 70-80% de los varones, la
biopsia renal muestra una ausencia de las cadenas de colageno IV a3, a4 y o5 en
la MBG y en la membrana basal tubular distal, ausencia de o5-a6 en la capsula
de Bowman y en membranas basales del tubulo colector. Esta distribucion
anormal esta asociada a una fuerte expresion de las cadenas al-a2 del colageno

IV en la MBG que habitualmente se expresan en el mesangio.

1.3.4.4 Biopsia de piel

La biopsia de piel no se utiliza para diagndstico del SA actualmente. Los varones
con SALX pueden no tener expresion de la cadena del colageno IV o5 a nivel de
la membrana basal de la epidermis, facilitando la orientacién diagnostica ante un

cuadro de hematuria familiar, proteinuria y/o sintomas extrarrenales. Mediante
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anticuerpos monoclonales, los pacientes con SALX, muestran ausencia de las
cadenas de colageno IV o5-a6 en la membrana basal epidérmica donde

normalmente se encuentra presente.

Tabla 3: Distribucion del colageno IV en los tejidos

Figura 14: Sindrome de Alport. Microscopia éptica (A-C): A) Hipertrofia de podocitos en una muestra de biopsia
temprana (Tricrémico-verde claro x250), B) Rigidez y engrosamiento moderado de la membrana basal glomerular (MBG) y
esclerosis glomerular segmentaria (Tricromico-verde claro x250), C) Engrosamiento irregular de la MBG (Metenamina de
plata x450). Microscopia electronica (D—F): D) Distribucion irregular de segmentos gruesos y delgados de la MBG
(acetato de uranilo-citrato de plomo x7000), E) MBG difusamente delgada (acetato de uranilo-citrato de plomo x11000, F)
Microscopia de inmunogold. Anticuerpo anti-cadena 1 (IV): distribucién de la particula de oro dentro del espesor total de la

MBG (x8000). Extraido de Heidet L. and Gubler M.C.*"
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1.3.5 Manifestaciones clinicas

1.3.5.1 Afectacion renal

La microhematuria suele ser constante en el SA. Los varones con SALX tienen
microhematuria desde edades tempranas y algunas veces suelen presentar
episodios de macrohematuria en relacion con cuadros catarrales o de forma
independiente de los mismos. Las mujeres con SALX pueden tener
microhematuria intermitente. Los pacientes con SAAR tienen microhematuria
persistente sin diferencia entre sexos. Los pacientes SAAD (todos aquellos
individuos con variantes patogénicas en heterocigosis en los genes COL4A3 y
COL4A4), pueden tener microhematuria persistente o intermitente.

La albuminuria en las enfermedades renales cronicas como en el SA, es un
indicador temprano de dafio renal con potencial progresion a proteinuria, ERC e
inicio de TRS. 80181

Los varones con SALX desarrollan proteinuria y cerca del 60% evolucionan a
ERC con TRS antes de los 30 afios y el 90% antes de los 40 afios.®?

En el pasado se consideraba que las mujeres con SALX so6lo eran portadoras de
la enfermedad debido a la presencia de dos cromosomas X como factor protector.
Sin embargo, se ha observado que el 12% de las mujeres con SALX desarrollan
ERC-G5 con inicio de TRS hacia los 40 afios, el 30% a los 60 afios y el 40% a los
80 afios.'®® Recientemente se ha publicado un articulo de una cohorte japonesa
de 275 mujeres con SALX, cuya edad media de supervivencia renal es de 65
afios.’® Las mujeres con SALX no deberian ser donantes renales de sus hijos
debido al propio riesgo de ERC e inicio de TRS, por eso es muy importante
determinar si las madres presentan la variante patogénica COL4A5 identificada en
el hijo, ya que alrededor del 15% de los varones afectos presentan una variante
COL4A5 de novo.'’®!® Las mujeres con SALX deberian considerarse como
Gltima opcién como donantes renales.

La mayoria de los pacientes con SAAR desarrollan proteinuria significativa en
edades pediatricas o en la adolescencia, alcanzado ERC-G5 y TRS antes de los

30 afios.”®
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Se han publicado cohortes pequefias con SAAD, la mayoria de ellas sesgadas
por un fenotipo preestablecido. La evolucion a ERC-G5 y TRS en los pacientes
con SAAD parece ser infrecuente.*®4

Cuando los pacientes con SA reciben un trasplante renal, existe la posibilidad que
desarrollen anticuerpos anti-MBG, similar a la enfermedad de Goodpasture. Estos
casos han ido disminuyendo con los afios debido a la mejoria en los tratamientos
inmunosupresores.*®’ Las mujeres con SALX no desarrollan enfermedad anti-
MBG post-trasplante renal porque su cromosoma X normal le aporta la tolerancia

para la cadena a5 del colageno IV del injerto renal.*®®

1.3.5.2 Manifestaciones clinica extrarrenales

Afectacion auditiva

El SA puede cursar con HNB que no es congénita, es decir que no se manifiesta
en el momento del nacimiento sino que aparece afios mas tarde. No suele ser
absoluta por lo que es muy infrecuente la necesidad de implantes cocleares. Se
produce debido a un defecto de adhesion del érgano de Corti a la membrana
basilar.'®® La hipoacusia se detecta mediante audiometria, observando una
reduccion bilateral para los tonos entre 2000 a 8000 Hz.

En los varones con SALX suele aparecer de forma tardia en la etapa pediatrica o
al inicio de la adolescencia y cerca del 80-90% presentan HNB hacia los 40 afios.
El grado de afectacién auditiva suele relacionarse con el grado de afectacion
renal.'®?

Las mujeres con SALX suelen presentar menor afectacion auditiva,
manifestandose a edades mas tardias incluso si la funcién renal es normal. La
hipoacusia suele estabilizarse y puede requerir la necesidad de audifonos.*8%18°
Los pacientes con SAAR suelen desarrollar HNB en la adolescencia, sin
diferencia entre sexos.

La HNB es rara en pacientes con SAAD o suele aparecer muy tardiamente, pero

no hay muchos estudios que lo demuestren.

Afectacion ocular
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Las lesiones oftalmolégicas ocurren en el 30-40% de los varones con SALX y el
tipo de lesiones suelen ser similares en los pacientes con SALX y SAAR. En
cambio, en los pacientes con SAAD y en las mujeres con SALX es mucho menos
frecuente.™®

Las lesiones oftalmoldgicas caracteristicas del SA son:

Lenticono anterior: es patognomaénica del SA, suele ser bilateral en el 75% de los
individuos y no es congénito. Aparece durante la segunda y tercera década de la
vida, se asocia a HNB e inicio de TRS antes de los 30 afios. Se caracteriza
porque la porcion central de la lente sobresale en la cAmara anterior del cristalino.
Es mucho mas frecuente en los varones, pero puede manifestarse en mujeres.'®®
La frecuencia en los varones con SALX es del 13-15 % y se relaciona mas con la
presencia de deleciones en COL4A5 o con la presencia de un codon de parada
prematuro que con las variantes genéticas de tipo missense o de splicing.'®
Maculopatia: aparece en el 14% de varones con SALX y se caracteriza por la
presencia de manchas blanquecinas granuladas en la regién perimacular. Si bien
no produce pérdida de la vision, algunos casos han desarrollado agujeros
maculares debido a un adelgazamiento importante de la retina. Se han descrito
casos en mujeres con SALX y en pacientes con SAAR. 90192

Las vesiculas endoteliales corneales y las erosiones corneales recurrentes suelen

ser frecuentes en el SA.**°

Afectacion vascular

Aneurismas: se han descrito casos de SA con aneurisma de aorta toracica y
abdominal, aneurismas muiltiples y aneurisma intracraneal.***%’

Fistulas arterio-venosas (FA-V) aneurismaticas: se ha descrito en un trabajo con
40 pacientes con SA y FA-V para dialisis, que el 55% presentaban formacion de
aneurismas en la FA-V. Esta asociacion podria justificarse debido a que la
membrana basal vascular presenta colageno IV anémalo, pero se necesitan mas

estudios que avalen esta observacion.%®

Hipertension arterial
Hay pocos datos sobre la prevalencia de HTA en pacientes con SA; algunos
desarrollan HTA con la edad y con el embarazo, pero también puede estar
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asociada al grado de insuficiencia renal. Ademas hay que considerar que la
mayoria de los pacientes con SA reciben tratamiento antiproteindrico con

IECA/ARAII que al mismo tiempo actlian como antihipertensivos.*"®

1.3.6 Sindrome de Alport asociado a otras patologias

a) Sindrome de genes contiguos COL4A5/COL4A6: Se produce por una gran
delecion que elimina total o parcialmente ambos genes, manifestandose
clinicamente como SA con leiomiomatosis difusa a nivel del esoéfago, del arbol
tragueobronquial y del aparato genital femenino. También se ha descrito cataratas

subcapsulares posteriores en este sindrome. 199292

b) Complejo AMME (Sindrome de Alport, retardo Mental, hipoplasia de la cara
Media y Eliptocitosis): Se trata de un sindrome de genes contiguos con micro

deleciones a nivel del cromosoma X que incluye el gen COL4A5.2032%

c) Glomeruloesclerosis segmentaria y focal: En realidad, aunque muchas veces
se describe como entidad en si misma, la GESF es un diagnéstico histolégico
inespecifico de lesién renal avanzada. En los ultimos afios se ha descrito un
creciente aumento de casos de ERC-G5 e inicio de TRS de causa no filiada con
diagnéstico histologico de GESF que se corresponden con el hallazgo de
variantes patogénicas en los genes del colageno IV COL4A3, COL4A4 y
COL4A5.35’164’206

d) Nefropatia IgA familiar: Li Y et. al, identifican mediante WES variantes
patogénicas en los genes del colageno IV en alrededor del 25 % de una cohorte
de pacientes con nefropatia IgA familiar.?*’

1.3.7 Diagnéstico diferencial

a) Descartar otras entidades que se presentan con hematuria:

e Nefropatia IgA

51



Glomerulopatia C3
Neoplasias

Litiasis

b) Sindrome de HANAC, estd causado por variantes patogénicas en el gen

COL4Al. Los pacientes pueden presentar un fenotipo completo o atipico

caracterizado por: Angiopatia Hereditaria, Nefropatia, Aneurismas y Calambres

musculares. Estos pacientes pueden presentar microhematuria, rifiones quisticos

aumentados o no de tamafio.?®®

c) A nivel histologico, existen varias entidades que muestran alteracion y

laminacion de la MBG pero que al realizar el estudio genético ponen en evidencia

otras enfermedades:
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Sindrome de Pierson, se debe a la presencia de variantes genéticas en el
gen LAMB2 y la enfermedad se transmite con patron de herencia
autosémico recesivo. Es un sindrome poco frecuente caracterizado por la
asociaciéon de sindrome nefrotico congénito y anomalias oculares con
microcoria. También se han descrito casos con hipotonia muscular
significativa, trastornos del movimiento y retraso psicomotor. Algunos casos
atipicos tienden a presentar fenotipos mas leves que implican una
evolucién mas tardia a ERC-G5 y TRS.?* Estas caracteristicas clinicas se
asemejan a las del SA.?%°

Sindrome de ufa-rotula, causado por variantes patogénicas en el gen
LMX1B con patron de herencia autosémico dominante. Se caracteriza por
una disostosis patelar hereditaria poco frecuente hipoplasia o aplasia de las
ufias y rétulas, displasia del codo y presencia de cuernos iliacos, asi como
anomalias renales y oculares. La afectacion renal ocurre en el 30%-50% de
los individuos con sindrome ufia-rétula y progresan a TRS
aproximadamente el 5 % de los casos.?*?!?

Sindrome renal-coloboma, presenta variantes patogénicas en el gen PAX2.
Se hereda mediante un patron autosémico dominante. Se caracteriza por
displasia del nervio 6ptico e hipodisplasia renal. Histolégicamente, los
rilones presentan oligomeganefronia, es decir, menos glomérulos pero de

mayor tamafo. Otros hallazgos renales incluyen rifion displasico



multiquistico y en herradura. Clinicamente se manifiesta con HTA,

proteinuria, reflujo vésicoureteral y progresién a ERC-G5 y TRS.?*3214

e Nefropatia MYH9. Las enfermedades relacionadas con variantes
patogénicas en el gen MYH9 son un grupo de patologias genéticas raras.
Su herencia sigue un patron autosémico dominante. Este trastorno se
caracteriza por la presencia de macrotrombocitopenia, inclusiones
leucocitarias y un riesgo variable de desarrollar insuficiencia renal,

215217 Histéricamente se

hipoacusia y cataratas en edad juvenil o adulta.
agrupaban en cuatro sindromes caracterizados por presentar
macrotrombocitopenia asociada a otras enfermedades: anomalia de May-
Hegglin, sindrome de Fechtner, sindrome de Epstein y el sindrome de
Sebastian.?!® Tanto el sindrome de Epstein como el de Fechtner, en los
que la afectacion renal estd presente, habian sido considerados
clasicamente como variantes del SA. Por otra parte, el sindrome de
Sebastian y la anomalia de May-Hegglin no presentan afectacion renal,
manifestandose Unicamente por la presencia de inclusiones leucocitarias y
afectacion ocular o auditiva. 2*%-%?
Por estas razones, las patologias asociadas a MYH9 han sido propuestas
como una nueva entidad nosoldgica que incluye a todos los individuos con
variantes patogénicas heterocigotas en el gen MYH9 independientemente
del aspecto de los neutréfilos y el fenotipo clinico.?’” Los 4 sindromes
histéricamente conocidos, son entidades genéticamente distintas al SA que
es el principal diagnéstico diferencial.
d) Glomerulopatia por depoésitos de fibronectina: presentan variantes en el gen
FN1.%%
e) Genes asociados a la via del complemento.'’’

f) Sindrome de MELAS por variantes en el gen COL4A2 a nivel mitocondrial.*””

1.3.8 Correlacion genotipo-fenotipo en el sindrome de Alport

1.3.8.1 Sindrome de Alport ligado a X
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La progresion a ERC-G5 y TRS en varones con SALX depende, en parte, del tipo
de variante genética. Los pacientes con grandes deleciones y variantes
truncantes presentan un fenotipo més grave que aquellos con variantes no
truncantes.158‘182’223’224

En una cohorte de 681 varones con SALX se observd que la edad de inicio de
TRS era de 37 afios para aquellos pacientes con variantes missense y 25 afos
para aquellos con variantes truncantes.??* Los varones con SALX con variantes
de splicing truncante evolucionan a TRS a los 20 afios y los de splicing no
truncantes a los 29 afios.?*® Respecto a la influencia de la posicion de la variante
genética en el prondstico renal hay discrepancias; en un metanalisis de SALX se
observd que los pacientes con variantes missense que alteran el residuo de
glicina y no glicina en la porcién 3’ desarrollan de forma precoz ERC-G5 y TRS
comparado con los pacientes con variantes missense que alteran los residuos
glicina en la porcion 5 del gen.?® Otro estudio describe que las variantes de
COLA4AS5 en la porcion 5’ se asocian con inicio precoz de TRS.%?*

Respecto a la afectacion auditiva y ocular; en varones con SALX, se observé que
los casos con variantes localizadas en el extremo 5 del gen COL4A5
manifestaban mayor alteracion auditiva y ocular asi también los que tenian
variantes nonsense, frameshift o de splicing.??* La presencia de lenticono anterior
se ha asociado con deleciones en COL4A5 y variantes que generan un codén de

parada prematuro y no con variantes de tipo missense o de splicing.'®

1.3.8.2 Sindrome de Alport autosomico recesivo

La edad de ERC-G5 y TRS suele ser entre los 23-30 afios, y se ha observado que

el inicio de TRS es a edades mas precoces si los pacientes presentan dos

variantes de tipo no missense.?*%?’

1.3.8.3 Sindrome de Alport autosémico dominante

Las cohortes publicadas hasta el momento de pacientes con SAAD son pequefias

y no se ha podido demostrar una correlacion genotipo—fenotipo. La edad de inicio
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de TRS es mucho mas tardia en los pacientes con SAAD que en los pacientes
con SALX y SAAR, situandose entre los 50-70 afios. #2229

1.3.8.4 Herencia digénica en el sindrome de Alport.

Se han descrito 3 posibles modelos de herencia digénica: a) herencia autosomica
con mutaciones en los genes del colageno IV en diferentes cromosomas, con un
fenotipo intermedio entre las formas de SAAD y SAAR; b) herencia autosémica
con mutaciones en dos genes del colageno IV en el mismo cromosoma;
presentando un fenotipo mas severo que un SAAD clasico debido a ERCA a los
40 aflos y c¢) herencia autosémica no ligada y ligada al cromosoma X,
presentando un fenotipo mas grave que los casos con variantes en heterocigosis
en COL3A3, COL4A4 o mujeres con SALX. En resumen, pacientes con herencia

digénica podrian tener peor pronéstico renal.3**7823°

Recientemente se ha propuesto una nueva posible clasificacion del SA que se
basa en 3 formas de herencia: ligada al cromosoma X, autosomica y digénica
(Tabla 4):

Herencia |[Gen(es) afectos Estado genético Riesgo de iniciar TRS
Ligado a X COLAAS Hemicig.oto (varor?es) 100%
Heterocigoto (mujeres) >25%
Recesivo (homocigoto o heterocigoto
compuesto) 100%
20% o mas en aquellos
Autosémico COL4A3 0 COL4A4 pacientes con factores
Dominante de riesgo, <1% en
ausencia de factores
deriesgo
variantes en COL4A3y COL4A4 en trans >100%
Digénico COL4A3, COL4A4y COLAAS  |variantes en COL4A3y COL4A4 en cis >20%
variantes en COL4A5y en COL4A3 0 COL4A5  [>100% (varones afcetos)

Tabla 4: Nueva propuesta de clasificacién del Sindrome de Alport, adaptado de Kashtan C et. al.**

1.3.9 Tratamientos

Actualmente no existe un tratamiento curativo para el SA. El Unico tratamiento
recomendado consiste en disminuir la proteinuria para enlentecer el inicio de TRS
mediante la utilizacion de IECA/ARAII 176232233
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1.3.9.1 Inhibidores del sistema renina-angiotensina-aldosterona.

Los IECA/ARAIl son farmacos antihipertensivos que ademas actdan como
antiproteindricos, retrasando el deterioro de la funcién renal.®** Estos farmacos
han demostrado su efecto beneficioso a nivel renal en modelos animales como el
perro Samoyed con SALX y en animales experimentales.?®> 2%

El efecto antiproteinurico de los IECA/ARAII ha sido demostrado en estudios de

cohortes pediatricas con SA.122%8:2%9

Pero la gran evidencia del efecto
antiproteinuarico en el SA, se ha demostrado en la cohorte del Registro Europeo de
Alport en donde su utilizacién retrasa el inicio de TRS y mejora la expectativa de
vida en todas las formas de SA.}?*%2%1 por otra parte, se ha demostrado poca
evidencia del uso de bloqueantes de la aldosterona en SA%*??* y no hay

suficiente evidencia como para recomendar el bloqueo dual.?**

1.3.9.2 Terapia renal sustitutiva

Cuando los pacientes con SA evolucionan a ERC-G5, las terapias sustitutivas son
la dialisis peritoneal, la hemodidlisis y el trasplante renal.

El SA constituye el 0,5-2% de los casos en TRS. En los grandes registros, el SA
se asocia con inicio de TRS a edades tempranas, el sexo masculino y una mayor
probabilidad de recibir un trasplante renal.?* En los datos proporcionados por el
Registro ANZDATA se demuestra que con el tiempo, la proporcidon de pacientes
varones con SA disminuye y la edad promedio al comienzo de la TRS aumenta. Al
realizar un ajuste de los datos por las comorbididades, se observa que la
supervivencia de los pacientes con SA en TRS es mayor, probablemente por
ausencia de diabetes, enfermedades autoinmunes y de tratamientos agresivos
inmunosupresores.®

En los dltimos afios se ha observado un retraso en la edad de inicio de la TRS en
contexto del aumento de los tratamientos antiproteindricos.?*

En cambio, cuando un paciente con SA recibe un trasplante renal, existe un
riesgo de desencadenar una enfermedad post-trasplante por anticuerpos anti-
MBG circulantes que pueden actuar directamente sobre las cadenas de colageno

IV “normales” del donante, ya que las reconoce como extrafias. Estos casos han
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ido disminuyendo del 2-5% al 0,4% probablemente en el contexto de las mejoras
en el tratamiento inmunosupresor.®>!"124247 varias décadas atras, se habia
observado que los pacientes con grandes deleciones en el gen COL4A5
presentan un pequefio aumento del riesgo de padecer enfermedad de la MBG
post-trasplante renal pero no se ha comprobado recientemente.?*%%>°

La supervivencia del injerto renal en pacientes con SA es superior debido a que al
ser pacientes mas jovenes, presentan mejores condiciones de salud comparados
con otras causas de TRS y ademas al ser de causa genética no existe recurrencia

de la enfermedad.

1.3.9.3 Trasplante renal de donantes familiares en sindrome de Alport

Debe considerarse realizar un estudio genético en donantes vivos para descartar
la variante patogénica previamente identificada en el caso indice de la familia
afecto de SA.

Los familiares que quieran ser donantes renales, tienen un mayor riesgo de HTA,
albuminuria/proteinuria y ERC.?®* Las madres portadoras en el SALX deben
considerarse como Uultimo recurso como donante renal debido al riesgo de
desarrollar ERC-G5 y TRS a edades mas tardias. Por el contrario, el 15% de las
madres de los nifios afectados no son portadoras ya que su hijo tiene una
mutacién de novo y pueden donar un rifién a su hijo.!"®

Los familiares de nifios con SAAR, que presentan una sola variante patogénica en
COL4A3 y COL4A4, si son asintomaticos con presion arterial normal, sin
proteinuria ni ERC, en edad relativamente avanzada, pueden considerarse como

donantes renales.*’®

1.3.9.4 Nuevos tratamientos para el Sindrome de Alport

Se encuentran en estudio varios farmacos para enlentecer el deterioro de la
funcién renal en el SA como la bardoxolona, anti-micro-RNA21, empaglifozina,
paricalcitol, hipolipemiantes, inhibidores del receptor del factor de crecimiento
epidérmico, chaperonas que aporten la estabilidad de las cadenas del colageno

IV, terapias con células madre, etc (Figura 15).%**
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Figura 15: Posibles terapias para el Sindrome de Alport (SA). Las flechas gruesas indican el objetivo de los diferentes
medicamentos utilizados para el SA, mientras que las flechas delgadas siguen la patogénesis de la enfermedad. Extraido

de Torra & Furlano.?**

58



Il. HIPOTESIS






Las nefropatias familiares autosomicas dominantes son la causa mas frecuente
de inicio de terapia renal sustitutiva del adulto, siendo la poliquistosis renal

autosémica dominante (PQRAD) y el sindrome de Alport las mas frecuentes.

Esta tesis pretende contestar las siguientes hipétesis:

- El algoritmo europeo de diagndstico de rapida progresion para PQRAD ha sido
disefiado por expertos pero no se ha validado clinicamente. Dicho algoritmo tiene
unos criterios muy restrictivos de seleccion dejando sin posibilidad de tratamiento
a pacientes con rapida progresion de la enfermedad.

- El fenotipo del sindrome de Alport autosémico dominante (SAAD) es poco
conocido. Los datos clinicos y genéticos obtenidos a partir de esta tesis nos
permitirdn realizar una descripcion clinica del sindorme asi como establecer una

correlacion genotipo-fenotipo.

- Existen fenotipos atipicos tanto para PQRAD como para el SAAD
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Ill. OBJETIVOS






OBJETIVO PRINCIPAL

El objetivo global de esta tesis es profundizar el conocimiento clinico y genético
de las enfermedades renales hereditarias con herencia autosomica dominante
mas frecuentes en la préactica clinica:

e La poliquistosis renal autosomica dominante (PQRAD)

e El sindrome de Alport autosémico dominante (SAAD)

OBJETIVOS SECUNDARIOS
La primera parte de esta tesis se ha focalizado en estudiar una cohorte de
pacientes con PQRAD con los siguientes objetivos:
e Valorar la utilidad del algoritmo del WGIK/ERBP de la ERA-EDTA 2016
para identificar los pacientes con PQRAD rapidamente progresiva,
definiendo el porcentaje de pacientes a recibir tratamiento con tolvaptan.

e Realizar un estudio clinico y genético de un caso atipico de PQRAD

La segunda parte de esta tesis se ha centrado en el estudio retrospectivo de
pacientes con SA autosémico dominante (SAAD) con los siguientes objetivos:
¢ Realizar una descripcién clinica y genética del SAAD

e Realizar un estudio clinico y genético de un caso con clinica atipica de

hematuria familiar
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IV. MATERIAL Y METODOS






Esta tesis se basa en el estudio clinico y genético de las ERH autosémicas
dominantes mas frecuentes en la edad adulta, la PQRAD y el SAAD.
Primeramente se describira de forma general la metodologia utilizada para
realizar los estudios genéticos y posteriormente, se detallaran las adaptaciones

para cada uno de los estudios en esta tesis.

4.1 Estudios genéticos

Para la realizacién de los estudios genéticos, se ha extraido DNA gendmico de
una muestra de sangre periférica de pacientes con PQRAD y SA.

Los estudios genéticos se realizaron mediante secuenciacidon masiva con un
panel de 140 genes causantes de ERH, entre los que incluian los genes de
PQRAD (PKD1, PKD2, GANAB y DNAJB11) junto con > 90 genes causantes de
quistes renales; asi como los genes de SA (COL4A3, COL4A4 y COL4Ab) junto
con mas >50 genes causantes de otras glomerulopatias.®

Se ha secuenciado con este panel el caso indice de cada familia con el fenotipo
mas grave utilizando la metodologia que hemos desarrollado en estudios
previos.®*?*? Brevemente, ~1 ug de DNA gendmico de cada paciente se ha
fragmentado con un ultrasonicador (Covaris S2) generando fragmentos de 180-
220 pb. Se ha utilizado el kit KAPA Hyper Prep (Roche) para la preparacion de
una libreria indexada para cada paciente. Se ha preparado un pool equimolar de
librerias de 24 pacientes. El pool de librerias se ha hibridado con sondas
especificas disefiadas para los ~140 genes de interés (Nimblegen SeqCap EZ
Choice Library) y se ha secuenciado con un secuenciador de nueva generacion
NextSeq500 (lllumina). El analisis bioinformatico se ha realizado con una pipeline
propia de nuestro laboratorio que consta de los siguientes pasos: 1) Control de
calidad de las secuencias obtenidas. 2) Alineamiento contra la version hgl9 del
genoma de referencia humano. 3) Depuracion del alineamiento. 4) Deteccion de
variantes de nucleétido Unico, pequefias inserciones y deleciones. 5) Analisis
bioinforméatico de CNVs programa CoNVaDING. 6) Andlisis bioinformético de

mosaicismo con el programa Mutect2.
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La anotacion del efecto de las variantes obtenidas se ha realizado mediante la
herramienta informética SnpEff 4.3. Esta herramienta predice el efecto y el
impacto de las variantes en los distintos transcritos del gen afectado. La
probabilidad de patogenicidad de las variantes de tipo missense en las regiones
codificantes se ha evaluado con los algoritmos SIFT, PolyPhen, LRT,
MutationTaster, MutationAssessor, FATHMM, MetaSVM, MetaLR, GERP++,
PhyloP y SiPhy.

Se han filtrado las variantes de secuencia obtenidas priorizando las variantes que
cumplian los siguientes criterios:

1) Variantes raras (MAF<0.0005 en genes dominantes) segun las bases de datos
poblacionales (Genome Aggregation Database, Exome Aggregation Consortium)
y nuestra base de datos propia (KPdb).

2) Impacto categorizado por el programa SnpEff 4.3. priorizando HIGH
>MODERATE > LOW.

3) Variantes claramente patogénicas (nonsense, frameshift, grandes
reordenamientos y secuencias canodnicas de splicing).

4) Variantes de cambio de aminoacido (missense) clasificadas como patogénicas
por el mayor numero de algoritmos de prediccién y la herramienta integrada
VARSOME.

Las variantes candidatas resultantes han sido analizadas con mas profundidad
mediante revision de la literatura existente, las bases de datos especificas de
variantes patogénicas (PKD Mayo database, Human Gene Mutation Database
[HGMD], www.hgmd.cf.ac.uk o LODV: http://www.lovd.nl), la evaluaciéon de la
clinica asociada al gen portador de la variante candidata (OMIM) y los modelos de
herencia segun el pedigri de la familia. Las variantes candidatas han sido
clasificadas segun los criterios establecidos por la ACMG and Genomics
guidelines.®

Las variantes patogénicas o probablemente patogénicas candidatas se han
validado mediante secuenciacibn Sanger y las CNVs, por multiplex ligation-
dependen probe amplification (MLPA). Se ha analizado la co-segregacion con los
familiares disponibles.

Se ha considerado como un patron de herencia genético/complejo cuando se
identificaron 2 probables variantes patogénicas en el caso indice.

70



Para estudiar si el tipo de variante causal se correlacionaba con la edad de inicio de
TRS, las variantes se clasificaron en las siguientes categorias: Indel <5 aminoé&cidos,
Indel> 5 aminoécidos, indel truncantes, missense, nonsense Yy splicing.

Los pacientes que se les ha realizado un estudio genético han recibido

asesoramiento genético.

4.2 Estudio 1. Evaluacién clinica de rapida progresion en
poliquistosis renal autosémica dominante

4.2.1 Diseio del estudio

Para dar respuesta a los objetivos mencionados, se ha planteado un estudio
observacional prospectivo de pacientes con PQRAD.

4.2.2 Pacientes

Criterios de inclusion:
¢ Pacientes de ambos sexos con PQRAD
e Diagnostico de PQRAD de acuerdo con los criterios radiologicos de Pei o
diagnéstico genético.
Criterios de exclusion

e Pacientes con diagnéstico de PQRAD en TRS

Durante 18 meses (enero 2016 a Junio 2017) se reclutaron pacientes con
diagnéstico de PQRAD de forma prospectiva y consecutiva en la consulta
monografica para ERH de la Fundacio Puigvert, para definir si padecian una
PQRAD rapidamente progresiva mediante el algoritmo del WGIKD/ERBP de la
ERA-EDTA (Figura 9).”"#°

Todos los analisis y pruebas diagnosticas formaban parte de la practica clinica
habitual.
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Una vez que los pacientes eran visitados en la consulta monogréfica de ERH, se
les aplicaba el algoritmo diagnostico para valorar si padecian una enfermedad
rapidamente progresiva.

La primera observacion era valorar si los pacientes presentaban una imagen
radiolégica tipica o atipica de PQRAD (Tabla 5).” Aquellos pacientes con imagen

atipica eran excluidos.

Tipica Distribucion bilateral y difusa, con reemplazo leve, moderado o severo del tejido
renal por quistes, donde todos los quistes contribuyen de manera similar al VRT

Atipica

Unilateral Compromiso quistico difuso de un rifiébn que causa un marcado aumento del
volumen renal, un rifion contralateral normal definido por un volumen renal normal
(<275 ml en varones; <244 ml en mujeres) y que no tiene o solo tiene 1-2 quistes

Segmentario Enfermedad quistica que involucra solo un polo de uno o ambos rifiones y
preserva el tejido renal restante

Asimétrico Afectacion quistica difusa de un rifién que causa un marcado aumento renal con
minimo compromiso segmentario difuso del rifidn contralateral, definido por un
pequefio nimero de quistes (> 2 pero <10) y un volumen que representa <30%
del VRT

Loopsided Distribucion bilateral de quistes renales con reemplazo leve de del tejido renal con

quistes atipicos donde <5 quistes representan 250% de VRT (el diametro del

quiste mas grande se usa para estimar el volumen del quiste individual)

Bilateral con atrofia | Compromiso quistico difuso de un rifién que causa aumento renal de moderado a

unilateral adquirida severo con atrofia contralateral adquirida

Bilateral con atrofia | Deterioro de funcién renal (creatinina sérica 21.5 mg/dl) sin aumento significativo
renal bilateral de los rifiones, definido por una longitud promedio < 14.5 cm y reemplazo del

tejido renal por quistes con atrofia del parénquima

Tabla 5: Clasificacion de los pacientes con PQRAD de acuerdo a los hallazgos radiolégicos (Adaptacion del articulo de

Irazabal M et al, Journal of American Society of Nephrology 2015."

4.2.3 Variables de estudio

Se recogieron los siguientes parametros:

- Datos demograficos y antecedentes personales: fecha de nacimiento, sexo,
edad al momento de la inclusion en el estudio, antecedentes familiares de
PQRAD, edad de inicio de TRS de los familiares afectos.
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- La edad de inicio de TRS se definié de acuerdo con la edad de inicio de dilisis o
edad de trasplante renal cuando hayan alcanzado ERC-G5 sin dialisis.

- Exploracion fisica: talla

- HTA, la edad al diagndstico de la HTA se defini6 como la edad al inicio de la
terapia antihipertensiva.

- Eventos uroldgicos relacionados con PQRAD antes de los 35 afios, definidos
como hematuria macroscopica, infecciones quisticas o dolor en flanco.

- Funcion renal en el momento de la inclusion, al menos 3 registros de funcién
renal retrospectivos para calcular el declive del FGe.

- Datos genéticos: gen causante, tipo de variante genética, clasificacion de las
variantes genéticas en truncantes y no truncantes.

- Ecografia: fecha de realizacion, longitud de los rifiones, FGe al momento de la
ecografia. La longitud renal se midié utilizando el eje renal méas largo disponible
inclinando el transductor.

- RM o TC: fecha de realizacion, VRT, longitud de los rifiones, FGe en el momento
delaRMo TC.

- Se utilizé la calculadora de la Clinica Mayo (Figura 16) aplicando los valores del
VRT de las pruebas de imagen.

3 ADPKD Classification if Kidney Volume previously calculated by Stereology
Required Data Entry Calculated Results
Kidney Volume L) — e
! Height Adjusted TKV (mL/m) ]
Paricar Fieht ) —
Patient Age (years) ] ADPKD Classification [ |
|Ml Calculate Classification

Figura 16: Clasificacion radiolégica para poliquistosis renal autosémica dominante: un modelo simple para seleccionar

pacientes para ensayos clinicos. https://www.mayo.edu/research/documents/pkd-center-adpkd-classification

Volumen renal total

Para calcular el VRT, se utilizo tanto ecografia como RM/TC por parte de
radiologos experimentados en pacientes con PQRAD, siguiendo un protocolo
preestablecido y consensuado. Mediante un corte longitudinal se determiné el
diametro renal maximo. Los diametros transversales y anteroposterior se
determinaron realizando un corte transversal a nivel del hilio renal. Se calcul6 el
volumen renal utilizando la férmula del elipsoide (largo x ancho x profundidad x
T1/6).
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PROPKD score

Para utilizar este score de riesgo para enfermedad rapidamente progresiva se
utilizaron las variables: sexo, tipo de variante genética y gen (PKD1/PKD2,
truncante/no-truncante), eventos urologicos y/o presencia de HTA antes de los 35

afios (figura 6).'%®

4.2.4 Estudio genético

Solamente se ha realizado estudio genético a aquellos pacientes que no cumplian
criterios de RP por declive del FGe, Clase Mayo 1C, 1D, 1E o longitud renal por
ecografia >16.5 cm en < 45 afios y que presentaban sintomas urologicos o
diagnéstico de HTA antes de los 35 afios, debido a la posibilidad de una
puntuacion del score PROPKD > 6 para predecir enfermedad rapidamente
progresiva. En el punto 1 de este apartado, se describe la metodologia utilizada

para el estudio genético.

4.2.5 Andlisis de los resultados

Con todas las variables recogidas, se fueron aplicando de forma gradual los
criterios del algoritmo europeo (Figura 9) utilizando las 3 herramientas de
prediccion:

e VRT ajustado por altura y edad (Clase Mayo)

e Diadmetro renal de > de 16.5 en menores de 45 afios

e PROPKD score

Para la valoracion inicial de enfermedad rapidamente progresiva en PQRAD, se
clasifico a los pacientes en 3 grupos de acuerdo con la edad y FGe:

e Grupo 1: edad 18 — 30 afios con FGe 245 ml/min/1.73 m?

e Grupo 2: edad 31 — 40 afios con FGe 245 to <90 ml/min/1.73 m?

e Grupo 3: edad 41 — 50 afios con FGe 245 to <60 m/min/1.73 m?
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Los pacientes que no cumplian criterios por edad y FGe eran excluidos para el
andlisis de RP. Los pacientes que si cumplian criterios por edad y FGe eran

valorados de acuerdo con los siguientes criterios:

Paso 1: Valoracion de la disminucion del FGe retrospectivo

La disminucién histérica del FGe se calculé retrospectivamente por registros
clinicos, identificando asi a los pacientes con RP de la enfermedad, definido como
una disminucion de = 5 ml/min/1.73m? en 1 afio, o una disminucion = 2,5
ml/min/1,73m? por afio durante 5 afios. Los pacientes que no cumplian con los
criterios de disminucion del FGe, les faltaban datos o la informaciéon no era

confiable, pasaban al siguiente paso evaluativo.

Paso 2: Valoracion del crecimiento historico del volumen renal total

Se evaluo el crecimiento histérico del VRT y la presencia de un aumento del VRT
de > 5% por afio, medido por RM repetida (= 3 mediciones en = 6 meses de
diferencia). Si cumplian este criterio, los pacientes se consideraban con
enfermedad rapidamente progresiva. Los pacientes que no cumplian con este
criterio, les faltaban datos o la informacién no era confiable, pasaban al siguiente

criterio.

Paso 3: Medicién de la longitud renal por ecografia

La longitud renal se midié por ecografia renal. Los pacientes con edad < 45 afios
y con una longitud renal > 16.5 cm, se consideraron como progresadores rapidos
de la enfermedad. Los pacientes que no cumplian con este criterio, les faltaban

datos o la informacién no era confiable, pasaban al siguiente criterio.

Paso 4: Aplicacion de la formula de la Clinica Mayo para volumen renal total

Se realizaron mediciones del VRT por RM, ajustado por edad y altura, y aplicando
la calculadora de la Clinica Mayo para PQRAD (Figura 17).”° Los pacientes que
presentaban una Clase de la Mayo 1C, 1D o 1E se consideraron como rapidos
progresadores de la enfermedad. Los pacientes que no cumplian con este criterio,
les faltaban datos o la informacién no era confiable, pasaban a ser valorados con

el siguiente criterio.
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Figura 17: Declive del filtrado glomerular estimado (eGFR) de a acuerdo a la clasificacion de la Clinica Mayo para
poliquistosis renal autosémica dominante. HtTKV (mL/m): volumen renal total ajustado por altura y por edad. Extraido de
Irazabal M et. al, 2015.™

Paso 5: Valoracién por estudio genético/PROPKD score.

Se aplico el score de PROPKD, analizando y puntuando de acuerdo al sexo de
los pacientes, la edad de diagnostico de HTA, la presencia de eventos uroldgicos
antes de los 35 afios y los resultados del estudio genético (Figura 6).1%

Los pacientes que reunian una puntuacion PROPKD > 6 se clasificaban como
rapidos progresadores. Los pacientes que no reunieron los criterios anteriores,

pasaban a ser valorados con el siguiente criterio.

Paso 6: Valoracion de los antecedentes familiares

Se valor¢ la edad de inicio de TRS en los familiares de los pacientes. Una familia
con miembros con TRS antes de los 58 afios se orientd como posible enfermedad
con RP, y se consideré que estos pacientes precisaban seguimiento para valorar

la RP de la enfermedad.

Los pacientes que no cumplian ninguno de los criterios para RP, se consideraron

como individuos con una probable lenta progresion de la enfermedad.

Criterios ampliados para la rapida progresion basados en la edad y estadios

avanzados de enfermedad renal crénica
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Los pacientes que no cumplian los criterios del algoritmo del WGIKD/ERBP de la
ERA-EDTA debido al FGe y a la edad, fueron reclasificados ampliando los
criterios de RP para iniciar tratamiento con tolvaptan de acuerdo al estudio
REPRISE,>* por lo que se incluyeron pacientes con FGe entre 25-44

ml/min/1.73m? y pacientes con edad = 18 o < 55 afios.

Subanalisis mediante pruebas radiolégicas en individuos con enfermedad renal
crénica precoz

Se realiz6 un subandlisis sobre enfermedad rdpidamente progresiva basada en
las pruebas de imagenes disponibles de aquellos pacientes que habian sido
excluidos por el algoritmo del WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA debido a una
funcién renal preservada (pacientes de 31-40 afios con FGe> 90 ml/min/1,73 m?,
o de 41- 50 afios con FGe > 60 ml/min/1,73m?).

Subanalisis de los candidatos a recibir tratamiento

Se analizo el porcentaje de los pacientes con probable enfermedad rapidamente
progresiva y candidatos a recibir tratamiento con tolvaptan, de acuerdo con la
edad y al grado de ERC.

Subanalisis del declive del filtrado glomerular estimado por grupos
El declive del FGe se ha comparado entre los pacientes con enfermedad
rapidamente progresiva y aquellos que no tenian enfermedad rapidamente

progresiva.

4.2.6 Andlisis estadistico

Se ha utilizado la prueba t de muestras independientes con un nivel de
significancia de 0.05 para comparar las medias para variables normalmente
distribuidas. Los intervalos de confianza se establecieron al 95%. Todos los
analisis estadisticos se realizaron con SPSS software, version 22 (IBM Corp,
Armonk, NY, EE. UU.).
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Se han excluidos los pacientes con solo 1 registro de FGe para el analisis
comparativo del declive del FGe.

4.3 Estudio 2. Descripcidon de un caso de fenotipo atipico

de poliquistosis renal autosdomica dominante

Se ha seleccionado un caso atipico de PQRAD asociado a otra entidad
denominada CET que conforman en sindrome de genes contiguos TSC2/PKDL1.
Para el estudio de este caso se ha realizado lo siguiente:

- revision del estudio genético y de las técnicas empleadas para el diagnéstico

- revision de las pruebas radiolégicas

- revision de la evolucion clinica de sus dos enfermedades, la enfermedad renal

crénica y su tratamiento.

4.4 Estudio 3. Sindrome de Alport autosdmico dominante

4.4.1 Diseio del estudio

Para dar respuesta a los objetivos mencionados, se ha planteado un estudio
retrospectivo de pacientes con variantes en heterocigosis en los genes COL4A3 y
COL4A4, causantes de SAAD realizados en el Laboratorio de Biologia Molecular

de la Fundacié Puigvert durante los afios 2000-2019.

4.4.2 Pacientes

Las familias incluidas en este estudio fueron derivadas desde diferentes
hospitales espafioles para su diagnostico genético y asi como de la propia
Fundaci6é Puigvert. Todas las familias incluidas en el estudio tienen al menos un
caso indice con una variante patogenica en heterocigosis en los genes COL4A3 o
COL4A4 asociada a microhematuria y ERC/TRS.
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Criterios de inclusion
e Pacientes con una variante patogénica en heterocigosis en los genes
COL4A3 o COL4A4 identificada en el estudio genético.
e Consentimiento informado firmado para estudio genético y revision de

datos clinicos.

La indicacién para realizar un estudio genético en las familias con sospecha de
SAAD fueron las siguientes:

a) familias con microhematuria y proteinuria/ERC con patrén de herencia
autosémico dominante

b) pacientes cuya biopsia renal analizada por microscopia electronica
mostrara adelgazamiento o laminacion de la MBG.
Solo se incluyd una familia con microhematuria aislada. ElI motivo para realizar un
diagnoéstico genético en esta familia fue descartar SALX en el contexto de

transmisién de madre a hijo varon.

Criterios de exclusion
e Pacientes con SALX o0 SAAR

Datos clinicos
Los datos clinicos se obtuvieron de los registros médicos de pacientes y familiares

de forma retrospectiva.

4.4.3 Variables del estudio

Se recogieron los siguientes parametros:

a) Datos demograficos y antecedentes personales: sexo, edad al momento del
diagnéstico de enfermedad renal, motivo del diagndstico, antecedentes de HTA y
edad al diagnostico, presencia de HNB y edad al diagnéstico, presencia de
alteraciones oculares y edad al diagnadstico.

b) Datos relacionados con la funcién renal: presencia de hematuria, presencia de

proteinuria, al menos 3 valores de creatinina y proteinuria separadas en el tiempo,
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necesidad de TRS, edad de inicio de TRS. La edad de TRS se definio como FGe
<10 ml/m/1.73m? o el inicio de TRS.

c) Datos relacionados con la biopsia renal: edad al momento de la biopsia renal,
creatinina y proteinuria al momento de la biopsia renal, resultado del estudio con
microscopio 6ptico y microscopio electrénico.

d) Datos relacionados con el estudio genético: gen alterado (COL4A3, COL4A4 o
complejo/digénico), variante genética a nivel del cDNA y a nivel proteico, tipo de
variante genética, clasificacion en variantes truncantes o no truncantes.

e) Datos histolégicos: Los hallazgos al microscopio Optico en la biopsia renal, se
clasificaron en 4 grupos: normal, GESF, proliferacion mesangial con
inmunofluorescencia positiva (depdsitos inespecificos de IgM y C3) y proliferacion
mesangial con inmunofluorescencia negativa. En caso de contar con los
resultados por microscopia electronica (ME), se han descrito las caracteristicas de
la MBG (adelgazamiento, engrosamiento, fusion de pedicelos, etc).

f) Datos de las manifestaciones extrarrenales: Se realizaron audiometrias y
examenes oculares, por especialistas en otorrinolaringologia y en oftalmologia
perteneciente al equipo multidisciplinar de SA. Se registré la edad al diagnéstico
de la hipoacusia y el tipo de hipoacusia. Se describieron las lesiones oculares.
También se recopilaron los datos disponibles de los familiares fallecidos.

4.4.4 Andlisis estadistico de los resultados

Para las estadisticas descriptivas, las variables continuas se presentan como
valores medios + desviacion estandar o medianas (rango intercuartilico [IQR], es
decir, percentiles 25 a 75), de acuerdo con su adherencia a la distribucion
Gaussiana, y los datos categodricos se presentan como frecuencias y porcentajes.
La prueba exacta de Fisher se utilizd6 para comparar variables categoricas,
mientras que el test de Mann- Whitney se utilizé para comparar variables
continuas entre sexo y variantes patogénicas en los genes COL4A y otros. La
supervivencia renal, asi como la mediana del tiempo para llegar al evento (95%
de intervalo de confianza [IC]) se estimaron mediante el método de Kaplan-Meier.
Las comparaciones grupales se realizaron utilizando la prueba de log-rank y los

hazard ratios (HR) se calcularon mediante el modelo de Cox (95% IC).
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El andlisis de las pendientes del FGe se evaluaron utilizando modelos mixtos para
mediciones repetidas, incluido el tiempo (ya sea la edad o el tiempo desde el
diagnéstico), el sujeto anidado dentro de la familia y, cuando corresponde, con los
datos genéticos, las variables de proteinuria o hipertension. La edad al
diagnostico de HTA se analiz6 en 3 grupos segun el tercil de la supervivencia
renal. El andlisis se realizdé con el software SAS version 9.4 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, EE. UU.) El nivel de significacion se establecié en el nivel 0.05 (de dos

lados).

4.5 Estudio 4. Descripcién clinica y genética de un caso

atipico de hematuria familiar

Se ha seleccionado un caso de nefropatia MYH9, que pertenece al grupo de
hematurias familiares con las que se realiza diagnostico diferencial en el SA. Para
el estudio de este caso se ha realizado:

- revision de la historia clinica y de los antecedentes familiares

- revision y realizaciéon de pruebas complementarias como audiometrias y estudio
de extension de sangre periférica

- estudio genético mediante secuenciacion masiva de un panel de genes de ERH
- revision de la bibliografia sobre enfermedades asociadas a variantes

patogénicas en el gen MYH9

4.6 Redaccion de articulos cientificos

Por cada uno de los trabajos descritos en los puntos 2-5 se han escrito los

articulos cientificos correspondientes para su publicacion en revistas indexadas.
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V. RESULTADOS






5.1 ESTUDIO 1

Evaluacion clinica de rapida progresion en

poliquistosis renal autosdomica dominante






ABSTRACT

Introduccion: La poliquistosis renal autosomica dominante (PQRAD) se
caracteriza por el desarrollo de quistes renales bilaterales y deterioro de la funcion
renal. Ante la inexistencia de guias clinicas para la utilizacién del tolvaptan en la
practica clinica, el grupo de trabajo de enfermedades renales hereditarias de la
Asociacion Europea de Nefrologia (WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA) propuso un
algoritmo para identificar candidatos para recibir tratamiento con tolvaptan; sin
embargo, este algoritmo no ha sido evaluado en la préactica clinica.

Metodologia: Se ha realizado un estudio observacional transversal, unicéntrico,
durante 18 meses evaluando a 305 pacientes consecutivos con PQRAD. Se
utilizé el algoritmo del WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA de forma gradual para
evaluar rapida progresion (RP). Posteriormente, se utilizd un criterio ampliado
basado en el ensayo REPRISE para valorar los candidatos a recibir tratamiento,
por lo que se amplié la edad a < 55 afios y el FGe a = 25 ml/min/1.73 m?.
Resultados: El declive histdrico del FGe, indicativo de RP, se cumplié en el 26%
de 73 pacientes que eran candidatos para la evaluacion de RP, en su mayoria de
entre 31 a 55 afios. Para valorar las medidas renales y el volumen renal total en el
resto de los pacientes, se realizaron ecografia renal y resonancia magnética.
Aquellos pacientes que no cumplian criterios de RP con estas pruebas, se les
realizaba el estudio genético de acuerdo con sus antecedentes de HTA o
sintomas urolégicos antes de los 35 afios. El 15,7% de los pacientes cumplieron
los criterios de RP o probablemente RP, utilizando el algoritmo. EI nimero de
pacientes con enfermedad rapidamente progresiva aumento al 27% cuando se
utilizaron los criterios expandidos, aumentando la edad y disminuyendo el FGe.
Conclusiones: El algoritmo del WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA proporciona un
meétodo valioso para identificar en la practica clinica habitual pacientes que
pueden ser elegibles para recibir tratamiento con tolvaptan. El impacto de un
nuevo umbral para la edad y el FGe pueden aumentar el porcentaje de pacientes

candidatos a ser tratados.
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Cohorte del estudio

Se incluyeron un total de 305 pacientes (167 mujeres) diagnosticados con
PQRAD en el estudio. La edad mediana de los pacientes del estudio fue de 46.5
afios = 6.36. Noventa y seis pacientes presentaban ERC-G1; 89 pacientes con
ERC-G2; 32 con ERC-G3a; 46 con ERC-G3b; 31 con ERC-G4; y 11 con ERC-G5.
Ninguno de los pacientes con ERC-G5 se encontraba en TRS en el momento de

la inclusién en el estudio.

Criterios de seleccion de los pacientes con rapida progresion de la
enfermedad

Evaluacion y aplicacion gradual del algoritmo del WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA.
De 305 pacientes, 8 presentaron imagen radiolégica renal atipica y fueron
excluidos. Otros 119 pacientes fueron excluidos debido a la edad (114 >50 afios y
5 <18 afios) y 105 fueron excluidos debido a que no cumplian los requisitos del
algoritmo debido al FGe (32 pacientes entre 18 a 50 afios con FGe <45
ml/min/1.73 m?% 34 entre 31 a 40 afios con FGe =90 ml/min/1.73 m?y 39 entre 41
a 50 afios con FGe 260 ml/min/1.73 m?). Setenta y tres pacientes fueron
evaluados utilizando el algoritmo practico europeo del WGIKD/ERBP de la ERA-
EDTA 2016 porque cumplian criterios de edad y FGe (Figura 18).

Paso 1: Valoracion de la rapida progresion de la enfermedad por la disminucién
del FGe retrospectivo

De los 73 pacientes evaluados, 3 tenian datos sobre el declive histérico del FGe y
19 cumplian los criterios para RP basados en la disminucion histérica del FGe. En
total, 54 pacientes no cumplieron con los criterios para RP segun la disminucion

histérica de FGe.
Paso 2: Valoracién de la rapida progresion de la enfermedad por el crecimiento

histérico del volumen renal total

Ninguno de los 54 pacientes restantes tenia datos disponibles del VRT histérico.
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Figura 18: Aplicacion gradual del algoritmo del grupo de trabajo europeo en enfermedades renales hereditarias

(WGIKD/ERBP; ERA-EDTA) en la cohorte de estudio de 305 pacientes con poliquistosis renal autosémica dominante

(PQRAD) para identificar rapidos progresadores y candidatos para tratamiento con tolvaptan. ADPKD: poliquistosis renal

autosoémica dominante; ESKD, enfermedad renal crénica en terapia renal sustitutiva; htTKV, volumen renal total ajustado

por altura; NA, no disponible; TFGe, tasa de filtracién glomerular estimada; US: ecografia.

90




Paso 3: Probable rapida progresion de la enfermedad por la longitud renal medida
por ecografia (> 16.5 cm en menores de 45 afos)

De los 54 pacientes restantes, se consideré que 9 tenian una RP rapida de la
enfermedad basada en la longitud renal > 16.5 cm por ecografia en los menores
de 45 afios. En total, 45 pacientes de la cohorte no cumplian con los criterios de

RP de la enfermedad por longitud renal.

Paso 4: Probable rapida progresion de la enfermedad en relacion al volumen
renal total ajustado por altura y edad

De los 45 pacientes restantes siguiendo el algoritmo, se consideré que 20 tenian
una probable RP de la enfermedad basado en el VRT ajustado por altura y por
edad, clasificados de acuerdo a las Clase Mayo 1C, 1D o 1lE; 2 pacientes no

tenian datos disponibles sobre el VRT ajustado por altura y por edad.

Paso 5: Probable rapida progresiéon de la enfermedad en relacion al score
PROPKD.

Los 25 pacientes restantes, siguiendo los pasos del algoritmo (los pertenecientes
a la Clase Mayo 1A o 1B y aquellos sin RM con VRT ajustado por altura) fueron
evaluados para la probable RP de la enfermedad utilizando la puntuacion del
PROPKD. Para ello se realizaron pruebas genéticas en aquellos pacientes con
Clase Mayo 1A o 1B con HTA y/o un evento urolégico <35 afios de edad (n = 3).
Se habian realizado estudios genéticos previos a este estudio en 2 pacientes sin
sintomas precoces y sin VRT por RM. Se demostré que los 5 pacientes tenian
variantes patogénicas en el gen PKD2 sin llegar a una puntuacion de PROPKD >

6, por lo que no cumplian criterio para RP.

Paso 6: Probable enfermedad rapidamente progresiva en relacion a los
antecedentes familiares

De acuerdo al algoritmo, de los 25 pacientes restantes (Clase Mayo 1A o 1B,
pacientes sin VRT medidos por RM y aquellos con puntuacion PROPKD <6), 13
tenian antecedentes familiares con inicio de TRS antes de los 58 afios y fueron

clasificados como posibles rapidos progresadores.
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Un total de 12 pacientes no cumplié ninguno de los criterios anteriores y
posteriormente fueron categorizados como probable enfermedad de lenta
progresion.

El nimero de pacientes con enfermedad rapidamente progresiva o con probable
RP de la enfermedad en cada paso del algoritmo se muestra en la Figura 18. El
15,7% (48/305) de los pacientes del estudio cumplié los criterios para el
tratamiento con tolvaptan de acuerdo con el algoritmo europeo del WGIKD/ERBP
de la ERA-EDTA. Esto equivale a 48 de 146 pacientes (32.9%) entre 18 a 50 afios
con FGe > 45 ml/min/1,73 m?. La figura 19 muestra el FGe segin la edad y la
progresion de la ERC de acuerdo con la evaluacion por el algoritmo del
WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA.
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Figura 19: Filtrado glomerular estimado (FGe) segun la edad y la progresion de la enfermedad renal segun el algoritmo del
grupo de trabajo europeo de enfermedades renales hereditarias (WGIKD/ERBP; ERA-EDTA). Los circulos blancos, son los
pacientes con PQRAQ no candidatos para recibir tolvaptdn como tratamiento; los rombos negros, son los pacientes con
PQRAD candidatos a ser tratados con tolvaptan. El area blanca, corresponde a la elegibilidad de la edad para ser evaluada

por el algoritmo europep.

Criterios ampliados para la rapida progresion basados en la edad y estadios
avanzados de enfermedad renal cronica

Treinta y cuatro pacientes de 18 a 55 anos tenian FGe de 225 a <44 ml/min /1.73
m? y no se incluyeron en el evaluacién por el algoritmo del WGIKD/ERBP de la
ERA-EDTA pero podrian ser candidatos para el tratamiento con tolvaptan basado
en los resultados del estudio REPRISE.>?
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Subandlisis de rapida progresion de la enfermedad renal basado en pruebas
radiolégicas en individuos con enfermedad renal cronica precoz

El VRT ajustado por altura en la RM y la longitud renal por ecografia, estaba
disponible en 73 pacientes que habian sido excluidos del algoritmo del
WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA por no cumplir con la edad y FGe de la seleccién
inicial: 34 pacientes de 31 a 40 afios con FGe =290 ml/min/1.73 m? y 39 pacientes
de 41 a 50 afios con FGe 260 ml/min/1.73 m.

De 49 pacientes entre 31 a 44 afos, 13 fueron considerados como probables
rapidos progresadores en base a la longitud renal por ecografia > 16.5 cm en
menores de 45 afios. De los 36 pacientes restantes con longitud renal por
ecografia <16.5 cm, 9 probablemente tenian una enfermedad rapidamente
progresiva basada en el VRT ajustado por altura y por edad, con Clase Mayo 1C.
Los pacientes restantes fueron categorizados como Clase Mayo 1A (n=2) o 1B
(n=4). Se observo que 21 pacientes no tenian RM disponible, ya que no estaba
indicado solicitarlo de acuerdo al algoritmo del WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA.
Entre los pacientes de 45 a 50 afios (n=24), 9 fueron categorizados como rapidos
progresadores basados en la Clase Mayo (1C: 7 pacientes; 1D: 1 paciente; 1E: 1
paciente), 4 fueron categorizados como Clase Mayo 1B y los 11 restantes no

tenian una RM realizada porgue no estaba indicado en la practica clinica.

La Tabla 6 resume el numero de pacientes que fueron identificados como
candidatos para recibir tratamiento con tolvaptan de acuerdo con: el algoritmo del
WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA, criterios expandidos por edad avanzada y ERC
en estadios avanzados y las pruebas radiolégicas en pacientes con ERC en

estadios precoces.
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Criterios de seleccion Pacientes con RP (n)

Algoritmo del WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA

Evidencia de declive histérico del FGe 19
Evidencia de crecimiento renal retrospectivo en rifién tipico de PQRAD 0
Longitud renal > 16,5 cm por ecografia 9
Clase Mayo 1C, 1Dy 1E 20
aﬁosPROPKD (pacientes Clase Mayo 1A-1B con sintomas urolégicos y/o hipertension < 35 0

Criterios expandidos por edad y enfermedad renal crénica avanzada

Pacientes entre 18-55 afios con FGe 25-44 ml/m/1.73m? 34

Pruebas radioldgicas en pacientes con enfermedad renal crénica precoz no
considerados para la seleccion debido ala funcién renal preservada

18-45 afios (con RM y/o ecografia renal disponible) 22

45-50 afios (con RM disponible) 9

Tabla 6: Nimero de pacientes identificados como candidatos para recibir tratamiento con tolvaptan de acuerdo con: el
algoritmo europeo del grupo de trabajo de enfermedades renales heditarias (WGIKD/ERBP; ERA-EDTA), edad avanzada y
enfermedad renal crénica (ERC) en estadios avanzados y las pruebas radiolégicas en pacientes con ERC en estadios
precoces. FGe: filtrado glomerular estimado, PQRAD: poliquistosis renal autosémica dominante, RP: rapidos

progresadores

Grados de enfermedad renal crénica e historia familiar de pacientes con
enfermedad rapidamente progresiva

De los 96 pacientes con ERC-G1, 19 (19.8%) tenian evidencia de RP de la
enfermedad basada en el algoritmo del WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA y fueron
seleccionados para recibir tratamiento con tolvaptan (Figura 20a). De 89
pacientes con ERC G-2, 22 (24,7%) tenian evidencia de RP de la enfermedad
basada en el algoritmo del WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA (Figura 20a). De los
32 pacientes con ERC-G3a, 7 (21.9%) tenian evidencia de enfermedad
rapidamente progresiva (Figura 20a). De los 56 pacientes con FGe entre 25-44
ml/min/1.73 m? 34 (60.7%) tenian evidencia de enfermedad rapidamente
progresiva basada en los criterios ampliados, pero solo aquellos < 55 afios fueron
considerados candidatos para recibir tratamiento con tolvaptan. La edad media de
los pacientes clasificados como rapidos progresadores por el algoritmo del
WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA fue de 33.3 afios (DS +/- 7.8) versus 26.8 afios
(DS +/- 6.5) para los pacientes con enfermedad renal de lenta progresion (p <
0.001).
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Figura 20: Proporcién de pacientes con poliquistosis renal austosémica dominante (PQRAD) elegibles para tratamiento
con tolvaptan segun (a) estadio de ERC y (b) edad. a) Porcentajes de acientes con FGe > 45 ml/min/1.73m? de acuerdo al
algoritmo europeo del grupo de trabajo de enfermedades renales hereditarias (WGIKD/ERBP; ERA-EDTA) y pacientes con
FGe entre 25-44 ml/min/1.73m? de acuerdo a los criterios ampliados por edad y enfermedad renal crénica avanzada,
candidatos (negro) y no candidatos (blanco) a tratamiento. b) Proporcién de pacientes con PQRAD candidatos al
tratamiento con tolvaptan por edad siguiendo el algoritmo europeo (negro), por los criterios expandidos (gris) y no
candidatos a tratamiento (blanco). eGFR: filtrado glomerular estimado; y: afios.

La proporcion de pacientes con evidencia de RP de la enfermedad y por lo tanto,
los candidatos para recibir tratamiento con tolvaptan, disminuyeron con la edad
(Figura 20b).

De los 48 pacientes con RP de la enfermedad, segun el algoritmo del
WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA, 3 (68.8%) tenian familiares con inicio de TRS <
58 afios, 11 tenian familiares con inicio de TRS > 58 afios y 4 pacientes fueron
casos esporadicos. Entre los 23 pacientes categorizados como Clase Mayo 1A o
1B, 14 (60.9%; edad media 32 [DS +/- 10]) tenian algun familiar con inicio de TRS
< 58 afos.

Andlisis de la variacibn media anual del filtrado glomerular estimado segun la
progresion de la enfermedad

En el analisis de los pacientes < 50 afos, 151 tenian datos disponibles sobre el
FGe. Esto incluia los casos que no cumplian los criterios de evaluacién del
algoritmo europeo, pero la informacion sobre el FGe y la edad respaldaban la
rapida o lenta progresion (72 rapidos progresadores y 79 los de lenta progresion

de la enfermedad, Figura 21).
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Figura 21: Comparacion del declive del filtrado glomerular estimado (eGFR) en el tiempo, entre individuos con enfermedad

renal de rapida (gris claro) y no rapida progresion (gris oscuro).

El cambio medio anual de FGe fue significativamente mayor en los pacientes con
RP de la enfermedad que en aquellos con lenta progresién de la enfermedad,
siendo el declive de —4.55 vs. —1,92 ml/min/1,73m? respectivamente (p = 0,006;
Figura 22).
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Figura 22: Declive anual del filtrado glomerular estimado (eGFR) entre toda la poblaciéon del estudio, comparando

pacientes con rapida (gris oscuro) y no rapida (gris claro) progresion de su enfermedad renal.

En el subandlisis del declive del FGe de pacientes candidatos para RP
cumpliendo los criterios el algoritmo europeo, 59 pacientes tenian informacion

disponible (43 con RP de la enfermedad y 16 con probabilidad de lenta progresion
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de la enfermedad). La media anual del declive del FGe fue -3.81 y +0.04
ml/min/1.73m? respectivamente pero esta diferencia no fue estadisticamente

significativa (p > 0.1)
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5.2 ESTUDIO 2

Descripcion de un caso de fenotipo atipico de

poliquistosis renal autosomica dominante






ABSTRACT

Presentamos el caso de un varon de 32 afios, con sindrome de genes contiguos
TSC2/PKD1, que le ocasiona complejo esclerosis tuberosa (CET) y poliquistosis
renal autosomica dominante (PQRAD) simultAneamente. El paciente evolucion6 a
enfermedad renal cronica avanzada y recibié un trasplante renal a los 12 afios.
Los riflones nativos presentaban angiomiolipomas (AML), que son tumores
benignos frecuentes en pacientes con CET. A los 17 afios postrasplante, presento
un cuadro de dolor abdominal, anemia y hematoma retroperitoneal secundario a
la hemorragia de un AML renal. Se realiz6 una embolizacion selectiva como
tratamiento. El paciente podria haberse beneficiado de la administracion de
inhibidores de mTOR en el trasplante, ya que se trata de un farmaco que actua
como inmunosupresor y ademas reduce el tamafio de los AML en el CET, asi
como el riesgo de su ruptura y sangrado. Este paciente no recibié inhibidores de
MTOR en el momento del trasplante porque en ese momento se desconocia la
relacion entre los inhibidores de mTOR y el CET. Este caso confirma que, a pesar
de tratarse de pacientes trasplantados o en didlisis, el riesgo de sangrado por los
AML persiste, por lo cual se propone realizar controles periédicos de los rifiones

propios y valorar la nefrectomia.
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Presentamos el caso de un varén de 32 afios, con diagnostico de sindrome de
genes contiguos por delecidén conjunta de los genes TSC2/PKD1 pertenecientes
al CET y a la PQRAD respectivamente. El paciente habia sido diagnosticado a los
8 meses de vida en el contexto de retraso neurocognitivo. El paciente fue
diagnosticado genéticamente mediante un analisis de deleciones/duplicaciones de
uno o varios exones mediante la técnica MLPA, detectando una delecion de novo
causante del SGC. Esta delecion elimina los exones 43 al 46 del gen PKD1 y los
exones 37 al 42 del gen TSC2 (Figura 23). El paciente es un caso esporadico, es

decir, que ni el padre ni la madre le han transmitido estas enfermedades.
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Figura 23: Delecién de genes contiguos TSC2/PKD1. Diagrama de resultados del andlisis de deleciones/duplicaciones
mediante la técnica de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) del paciente con SGC (panel superior) y
de un individuo control (panel inferior). Las flechas rojas indican la delecién de los exones 43 al 46 del gen PKD1
(secuencias de referencia de GenBank: NM 001009944.2; NP 001009944.2): ¢.11713-? 12909 + ?del; p.(Ser1555fs)) y los
exones 37 al 42 del gen TSC2 (NM 000548; NP 000539): c.4663-? 5421 + ?del; p.(Val3905fs)). Nomenclatura segun la

Human Genome Variation Society (http://www.hgvs.org/mutnomen/).
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Clinicamente presentaba episodios de crisis comiciales parciales-generalizadas
debido a la presencia de tubers corticales, asi como retraso mental grave.
Asimismo, se detectaron al nacer masas abdominales bilaterales que se
identificaron como riflones poliquisticos. A los 11 afios se observo un deterioro
progresivo de la funcién renal requiriendo dialisis peritoneal 4 afios mas tarde. Al
afo siguiente, recibi6 un trasplante renal de donante cadaver recibiendo
tratamiento inmunosupresor con prednisona, ciclosporina y azatioprina.

A los 32 afios, acudi6 a urgencias por un cuadro de 3 dias de evolucion
caracterizado por dolor abdominal, distension y deposiciones liquidas sin
productos patolégicos. El cuadro clinico fue autolimitado, pero el paciente
permanecia asténico. Al examen fisico se encontraba afebril, con estabilidad
hemodinamica, dolor difuso a la palpacion abdominal sin peritonismo. La analitica
destacaba hemoglobina 71 g/l (VN: 140-180 g/l), hematocrito 0.22 L/L (VN: 0,40-
0,52) sin criterios de hemodlisis. Los parametros de sepsis se encontraban en el
rango de normalidad, la funcién renal permanecio estable con acidosis metabdlica
(creatinina 232 umol/l, FGe 30 ml/min/1,73m?y bicarbonato 16 mEq/l).

La ecografia abdominal mostraba liquido libre perihepatico y se completo el
estudio con un TC abdominal, visualizando un hematoma retroperitoneal izquierdo
(60x62x52mm) asi como mudltiples AML con microaneurismas bilaterales: el

mayor de 10 mm en rifidn izquierdo nativo (Figuras 24-26).

Figura 24: Rifiones nativos con multiples quistes, algunos con paredes calcificadas. Lesiones sugestivas de
angiomiolipomas con multiples aneurismas bilaterales, el mayor de ellos de 10 mm en tercio superior del rifién izquierdo

(A). Sangrado retroperitoneal izquierdo (B) que se extiende caudalmente por el espacio pararrenal posterior.
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Figura 25: El sangrado descrito en la figura 24 (A) conforma un voluminoso hematoma distal al polo renal inferior (C).

Figura 26: Angio-TCMD abdominopélvica, reconstruccién3D (volume rendering) que muestra la multiplicidad de

aneurismas (A).

Se administraron 2 concentrados de hematies, profilaxis antibidtica y se mantuvo
conducta expectante. Dada la correcta evolucion clinica del paciente, fue dado de
alta hospitalaria. A los 15 dias consulté por febricula y dolor abdominal, sin clinica
de bacteriemia ni foco infeccioso evidente. La analitica mostraba estabilidad en
las cifras de hemoglobina, sin leucocitosis, pero destacaba PCR: 174 (VN: <10),
aumento de creatinina 300 umol/l y FGe ml/min/1,73m?% Los hemocultivos y

urinocultivos fueron negativos. La radiografia de térax y abdomen fueron
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normales. Se realiz6 TC abdominal a las 48 horas por anemizacion (hemoglobina
69 g/l, hematocrito 0.21 L/L), con aumento del hematoma retroperitoneal izquierdo
(80x170x100mm) e incremento del tamafio del pseudoaneurisma del tercio

superior del rifidn izquierdo respecto al estudio previo (Figura 27).

Figura 27: Aumento de tamafio del hematoma retroperitoneal izquierdo (B) y del aneurisma visible entercio superior del

rifidn respecto al estudio previo (C).

Como tratamiento se optd por la embolizacién selectiva de la arteria renal
izquierda, sin incidencias. Se transfundieron 2 concentrados de hematies. Como
profilaxis para el sindrome postembolizacion se aument6 la dosis de corticoides a
0,5 mg/kg y se pauté analgesia. Asi mismo, se inicio tratamiento antibidtico con
una cefalosporina de tercera generacion de forma empirica. La evolucion fue
correcta y el paciente fue dado de alta a los 5 dias. Es poco habitual que un
individuo presente mutaciones en 2 genes diferentes y, por lo tanto, presente
ambas enfermedades. La excepcion a esta rareza son los sindromes de genes
contiguos como en el caso de la delecién de los genes TSC2/PKD1. Alrededor de
un 5% de los pacientes con CET presentan al mismo tiempo PQRAD. Al momento
del trasplante renal de este paciente se desconocia el efecto de los inhibidores de
MTOR en el CET, por lo que su efecto sobre el CET y los AML renales sera

explicado en la discusion de este caso.
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5.3 ESTUDIO 3

Sindrome de Alport autosdmico dominante






ABSTRACT

Introduccion: El sindrome de Alport (SA) es la segunda enfermedad renal
genética mas frecuente y representa alrededor del 2% de los pacientes en terapia
renal sustitutiva (TRS). Esta causada por variantes patogénicas en los genes
COL4A3, COL4A4 y COLA4AS. El objetivo de este estudio es analizar el espectro
clinico y genético de pacientes con SA autosémico dominante (SAAD).

Disefio del estudio: estudio retrospectivo.

Pacientes y objetivos: 82 familias (252 pacientes) con SAAD. Se recogieron
datos clinicos, genéticos, de laboratorio y patologicos. Analizar la supervivencia
renal, disminucién del FGe, correlaciones genotipo-fenotipo y las caracteristicas
extrarrenales.

Resultados: Se identificaron variantes patogénicas en el gen COL4A3 en 106
pacientes (34 familias) y en el gen COL4A4 en 134 pacientes (44 familias). Se
observo herencia digénica/compleja en 12 pacientes sin una clara correlacion
genotipo-fenotipo. La mediana de supervivencia renal global fue de 67 afios (IC
del 95%, 58-73), sin diferencias significativas relacionadas con el sexo (p = 0,77),
gen causante (p = 0,51) o tipo de variante (p = 0,84). La microhematuria fue la
manifestacion renal mas comun (92.1%) mientras que las caracteristicas
extrarrenales fueron raras. Los resultados de las biopsias renales variaron desde
la normalidad hasta glomeruloesclerosis segmentaria focal. La edad al diagnéstico
de hipertensioén arterial se correlacioné con la edad de inicio de TRS (p <0,01). La
pendiente del declive del FGe fue de -1,46 ml/min/1,73 m? por afio (-1,66 a -1,26)
para el grupo en general, sin diferencias significativas entre COL4A3 y COL4A4 (p
=0,24).

Limitaciones: ElI SA es una enfermedad rara, si bien esta es la cohorte mas
grande de SAAD descrita hasta el momento de esta tesis (articulo pendiente de
publicacién), es una cohorte relativamente pequefia de un solo pais, lo que limita
la generalizacién de los resultados obtenidos.

Conclusiones: Este estudio demuestra que los pacientes con SAAD presentan
un amplio espectro de sintomas que van desde asintomaticos hasta inicio de
TRS, independientemente del gen afectado o tipo de variante genética. Este
amplio espectro fenotipico contribuye al infradiagndstico en la practica clinica y
hace que el diagndstico del SAAD sea un gran desafio.
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Cohorte del estudio

La cohorte incluyo a 142 mujeres (56,3%) y la edad media al diagnoéstico fue de
33,62 + 17,12 afos. No se identificaron diferencias significativas en la
supervivencia renal segun el sexo (p = 0,77; Figura 28). Treinta y cuatro sujetos
eran familiares de pacientes con SAAR. Algunas familias con SAAD tienen la
misma variante genética en heterocigosis que causa la enfermedad que las
familias con SAAR y muestran un fenotipo leve, a excepcion de la familia de
SAAD ALP-281 (tiene la misma variante que ALP-189*), con varios individuos en

TRS (Tabla 7).

10 | I I N N I A |
. e

0.8

0.6

04

Kidney Survival

0.2

0.0

105 105 104 101 95 88 86 79 74 58 48 33 18 12 7 4 2
133 133 130 128 122 117 113 98 86 72 56 45 27 21 9 5 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 &5 60 65 70 75 80
Age at KRT (years)

Figura 28: Probabilidad de inicio de terapia renal sustitutiva (ESKD) en pacientes con variantes patogénicas en
heterocigosis en los genes COL4A3 y COL4A4 comparado por sexo (P = 0,77). Linea azul: mujeres, linea roja: varones.
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Variables del estudio

Enfermedad renal. La hematuria estuvo presente en el 92,1% (232/252) de los
pacientes. De los 20 pacientes sin hematuria, 16 pertenecian a familias en las que
alguien habia sido diagnosticado con SAAR y 4 eran de familias con SAAD.
Ninguno de los pacientes sin hematuria habia desarrollado proteinuria aunque dos
de ellos presentaban ERC-G2 a los 76 y 61 afos, aparentemente por motivos
distintos a la variante genética causante de su enfermedad.

Los datos sobre la proteinuria estaban disponibles en 241 pacientes; 157
(65,15%) de estos tenian proteinuria. Ninguno de los pacientes sin proteinuria
desarrolldo ERC (solo un paciente sin proteinuria presenté ERC-G3b, a los 70 afios
y presentaba el antecedente de nefrectomia), pero entre los que presentaban
proteinuria, 61/157 (38.9%) iniciaron TRS. Los datos sobre el uso de IECAS/ARAII
no se han registrado.

La supervivencia renal global fue de 67 afios (IC del 95%, 58-76; Figura 29)
mientras que en los pacientes con proteinuria fue de 58 afios (95% CI, 56-57,
Figura 30). En todo el grupo, 61 pacientes iniciaron TRS (24,2%) a una edad
media de 54.0 + 12.2 afios y una edad mediana de 55 afos (IQR 49-58). Seis
pacientes progresaron a ERC-G5 con TRS antes de los 41 afios. La pendiente de
disminucion del FGe, fue de -1,46 ml/min/1,73m? por afio (-1,66 a -1,26) para el
grupo en general (Figura 31) y no mostré diferencias significativas entre COL4A3
y COL4A4 (p = 0,24). La pendiente de declive del FGe para pacientes con
proteinuria fue de -1,97 en comparacién con -0,77 ml/min/1,73m? por afio para
pacientes sin proteinuria (diferencia 1,20; IC del 95%: 0,78-1,62, P<0,001);
(Figura 32).
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Figura 29: Probabilidad de inicio de terapia renal sustitutiva (TRS) para toda la cohorte. (KRT: edad de inicio de TRS;

Renal survival: supervivencia renal)
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Figura 30: Probabilidad de inicio de terapia renal sustitutiva (TRS) comparando pacientes con (rojo) Yy sin proteinuria

(azul). (Age at KRT: edad de inicio de TRS; Renal survival: supervivencia renal)
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Figura 31: Declive del filtrado glomerular estimado (FGe = eGFR) de los pacientes con variantes genéticas en los genes

“yn w9

COL4A3 o0 COL4AA4. El eje “x” muestra la edad de los pacientes y el eje “y” muestra el FGe en ml/min/1,73m? Los puntos

en el gréfico se corresponden con dos o mas datos de FGe; la linea negra es la trayectoria estimada (P=0.24)
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Figura 32: Declive del filtrado glomerular estimado (FGe) de los pacientes con sindrome de Alport autosémico dominante
con y sin proteinuria. El eje “x” muestra la edad de los pacientes y el eje “y” muestra el FGe en ml/min/1,73m? Los puntos
en el gréfico se corresponden con dos 0 més datos de FGe; la linea continua es la trayectoria estimada del declive del FGe
en pacientes con proteinuria y la linea de puntos es la trayectoria estimada del declive del FGe en pacientes sin proteinuria

(p <0.001). Las lineas grises claro representan los registros del FGe de cada uno de los pacientes en el tiempo.
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También se observé una gran variabilidad intrafamiliar en la edad de inicio de
TRS (Figura 33). La pendiente del aumento del cociente proteinuria/creatinina fue
de 11,34 mg/g (1.95-20.72) por cada afio de vida.

100
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Figura 33: Variabilidad entre pacientes con sindrome de Alport autosémico dominante. La gréfica incluye familias (lineas
azules) con miembros que han progresado a terapia renal sustitutiva (TRS) en rojo y familiares sin TRS (circulos grises). La
edad de los pacientes con TRS es la edad de inicio de la TRS y la edad de los familiares sin TRS es la edad al momento

del estudio.

Hipoacusia. Entre 131 pacientes con audiometria, el 35,9% presentd hipoacusia,
pero solo 11 pacientes (8,4%) presentaron HNB para tonos agudos. Solo un

paciente con HNB alcanz6 ERC-G5 con inicio de TRS a los 67 afios (Tabla 7).

Anormalidades oculares. Setenta y cinco pacientes fueron sometidos a un
examen oftalmoldgico completo y aunque el 23% de ellos presentaban hallazgos
anormales, solo dos presentaban anomalias posiblemente relacionadas con el
SA: uno presentaba erosiones corneales recurrentes (no utilizaba lentes de

contacto) y otro presentaba distrofia corneal (Tabla 7).

Hipertension. El porcentaje de pacientes con HTA aumenta segun el grado de la
ERC (Figura 34).
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Figura 34: Porcentaje y nimero de pacientes con hipertension arterial y el grado de enfermedad renal crénica.

La edad media al diagnéstico de HTA fue de 39,51 + 13,14 afios. La edad en el
momento del diagndstico de HTA demostré una correlacion positiva con la edad
de inicio de TRS (P <0,01). La probabilidad de inicio de TRS segun la edad de
inicio de la HTA se analiz6 por terciles; aquellos pacientes en el segundo y tercer
tercil mostraron unas tasas de supervivencia renal significativamente mejores que
los del primer tercil (diagnosticados de HTA entre los 0-33 afios de edad), con HR
(IC 95%) de 0.08 (0.03-0.20) y 0.21 (0.08- 0.55), respectivamente (Figura 35).
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Figura 35: Probabilidad de inicio de terapia renal sustitutiva (KRT) segun la edad de inicio de la hipertensién, representada
en terciles. El primer tercil (azul) comprende a los pacientes con diagnostico temprano de hipertension, entre los 0 y los 33
afos; la edad del segundo tercil fue de 34 a 45 afios (rojo) y en el tercer tercil de 46 a 70 afios (verde). (Age at KRT: edad

de inicio de TRS; Renal survival: supervivencia renal).

Resultados de las biopsias renales

Cuarenta y nueve de 157 pacientes con proteinuria se sometieron a una biopsia
renal, mientras que ningun paciente con hematuria aislada ha sido biopsiado
(Tabla 7).

Segun la histologia al microscopio optico, los pacientes se clasificaron de la
siguiente manera: normal e inmunotincidn negativa: 32.65%; GESF: 32.65%;
expansiéon de la matriz mesangial con inmunotincién positiva inespecifica:
18,37%; expansion de la matriz mesangial con tincion de inmunofluorescencia
negativa: 16,32%. De los pacientes con GESF, el 75% progreso a TRS.

La microscopia electrénica se realizé en 20 muestras, revelando adelgazamiento
+/- division y laminacion de la MBG en todos los pacientes y borramiento de los

pies de los podocitos en algunos en casos.
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La edad media al momento de la biopsia renal fue de 36,57 + 12,56 afos
(mediana de edad 35 afos [rango IC 26-51]) mientras que el FGe medio fue de
79,13 + 28,94 ml/min/1,73m?. La magnitud de la proteinuria en el momento de la
biopsia renal oscil6 entre 0,1 y 6,8 g/dia (media 1,5 + 1,65 g/dia) y el 81%
presentaba proteinuria > 300 mg/dia.

Resultados del estudio genético

Se realizaron estudios genéticos en 215 pacientes; los 37 restantes tenian
familiares con variantes genéticas identificadas como causantes de la enfermedad
y enfermedad renal compatible con SA, pero no se disponia de muestra de DNA
para su estudio genético.

Se identifico una variante patogénica en heterocigosis en el gen COL4A3 en 107
pacientes (35 familias), mientras que 133 tenian una variante patogénica en el
gen COL4A4 (43 familias) (Tabla 7 y 8). Se identificaron 12 pacientes con
herencia digénica/compleja (Tabla 7).

Las variantes de tipo missense fueron el tipo mas comdn de variante causal
(Figura 36). Los cambios de aminoacido de Gly (90%) a otro aminoacido se
detectaron en los siguientes porcentajes: 33% Arginina, 21% Valina, 19% Acido
glutamico, 11% Serina, 4% Acido aspartico y 2% Cysteina. El porcentaje de

familias con variantes patogénicas truncantes fue del 31%.
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Figura 36: Porcentaje de familias segun el tipo de variante genética patogénica en los genes COL4A3 y COL4A4.

Correlacion genotipo-fenotipo

La supervivencia renal se evalu6 comparando los genes causantes y, aunque no

se detectd una diferencia estadisticamente significativa (p = 0,51), la mediana de
edad de inicio de TRS fue de 64 afios [IC del 95%, 57-71] para COL4A3 versus 69
afos [95% CI, 58-81] para COL4A4 (Figura 37). Por lo tanto, para evaluar las

correlaciones genotipo-fenotipo restantes, consideramos las variantes COL4A3 y

COL4A4 en conjunto. Al comparar pacientes con variantes truncantes y no

truncantes tampoco se observaron diferencias significativas (p = 0,37; Figura 38).

Ademas, la supervivencia renal no se vio influenciada por las caracteristicas de

las variantes, segun las diferentes clasificaciones (Figuras 39, 40 y 41).
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Figura 37: Probabilidad de inicio de terapia renal sustitutiva (KRT) en pacientes con variantes patogénicas en heterocigosis

en los genes COL4A3 y COL4A4 (p = 0,51). (Age at KRT: edad de inicio de TRS; Renal survival: supervivencia renal)
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Figura 38: Probabilidad de inicio de terapia renal sustitutiva (KRT) comparando variantes causales truncantes (rojo) versus

no truncantes (azul); (p = 0.37). (Age at KRT: edad de inicio de TRS; Renal survival: supervivencia renal)
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Figura 39: Probabilidad de inicio de terapia renal sustitutiva (KRT) comparando: 1) variantes patogénicas no truncantes,
sustituciones de Gly (azul); 2) variantes patégenas no truncantes, sustituciones no Gly (rojo) y 3) variantes patogénicas no
truncantes (verde); (p = 0,22). (Age at KRT: edad de inicio de TRS; Renal survival: supervivencia renal)

124



1.0
0.8
0.6
™
2
c
3
(]
> 04
D
c
9
¥
0.2
0.0
65 65 63 60 58 58 57 54 50 39 32 26 16 12 5 3 1
173 173 171 169 159 147 142 123 110 91 72 52 29 21 11 6 2
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 565 60 65 70 75 80
Age at KRT (years)

Figura 40: Probabilidad de inicio de terapia renal sustitutiva (KRT) comparando dos grupos: Grupo 1 (inserciones,

deleciones, missense, nonsense y sustituciones de Gly por Arg, Glu o Asp; azul) versus Grupo 2 (sustituciones de Gly por

no Arg, Glu o Asp; rojo); (P =0,75).
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Figura 41: Probabilidad de inicio de terapia renal sustitutiva (ESKD) comparando el tipo de variante (missense, nonsense,

splicing, indel truncantes, indel> 5 e indel <5 (p= 0,84).

De seis pacientes que iniciaron TRS antes de los 41 afios de edad, tres tenian
una variante missense que alteraba una glicina, uno tenia una variante de splicing
y dos tenian una variante indel (un paciente tenia una variante indel in-frame de
mas de cinco aminoacidos y el otro paciente una indel truncante).

Los pacientes con una herencia digénica/compleja no se incluyeron en el analisis
de supervivencia debido al bajo nUmero de pacientes con esta herencia, pero se
describen en la Tabla 7 a partir de la pagina siguiente. Si bien algunos de ellos
tienen un fenotipo precoz, otros tienen una enfermedad muy leve y de lenta

progresion.
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Digenic COL4A3: c.345del p.(Proll6Leufs*37)
32| 190527 | Male COL4A3/COLAAS COL4A4: ¢.1100dup p.(Pro369Thrfs*61) 49 ves ves 49 47
Digenic COL4A3: c.345del p.(Proll6Leufs*37)
R | WG || emEs COL4A3/COL4AS COL4A4: ¢.1100dup p.(Pro369Thrfs*61) e Yes Vs * = *
Digenic COL4A3: c.345del p.(Proll6Leufs*37)
19-052 F | 2 Ye N 3
SO || EEE COL4A3/COL4A4 COL4A4: ¢.1100dup p.(Pro369Thrfs*61) 2 es ° ® RE
52* 00-969 Male COL4A3 €.3062G>T p.(Gly1021Val) No No
52* 00-970 Female COL4A3 €.4424T>C p.(Phel475Ser) Yes No
LM: Expansion
of the
57 01-237 Female COL4A4 ¢.2111G>A p.(Gly704Glu) 32 Yes Yes 33 mesangial TTBM and PFPE 48 96 Yes No
matrix;
IF:negative
65* 02-001 Female COL4A3 c.345del p.(Proll6Leufs*37) No No 76 60
65*% 18-193 Male COL4A3 c.345del p.(Proll6leufs*37) 18 No No 18 110 No**
65* 18-979 Female COL4A3 c.345del p.(Proll6Leufs*37) 18 No No 18 95
LM: normal;
76 03-034 Female COL4A3 c.1345G>A p.(Gly449Arg) 32 Yes Yes 37 0,74 98 I g e TTBM 52 100 No No
76 15-288 Female COL4A3 c.1345G>A p.(Gly449Arg) 6 Yes Yes 22 92 No No
76 17-390 | Female COL4A3 ¢.1345G>A p.(Gly449Arg) 18 Yes Yes 21 115 No No
76 17-936 Male COL4A3 c.1345G>A p.(Gly449Arg) Yes Yes 16 133 No No
84 05-14 Female COL4A3 €.343G>A p.(Gly115Arg) 52 Yes No 52 82
85% 05-25 Male COL4A3 c.4441C>T p.(Arg1481%*) 35 No No 57 92
85% 05-22 Female COL4A3 c.4441C>T p.(Arg1481%*) 57 Yes No 68 91
85* 05-23 Male COL4A3 c.4441C>T p.(Argl481*) Yes Yes 66 90
85% 05-24 Male COL4A3 c.4441C>T p.(Arg1481%*) No No 30 97
94 05-111 Male COL4A3 €.279+2T>C p.(?) 50 Yes Yes 51 6,80 33 FSGS TTBM 58 10 58 No** NO
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9 05-130 | Female COL4A3 €.279+2T>C p.(?) 24 No No 36 100
% 05-110 | Female COL4A3 €.279+2T>C p.(?) Yes No 38 100
9 07-312 Male COL4A3 €.279+2T>C p.(?) 30 Yes Yes 31 FSGS 53 10 53 No**
LM: l;
94 | 09-140 Male COL4A3 €.27942T>C p.(?) 47 Yes Yes 53 2,80 55 normay TTBM 56 65 No**
IF: negative
% 09-141 Male COL4A3 €.279+2T>C p.(?) Yes No 54 93 No**
9 09-157 Male COL4A3 €.279+2T>C p.(?) 79 Yes 78 48
Digenic COL4A3: c.4826G>A p.(Argl609GIn o
e W5 || el COL4A3/COL4AS COL4A4: ¢.4351G>A p.(Gly1451Arg) B Yes RO eE 0 i
Digenic COL4A3: c.4826G>A p.(Argl609GIn
1 15-487 Mal 7 Y 42 2 N
8 Sk ale COL4A3/COL4A4 COL4A4: c.4351G>A p.(Gly1451Arg) =2 es es 8 °
Digenic COL4A3: c.4826G>A p.(Argl609GIn
1 18-12 Femal 7 7 N 7
8 SHED emaie COL4A3/COL4A4 COL4A4: c.4351G>A p.(Gly1451Arg) 3 es ° 9 &8
115 17-460 Male COL4A4 €.2908C>T p.(GIn970%) 59 Yes No 60 73
LM: normal;
118 07-308 | Female COL4A4 €.2219dup p.(Val741Cysfs*47) 10 Yes Yes 32 3,52 96 IF: negative TTBM and PFPE 32 124 No
118 07-133 Female COL4A4 €.2219dup p.(Val741Cysfs*47) 56 Yes Yes 67 36 No
118 07-135 Female COL4A4 €.2219dup p.(Val741Cysfs*47) Yes Yes 58 10 58
118 07-299 Male COL4A4 €.2219dup p.(Val741Cysfs*47) 45 Yes No 55 91
144* 16-134 Female COL4A3 €.725G>A p.(Gly242Glu) 78 Yes 74
157* 09-201 Female COL4A3 c.345del p.(Prol16Leufs*37) 44 Yes Yes 52 96 No
157* 09-200 Male COL4A3 c.345del p.(Proll6Leufs*37) 49 Yes No 57 66 No
157% | 09-204 Male COL4A3 c.345del p.(Prol16Leufs*37) 13 No No 12 124
165 10-039 Female COL4A3 €.2954G>T p.(Gly985Val) 35 Yes Yes 41 1,00 FSGS TTBM 55 10 55 No** No**
165 10-046 Female COL4A3 €.2954G>T p.(Gly985Val) 20 Yes No 42 106 No** No
165 10-419 | Female COL4A3 €.2954G>T p.(Gly985Val) 36 Yes No 42 91 No** No
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165 12-244 Male COL4A3 €.2954G>T p.(Gly985Val) 10 Yes No 15 140
165 10-047 Female COL4A3 €.2954G>T p.(Gly985Val) 10 Yes No 7 115
166* 10-130 Male COL4A3 c.3643C>T p.(Arg1215*) 54 No No 61 69 No No
166* 10-131 Female COL4A3 c.3643C>T p.(Arg1215*) 54 No No 55 102 No No
166* 111-108 Male COL4A3 c.3643C>T p.(Argl1215*) 42 No No 49 106 No No
LM: l;
169 Male COL4A3 .3044G>A p.(Gly1015GIu) Yes Yes 14 0,20 95 WIAELR 50 10 50 No
IF: negative
169 09-186 Male COL4A3 ¢.3044G>A p.(Gly1015Glu) Yes Yes 20 0,46 FSGS 20 10 20 No
169 10-305 Male COL4A3 ¢.3044G>A p.(Gly1015Glu) 12 Yes No 18 100 No No
169 10-304 Male COL4A3 ¢.3044G>A p.(Gly1015Glu) Yes No 17 116 No
169 17-133 Female COL4A3 ¢.3044G>A p.(Gly1015Glu) 11 Yes Yes 50 87 No No
169 17-252 Female COL4A3 ¢.3044G>A p.(Gly1015Glu) 37 Yes No 37 112 No
174 11-098 Female COL4A3 ¢.2083G>A p.(Gly695Arg) 32 Yes Yes 69 33 Yes No**
174 11-099 Female COL4A3 €.2083G>A p.(Gly695Arg) 26 Yes Yes 37 87 No** Yes
174 11-100 Female COL4A3 c.2083G>A p.(Gly695Arg) 18 Yes Yes 34 84 No No
186* 12-030 Male COL4A3 c.4441C>T p.(Arg1481%) No No
186* 12-031 Female COL4A3 c.40_63del p.(Leuld_Leu21del) No No
187 12-205 Female COL4A3 €.(2125+1_2224-1)_(2980+1_3071-1)dup p.(?) Yes Yes 21 10 21 No No
187 12-111 | Female COL4A3 .(2125+1_2224-1)_(2980+1_3071-1)dup p.(?) Yes Yes FSGS TTBM a1 80 No No
187 12-112 Female COL4A3 c.(2125+1_2224-1)_(2980+1_3071-1)dup p.(?) Yes Yes 49 10 49 No No
187 Female COL4A3 €.(2125+1_2224-1)_(2980+1_3071-1)dup p.(?) Yes Yes FSGS 33 45 No No
LM: B
188 | 17-283 Male COL4A3 ¢.1918G>A p.(Gly640Arg) 20 Yes Yes 26 0,55 92 IFN'| ngz;rt'i':l' TTBM 75 31
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189* 17-054 Male COL4A4 c.4508delA p.(His1503Profs*49) 30 Yes No 31 90 No**
LM: Expansion
of the
195 12-281 Female COL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) 61 Yes Yes mesangial 67 10 67 Yes No**
matrix;
IF:negative
195 12-282 Female COL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) Yes No 57 91 No
195 12-284 Female COL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) Yes No 33 94 No
195 12-285 Male COL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) Yes No 32 112 No No
195 12-286 Male COL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) Yes No 20 129 No
195 12-592 Male COL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) 19 No No 23 115 No
195 12-593 Female COL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) Yes No 29 120 No
LM: Expansion
of the
200 13-230 Female COL4A3 ¢.4253G>A p.(Gly1487Glu) 10 Yes Yes 35 0,74 96 mesangial TTBM and PFPE 55 51 No
matrix;
IF:negative
200 13-231 Female COL4A3 ¢.4253G>A p.(Gly1487Glu) 10 Yes Yes 30 123 No**
200 13-232 Male COL4A3 c.4253G>A p.(Gly1487Glu) 10 Yes Yes 22 130 No
200 13-282 Male COL4A3 €.4253G>A p.(Gly1487Glu) 30 Yes Yes 55 10 55 No
200 | 13-285 | Female coL4A3 €.4253G>A p.(Gly1487Glu) 5 Yes Yes LM: normal; 51 10 51 | No*
IF: negative
200 13-286 Female COL4A3 c.4253G>A p.(Gly1487Glu) 1 Yes Yes 18 130 No No
200 13-350 Male COL4A3 €.4253G>A p.(Gly1487Glu) Yes 47
200 15-550 Female COL4A3 c.4253G>A p.(Gly1487Glu) Yes Yes 44 109 No**
212* 14-142 Male COL4A4 ¢.5045G>A p.(Arg1682GIn) Yes No 58
212* 14-143 Male COL4A4 ¢.5045G>A p.(Arg1682GIn) Yes No 69 64
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212* 14-150 Female COL4A4 c.5045G>A p.(Arg1682GIn) Yes No 44 95
212* 14-151 Male COL4A4 ¢.5045G>A p.(Arg1682GIn) Yes No 40 102
212* 14-152 Male COL4A4 c.5045G>A p.(Arg1682GIn) Yes No 41 67
212* 14-154 Female COL4A4 ¢.5045G>A p.(Arg1682GIn) Yes No 10 126
212* 14-155 Female COL4A4 ¢.5045G>A p.(Arg1682GIn) Yes No 5 117
214 14-216 Male COL4A4 Cis €.2320G>C;4394G>A p.(Gly774Arg;Gly1465Asp) Yes Yes 57 10 57 No No**
214 14-218 Male COL4A4 Cis €.2320G>C;4394G>A p[(Gly774Arg;Gly1465Asp) 42 Yes Yes 45 82 Yes No
217* 14-374 Male COL4A3 c.3837delA p.(Gly1280Valfs*38) No No
217* 14-375 Female COL4A3 €.2621delG p.(Gly874Valfs*9) No No
LM: Expansion
of the
222 14-355 Female COL4A4 ¢.755G>T p.(Gly252Val) 32 Yes Yes 37 1,31 98 mesangial TTBM and PFPE 41 119 No
matrix;
IF:negative
222 Male COL4A4 ¢.755G>T p.(Gly252Val) 70 Yes Yes
222 Female COL4A4 ¢.755G>T p.(Gly252Val) Yes Yes 69 10 69
222 Male COL4A4 €.755G>T p.(Gly252Val) Yes Yes FSGS 66 10 66
LM: Expansion
of the
" mesangial o
223 14-392 Male COL4A4 c.1143_1144del p.(Asp383Cysfs*46) 54 Yes Yes 56 1,24 45 - IF: 81 10 81 No
Unspecific IgM
and C3 deposits
LM: Expansion
of the
mesangial
223 14-393 Female COL4A4 ¢.1143_1144del p.(Asp383Cysfs*46) 39 Yes Yes 49 1,70 46 matrix: IF: 55 10 55 No** No
Unspecific IgM
and C3 deposits
223 14-394 Female COL4A4 c.1143_1144del p.(Asp383Cysfs*46) 30 Yes No 34 106 No No
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223 15-742 Female COL4A4 €.1143_1144del p.(Asp383Cysfs*46) 35 Yes No 38 79 No No**
223 15-591 Male COL4A4 c.1143_1144del p.(Asp383Cysfs*46) 54 Yes Yes
223 15-592 Female COL4A4 €.1143_1144del p.(Asp383Cysfs*46) 21 Yes No
LM: Expansion
of the
ial
226 | 14-470 | Female COoL4A4 €.73542T>C p.(?) 14 Yes Yes 23 024 91 m:t':f"g'a . 45 75 Yes No
Unspecific IgM
and C3 deposits
226 Female COL4A4 €.73542T>C p.(?) 35 Yes Yes 40 93 No** No
226 Male COL4A4 €.735+2T>C p.(?) Yes Yes 73 10 73
226 Male COL4A4 €.735+2T>C p.(?) Yes Yes 52 10 52
226 Female COL4A4 €.735+2T>C p.(?) Yes No 70 35 No**
LM: Expansion
of the
231 05-193 Male COL4A4 €.3559G>A p.(Gly1187Arg) 47 Yes Yes 47 1,50 79 mesangial TTBM 57 10 57 No** No
matrix;
IF:negative
231 10-461 Female COL4A4 ¢.3559G>A p.(Gly1187Arg) 30 Yes Yes FSGS 47 10 47
231 10-406 Male COL4A4 €.3559G>A p.(Gly1187Arg) 32 Yes No 38 107 No** no
231 12-543 Female COL4A4 €.3559G>A p.(Gly1187Arg) Yes Yes 49 10 49
231 10-407 Female COL4A4 €.3559G>A p.(Gly1187Arg) 15 Yes No 31 138 No No
232 16-550 Female COL4A4 €.4334-23A>G p.(?) 33 Yes Yes 41 105 No
232 16-551 Female COL4A4 €.4334-23A>G p.(?) 27 Yes No 29 119 No
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235 14-584 Female COL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) 14 Yes No 45 96
235 14-585 Male COL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) 14 Yes Yes 41 61 No No
235 14-586 Female COL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) 32 Yes No 33 94
238 15-031 Male COL4A4 €.735+2T>C p.(?) 43 Yes Yes 48 58 No No
238 15-030 | Female COL4A4 €.735+2T>C p.(?) 55 Yes Yes FSGS 66 10 66 No No**
LM: Expansion
of the
238 | 15032 | Female CoL4A4 €.735+2T>C p.(?) 34 Yes Yes m:::if’"g'all . 45 26 No No
Unspecific IgM
and C3 deposits
241* | 15-153 Female COL4A4 €.1921C>T p.(Arg641*) 41 Yes No 41 90
241* | 15-152 Male COL4A4 €.1921C>T p.(Arg641*) 48 Yes No 48 91
242 13-404 Male COL4A3 €.1096G>A p.(Gly366Arg) 42 Yes Yes 50 36 No** No
242 13-406 Male COL4A3 €.1096G>A p.(Gly366Arg) 15 Yes Yes 21 98 No No
242 13-407 Male COL4A3 €.1096G>A p.(Gly366Arg) 9 Yes Yes 15 132 No** No
246 12-417 Female COL4A4 €.2219dupC p.(Val741Cysfs*54) 21 Yes Yes 62 52 No
LM: Expansion
of the
mesangial
249 15-472 Male COL4A4 €.2733_2741del9 p.(Gly912_Pro914del) 13 Yes Yes 17 0,10 94 matroe IF: 48 71 No
Unspecific IgM
and C3 deposits
LM: normal;
249 15-473 Female COL4A4 €.2733_2741del9 p.(Gly912_Pro914del) 23 Yes Yes 25 0,60 95 IF: negative TTBM 47 50 No
Digenic COL4A3: ¢.2342_2350del p.(Thr781_Gly783del) o
22 || 5 | e COL4A3/COL4AG COL4A4: ¢.5045G>A p.(Arg1682GIn) 2 Yes ves & B b i
Digenic COL4A3: c.2342_2350del p.(Thr781_Gly783del) LM: normal;
252 16-265 Mal Y Y 51 1,01 24 54 10 54 No** N
ale COL4A3/COL4A4 COL4A4: ¢.5045G>A p.(Arg1682GIn) es es J IF: negative °© °
Digenic COL4A3: c.2342_2350del p.(Thr781_Gly783del)
252 16-71 = = 2
2 Gy || el COL4A3/COL4A4 COL4A4: c.5045G>A p.(Arg1682GIn) g ves il = 2
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253 | 12-279 | Female COL4A4 €.114+1G>C p.(?) 14 Yes Yes 27 0,30 95 LM: normal; 35 89
IF: negative
253 Male COL4A4 c.114+1G>C p.(?) Yes Yes 29 2,00 90 FSGS 56 10 56 No**
253 Male COL4A4 ¢.114+1G>C p.(?) 35 Yes No
255 15-579 Female COL4A3 €.2384G>T p.(Gly795Val) Yes No 67 63 No
255 Female COL4A3 €.2384G>T p.(Gly795Val) Yes Yes 58 10 58
255 Female COL4A3 €.2384G>T p.(Gly795Val) Yes Yes 58 10 58
255 Male COL4A3 €.2384G>T p.(Gly795Val) Yes Yes 46 10 46
255 Male COL4A3 €.2384G>T p.(Gly795Val) Yes Yes 48 10 48
256 15-567 Female COL4A3 ¢.1391G>T p.(Gly464Val) 58 Yes Yes 63 79 No No**
LM: Expansion
of the
256 17-850 Male COL4A3 ¢.1391G>T p.(Gly464Val) 35 Yes Yes mesangial 44 10 44 No**
matrix;
IF:negative
260* 15-647 Male COL4A4 c.914_930+29del p.(?) Yes No 64 93 No No
260* | 15-648 | Female coL4A4 ¢.914_930+29del p.(?) 52 No No 56 93 No No
265 16-553 Female COL4A4 ¢.1396G>A p.(Gly466Arg) 65 Yes Yes 65 37
265 Female COL4A4 c.1396G>A p.(Gly466Arg) Yes Yes 72 10 72
268 09-258 Female COL4A4 ¢.1460G>T p.(Gly487Val) 30 Yes Yes 77 30
268 12-325 Female COL4A4 ¢.1460G>T p.(Gly487Val) 34 Yes Yes 53 10 53
268 13-109 Female COL4A4 ¢.1460G>T p.(Gly487Val) 46 Yes No
268 13-110 Female COL4A4 ¢.1460G>T p.(Gly487Val) 43 Yes No
268 Female COL4A4 ¢.1460G>T p.(Gly487Val) Yes Yes 87 10 87
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LM: Expansion
of the
270 16-109 Female COL4A3 €.2954G>T p.(Gly985Val) 48 Yes Yes 54 1,20 48 mesangial TTBM 61 10 61 No** No
matrix;
IF:negative
270 16-108 Female COL4A3 €.2954G>T p.(Gly985Val) 49 Yes Yes 49 94
271 16-099 Male COL4A4 €.4847T>G p.(Leul616Arg) 55 Yes Yes 58 FSGS 62 31
271 16-098 Male COL4A4 c.4847T>G p.(Leul616Arg) 36 Yes Yes 43 82
273 12-341 Female COL4A3 ¢.3472G>C p.(Gly1158Arg) 69 Yes Yes 76 10 76
273 | 07-010 Male COL4A3 €.3472G>C p.(Gly1158Arg) 34 Yes Yes 4 1,00 92 LM: normal; 54 10 54 No
IF: negative
273 07-015 Female COL4A3 €.3472G>C p.(Gly1158Arg) 25 Yes Yes 37 113 No** No
273 07-440 Male COL4A3 ¢.3472G>C p.(Gly1158Arg) 23 Yes Yes 23 0,19 94 FSGS TTBM and PFPE 36 118 No No**
273 10-169 Male COL4A3 €.3472G>C p.(Gly1158Arg) 51 Yes Yes 50 10 50 No
273 | 13-010 Male COL4A3 €.3472G>C p.(Gly1158Arg) Yes Yes 58 92
273 Female COL4A3 ¢.3472G>C p.(Gly1158Arg) Yes Yes 43 10 43
275 16-154 Male COL4A4 ¢.3688G>T p.(Gly1230Cys) 25 Yes Yes 69 89 Yes | No**
275 Male COL4A4 ¢.3688G>T p.(Gly1230Cys) Yes Yes 58 98 No
275 Female COL4A4 c.3688G>T p.(Gly1230Cys) Yes No 56 106 Yes
275 Male COL4A4 ¢.3688G>T p.(Gly1230Cys) 36 Yes No 36 110 No** No**
275 Female COL4A4 c.3688G>T p.(Gly1230Cys) 34 Yes No 34 107 No** No**
276 16-156 Male COL4A4 €.2429G>A p.(Gly810Asp) 37 Yes Yes 37 106 No No
LM: I;
278 | 16-003 | Female coL4A3 €.725G>A p.(Gly242Glu) Yes Yes Mk TTBM No
IF: negative
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LM: Expansion
of the
mesangial
280 16-320 Male COL4A4 ¢.3205G>C p.(Gly1069Arg) 19 Yes Yes 29 4,50 94 matrix: IF TTBM 34 71 No No
Unspecific IgM
and C3 deposits
280 | 16-321 Male coL4A4 €.3205G>C p.(Gly1069Arg) 19 Yes Yes 29 ﬁFM nz‘;;’:\z TTBM 34 10 34 No No
280 17-725 Female COL4A4 €.3205G>C p.(Gly1069Arg) 50 Yes Yes 51 107
281 16-133 Male COL4A4 c.4508delA p.(His1503Profs*49) 20 Yes Yes 40 10 40
LM: Expansion
of the
281 | 17-882 Male CcoL4A4 .4508delA p.(His1503Profs*49) 3 Yes Yes m:::i‘:“"g'a'm 51 10 51
Unspecific IgM
and C3 deposits
281 17-883 Male COL4A4 c.4508delA p.(His1503Profs*49) 13 Yes Yes 54 10 54
281 18-727 Male COL4A4 c.4508delA p.(His1503Profs*49) 4 Yes No 42 92 No
281 18-730 Female COL4A4 c.4508delA p.(His1503Profs*49) 18 Yes 18 96 No
282* 16-345 Female COL4A4 €.755G>A p.(Gly252Asp) 19 No No 19 119
284 16-416 Male COL4A4 c.1323_1340del p.(Pro444_Leu449del) 37 Yes Yes 43 61 No No
284 Male COL4A4 ¢.1323_1340del p.(Pro444_Leud49del) Yes Yes 42 10 42
284 Female COL4A4 c.1323_1340del p.(Pro444_Leu449del) Yes Yes 56 10 56
284 Male COL4A4 €.1323_1340del p.(Pro444_Leu449del) Yes Yes 73 24
COL4A3 +
291 16-618 Male NPHS2 p.(R229Q) €.2126G>A p.(Gly709Glu) 7 Yes Yes 13 130 No No
COL4A3 + LM: normal;
291 17-350 Female NPHS2 p.(R229Q) €.2126G>A p.(Gly709Glu) Yes Yes F: negative 51 108 No
COL4A3 +
291 18-102 Male NPHS2 p.(R229Q) ¢.2126G>A p.(Gly709Glu) 22 No No 22 94 No No
LM: B
295 | 17-038 | Female coL4A4 €.73542T>C p.(?) 12 Yes Yes 21 2,00 97 omal oS 10 oS
IF: negative
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295 17-039 Female COL4A4 €.735+2T>C p.(?) 22 Yes Yes 34 120
295 17-041 Male COL4A4 c.735+2T>C p.(?) Yes Yes 20 105
LM: Expansion
of the
296 | 17-042 | Female COL4A3 €.2126G>A p.(Gly709GIu) 39 Yes Yes 39 m:::if’"g'all . 45 10 45
Unspecific IgM
and C3 deposits
296 17-043 Female COL4A3 ¢.2126G>A p.(Gly709Glu) 34 Yes Yes 37 97 Yes
296 17-044 Female COL4A3 €.2126G>A p.(Gly709Glu) 33 Yes Yes 33 128 No
298 17-046 Female COL4A4 ¢.1952G>T p.(Gly651Val) 47 Yes Yes 49 10 49
298 17-047 Male COL4A4 ¢.1952G>T p.(Gly651Val) 62 Yes Yes 62 27
298 17-048 Female COL4A4 ¢.1952G>T p.(Gly651Val) 44 Yes No 44 61
298 17-049 Female COL4A4 ¢.1952G>T p.(Gly651Val) 37 Yes Yes 37 93
298 17-050 Female COL4A4 ¢.1952G>T p.(Gly651Val) 34 Yes No 34 88
299 17-065 Female COL4A4 €.4922G>A p.(Cys1641Tyr) 54 Yes Yes 65 51 No No
Digenic COL4A3: c.3829G>A p.(Gly1277Ser)
300 | 17072 | Male COL4A3/COL4AL COL4A4: ¢.193G>A p.(Gly65Ser) 8 ves ves 8 109 No
300 18-055 Female COL4A4 ¢.193G>A p.(Gly65Ser) 47 Yes No No
300 18-054 Male COL4A3 €.3829G>A p.(Gly1277Ser) 46 Yes 11 97 No**
301 17-018 Female COL4A3 ¢.3133G>C p.(Gly1045Arg) 66 Yes Yes 67 38 Yes
301 17-513 Male COL4A3 €.3133G>C p.(Gly1045Arg) 10 Yes Yes 41 105 No
301 | 19-0186 Male COL4A3 €.3133G>C p.(Gly1045Arg) 43 No No
302 17-129 Female COL4A4 €.4334-23A>G p.(?) 76 Yes Yes 76 42 Yes
302 18-142 Female COL4A4 €.4334-23A>G p.(?) 45 Yes No
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304 17-142 Female COL4A3 ¢.583G>A p.(Gly195Ser) 51 Yes Yes 56 FSGS 57 10 57 No
304 Female COL4A3 ¢.583G>A p.(Gly195Ser) Yes Yes 58 10 58
304 Female COL4A3 ¢.583G>A p.(Gly195Ser) Yes Yes 30 10 30
308 17-159 Female COL4A3 €.3499G>A p.(Gly1167Arg) 48 Yes Yes 64 40 Yes
308 17-160 Female COL4A3 €.3499G>A p.(Gly1167Arg) 14 Yes Yes 40 111 No**
LM: normal;
310 10-136 Male COL4A4 €.3991G>T p.(Gly1331*) 35 Yes Yes 35 0,30 89 IF: negative TTBM and PFPE 64 71
310 Female COL4A4 €.3991G>T p.(Gly1331*) Yes Yes 55 10 55
310 Female COL4A4 €.3991G>T p.(Gly1331*) Yes Yes 55 10 55
312* 17-173 Female COL4A4 €.4334-23A>G p.(?) 46 Yes No 46 94 No No
LM: Expansion
of the
mesangial
313 17-245 Male COL4A3 ¢.2074G>A p.(Gly692Ser) 19 Yes Yes 20 0,20 92 matrix: IF: TTBM 52 24 No**
Unspecific IgM
and C3 deposits
313 18-423 Male COL4A3 ¢.2074G>A p.(Gly692Ser) 25 Yes No 25 113
322 17-623 Female COL4A4 €.735+2T>C p.(?) Yes Yes 59,0 41,0
322 17-402 Female COL4A4 €.735+2T>C p.(?) 47,0 Yes Yes 47,0 10,0 47
322 17-624 Female COL4A4 €.73542T>C p.(?) Yes Yes 25,0 72,0
322 17-625 Male COL4A4 €.735+2T>C p.(?) Yes No 30,0 | 119,0
329 17-455 Male COL4A4 €.2242G>A p.(Gly748Ser) 28 Yes Yes 54 95 No
329 17-456 Male COL4A4 €.2242G>A p.(Gly748Ser) 45 Yes Yes 51 92 No No**
329 17-454 Female COL4A4 €.2242G>A p.(Gly748Ser) 47 Yes Yes 55 10 55 No Yes
334 17-498 Female COL4A3 ¢.898G>A p.(Gly300Arg) 57 Yes Yes 57 FSGS 67 10 67 No
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334 17-499 Female COL4A3 ¢.898G>A p.(Gly300Arg) 45 Yes Yes 64 10 64 No No
334 17-500 Female COL4A3 ¢.898G>A p.(Gly300Arg) 26 Yes Yes 31 129 No No**
: Digenic COL4A3: ¢.3302G>A p.(Gly1101Glu)
336 | 17515 | Female | 0 4a3/c01404 COL4A4: c.4449_4450dup p.(Met1484Thrf*69) ves ves 4
LM: Expansion
of the
340 17-627 Male COL4A4 ¢.1952G>T p.(Gly651Val) 14 Yes Yes mesangial 43 110 No
matrix;
IF:negative
340 17-628 Female COL4A4 ¢.1952G>T p.(Gly651Val) 16 Yes Yes 13 145 No
343 17-652 Male coL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) 33 Yes Yes 42 111 No
343 Female COL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) 9 Yes 9 98
343 Male COL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) Yes 43
343 Female COL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) Yes 15 127
343 Female COL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) Yes 62
349 04-019 Female COL4A4 ¢.755G>T p.(Gly252Val) 53 Yes Yes 52 35 FSGS 69 10 69 No**
349 14-309 Male COL4A4 €.755G>T p.(Gly252Val) 50 Yes Yes 54 36
349 17-547 Female COL4A4 ¢.755G>T p.(Gly252Val) Yes Yes 51 10 51
351 17-764 Male COL4A3 ¢.1096G>A p.(Gly366Arg) Yes 47 62 No**
351 Male COL4A3 ¢.1096G>A p.(Gly366Arg) Yes Yes 55 10 55
351 Female COL4A3 c.1096G>A p.(Gly366Arg) Yes Yes 50 10 50
352 17-766 Male COL4A3 ¢.1096G>A p.(Gly366Arg) 66 Yes Yes 66
353 17-771 Female COL4A3 c.3829G>A p.(Gly1277Ser) 15 Yes No 19 112 No
353 17-770 Male COL4A3 ¢.3829G>A p.(Gly1277Ser) 30 Yes No 55 79
365 17-928 Male COL4A4 €.1952G>T p.(Gly651Val) 45 Yes Yes 45 112 No No
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365 17-927 Female COL4A4 ¢.1952G>T p.(Gly651Val) 48 Yes Yes 48 89 No No
365 | 17-929 | Female coL4A4 ¢.1952G>T p.(Gly651Val) 38 Yes Yes 38 91 No No
370 17-841 Female COL4A4 c.558+1G>A p.(?) 25 Yes Yes 55 50
370 | 18-030 | Female coL4A4 €.558+1G>A p.(?) 10 Yes No 30 107
370 | 18-029 | Female coL4A4 €.558+1G>A p.(?) 10 Yes Yes 24 122
370 | 18-028 Male COL4A4 €.558+1G>A p.(?) 31 Yes Yes FSGS 40 10 40 | No**
380 | 18-333 Male coL4A4 €.3559G>A p.(Gly1187Arg) 34 Yes Yes 34 N a TTBM 42 %0
IF: negative
384 | 18-202 Male coL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) Yes Yes 80 22 No**
384 | 19-0106 | Male CoL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) 17 Yes No 25 9
384 | 18-519 Male COL4A4 €.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup) 52 Yes Yes 52 50
436 | 18-837 Male COL4A3 €.3044G>A p.(Gly1015Glu) 7 Yes No 7 98 No No
436 | 18-836 | Female COL4A3 €.3044G>A p.(Gly1015GIu) 33 Yes No 33 94
999 Female Digenic Deletion 2q36.3 in Cr 2 and Duplication 2q13 37 Yes Yes 44 74 No** | No
COL4A3/COL4A4 96 P 9

* Relatives of autosomal recessive Alport patients; ** Hearing loss or ocular abnormalities not related to Alport Syndrome.

Sequence variant nomenclature is according to Human Genome Variation Society guidelines (www.hgvs.org)
Reference Sequence Genebank Accession numbers: NM_000091.4 (COL4A3); NM_000092.5 (COL4A4); NM_014625.2 (NPHS2).

FSGS: focal segmental glomerulosclerosis; IF: inmunofluoresce; KRT: kidney replacement therapy; LM: light microscopy; PFPE: podocyte foot process effacement; TTBM: thin and thick basement membrane.
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Tabla 8: Clasificacion de las variantes genéticas de acuerdo a las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 3

gnomAD exomes

Missense pathogenic
predictors (dbNSFP): SIFT,
LRT, PROVEAN, MetaSVM,

LOVD Clinical

ClinVar Clinical

Familial

Classification

Gene Sequence variant allele frequency MetalR, MCAP, PrimateAl, Literature Classification Significance segregation (ACMG criteria)
DEOGEN?2,
fathmm_MKL_coding &
fathmm_XF_coding
Pathogenic
Tazdén Vega, B. et al. . . (PM1, PM2,
L4A 4 | p.(Leuld_Leu21del 1404 N/A ! Path Path Y
COL4A3 c.40_63del p.(Leuld_Leu21del) 0,000140:. / (2003)* athogenic athogenic es PM4, PP1, PP3,
PP4, PP5)

Pathogenic

COL4A3 €.279+42T>C p.(?) 0 N/A Not reported Not reported Not reported Yes (PVS1, PM2,
PP1, PP3, PP4)

Likely

pathogenic
COL4A3 c.343G>A p.(Gly115Arg) 0,0000281 DTDDDDTDDD Not reported Not reported Likely pathogenic Yes (PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4,

PP5)

Pathogenic

Moriniére, V. et al. PVS1 PS3, PM2,
COL4A3 c.345del p.(Prol16Leufs*37) 0,0000361 N/A orimere, V. et a Pathogenic Pathogenic Yes (

(2014)*

PP1, PP3, PP4,
PP5)
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Tabla 8: Clasificacion de las variantes genéticas de acuerdo a las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 3

gnomAD exomes

Missense pathogenic
predictors (dbNSFP): SIFT,
LRT, PROVEAN, MetaSVM,

LOVD Clinical

ClinVar Clinical

Familial

Classification

Gene Sequence variant allele frequency MetalR, MCAP, PrimateAl, Literature Classification Significance segregation (ACMG criteria)
DEOGEN?2,
fathmm_MKL_coding &
fathmm_XF_coding
Likely
pathogenic
COL4A3 ¢.583G>A p.(Gly195Ser) 0 DDDDDDTDDD Not reported Not reported Not reported Yes (PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4)
Likely
Likely pathogenic
COL4A3 €.725G>A p.(Gly242Glu) 0 DDDDDDTTDD Not reported pathogenic, Likely pathogenic Yes (PM1, PM2, PP1,
VUS PP2, PP3, PP4,
PP5)
Likely
. Likely pathogenic
M Ili, M.A.
COL4A3 c.898G>A p.(Gly300Arg) 0,00002 DDDDDDTDDD e"aclazg 0'15)178 e | pathogenic, Pathogenic, VUS Yes (PM1, PM2, PP1,
: VUS PP2, PP3, PP4,
PP5)
Likely
. . pathogenic
COL4A3 €.1096G>A p.(Gly366Arg) 0,000012 DDDDDDTDDD Not reported Not reported Likely pathogenic, VUS Yes

(PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4)
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Tabla 8: Clasificacion de las variantes genéticas de acuerdo a las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 3

gnomAD exomes

Missense pathogenic
predictors (dbNSFP): SIFT,
LRT, PROVEAN, MetaSVM,

LOVD Clinical

ClinVar Clinical

Familial

Classification

Gene Sequence variant allele frequency MetalR, MCAP, PrimateAl, Literature Classification Significance segregation (ACMG criteria)
DEOGEN?2,
fathmm_MKL_coding &
fathmm_XF_coding
Likely
pathogenic
L4A 134 A DDDDDDTDDD N N N Y
COL4A3 c.1345G> 0 ot reported ot reported ot reported es (PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4)
Likely
Likely pathogenic
COL4A3 ¢.1391G>T p.(Gly464Val) 0 DDDDDDTDDD Not reported pathogenic Not reported Yes (PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4)
Pathogenic, Pathogenic (PS1,
Heidet, L. et al. likely . . PM1, PM2, PP1,
COL4A3 €.1918G>A p.(Gly640Arg) 0,0000163 DTDDDDTDDD (2001)' pathogenic, Likely pathogenic Yes PP2, PP3, PP4,
VUS PP5)
Likely
COL4A3 €.2074G>A p.(Gly6925er) 0 DDDDDDTDDD Not reported Not reported Not reported Yes pathogenic

(PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4)
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Tabla 8: Clasificacion de las variantes genéticas de acuerdo a las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 3

gnomAD exomes

Missense pathogenic
predictors (dbNSFP): SIFT,
LRT, PROVEAN, MetaSVM,

LOVD Clinical

ClinVar Clinical

Familial

Classification

Gene Sequence variant allele frequency MetalR, MCAP, PrimateAl, Literature Classification Significance segregation | (ACMG criteria)
DEOGEN?2,
fathmm_MKL_coding &
fathmm_XF_coding
Pathogenic, Pathogenic
Wang, Y. Y. etal. likely . (PM1, PM2, PP1,
L4A .2 A p.(Gl Al 1054 DDDDDDTDDD ’ Path \ Y
COL4A3 €.2083G>A p.(Gly695Arg) 0,000105 (2004)* pathogenic, athogenic, VUS es PP2, PP3, PP4,
VUS PP5)
Likely
pathogenic
COL4A3 €.2126G>A p.(Gly709Glu) 0 DDDDDDTDDD Not reported Not reported Pathogenic Yes (PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4,
PP5)
Likely
pathogenic
COL4A3 c.2342_2350del p.(Thr781_Gly783del) 0 N/A Not reported Not reported Not reported Yes (PM1, PM2,
PM4, PP1, PP3,
PP4)
Likely
th i
COL4A3 €.2384G>T p.(Gly795Val) 0 DDDDDDTDDD Not reported Not reported Not reported Yes pathogenic

(PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4)
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Tabla 8: Clasificacion de las variantes genéticas de acuerdo a las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 3

gnomAD exomes

Missense pathogenic
predictors (dbNSFP): SIFT,
LRT, PROVEAN, MetaSVM,

LOVD Clinical

ClinVar Clinical

Familial

Classification

Gene Sequence variant allele frequency MetalR, MCAP, PrimateAl, Literature Classification Significance segregation | (ACMG criteria)
DEOGEN?2,
fathmm_MKL_coding &
fathmm_XF_coding
Pathogenic
% . . (PVS1, PM2,
COL4A3 c.2621del p.(Gly874Aspfs*9) 0 N/A Not reported Not reported Likely pathogenic Yes
PP1, PP3, PP4,
PP5)
Likely
pathogenic
Badenas, C. et al. .
COL4A3 €.2954G>T p.(Gly985Val) 0,0000201 DDDDDDTDDD 255 Pathogenic Not reported Yes (PM1, PM2, PP1,
(2002)
PP2, PP3, PP4,
PP5)
Likely
Badenas, C. et al, Pathogenlc, ‘ pathogenic
COL4A3 ¢.3044G>A p.(Gly1015Glu) 0 DDDDDDTDDD (2002)"° likely Pathogenic Yes (PM1, PM2, PP1,
pathogenic PP2, PP3, PP4,
PP5)
Likely
th i
COL4A3 €.3062G>T p.(Gly1021Val) 0 DDDDDDTDDD Not reported Not reported Not reported Yes pathogenic

(PM1, PM2, PP1
PP2, PP3, PP4)

g
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Tabla 8: Clasificacion de las variantes genéticas de acuerdo a las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 3

gnomAD exomes

Missense pathogenic
predictors (dbNSFP): SIFT,
LRT, PROVEAN, MetaSVM,

LOVD Clinical

ClinVar Clinical

Familial

Classification

Gene Sequence variant allele frequency MetalR, MCAP, PrimateAl, Literature Classification Significance segregation | (ACMG criteria)
DEOGEN?2,
fathmm_MKL_coding &
fathmm_XF_coding
Likely
pathogenic
COL4A3 ¢.3133G>C p.(Gly1045Arg) 0 DDDDDDTDDT Not reported Not reported Not reported Yes (PM1, PM2, PP1
PP2, PP3, PP4)
Likely
pathogenic
COL4A3 €.3302G>A p.(Gly1101Glu) 0 DDDDDDTDDD Not reported Not reported Not reported Yes (PM1, PM2, PP1
PP2, PP3, PP4)
Likely
. pathogenic
H. . Likel
COL4A3 €.3472G>C p.(Gly1158Arg) 0,000004 DDDDDDTDDD Storey, H. eta Kely Likely pathogenic Yes (PM1, PM2, PP1,
(2013) pathogenic PP2. PP3, PP4
PP5)
Likel
Pathogenic, patrlnoeanic
Liu, J. H. et al. likely .
COL4A3 €.3499G>A p.(Gly1167Arg) 0,000008 DDDDDDTDDD 256 . Pathogenic Yes (PM1, PM2, PP1,
(2017) pathogenic, PP2. PP3. PP4
VUS 4 ’ '’

PP5)
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Tabla 8: Clasificacion de las variantes genéticas de acuerdo a las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 3

gnomAD exomes

Missense pathogenic
predictors (dbNSFP): SIFT,
LRT, PROVEAN, MetaSVM,

LOVD Clinical

ClinVar Clinical

Familial

Classification

Gene Sequence variant allele frequency MetalR, MCAP, PrimateAl, Literature Classification Significance segregation | (ACMG criteria)
DEOGEN?2,
fathmm_MKL_coding &
fathmm_XF_coding
Pathogenic
Tazon Vega, B et al. . . . (PVS1, PM2,
* ’
COL4A3 ¢.3643C>T p.(Argl1215%) 0,000009 N/A (2003) > Pathogenic Likely pathogenic Yes PP1, PP4, PPS,
BP4)
Pathogenic, Likely .
. . pathogenic
Heidet, L. et al. likely
COL4A3 €.3829G>A p.(Gly1277Ser) 0,0003769 DDDDDDDDDD 167 . VUS (2) Yes (PM1, PM2, PP1,
(2001 pathogenic,
VUS PP2, PP3, PP4,
PP5)
Pathogenic
COL4A3 c.3837del p.(Gly1280Valfs*38) 0 N/A Not reported Not reported Not reported Yes (PVS1, PM2,
PP1, PP4)
Likely
Likely pathogenic
COL4A3 €.4253G>A p.(Gly1418Glu) 0 DDDDDDDDDD Not reported pathogenic Not reported Yes (PM1, PM2, PP1,

PP2, PP3, PP4)
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Tabla 8: Clasificacion de las variantes genéticas de acuerdo a las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 3

gnomAD exomes

Missense pathogenic
predictors (dbNSFP): SIFT,
LRT, PROVEAN, MetaSVM,

LOVD Clinical

ClinVar Clinical

Familial

Classification

Gene Sequence variant allele frequency MetalR, MCAP, PrimateAl, Literature Classification Significance segregation (ACMG criteria)
DEOGEN?2,
fathmm_MKL_coding &
fathmm_XF_coding
Likely
. . pathogenic
coL4A3 C.4424T>C p.(Phe14755er) 0,000004 DTDTTDTDDT Tazon Vega, B et Likely Not reported Yes (PM1, PM2, PP1,
al. (2003) pathogenic PP2. PP3, PP4
PP5)
Quinones, S. et al Pathogenic, Pathogenic
COL4A3 c.4441C>T p.(Argl1481%*) 0,000004 N/A (1992’)2;7 ’ likely Pathogenic Yes (PVS1, PM2,
pathogenic PP1, PP4, PP5)
Likely
pathogenic
COL4A3 c.4826G>A p.(Argl609GIn) 0,000012 DDDDDDDDDD Not reported Not reported Vus Yes (PM1, PM2, PP1
PP2, PP3, PP4)
Pathogenic
coL4A3 ¢(2125+1_2224-1)_(2980+1_3071-1)dup N/A N/A Not reported Not reported Yes (PVS1, PM2,

p-(?)

PP1, PP3, PP4)
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Tabla 8: Clasificacion de las variantes genéticas de acuerdo a las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 3

gnomAD exomes

Missense pathogenic
predictors (dbNSFP): SIFT,
LRT, PROVEAN, MetaSVM,

LOVD Clinical

ClinVar Clinical

Familial

Classification

Gene Sequence variant allele frequency MetalR, MCAP, PrimateAl, Literature Classification Significance segregation (ACMG criteria)
DEOGEN?2,
fathmm_MKL_coding &
fathmm_XF_coding

COL4A3 / Pathogenic

COLAA4 deletion 2936.3 / duplication 2q13 p.(?) N/A N/A Not reported Not reported Yes (PVS1, PM2,
PP1, PP3, PP4)

Pathogenic

COL4A4 ¢.1100dup p.(Pro369Thrfs*61) 0 N/A Not reported Not reported Not reported Yes (PVS1, PM2,
PP1, PP3, PP4)

Pathogenic

Rosado, C. et al. . ) ) (PVS1, PM2

5 ) , ,
COL4A4 c.114+1G>C p.(?) 0 N/A (2014) Pathogenic Likely pathogenic Yes PP1, PP3, P4,

PP5)
Pathogenic
COL4A4 c.1143_1144del p.(Asp383Cysfs*46) 0 N/A Not reported Not reported Not reported Yes (PVS1, PM2,

PP1, PP3, PP4)
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Tabla 8: Clasificacion de las variantes genéticas de acuerdo a las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 3

gnomAD exomes

Missense pathogenic
predictors (dbNSFP): SIFT,
LRT, PROVEAN, MetaSVM,

LOVD Clinical

ClinVar Clinical

Familial

Classification

Gene Sequence variant allele frequency MetalR, MCAP, PrimateAl, Literature Classification Significance segregation (ACMG criteria)
DEOGEN?2,
fathmm_MKL_coding &
fathmm_XF_coding
Likely
Zhu, F. et al pathogenic
COL4A4 ¢.1323_1340del p.(Pro444_Leu449del) 0,0000404 N/A 250 Pathogenic Likely pathogenic Yes (PM1, PM2, PP4,
(2018)
PP1, PP3, PP4,
PP5)
Likely
Weber, S. et al. . pathogenic
COL4A4 €.1396G>A p.(Gly466Arg) 0,00002 D.DDDDTDDD (2016) Yes Pathogenic Yes (PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4,
PP5)
Likely
coLaa4 c.1460G>T p.(Gly487Val) 0 D.DDDDDDDD Moriniére, V. et al. VUS Not reported Yes pathogenic
: p-Bly : (2014)* P (PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4)
Pathogenic
COL4A4 €.1921C>T p.(Argb41*) 0,0000081 N/A Not reported Pathogenic Not reported Yes (PVS1, PM2,
PP1, PP4)
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Tabla 8: Clasificacion de las variantes genéticas de acuerdo a las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 3

gnomAD exomes

Missense pathogenic
predictors (dbNSFP): SIFT,
LRT, PROVEAN, MetaSVM,

LOVD Clinical ClinVar Clinical

Familial

Classification

Gene Sequence variant allele frequency MetalR, MCAP, PrimateAl, Literature Classification Significance segregation (ACMG criteria)
DEOGEN?2,
fathmm_MKL_coding &
fathmm_XF_coding
Likely
COL4A4 ¢.193G>A p.(Gly65Ser) 0,0000163 D.DDDDDDDD Not reported Not reported Not reported Yes pathogenic
: P-ASlY ' ' P P P (PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4)
Likely
pathogenic
COL4A4 ¢.1952G>T p.(Gly651Val) 0 D.DDDDTDDT Not reported Not reported Not reported Yes (PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4)
Likely
pathogenic
COL4A4 €.2111G>A p.(Gly704Glu) 0 D.DDDDTDDD Not reported Not reported Not reported Yes (PM1, PM2,
PMS5, PP1, PP2,
PP3, PP4)
P (PVS1, PM2,
Weber, S. et al. . .
COL4A4 €.2219dup p.(Val741Cysfs*47) 0 N/A (2016)*° Pathogenic Pathogenic Yes PP1, PP3, PP4,

PP5)
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Tabla 8: Clasificacion de las variantes genéticas de acuerdo a las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 3

Gene

Sequence variant

gnomAD exomes
allele frequency

Missense pathogenic
predictors (dbNSFP): SIFT,
LRT, PROVEAN, MetaSVM,
MetalR, MCAP, PrimateAl,

DEOGEN?2,
fathmm_MKL_coding &
fathmm_XF_coding

Literature

LOVD Clinical
Classification

ClinVar Clinical
Significance

Familial
segregation

Classification
(ACMG criteria)

COL4A4

€.2242G>A p.(Gly748Ser)

0,0000321

D.DDDDTDDT

Papazachariou, L. et
al. (2017)%

Not reported

Likely pathogenic

Yes

Likely
pathogenic
(PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4,
PP5)

COL4A4

€.2320G>C p.(Gly774Arg)

0,0000721

D.DDDDTDDD

Slajpah, M. et al.
(2007)**

Pathogenic

Likely pathogenic

Yes

Likely
pathogenic
(PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4,
PP5)

COL4A4

€.2429G>A p.(Gly810Asp)

0,000004

D.DDDDTDDD

Not reported

VUS

Not reported

Yes

Likely
pathogenic
(PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4)

COL4A4

€.2628_2654dup p.(Arg877_Gly885dup)

0,000004

N/A

Not reported

Likely
pathogenic

VUS

Yes

Likely
pathogenic
(PM1, PM2,

PM4, PP1, PP3,

PP4)
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Tabla 8: Clasificacion de las variantes genéticas de acuerdo a las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 3

gnomAD exomes

Missense pathogenic
predictors (dbNSFP): SIFT,
LRT, PROVEAN, MetaSVM,

LOVD Clinical

ClinVar Clinical

Familial

Classification

Gene Sequence variant allele frequency MetalR, MCAP, PrimateAl, Literature Classification Significance segregation (ACMG criteria)
DEOGEN?2,
fathmm_MKL_coding &
fathmm_XF_coding
Likely
pathogenic
COL4A4 c.2733_2741del p.(Phe916_Gly918del) 0 N/A Not reported Not reported Not reported Yes (PM1, PM2,
PM4, PP1, PP3,
PP4)
Pathogenic
COL4A4 €.2908C>T p.(GIn970%*) 0,000004 N/A Not reported Not reported Not reported Yes (PVS1, PM2,
PP1, PP4, BP4)
Pathogenic (PS1,
COL4A4 ¢.3205G>C p.(Gly1069Arg) 0 D.DDDDDDDD Not reported Not reported Not reported Yes PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4)
Likely
th i
COL4A4 €.3559G>A 0 D.DDDDTDDD Not reported Not reported Not reported Yes pathogenic

(PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4)
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Tabla 8: Clasificacion de las variantes genéticas de acuerdo a las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 3

gnomAD exomes

Missense pathogenic
predictors (dbNSFP): SIFT,
LRT, PROVEAN, MetaSVM,

LOVD Clinical

ClinVar Clinical

Familial

Classification

Gene Sequence variant allele frequency MetalR, MCAP, PrimateAl, Literature Classification Significance segregation | (ACMG criteria)
DEOGEN?2,
fathmm_MKL_coding &
fathmm_XF_coding
Likely
pathogenic
L4A4 . T D.DDDDTDDD N N N Y
co €.3688G> 0 ot reported ot reported ot reported es (PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4)
P (PVS1, PM2
* ’ '’
COL4A4 €.3991G>T p.(Gly1331%*) 0 N/A Not reported Not reported Not reported Yes PP1, PP3, PP)
Boye, E. et al Likely patI-I:I:)egIZnic
- ? r - ) i
COL4A4 €.4334-23A>G p.(?) 0 N/A (1998)'° patfvfsnlc, Not reported Yes (PM2, PP1, PP,
PP5, BP4)
Likely
th i
COL4A4 .4351G>A p.(Gly1451Arg) 0 D.DDDDDDDD Not reported Not reported Not reported Yes pathogenic

(PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4)
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Tabla 8: Clasificacion de las variantes genéticas de acuerdo a las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 3

gnomAD exomes

Missense pathogenic
predictors (dbNSFP): SIFT,
LRT, PROVEAN, MetaSVM,

LOVD Clinical

ClinVar Clinical

Familial

Classification

Gene Sequence variant allele frequency MetaLR,Dl\élgg:,NPzrlmateAl, Literature Classification Significance segregation | (ACMG criteria)
fathmm_MKL_coding &
fathmm_XF_coding
Fallerini C. et al. . Likely .
(2014)% Likely pathogenic
COL4A4 €.4394G>A p.(Gly1465Asp) 0,0000725 D.DDDDDDDD . pathogenic, Likely pathogenic, VUS Yes (PM1, PM2, PP1,
Kovacs, G. et al.
(2016)262 VUS PP2, PP3, PP4,
PP5)
Pathogenic
COL4A4 €.4449_4450dup p.(Met1484Thrfs*69) 0,000008 N/A Not reported Not reported Not reported Yes (PVS1, PM2,
PP1, PP3, PP4)
Pathogenic
COL4A4 c.4508del p.(His1503Profs*49) 0 N/A Not reported Not reported Not reported Yes (PVS1, PM2,
PP1, PP3, PP4)
Likely
Imafuku, A. et al. pathogenic
COL4A4 c.4847T>G p.(Leul616Arg) 0,000004 D.DDDDDDDD ! Pathogenic Not reported Yes (PM1, PM2, PP1,

(2018)*%

PP2, PP3, PP4,
PP5)
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Tabla 8: Clasificacion de las variantes genéticas de acuerdo a las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 3

gnomAD exomes

Missense pathogenic
predictors (dbNSFP): SIFT,
LRT, PROVEAN, MetaSVM,

LOVD Clinical

ClinVar Clinical

Familial

Classification

Gene Sequence variant allele frequency MetalR, MCAP, PrimateAl, Literature Classification Significance segregation (ACMG criteria)
DEOGEN?2,
fathmm_MKL_coding &
fathmm_XF_coding
Likely
pathogenic
COL4A4 €.4922G>A p.(Cys1641Tyr) 0 DDDDDDDDD Not reported Not reported Not reported No (PM1, PM2, PP2
PP3, PP4)
Likely
h .
Weber, S. et al. . pathogenic
COL4A4 ¢.5045G>A p.(Argl1682GlIn) 0,0001242 D.DDDDDDDD (2016)260 Pathogenic VUS Yes (PM1, PM2, PP1,
PP2, PP3, PP4,
PP5)
Pathogenic
COL4A4 c.558+1G>A p.(?) 0 N/A Not reported Not reported Not reported Yes (PVS1, PM2,
PP1, PP3, PP4)
Pathogenic
COL4A4 c.735+42T>C p.(?) 0 N/A Not reported Not reported Not reported Yes (PVS1, PM2,

PP1, PP3, PP4)
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Tabla 8: Clasificacion de las variantes genéticas de acuerdo a las guias del American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG). 3

gnomAD exomes

Missense pathogenic
predictors (dbNSFP): SIFT,
LRT, PROVEAN, MetaSVM,

LOVD Clinical

ClinVar Clinical

Familial

Classification

Gene Sequence variant allele frequency MetalR, MCAP, PrimateAl, Literature Classification Significance segregation (ACMG criteria)
DEOGEN?2,
fathmm_MKL_coding &
fathmm_XF_coding
Likely
pathogenic
COL4A4 €.755G>A p.(Gly252Asp) 0 D.DDDDTDDD Not reported Not reported Likely pathogenic Yes (PM1, PM2,
PMS5, PP1, PP2,
PP3, PP4, PP5)
Likely
pathogenic
COL4A4 €.755G>T p.(Gly252Val) 0,0000121 D.DDDDTDDD Not reported Not reported Likely pathogenic Yes (PM1, PM2,
PMS5, PP1, PP2,
PP3, PP4, PP5)
Pathogenic
Boye, E. et al. Pathogenic/Likely (PVS1, PM2,
?
COL4A4 c.914_930+29del p.(?) 0 N/A (1998)168 Not reported pathogenic Yes PP1, PP3, PP4,

PP5)
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5.4 ESTUDIO 4

Descripcion clinicay genética de un caso

atipico de hematuria familiar






ABSTRACT

Las enfermedades relacionadas con variantes patogénicas en el gen MYH9 son
un grupo de patologias genéticas raras. Su herencia corresponde a un patrén
autosémico dominante en donde el gen MYH9, codifica la cadena pesada de la
miosina IlA no muscular que se expresa en diferentes tejidos pero especialmente
en los podocitos y en las células mesangiales. Este trastorno se caracteriza por la
presencia de macrotrombocitopenia, inclusiones leucocitarias y un riesgo variable
de desarrollar insuficiencia renal, hipoacusia y cataratas en la edad juvenil o
adulta.

Describimos el caso de una mujer de 27 afos, de raza caucasica, diagnosticada
inicialmente de purpura trombocitopénica idiopatica. Tras una detallada historia
familiar y el desarrollo de insuficiencia renal e hipoacusia, se le realiz6 un estudio
genético que nos permitié el diagnostico de la nefropatia MYH9. Durante muchos
afos, este tipo de patologias formaban parte del diagnéstico diferencial del
Sindrome de Alport.

Este caso clinico destaca por el retraso del diagnostico y la utilidad del estudio

genético en pacientes con enfermedades muy poco frecuentes.
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Presentamos el caso de una mujer de 27 afios que habia sido diagnosticada de
trombocitopenia durante la infancia en el contexto de diatesis hemorragica. Al
diagnoéstico presentaba plaguetas entre 3.000 y 10.000/ con hemorragias
frecuentes. Inicialmente se orienté como una puarpura trombocitopénica idiopatica.
Se inici6 tratamiento con glucocorticoides y gammaglobulina endovenosa sin
mejoria en el recuento plaquetar.

A los 5 afos del diagnostico se le realizd esplenectomia para mejorar la
trombocitopenia sin éxito terapéutico. Ante la trombocitopenia persistente, se
realiz6 un estudio de sangre periférica observando macrodismorfia plaquetar
(plaguetas gigantes con trastornos en la granulacion), serie roja con hematies
dismorficos con presencia de cuerpos de Howell-Jolly, probablemente atribuibles
a la asplenia, y ausencia de alteraciones en la serie blanca.

Como presentaba hemorragias frecuentes y anemizacion, precisé tratamiento
continuo con hierro oral y transfusiones plaquetarias en cada acto quirurgico.

A los 4 afios fue diagnosticada de HNB. La pérdida auditiva progreso lentamente,
utilizando audifonos bilaterales, hasta que a los 26 afios fue derivada a un centro
especializado y se coloc6 un implante coclear en el oido izquierdo. Los resultados
logoaudiométricos postimplante coclear resultaron excelentes (Figuras 42, 43 y
44). En el estudio preoperatorio se realiz6 una valoracién del riesgo de sangrado
mediante tromboelastograma que result6 ser normal a pesar de la
trombocitopenia. La extension de sangre evidencio plaguetas de gran tamafio y
anomalias en la granulacion. No se observaron inclusiones citoplasméticas en los
neutrofilos (Figura 45). El estudio oftalmoldgico fue normal.

Al mismo tiempo, se objetivdo un descenso de proteinas totales a 55 g/l (VN 64-
83), albumina sérica a 27 g/l (VN 34- 48), proteinuria 2,7g/24horas, creatinina 0,9
mg/dl y FGe 86 ml/min/1,73m?.

Se remitio al Servicio de Nefrologia por el cuadro de sindrome nefrotico con leves
edemas en extremidades inferiores e hipercolesterolemia asociada. Debido al
riesgo de sangrado por la trombocitopenia grave no se realiz6 biopsia renal y se
inicié tratamiento con lisinopril 5 mg/dia.

Se revisO la historia familiar, destacando que la madre también presentaba
trombocitopenia idiopatica, aunque menos acentuada que en la paciente, con
recuentos plaquetarios entre 40-50.000/I (VN: 140.000-350.000). También
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presentaba hipoacusia progresiva bilateral desde la infancia con utilizacion de
audifonos bilaterales sin signos de nefropatia.

Se confirm6 la presencia de hipoacusia familiar, destacando afectacion del
bisabuelo, abuelo, tias abuelas y tia directa de rama materna. Ante la sospecha
de enfermedad familiar, se realiz6 estudio genético mediante panel de 140 genes
asociados a enfermedades renales. Se identifico la variante ¢.287C>T
(p.Ser96Leu) en el exdn 2 del gen MYH9. Se trata de una variante «missense»
que da lugar al cambio del aminoacido serina a leucina en el lugar 96 de la
proteina miosina 9. El estudio genético secundario de la madre de 54 afios reveld
la misma variante genética (Figura 46).

A pesar de realizar correctamente el tratamiento con ramipril como farmaco
antiproteinarico, la paciente present6 deterioro progresivo de la funcion renal, con
aumento de proteinuria a 3,6 g/24 h y descenso del FGe a 48 ml/min/1,73m? en el
afo siguiente al diagnostico. En el momento actual la paciente se encuentra en
seguimiento multidisciplinar con el objetivo de detectar la aparicion de posibles

complicaciones relacionadas con su enfermedad.
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Figura 42: Pérdida auditiva bilateral progresiva.
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Figura 43: Procesador externo e implante coclear.

Figura 44: Guias con electrodos dentro de la coclea.

—

Figura 45: Extension de sangre periférica con macrodismorfia plaquetar.
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A 358 365 372 379 386

Figura 46: Resultado del estudio genético con la variante c.287C>T (p.Ser96Leu) identificada en el exén 2 de la paciente
B) comprado con un caso control A).
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VI. DISCUSION






Las enfermedades renales con herencia autosomica dominante se manifiestan
preferentemente en la edad adulta. Presentan un espectro fenotipico muy amplio,
con una penetrancia variable y se manifiestan con una gran variabilidad clinica
intra e interfamiliar.

Recientemente, Groopman et. al. han observado en una gran cohorte de
pacientes con ERC que las enfermedades renales con herencia autosémica
dominante son la causa mas prevalente de enfermedad monogénica renal.*
Dentro de estas enfermedades, la mas prevalente es la PQRAD que se encuentra
en una fase de estudio y tratamiento mas avanzada. Esta enfermedad ha sido
estudiada muy a fondo en todas sus vertientes, desde que en 1994 se identificase
el primer gen causante, PKD1 de manera que incluso existe un farmaco aprobado
para enlentecer el deterioro de la funcién renal: el tolvaptan.>**>>® Debido a que
los multiples aspectos clinicos y moleculares de la PQRAD han sido ampliamente
estudiados, esta tesis analiza un aspecto novedoso y de gran impacto clinico
como es la seleccion de pacientes con PQRAD etiguetados de rapidos
progresadores y, por lo tanto, candidatos a recibir tratamiento con tolvaptan.

La segunda enfermedad autosomica dominante renal mas frecuente en la cohorte
de Groopman et al. es el SAAD.*® Se trata posiblemente de una enfermedad muy
infradiagnosticada debido al amplio fenotipo clinico que presenta. Esta
enfermedad se encuentra en una fase mucho méas precoz de su estudio en el
tiempo, por lo que esta tesis nos permite aportar informacion muy relevante a
nivel clinico y genético, siendo la mayor cohorte de SAAD descrita hasta el
momento (pendiente de publicacion).

La PQRAD es una enfermedad con penetrancia completa y con una variabilidad
intrafamiliar moderada. En cambio, el SAAD es una enfermedad con penetrancia
incompleta y con presentacion clinica mucho mas variable tanto inter como
intrafamiliar, de manera que en una misma familia pueden coexistir miembros sin
ningun sintoma con otros que incluso precisen TRS. Este hecho explica porqué la
investigaciéon en PQRAD estd mucho mas avanzada que en el SAAD y pone en
valor el haber conseguido reunir una cohorte tan amplia de SAAD en esta tesis.
Por otra parte, muchas de las ERH son ultra raras y al existir pocos casos, es mas
complicado realizar estudios de caracterizacion genética y fenotipica. La
descripcion de casos clinicos nos permite hacernos una idea de lo complejo que
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es poder llegar al diagnéstico correcto. En esta tesis se estudian fenocopias tanto
de PQRAD cémo de SAAD. Mientras que la PQRAD no es una enfermedad rara,
el SAAD si lo es (0 asi se considera en este momento), y la nefropatia MYH9 o el
sindrome de genes contiguos TSC2/PKD1 son enfermedades ultra raras, muy
desconocidas para la gran mayoria de nefrélogos.

La afectacion sistémica tanto de la PQRAD como del SAAD favorece la
colaboraciéon entre diferentes especialistas de equipos multidisciplinares
hospitalarios para el 6ptimo diagndstico y tratamiento de estos pacientes, que
muchas veces llegan a la consulta después de haber visitado varios especialistas
sin un diagndstico correcto. En otras ocasiones acuden a la consulta del
especialista con informacion muy errénea suministrada por nefrélogos que no se
dedican a estas enfermedades.

Esta tesis contribuye al conocimiento, en funcion de las necesidades actuales, de
las dos ERH de mayor impacto en la edad adulta.

Centraremos la discusion de esta tesis de acuerdo a los resultados obtenidos en
cada uno de los trabajos de enfermedad renal autosdémica dominante realizados

en esta tesis.

Poliguistosis renal autosdmica dominante

La presencia o no de enfermedad rapidamente progresiva en PQRAD ha tomado
especial importancia en los ultimos afios, ya sea para reclutar pacientes para
ensayos clinicos como para definir aquellos candidatos a recibir tratamiento con el
tnico farmaco aprobado hasta la fecha, el tolvaptan.>

El tolvaptan, en ficha técnica, especifica que sélo se debe administrar a pacientes
con PQRAD y RP, pero no se define que se entiende por RP. Aquellos pacientes
gue no estan correctamente identificados como rapidos progresadores, pueden
estar recibiendo incorrectamente el tratamiento con tolvaptan, por lo que se
exponen a un farmaco de forma prolongada con poco o nulo beneficio y a sus
efectos adversos. Por otra parte, la participacion en ensayos clinicos destinados a
pacientes con enfermedad rapidamente progresiva puede subestimar los

beneficios del tratamiento.
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Dada la ausencia de definicion de RP en la PQRAD, y con el fin de unificar
criterios entre los distintos paises, el grupo de trabajo europeo de ERH (WGIKD-
ERBP de la ERA-EDTA) publico en 2016 un algoritmo que facilitaba la
identificacion de los pacientes con enfermedad rapidamente progresiva para
beneficiarse del tratamiento.®°

Hasta donde sabemos, esta cohorte de pacientes con PQRAD es el primer
estudio hasta la fecha que evalta la implementacion y utilidad del algoritmo del
WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA para definir aquellos candidatos a recibir el
tratamiento con tolvaptan en la practica clinica habitual.2?** Aproximadamente un
25% (73/305) de los pacientes con PQRAD que asistieron a la consulta de ERH
de la Fundacié Puigvert cumplieron los criterios iniciales (FGe/edad) para ser
evaluados mediante este algoritmo. Las recomendaciones del grupo de trabajo
excluyen del tratamiento a los menores de 18 afios y los mayores de 50, con lo
que estos pacientes fueron excluidos directamente. Por otra parte, excluye a
aquellos pacientes entre 30 y 40 afios con un FGe > 90 ml/min/1.73m? o entre 40
y 50 afios con FGe > 60 ml/min/1.73m?

El descartar todos estos pacientes de entrada, sin realizar exploraciones
complementarias, reduce la carga aparente de evaluar la enfermedad
rapidamente progresiva en PQRAD en la préactica clinica habitual.

La evaluacion de RP suele comenzar con el parametro mas fiable/objetivo que es
el declive del FGe retrospectivo.?® Se trata de la pérdida de FGe de 5
ml/min/1.73m? en un afio 0 2.5 ml/min/1.73m? al afio durante 5 0 mas afios. Todos
los pacientes entre 41-50 afios de nuestra cohorte, cumplieron este criterio y no
se les realizaron evaluaciones posteriores con otros predictores, en cambio, los
pacientes mas jovenes raramente cumplieron el criterio de RP por declive el FGe.
Esto se debe en gran medida a que la disminucion significativa del FGe se
observa en ERC-G2 y G3, que tiende a ocurrir en pacientes mayores de 30 afios.

Las mediciones del cambio de FGe tienen un valor limitado para predecir la
progresion de la PQRAD en estadios precoces de la enfermedad porque la
funcién renal permanece relativamente estable durante periodos prolongados.®
En cambio, el VRT generalmente aumenta desde las primeras etapas de la
enfermedad, por lo que el aumento retrospectivo del VRT es una variable fiable

para evaluar la RP en PQRAD.*® Sin embargo, a pesar de la mayor precisién de

171



la RM para medir el VRT, en la préctica clinica, la ecografia renal se utiliza con
mayor frecuencia debido a su bajo coste y mayor disponibilidad. Aun siendo, en
teoria, una buena herramienta para evaluar la RP, ni en nuestra cohorte ni en la
gran mayoria de centros médicos se realizan RM anuales para poder obtener este
dato. Se considera que un paciente es rapido progresador si su VRT aumenta
més de un 5 % anual.?*'4°

Una vez evaluados los datos retrospectivos de FGe o VRT, s6lo nos quedan las
herramientas de prediccion. Tedricamente son mas imprecisas, pero a la practica,
ante la imposibilidad del uso del FGe retrospectivo en jovenes y la no disposicion
del VRT retrospectivo, se hacen esenciales.

En este estudio, se han utilizado las 3 herramientas de prediccion del algoritmo
del WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA. Cuando algun paciente no cumplia los
criterios de una de las herramientas, se valoraba la RP con la siguiente
herramienta de prediccion.

Bhutani et al. sugieren que una longitud renal > 16.5 cm, medido por ecografia, es
una herramienta atil para definir enfermedad rapidamente progresiva en aquellos
pacientes < 45 afios.™** En ausencia de suficientes datos histéricos del FGe para
definir el declive, se ha priorizado la longitud renal por ecografia como la primera
herramienta de prediccion. Como era de esperar, la proporcion de pacientes que
cumplieron con el criterio de longitud renal para rapido progresador eran aquellos
de mayor edad. Esta herramienta no puede utilizarse en menores de 45 afos si
su diametro renal es menor de 16.5 cm, pues no se puede descartar que lo
lleguen a tener > 16.5 cm antes de los 45 afios. Por lo tanto, solo es util en
mayores de 45 afios que tengan un diametro menor de 16.5, quedando asi
excluidos de RP, o en menores de 45 con diametro > 16.5 cm, quedando
clasificados como rapidos progresadores.

Como tercer paso del algoritmo, se utilizdé la calculadora para PQRAD de la
Clinica Mayo, que predice la disminucién del FGe basada en la edad y el VRT
ajustado por altura medido por RM.” Esto ha sido de gran utilidad, sobre todo en
aguellos pacientes jovenes que no cumplian con otros predictores para RP.

Sin embargo, debido al numero relativamente bajo de pacientes en cada Clase
Mayo no permite realizar una comparacion precisa de la disminucion de FGe en

las distintas Clases Mayo. En una observacion adicional, hemos analizado las
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imagenes radioldgicas en el subgrupo de los pacientes mayores de 30 afios, cuyo
FGe estaba demasiado preservado para ser evaluados como candidatos a recibir
tratamiento de acuerdo al algoritmo europeo. Curiosamente, un numero
significativo de pacientes considerados no rapidos progresadores basado en el
algoritmo del WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA fueron considerados rapidos
progresadores, basado en la Clase Mayo, independiente del FGe. Esto nos debe
hacer sospechar que el cribaje previo en funcién de edad y FGe no es adecuado y
que el uso de la calculadora de la Clinica Mayo para PQRAD para ciertos
subgrupos de pacientes jovenes debe implementarse independientemente del
FGe. Ademas, en la préactica clinica habitual debido al gran volumen de pacientes
gue suelen acudir a la consulta, la identificacion de los pacientes con enfermedad
rapidamente progresiva deberia ser rapida y facil, por lo que el método mas
rapido y facil podria ser la clasificacion de la Clinica Mayo. El beneficio de las
mediciones por RM supera a su coste, al poder seleccionar pacientes para recibir
tratamiento con tolvaptan. Probablemente todos los pacientes con PQRAD
merecen ser estudiados con una RM durante su seguimiento, ya que se puede

realizar en muchos centros de atencién médica.

Aunque el estudio genético nos proporciona potencialmente informacion
prondstica a nivel de cohortes, esto no es tan cierto a nivel individual. Ademas su
disponibilidad es limitada en algunas areas geograficas lo cual impide el uso en la
practica clinica. En consecuencia, optamos por el sistema de puntuacion del score
PROPKD, que utiliza los datos genéticos, como herramienta de prediccion final
para aquellos pacientes que no cumplieron ninguno de los predictores previos.*?®
Para utilizar este score, ha sido necesario valorar la presencia de parametros
clinicos antes de los 35 afios, como la HTA o la presencia de sintomas urolégicos.
Pocos pacientes presentaron sintomas antes de los 35 afios y ningun paciente
alcanzé una puntuacién PROPKD > 6. Este hallazgo era de esperar, ya que estos
pacientes no habian cumplido los criterios anteriores de RP y los sintomas
clinicos pueden haber sido el resultado de factores clinicos diferentes a la
PQRAD, tales como la HTA esencial o la nefrolitiasis. Es importante evaluar en
profundidad la causa de los primeros sintomas de PQRAD para determinar si

estan relacionados con la enfermedad.
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Como era de esperar, respaldando la eficacia del algoritmo, el declive del FGe fue
significativamente diferente entre pacientes con enfermedad rapidamente
progresiva y no rapidamente progresiva (Figura 22). En vista de la disminucion del
FGe relacionado con la edad (Figura 21), el umbral de edad en el que el FGe
comienza a disminuir en pacientes con enfermedad rapidamente progresiva es de
aproximadamente 33 afios, que también es la edad media de los pacientes con
RP de la enfermedad en esta cohorte basada en el algoritmo del WGIKD/ERBP
de la ERA-EDTA. Por lo tanto, podria ser mas apropiado extender los criterios de
elegibilidad para enfermedad rapidamente progresiva, mediante la evaluacion a
edades entre 18 a 33 afios con FGe > 45 ml/min/1.73m?, sin limitar a FG <90
ml/min entre 30 y 33 afios.

La historia familiar con miembros que inician TRS antes de los 58 afios, no es por
si solo un criterio de RP pero si indica un elevado riesgo de la misma y obliga a
un seguimiento estrecho del paciente con el fin de identificar si es répido
progresador a lo largo de su vida. La mayoria de los pacientes con PQRAD y
enfermedad rapidamente progresiva tienen algun familiar con inicio de TRS antes
de los 58 afios. Ademas hemos identificado que, entre los pacientes jévenes que
no cumplieron criterios de enfermedad rapidamente progresiva, algunos casos
presentaban familiares con inicio de TRS antes de los 58 afios. Esto sugiere que
las herramientas de prediccion disponibles no son lo suficientemente sensibles
para valorar la RP en pacientes muy jovenes; sin embargo, la evaluacion
peridédica con el algoritmo u otras herramientas podrian ayudar a identificar la
futura enfermedad rapidamente progresiva en estos pacientes jovenes. Si los
resultados a largo plazo demuestran la eficacia del inicio precoz del tratamiento
con tolvaptan, en un futuro los adultos jovenes con PQRAD deberian ser
estudiados de manera diferente.

La proporcion de pacientes seleccionados para recibir tratamiento con tolvaptan
basado en el algoritmo del WGIKD/ERBP de la ERA-EDTA representa el 15.7%
del nimero total de pacientes con PQRAD de la cohorte. Como el ensayo
REPRISE demostro la eficacia de tolvaptan en grados avanzados de ERC y a
mayor edad, si incluimos pacientes entre 18-55 afios con FGe = 25 y < 44
ml/min/1.73m?>* la proporcion de candidatos para recibir tratamiento con
tolvaptan se eleva al 27%.%°* Ademas, si los pacientes no candidatos a que se les

174



aplique el algoritmo debido a un FGe demasiado preservado, fueran analizados
por las pruebas de imagenes como herramientas de prediccion, muchos de ellos
podrian clasificarse como rapidos progresadores y por lo tanto ser elegidos para
recibir un tratamiento que enlentece el deterioro de la funcion renal. Esto
ejemplifica cémo, segun los criterios de seleccion, el porcentaje de los
progresadores rapidos varia significativamente y por lo tanto el numero de
pacientes a tratar, por lo que tiene serias implicaciones para la planificacion de la

salud.

Poliguistosis renal autosémica dominante y complejo esclerosis

tuberosa: sindrome de genes contiguos TSC2/PKD1

Las enfermedades monogénicas suelen ser poco frecuentes, y aun es mas
infrecuente que un individuo presente variantes patogénicas en 2 genes diferentes
presentando ambas enfermedades. En un sindrome de genes contiguos esto se
produce generalmente a través de un unico evento mutacional por una delecion
que afecta a dos genes adyacentes en un mismo cromosoma, como los genes
PKD1 causante de PQRAD y TSC2 causante de CET, contiguos en el cromosoma
16.1% Los pacientes con sindrome de genes contiguos TSC2/PKD1 suelen tener
una enfermedad renal rapidamente progresiva debido a la PQRAD y el CET no
deberia influir en el deterioro de la funcién renal. Debido al CET, suelen presentar
AML renales y alteraciones neuroldgicas en diferente grado de afectacion. El CET
se caracteriza por presentar AML renales con presencia de microaneurismas que
suponen un alto riesgo de rotura, y cuando se asocian a PQRAD, su identificacion
podria ser dificultosa aumentando el riesgo de complicaciones.**

Presentamos un caso con sindrome de genes contiguos TSC2/PKD1, con
sangrado de AML renales tras 17 afios de trasplante renal, que ilustra la dificultad
diagnéstica y de manejo de esta enfermedad.

Sin embargo, a pesar de estar trasplantado, no debemos olvidar que tanto la
PQRAD como el CET son enfermedades sistémicas que requieren un

seguimiento constante debido a las posibles complicaciones a nivel global.
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Respecto a los tratamientos, el tolvaptan es un farmaco que enlentece el deterioro
de la funcion renal en pacientes con PQRAD y hasta la fecha no se ha descrito su
efecto en pacientes con CET, por lo que no contraindica su uso en pacientes con
sindrome de genes contiguos.>*

La rapamicina y el everolimus son farmacos inmunosupresores que tienen la
capacidad de bloquear la actividad de m-TOR produciendo un efecto
antiproliferativo directo, inhibiendo la actividad de células T y disminuyendo el
riesgo de angiogénesis por disminucion de los niveles de factor de crecimiento
endotelial vascular. De esta manera, se reduce el tamafio de los AML, fibromas,
astrocitomas y probablemente, la frecuencia de crisis epilépticas en el CET.?%%2%
Por estos motivos, serian los farmacos de eleccidon en pacientes trasplantados
con CET. En cambio, los inhibidores de mTOR no han demostrado ser efectivos
para el tratamiento de la PQRAD. 144

Con estos datos, creemos que nuestro paciente podria haberse beneficiado en el
momento del trasplante renal del tratamiento con inhibidores de mTOR para evitar
el rechazo del injerto renal y disminuir el riesgo de hemorragia por ruptura de los
microaneurismas de los AML renales. En este caso no se administré porque no se
conocia la relaciéon de los inhibidores de mTOR con el CET al momento del
trasplante renal. Cuando se conocié dicho efecto, el paciente presentaba FGe <
30 ml/min/173m?y proteinuria debido a disfuncién crénica del injerto renal, por lo
gue no se estimé adecuado administrarlo porque su introduccion con filtrados
glomerulares tan bajos, especialmente cuando existe proteinuria superior a medio
gramo se asocia a deterioro funcional del injerto renal. Por otra parte, no se
contempl6 la posibilidad de que, tras 17 afios de trasplante renal, los rifiones
propios tuviesen la suficiente perfusién renal como para ocasionar un sangrado.
Este caso confirma que, a pesar de tratarse de pacientes trasplantados o en
didlisis, el riesgo de sangrado asociado a los AML se mantiene, por lo que la
utilizacién de inhibidores de mTOR en un paciente trasplantado renal con AML por
CET podria mantener la funcionalidad del injerto renal evitando el rechazo y
disminuyendo el tamafio de los AML con menor riesgo de complicaciones. Como
se trataba de un paciente con una calidad de vida delicada, se intenté ser lo
menos agresivos posible para limitarnos al tratamiento del sangrado agudo. En

este caso, se realizé una embolizacion renal, por ser un procedimiento menos
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invasivo y con menos riesgo de complicaciones que la nefrectomia. El presente
caso de CET confirma que la embolizacion es una técnica perfectamente
aceptable y segura en AML renales sangrantes o con riesgo de sangrado en
pacientes que no puedan recibir inhibidores de mTOR.?®” En conclusién, a pesar
que los pacientes con CET reciban terapia renal sustitutiva, se debe seguir
realizando controles periddicos de sus rifiones propios para evitar complicaciones.
En caso de observarse AML de tamafio superior a 3 cm seria apropiado utilizar
inhibidores de mM-TOR en pacientes trasplantados o embolizacion

renal/nefrectomia tanto en pacientes en dialisis como trasplantados.

Sindrome de Alport autosomico dominante

La cohorte espafiola de 252 pacientes con SAAD, con variantes patogénicas en
los genes COL4A3 y COL4A4 en heterocigosis, de la presente tesis es la mas
grande estudiada tanto a nivel clinico como genético hasta la fecha.

En los ultimos afios el uso de la secuenciacion masiva en el diagndstico genético
de las ERH ha llevado a un importante aumento en el nimero de variantes
patogénicas identificadas en los genes COL4A3, COL4A4 y COL4A5. Este
importante incremento de diagndstico genético de pacientes con SA ha permitido
una mejor comprensién del espectro fenotipico del SA>'®® y ha aumentado la
prevalencia estimada de SAAD de ser "muy raro" para representar al menos el
20% de los casos de SA.*3*'% | 3 comunidad cientifica puede optar por seguir
definiendo el SA como un sindrome en toda regla o redefinirlo en funcién de los
hallazgos genéticos.'’"?*2%8 Esto (ltimo implica que un paciente puede ser
diagnosticado de SA cuando solo tiene microhematuria o incluso cuando esta
asintomatico, debido a que variantes patogénicas en heterocigosis en estos genes
presentan penetrancia incompleta. Si se acepta esta opcion, los nefrélogos, los
asesores genéticos y los pacientes deberan ser conscientes sobre el amplio
espectro de la enfermedad. Ademas, el nimero de personas portadoras de uno
de estos alelos mutados puede ser alto y la secuenciacién masiva los detecta
habitualmente.®® Un diagnéstico genético preciso de SA evita cambios en el

diagnéstico clinico basado en las caracteristicas clinicas que ocurren durante la
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vida o la asignacion de diversos diagnoésticos a diferentes miembros de una
misma familia. En esta parte de la discusion utilizaremos el término SAAD para
definir la enfermedad que presentan los pacientes con variantes en heterocigosis
en los genes COL4A3 o COL4A4, aunque aceptamos que todavia no existe un
consenso internacional.

Ademas, en base a la inclusién de pacientes con muy diversa gravedad de la
enfermedad, puede haber menos sesgo de seleccion que en otras series en las
qgue los pacientes fueron reclutados de cohortes de hematuria familiar, GESF o
ERC en general.*®'% Se han publicado estudios en los que algunos pacientes
evolucionan a TRS mientras que otros permanecen con hematuria aislada a lo
largo de su vida, mostrando asi una enorme variabilidad inter e intrafamiliar. La
edad mediana de supervivencia renal en la presente cohorte fue de 67 afios (IC
del 95%, 58-76), que es significativamente mas tardia que en las formas recesiva
y ligada al cromosoma X del SA. El nombre de SA sugiere gravedad y edad
temprana de inicio de TRS, pero como se evidencia en esta cohorte, la forma
autosomica dominante es mucho mas leve. Esto estd en consonancia con la
mayoria de las enfermedades renales autosomicas dominantes en comparacion
con las formas ligadas al cromosoma X o autosémicas recesivas.

Se ha propuesto la herencia digénica/compleja como una explicacién fundamental
para los fenotipos graves de SAAD, pero ninguno de los pacientes que alcanzaron
ERC-G5 con TRS antes de los 41 afios en la presente cohorte presentd una
herencia digénica/compleja. La gran variabilidad inter/intrafamiliar sugiere un
papel esencial para los modificadores genéticos, los factores epigenéticos o
ambientales.®%%°

La frecuente edad tardia de aparicion de la enfermedad, junto con el hallazgo de
variantes patogénicas en heterocigosis en los genes COL4A3 y COL4A4 en un
alto porcentaje de pacientes con ERC,**>* pueden sugerir que las anomalias en la
triple hélice de colageno IV causadas por estas variantes genéticas pueden ser
suficiente en algunos pacientes para causar dafo renal grave, pero no se puede
descartar que sea una predisposicidn genética de riesgo para otras afecciones
renales como la HTA de la nefropatia diabética. Ademas, en la cohorte de
pacientes con SAAD, se ha demostrado que la edad al diagnéstico de HTA esta

relacionada con un peor prondéstico renal sin que sea posible dilucidar si esto es
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causa o0 consecuencia. La edad de inicio de la hipertension arterial no estaba
disponible para la mayoria de los pacientes y la hipertensién no pudo analizarse
como una covariable en el tiempo. Por lo tanto, aunque los resultados parecen
indicar claramente el papel de la hipertension arterial en el deterioro de la funcién
renal y el inicio de TRS, deben interpretarse con precaucion y se necesitan mas
andlisis que utilicen la fecha del diagnéstico de hipertension para confirmar y
estimar mejor el efecto de la hipertension.

La hematuria es la caracteristica mas prevalente en la presente cohorte, pero en
un 6,9% de los pacientes estuvo repetidamente ausente, siendo la mayoria de
ellos familiares de pacientes con SAAR, coincidiendo con lo publicado hasta la
fecha.'®1"1% Esto implica una penetrancia incompleta, hecho no infrecuente en

las enfermedades genéticas autosémicas dominantes.>??

La penetrancia
incompleta no ocurre en la PQRAD, en cambio, es frecuente en el SAAD. Por otra
parte, existe evidencia de que la misma variante patogénica identificada en
diferentes familias puede causar fenotipos muy diferentes siendo cierto tanto para
PQRAD como para SAAD (https://pkdb.mayo.edu/ y https://databases.lovd.nl).

Los hallazgos clinicos en el SAAD, méas alla de la hematuria, son muy variables y

dependen de la edad, siendo la proteinuria la manifestacibon mas frecuente
después de la hematuria. Aunque muchos pacientes solo presentan hematuria a
lo largo de la vida, se ha observado que, en porcentajes variables, dependiendo
de los criterios de seleccion de cada serie, terminan desarrollando proteinuria. La
patogénesis de la proteinuria no se conoce bien, pero probablemente se
encuentran implicados varios mecanismos como la alteracion de la permeabilidad
y la selectividad de la MBG Yy las interacciones anormales de la matriz celular con
los podocitos. En esta cohorte, el 65.15% de los pacientes desarrollaron
proteinuria y el 38.9% de éstos iniciaron TRS. Ningun paciente sin proteinuria
desarrollo ERC, excepto un paciente monorreno de 70 afos, en el cual la ERC se
atribuyd a la existencia de un solo rifidén. Por lo tanto, el presente trabajo confirma
la historia natural de SAAD: microhematuria, proteinuria y ERC. La proteinuria de
rango nefrotico es poco habitual en el SAAD, siendo aun mas infrecuente el
desarrollo de sindrome nefrotico completo. Soélo 3 pacientes desarrollaron
proteinuria de rango nefrotico: en uno de ellos (DNA 17-142) las pruebas
inmunoldgicas fueron negativas y la biopsia renal presentd depdsitos
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inespecificos de IgM con proliferacion de la matriz mesangial. Otro paciente (DNA
14-216), estaba en TRS y la biopsia renal no era factible de realizar, mientras que
el otro paciente (DNA 16-133) era monorreno y no se realiz6 la biopsia renal por
el riesgo de complicaciones. Debido a su rareza y a que pueden coexistir otras
enfermedades glomerulares, recomendamos realizar una biopsia renal si el
paciente desarrolla proteinuria de rango nefrotico de forma aguda, incluso si
presenta variantes patogénicas en los genes del colageno IV. En este estudio, se
ha demostrado una diferencia estadisticamente significativa al comparar el declive
del FGe con y sin proteinuria entre pacientes con SAAD, por lo que el inicio
temprano con farmacos antiproteinuricos enlenteceria el deterioro de la funcion
renal. Cada vez hay mas estudios que respaldan la eficacia de los IECAS/ARAII

para enlentecer la evolucién a TRS en el SA,2¥02%

pero que no se ha podido
comprobar en el presente estudio debido a la falta de datos retrospectivos
adecuados sobre esta variable. Serian necesarias grandes series sobre el uso de
IECA/ARAII en SAAD, aunque, segun una buena practica clinica, la mayoria de
los adultos con algun grado de proteinuria deberian estar bajo tratamiento con
algun IECA/ARAII.

Como se ha publicado en todas las series de SAAD, los hallazgos histolégicos
son inespecificos. En las primeras etapas, donde solo hay hematuria, el Unico
hallazgo es el adelgazamiento de la MBG, aunque no se ha realizado biopsia
renal a ningun paciente con sélo microhematuria de esta cohorte. La GESF puede
desarrollarse a lo largo del tiempo y su presencia depende del estadio evolutivo
de la enfermedad en el que se realiza la biopsia. Incluso teniendo cierto grado de
proteinuria, el 32,65% de las biopsias renales fueron normales en la microscopia
Optica, mientras que se identificaron cambios inespecificos en el resto de las
muestras (GESF, proliferacion mesangial con o sin alteraciones inespecificas en
la inmunofluorescencia). De todas las muestras de biopsia renal, sélo 20 fueron
estudiadas mediante microscopia electronica, presentando adelgazamiento con o
sin laminacién de la MBG, asi como borramiento de podocitos en algunos de
ellos. Como la microscopia electronica no se realiza en todos los centros como
practica clinica habitual, es evidente que a partir de los hallazgos histolégicos en

la microscopia optica casi hunca se sospechara un SA. En consecuencia, cuando
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surge una sospecha de SA, hoy en dia es méas razonable realizar una prueba
genética en vez de una biopsia renal.*”’

La mayoria de las familias de esta cohorte presentan variantes patogénicas
privadas en los genes COL4A3 y COL4A4, aunque se han identificado 14
variantes patogénicas diferentes en 2 o méas familias no relacionadas. No se
observaron diferencias en la supervivencia renal segun el gen causante, aunque
hubo una tendencia a una mayor supervivencia renal para los pacientes con
variantes en COL4AS3. En esta cohorte, 61 pacientes progresaron a TRS, entre los
cuales la proporcion de pacientes con variantes patogénicas en COL4A3 o
COL4A4 fue similar. A diferencia de lo publicado previamente en cuanto a
correlacion genotipo-fenotipo en varones con SALX, pacientes con SAAR e
incluso en SAAD, en esta cohorte la supervivencia renal no se correlacion6 con el
tipo de variante genética. La dificultad en identificar correlaciones genotipo-
fenotipo puede ser debida a que la cohorte de estudio es relativamente pequefia.
En otras enfermedades autosdOmicas dominantes, como la PQRAD, estudios de
grandes cohortes han demostrado la existencia de correlaciones genotipo-
fenotipo, mientras que estudios previos de cohortes mas pequefias no habian
tenido poder estadistico para identificarlas.”*?"° Es muy posible que al estudiar
cohortes mayores de SAAD se identifique alguna correlacién genotipo-fenotipo,
aunque también es posible que no exista y que otros factores genéticos y
ambientales tengan un papel importante en esta enfermedad. Esta ultima
posibilidad explicaria la gran variabilidad intrafamiliar.

Cuando no existia una amplia disponibilidad para el diagnéstico genético del SA,
las manifestaciones extrarrenales eran fundamentales para el diagnéstico de esta
ERH, una nefropatia proteinurica con hipoacusia era altamente sugestiva de SA.
Debido a este diagnéstico "basado en la clinica”, el porcentaje de pacientes
publicados en la literatura con SALX o SAAR e hipoacusia era mayor. En la
actualidad, los pacientes con SA son generalmente diagnosticados mediante
estudios genéticos y no todos muestran el sindrome completo. La afectacion
extrarrenal parece ser poco frecuente en el SAAD.'®?"* Aunque algunas cohortes
informan un porcentaje significativo de pacientes con anomalias oculares o
discapacidad auditiva, sélo el 9% de los pacientes de nuestra cohorte tenian HNB,

mientras que solo dos pacientes presentaban  alteraciones oculares, no
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patognomonicas, pero compatibles con SA: erosiones corneales en reiteradas
ocasiones Yy distrofia corneal. Esto destaca la importancia sobre la necesidad de
examinar especificamente a los pacientes con SAAD para detectar anomalias
oculares y auditivas por parte de un especialista en SA, de esta forma se evita la
confusion entre las anomalias oculares y auditivas comunes del SA con aquellas
relacionadas con la edad.

El presente estudio tiene ciertas limitaciones: 1) Sélo se considero a los pacientes
con datos fiables sobre afectacion extrarrenal, como las alteraciones auditivas y
oculares, para ser valorados en este aspecto. 2) Se asumio el genotipo en el
14,7% de los pacientes ya que el DNA no estaba disponible. En todos los casos
se trataba de familiares del probando con variante patogénica identificada, con

clinica claramente compatible con SA.

En resumen, el diagndstico del SAAD es un gran desafio debido a su amplio
espectro clinico que hace que esta entidad sea una enfermedad renal
infradiagnosticada. Con toda la evidencia disponible, creemos que el SAAD puede
ser la causa de muchos casos de ERC de etiologia desconocida, especialmente si
hay familiares afectos y/o microhematuria. Un diagnéstico adecuado de SAAD
permitird el asesoramiento genético para las familias y un mejor manejo del
paciente. Debido a la expresién fenotipica extremadamente variable de la
enfermedad, los predictores de RP para SAAD son absolutamente necesarios, ya
sea en términos de prescribir medicamentos aprobados o para reclutar pacientes
en ensayos clinicos. Es de esperar que a partir de los resultados de esta tesis se
puedan plantear herramientas con valor prondstico, como las expuestas y
analizadas para la PQRAD. Resulta esencial en estas nefropatias autosémicas
dominantes de presentacion tardia poder determinar que individuos jévenes
tendran una enfermedad grave en el futuro. SoOlo asi se podran indicar
adecuadamente los tratamientos, a medida que estén disponibles, y se avanzara

hacia una medicina personalizada.

Nefropatia MYH9
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La nefropatia MYH9 es una entidad con un patrén de herencia autosémico
dominante que durante mucho tiempo, en la era previa a los estudios genéticos,
se consideraba una variante del SA.?*® Es un trastorno que se caracteriza por la
presencia de macrotrombocitopenia, hipoacusia, cataratas y nefropatia
proteindrica con un riesgo variable de desarrollar insuficiencia renal.?*4!8

Esta entidad suele presentar una notable variabilidad intra e interfamiliar como se
ha descrito en la PQRAD y el SA. Por ello, aunque la localizacion de la variante
genética patogénica podria explicar la presentacion clinica de la enfermedad, el
caso gue se presenta en esta tesis tiene una afectacion clinica mucho mas grave
que la de su madre, lo que confirma la elevada variabilidad fenotipica intrafamiliar
de esta entidad.

Es importante destacar, que existen algunas variantes benignas en el gen MYH9
que estan asociadas a mayor riesgo de desarrollar ERC.?"%2"3

La utilizacién del diagnéstico genético mediante secuenciacion masiva de paneles
de genes es de especial relevancia para el diagnéstico diferencial de
enfermedades con manifestaciones clinicas similares. En este caso la sospecha
clinica inicial era de SA y el diagnéstico genético ha permitido ya que permite
llegar a un diagndstico preciso de nefropatia MYH9.2* Ademas, el diagnéstico
genético del caso indice de la familia facilta enormemente el diagnéstico
secundario de otros miembros de la familia y ofrece al paciente la posibilidad de
consejo genético ante el deseo gestacional.

El analisis genético resulta de especial importancia en esta enfermedad, porque
como se comentd anteriormente, la existencia de una correlacion genotipo-
fenotipo puede ser relevante para el prondstico. Autores como Pecci et al.
proponian que variantes patogénicas en el dominio N-terminal se habian
relacionado con una mayor gravedad de la nefropatia, hipoacusia vy
trombocitopenia con respecto a las variantes patogénicas del dominio C-
terminal.?”®> En nuestro caso, la paciente presentaba una variante patogénica en el
exon 2 del gen MYH9 (c.287C>T) de cambio de aminoacido serina por leucina
(p.Ser96Leu) en el dominio N-terminal. Aunque la localizacion de la variante
podria explicar la presentacion clinica grave de la enfermedad en la paciente,
destaca la elevada variabilidad fenotipica que presentan individuos con la misma

mutacion. Estudios de los mismos autores publicados posteriormente, sugieren
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que no todos los pacientes con variantes patogénicas en el dominio N-terminal
comparten el mismo prondstico.?’® Sin embargo, en el resto de los pacientes
afectos, se considera que la influencia de factores ambientales o de variantes en
otros genes adicionales, pueden interaccionar con MYH9 para determinar la
progresion de la enfermedad.

Este caso revela la importancia de realizar una exhaustiva anamnesis familiar,
especialmente cuando existe alta sospecha de enfermedades familiares de baja
prevalencia.’’* Serfa recomendable obtener una historia familiar detallada con
especial énfasis en las manifestaciones clinicas renales, auditivas vy
oftalmolégicas cuando evaluamos a un paciente con trombocitopenia. Ante una
trombocitopenia no filiada, con historia familiar compatible, seria aconsejable la
realizacion de un analisis de orina para descartar proteinuria y en caso de
objetivarse, iniciar tratamiento precoz con, con el objetivo de enlentecer la

progresién a ERC tal como se ha realizado en este caso.?’*%"’

Variabilidad inter e intrafamiliar

El diagndstico clinico de las enfermedades genéticas autosdémicas dominantes se
ha convertido en un gran reto. Hasta hace relativamente poco, Unicamente se
diagnosticaban los casos con clinica mas grave y con fenotipos clasicos descritos
por quién identificé la enfermedad. Con la utilizacion de las técnicas de
secuenciacion masiva, se ha abierto un gran campo de conocimiento genético y
clinico, con la posibilidad de diagnosticar individuos con fenotipos intermedios y
leves, con poca o nula afectacién organica. Por eso, en el caso de la PQRAD, si
bien existe variabilidad inter e intrafamiliar, se puede predecir si un paciente podra
evolucionar mas o menos rapido a TRS en base al VRT, el diagndstico de HTA, el
tipo de gen causante, etc. Todos estos avances de conocimiento en la PQRAD,
nos brindan las claves para mejorar el estudio del SAAD que se encuentra en un
estadio precoz de la historia del conocimiento de esta enfermedad. Por eso, con
los resultados obtenidos en esta tesis, se pretende aportar informacién clinica y
genética que facilite el hallazgo de herramientas para valorar la rapida o lenta

evolucion de la enfermedad. Respecto al sindrome de genes contiguos por
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TSC2/PKDL1 y la nefropatia MYH9, al ser enfermedades muy raras es muy dificil
reunir una cohorte de pacientes para estudiar correlaciones genotipo-fenotipo.
Ademas, los casos o0 pequefias series descritas son generalmente de individuos
con gran afectacion sistémica. La relevancia de cada caso publicado de
enfermedades ultrararas como éstas, es de gran importancia para profundizar en
su conocimiento. Con el tiempo, la genémica aportard mayor informacion para
poder correlacionar los datos genéticos con las caracteristicas clinicas, pero eso
requiere tiempo, experiencia en el analisis de datos y mayor cantidad de recursos

para la investigacion.
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VIl. CONCLUSIONES






CONCLUSIONES

1. El algoritmo del grupo de trabajo de enfermedades renales hereditarias de la
Asociacion Europea de Nefrologia (ERA-EDTA) es orientativo para la
seleccion de pacientes con poliquistosis renal autosOmica dominante y
enfermedad rapidamente progresiva, pero excluye un gran porcentaje de
pacientes con signos de rapida progresion que pueden ser evaluados
mediante criterios expandidos por edad/filtrado glomerular o pruebas

radiolégicas y beneficiarse de tratamiento especifico.

2. El sindrome de genes contiguos TSC2/PKD1 es una entidad sistémica rara,
que puede beneficiarse de tratamiento antes y después de un trasplante renal,
para evitar el riesgo de sangrado de los angiomiolipomas causados por el

complejo esclerosis tuberosa.

3. Se ha demostrado que la presencia de proteinuria y la edad precoz de
diagnéstico de la hipertension arterial en el sindrome de Alport autosémico
dominante son factores de mal pronéstico de supervivencia renal. Las
manifestaciones extrarenales son muy infrecuentes en el SAAD. No se ha
objetivado correlacion genotipo-fenotipo en el SAAD.

4. La variabilidad inter-intrafamiliar en la nefropatia MYH9 puede ser extrema.y el

estudio genético mediante panel de genes facilita el diagndstico.
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VIIl. LINEAS DE FUTURO






Poliquistosis renal autosdémica dominante:
- Analizar y comparar entre si los diferentes predictores de gravedad en la

poliquistosis renal autosémica dominante

Sindrome de Alport autosémico dominante:
- Desarrollar una herramienta de prediccion de progresion en el sindrome de

Alport autosémico dominante

Enfermedades renales con patrén de herencia autosémico dominante:
- Realizar estudios genéticos mediante panel de genes/exoma en familias
con nefropatia con patrén de herencia autosomico dominante y fenotipos

atipicos, caracterizarlas y realizar correlacién gentotipo-fenotipo.
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Abstract

Background: Autosomal dominant polycystic kidney dis-
ease (ADPKD) causes the development of renal cysts and
leads to a decline in renal function. Limited guidance exists
in clinical practice on the use of tolvaptan. A decision algo-
rithm from the European Renal Association-European Dialy-
sis and Transplant Association (ERA-EDTA) Working Groups
of Inherited Kidney Disorders and European Renal Best Prac-
tice (WGIKD/ERBP) has been proposed to identify candidates
for tolvaptan treatment; however, this algorithm has not
been assessed in clinical practice. Methods: Eighteen-month
cross-sectional, unicenter, observational study assessing
305 consecutive ADPKD patients. The ERA-EDTA WGIKD/
ERBP algorithm with a stepwise approach was used to assess

rapid progression (RP). Subsequently, expanded criteria
based on the REPRISE trial were applied to evaluate the
impact of extended age (<55 years) and estimated glomeru-
lar filtration rate (eGFR; =25 mL/min/1.73 m?). Results: His-
torical eGFR decline, indicative of RP, was fulfilled in 26% of
73 patients who were candidates for RP assessment, mostly
aged 31-55 years. Further tests including ultrasound and
MRI measurements of kidney volume plus genetic testing
enabled the evaluation of the remaining patients. Over-
all, 15.7% of patients met the criteria for rapid or likely RP
using the algorithm, and the percentage increased to 27%
when extending age and eGFR. Conclusions: The ERA-EDTA
WGIKD/ERBP algorithm provides a valuable means of identi-
fying in routine clinical practice patients who may be eligible
for treatment with tolvaptan. The impact of a new threshold
for age and eGFR may increase the percentage of patients to
be treated. © 2018 5. Karger AG, Basel
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Introduction

Autosomal dominant polycystic kidney disease (ADP-
KD) is the most common genetic cause of renal disease [1,
2], and is caused by mutations in PKDI (85-95% of cases),
PKD2(10-15% of cases),or GANAB (~0.3% of cases) [3-7].
ADPKD is characterized by the progressive development of
renal cysts, leading eventually to renal failure [1]. PKDI
mutations are associated with more severe disease than are
PKD2 mutations [8], although ADPKD has a high degree
of inter-patient clinical variability, even within families [9].

In 2015, the European Medicines Agency approved the
vasopressin V2 receptor antagonist tolvaptan to slow the
progression of cyst development and renal insufficiency in
ADPKD in adults with chronic kidney disease (CKD) stag-
es 1-3 at initiation of treatment, with evidence of rapidly
progressingdisease [10],based on the results of the TEMPO
3:4 trial [11]. In the United States, the Food and Drug
Administration approved tolvaptan in 2018 to be used to
slow kidney function decline in adults at risk of rapidly
progressing ADPKD [12].The European Renal Associa-
tion-European Dialysis and Transplant Association (ERA-
EDTA) Working Groups of Inherited Kidney Disorders
and European Renal Best Practice (WGIKD/ERBP) devel-
oped a hierarchical decision-making algorithm to provide
guidance on identifying and predicting rapid disease pro-
gression in patients with ADPKD, and subsequently to
identify candidates for tolvaptan treatment [13].

Results from the recently published REPRISE trial
showed that tolvaptan resulted in a slower decline in es-
timated glomerular filtration rate (eGFR) than did pla-
cebo over a l-year period in patients with late-stage
ADPKD [14]. Further, both the US Food and Drug Ad-
ministration and the European Medicines Agency for-
mally qualified total kidney volume (TKV) as a prognos-
tic enrichment biomarker for selecting patients at high
risk for a progressive decline in renal function for inclu-
sion in interventional clinical trials [15].

The present study was undertaken to assess the perfor-
mance of the ERA-EDTA WGIKD/ERBP algorithm to
identify patients with ADPKD with rapid disease progres-
sion. The data were subsequently analyzed based on the ex-
panded eGFR and age criteria from the REPRISE trial [14].

Patients and Methods

Study Design

This 18-month cross-sectional study assessed consecutive pa-
tients with ADPKD (according to the Pei et al. [16] criteria) who
visited an outpatient clinic in Spain for inherited kidney diseases
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from January 2016 to June 2017. All eligible patients were assessed
for rapid disease progression using the ERA-EDTA WGIKD/
ERBP algorithm to identify candidates for tolvaptan treatment
[13]. All analyses were part of regular clinical practice. Patients
with atypical ADPKD presentation were excluded [17]. The per-
centage of patients who were candidates for tolvaptan treatment
was analyzed according to patient age and CKD stage. eGFR de-
cline was compared between patients identified as rapid and non-
rapid disease progressors.

A later analysis of data used expanded criteria based on the RE-
PRISE trial, and patients previously excluded for rapid progression
(RP) assessment were included with eGFR 25-44 mL/min/1.73 m?
and age 251 to =55 years. In addition, imaging data from patients
not fulfilling the ERA-EDTA criteria because of preserved eGFR
were also analyzed.

The study was conducted in accordance with the Declaration
of Helsinki and International Council for Harmonisation guide-
lines, and was approved by the Fundacié Puigvert institutional re-
view board. All patients signed informed consent.

ERA-EDTA WGIKD/ERBP Decision Algorithm Assessment

The ERA-EDTA WGIKD/ERBP algorithm proposes the use of
3 prediction tools: MR, ultrasound, and genetic testing [13]. As-
sessment for rapid disease progression was indicated only in 3 pa-
tient groups: those aged 18-30 years with eGFR 245 mL/min/1.73
m?; those aged 31-40 years with eGFR 245 to <90 mL/min/1.73
m?;and thoseaged 41-50 years with eGFR 245 to <60 mL/min/1.73
m2

For patients who met the ERA-EDTA WGIKD/ERBP algo-
rithm initial criteria, a stepwise approach was undertaken to
apply the decision algorithm and assess rapid disease progres-
sion.

Step 1

His.Ltorical eGFR decline was calculated retrospectively based
on clinical records to identify patients with rapid disease progres-
sion, defined as a decline of 25 mL/min/1.73 m?in 1 year, or a de-
cline of 2.5 mL/min/1.73 m? per year over 5 years. Patients who
did not meet the eGFR decline criteria or who had missing or un-
reliable data were considered under Step 2.

Step 2

Historical TKV growth was assessed, and an increase in TKV
of »5% per year, as measured by repeated MRI (23 measurements
=6 months apart), was considered indicative of rapid disease pro-
gression. Patients with missing data or who did not meet the above
criteria were considered under Step 3.

Step 3

Kidney length was measured by ultrasound. Patients aged
<45 years with kidney length >16.5 cm were considered to have
likely rapid disease progression. Patients with missing data or who
did not meet the above criteria were considered under Step 4.

Step 4

Age-and height-adjusted TKV (htTKV), measured by MRI,
were applied to the Mayo ADPKD class calculator [17]. Patients
meeting class 1C, 1D, or 1E criteria were considered to have like-
ly rapid disease progression. Patients with missing data or who did
not meet the above criteria were considered under Step 5.
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Step 5

PKD1/PKD2 mutation status, along with patients’ sex, blood
pressure, and urologic event data, were applied to the predicting
renal outcomes in ADPKD (PROPKD) score [18]. Patients with
a PROPKD score of >6 were considered to have likely rapid dis-
ease progression. Patients with missing data or who did not meet
the above criteria were considered under Step 6.

Step 6

Family history of ADPKD progression was assessed. A family
history of ADPKD patients with end-stage kidney disease (ESKD)
aged =58 years was considered indicative of possible rapid disease
progression, and these patients were considered to need follow-up
assessment for RP.

Patients not meeting any of the criteria for RP were considered
to have likely slow disease progression.

Expanded Criteria for Rapid Disease Progression Based on

Advanced Age and Later-Stage CKD Assessment

In a subsequent analysis, patients not meeting the ERA-EDTA
WGIKD/ERBP criteria because of eGFR 25-44 mL/min/1.73 m*
whenaged 218 or <55 years were considered candidates for tolvap-
tan treatment based on the REPRISE results [14].

Subanalysis of Rapid Disease Progression Based on Imaging in

Early-Stage CKD Assessment

Patients who were not in the window of assessment for rap-
id disease progression in the ERA-EDTA WGIKD/ERBP algo-
rithm due to preserved renal function (those aged 31-40 years with
eGFR >90 mL/min/1.73 m? or those aged 41-50 years with eGFR
>60 mL/min/1.73 m?) were assessed for rapid disease progression
when imaging was available. Tmaging was not available for all pa-
tients, as they were not candidates for tolvaptan treatment based
on our clinical practice.

Data Collection

Patient data were collected retrospectively from medical inter-
views and medical records. Annual eGFR data, extracted retrospec-
tively from clinical files, were determined using the CKD Epidemiol-
ogy Collaboration equation [19]. Age at diagnosis of hypertension
was defined as the age at which antihypertensive therapy was first
required. Age at ESKD onset was defined according to the require-
ment for dialysis or transplantation. Age at occurrence of a urologic
event was defined as a diagnosis of gross hematuria, symptomatic
cyst hemorrhage, cyst infections, or flank pain related to cysts [18].

Kidney length was routinely measured by ultrasound using the
longest kidney axis available by tilting the transducer. TKV was
measured using MRI and calculated using the ellipsoid formula
(length x width x depth x n/6) and the Mayo Clinic online calcula-
tor [17]. Technical aspects of MRI measurements are summarized
in the online supplementary Information (for all online suppl. mate-
rial, see www.karger.com/doi/10.1159/000493325). Genetic testing
was performed by targeted next-generation sequencing of PKDI
and PKD2, as described previously (online suppl. Information) [20].

Fig. 1. Stepwise application of the ERA-EDTA WGIKD/ERBP
algorithm to identify candidates for treatment with tolvaptan.
ADPKD, autosomal dominant polycystic kidney disease; eGFR,
estimated glomerular filtration rate; ERA-EDTA, European Re-
nal Association-European Dialysis and Transplant Association;
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Statistical Analysis

Independent samples { test with a significance level of 0.05 was
used to compare means for normally distributed variables. CIs
were set to 95%. All statistical analyses were performed using SPSS
software, version 22 (IBM Corp, Armonk, NY, USA). Patients with
only 1 year of eGFR data available were excluded from the com-
parison of eGFR decline analysis.

Limitations

An MRT had not been performed in all patients because it had
not been previously indicated as part of routine clinical practice.
Subsequently, in the assessment of patients who had not been eli-
gible for inclusion in the ERA-EDTA WGIKD/ERBP algorithm,
TKV was not always available.

Results

Study Population

A total of 305 patients (167 females) diagnosed with
ADPKD were included in the study. The median patient
age was 46.5 years (SD 6.36). Ninety-six patients had
CKD stage 1; 89 had CKD stage 2; 32 had CKD stage 3a;
46 had CKD stage 3b; 31 had CKD stage 4; and 11 had
CKD stage 5. None of the patients with CKD stage 5 was
undergoing renal replacement therapy at study inclu-
sion.

Patient Eligibility for Rapid Disease Progression

Assessment and Stepwise Application of the

ERA-EDTA WGIKD/ERBP Algorithm

Of 305 patients, 8 who presented with atypical radio-
logical disease were excluded. A further 119 patients
were excluded because of age (114 aged >50 years and 5
aged <18 years), and 105 were excluded owing to eGFR
criteria not meeting the inclusion requirements of the al-
gorithm (32 aged 18-50 years with eGFR <45 mL/
min/1.73 m?% 34 aged 31-40 vears with eGFR 290 mL/
min/1.73 m% and 39 aged 41-50 years with eGFR 260 mL/
min/1.73 m?). Seventy-three patients were therefore as-
sessed using the algorithm (Fig. 1).

Step 1: Rapid Disease Progression by Historical

eGFR Decline

Of the 73 patients evaluated, 3 had missing histori-
cal eGFR data, and 19 met the criteria for RP based on

ESKD, end-stage kidney disease; ht TKV, height-adjusted total kid-
ney volume; NA, not available; US, ultrasound; WGIKD/EREP,
Working Groups of Inherited Kidney Disorders and European
Renal Best Practice.

(For figure 1 see next page.)
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historical eGFR decline. In total, 54 patients in the
algorithm cohort did not meet the criteria for rapid
disease progression according to historical eGFR de-
cline.

Step 2: Rapid Disease Progression by Historical TKV

Growth

None of the remaining 54 patients had historical TKV
data available.

Step 3: Likely Rapid Disease Progression Based on

Ultrasound-Measured Kidney Length >16.5 ¢cm

Of the 54 patients remaining, 9 were considered to
have likely rapid disease progression based on ultrasound
evidence of kidney length >16.5 cm when younger than
45 years. In total, 45 patients in the algorithm cohort did
not meet likely rapid disease progression criteria by renal
length.

Step 4: Likely Rapid Disease Progression by Baseline

htTKV Indexed for Age

Of the remaining 45 patients in the algorithm cohort,
20 were considered to have likely rapid disease progres-
sion based on htTKV indexed for age, categorized as
Mayo class 1C, 1D, or 1E; 2 patients did not have htTKV
data available.

Step 5: Likely Rapid Disease Progression by

PROPKD Score

The 25 patients remaining in the algorithm cohort
(Mayo class 1A or 1B and those without ht TKV measured
by MRI) were assessed for likely rapid disease progression
using the PROPKD score. Genetic testing was carried out
on Mayo class 1A or 1B patients with hypertension and/or
a urologic event, and who were <35 years of age (n = 3).
Genetic testing had been conducted previous to this study
in 2 patients without early symptoms and without htTKV
measured by MRIL. All 5 patients were shown to have PKD2
mutations, and subsequently did not achieve a PROPKD
score >0.

Step 6: Possible Rapid Disease Progression Based on

Family History of ADPKD Relatives Aged <58 Years

with ESKD

Of the 25 patients remaining in the algorithm cohort
(Mayo class 1A or 1B, patients without htTKV measured
by MRI and those with a PROPKD score <6), 13 had a
family history of ADPKD relatives aged <58 years with
ESKD and were categorized as having possibly rapid dis-
ease progression.
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Fig. 2. eGFR according to age and disease progression based on
the ERA-EDTA WGIKD/ERBP algorithm. White circles, pa-
tients with ADPKD identified as not candidates for tolvaptan
treatment; black diamonds, patients with ADPKD identified as
candidates to be treated with tolvaptan. White area, eGFR and
age eligibility to be assessed by the ERA-EDTA WGIKD/ERBP
algorithm. ADPKD, autosomal dominant polycystic kidney dis-
ease; eGFR, estimated glomerular filtration rate; ERA-EDTA,
European Renal Association-European Dialysis and Transplant
Association; WGIKD/ERBP, Working Groups of Inherited Kid-
ney Disorders and European Renal Best Practice.

A total of 12 patients did not meet any of the above
criteria and were subsequently categorized as having like-
ly slow disease progression.

The number of patients identified with rapid disease
progression or likely rapid disease progression at each se-
quential step of the algorithm is shown in Figure 1. A total
of 48 out of 305 patients (15.7%) in the overall study popu-
lation met the criteria for treatment with tolvaptan accord-
ing to the ERA-EDTA WGIKD/ERBP algorithm. This
equates to 48 out of 146 patients (32.9%) aged 18-50 years
with eGFR >45 mL/min/1.73 m? Figure 2 shows eGFR ac-
cording to age and disease progression status as assessed
by the ERA-EDTA WGIKD/ERBP algorithm in the overall
study population.

Expanded Criteria for Rapid Disease Progression Based

on Advanced Age and Later-Stage CKD Assessment

Thirty-four patients aged 18-55 years had an eGFR of
>25to 44 mL/min/1.73 m? and were not included in the
assessment using the ERA-EDTA WGIKD/ERBP algo-
rithm but could be candidates for tolvaptan treatment
based on the REPRISE results.

Subanalysis of Rapid Disease Progression Based on

Imaging in Early-Stage CKD Assessment

htTKV by MRI and ultrasound length was available
for many of the 73 patients who had not been consid-
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Fig. 3. Proportion of patients with ADPKD eligible for tolvap-
tan treatment according to (a) CKD stage and (b) age. a Patients
with eGFR >45 mL/min/1.73 m? follow the ERA-EDT A WGIKD/
ERBP criteria, and those with eGFR 25-44 mI/min/1.73 m? follow
the expanded criteria based on age and later-stage CKD. b Propor-
tion of patients with ADPKD who are candidates for tolvaptan
treatment according to age following the ERA-EDTA WGIKD/

ered for assessment by the ERA-EDTA WGIKD/ERBP
algorithm due to preserved renal function: 34 pa-
tients aged 31-40 years with eGFR 290 mL/min/1.73
m%and 39 patients aged 41-50 years with eGFR >60 mL/
min/1.73 m?.

Among 49 patients aged 31-44 years, 13 were con-
sidered to have likely rapid disease progression based
on ultrasound kidney length >16.5 ¢cm in younger than
45. Of the remaining 36 patients with ultrasound length
<16.5 cm, 9 were considered to have likely rapid dis-
ease progression based on htTKV indexed for age, cat-
egorized as Mayo class 1C. The remaining patients
were categorized as Mayo class 1A (17 = 2) or 1B (n =
4). MRI was not available for 21 patients, as it was not
indicated based on the ERA-EDTA WGIKD/ERBP al-
gorithm.

Among patients aged 45-50 years (n = 24), 9 were cat-
egorized as rapid progressors based on their Mayo class
(1C,n=7; 1D, n = 1; 1E, n = 1), 4 were categorized as
Mayo class 1B, and the remaining 11 did not have an MRI
scan, as it was not indicated in clinical practice.

Table 1 summarizes the number of patients who were
identified as candidates to be treated with tolvaptan based
on the ERA-EDTA WGIKD/ERBP algorithm; advanced
age and later-stage CKD; and imaging in early-stage CKD.
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ERBP criteria (dark gray) and the expanded criteria based on
age and later-stage CKD (light gray). ADPKD, autosomal domi-
nant polycystic kidney disease; CKD, chronic kidney disease;
eGFR, estimated glomerular filtration rate; ERA-EDTA, European
Renal Association-European Dialysis and Transplant Association;
WGIKD/ERBP, Working Groups of Inherited Kidney Disorders
and European Renal Best Practice; y, years.

CKD Stage and Family History of Patients with Rapid

Disease Progression

Of the 96 patients with CKD stage 1, 19 (19.8%)
had evidence of rapid disease progression based on the
ERA-EDTA WGIKD/ERBP algorithm and were subse-
quently eligible for tolvaptan treatment (Fig. 3a). Of the
89 patients with CKD stage 2, 22 (24.7%) had evidence
of rapid disease progression based on the ERA-EDTA
WGIKD/ERBP algorithm (Fig. 3a). Of the 32 patients
with CKD stage 3a, 7 (21.9%) had evidence of rapid dis-
ease progression (Fig. 3a; all determined by historical
eGFR decline). Of the 56 patients with eGFR 25-44 mL/
min/1.73 m?, 34 (60.7%) had evidence of rapid disease
progression based on expanded criteria, but only those
aged <55 years were considered candidates for tolvap-
tan treatment. The mean age of patients categorized as
having rapid disease progression by the ERA-EDTA
WGIKD/ERBP algorithm was 33.3 years (SD 7.8) ver-
sus 26.8 years (SD 6.5) for patients with slow disease
progression (p < 0.001). The proportion of patients with
evidence of rapid disease progression and therefore
candidates for tolvaptan treatment, decreased with age
(Fig. 3b).

Of the 48 patients with rapid disease progression ac-
cording to the ERA-EDTA WGIKD/ERBP algorithm,
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Table 1. Summary of the number of patient candidates to be treated with tolvaptan based on: the ERA-EDTA
WGIKD/ERBP algorithm; advanced age and later-stage CKD; imaging in early-stage CKD

Criteria

Patients with rapid
progression, n

ERA-EDTA WGIKD/ERBP algorithm

Historical evidence of eGFR decline 19
Historical evidence of kidney growth in typical ADPKD 0
Renal length >16.5 cm at age <45 years 9
htTKV compatible with Mayo class 1C, 1D or 1E 20
PROPKD for class 1A and 1B with urological symptoms and/or

hypertension at age <35 years 0

Expanded criteria based on advanced age and later-stage CKD
Patients aged 18-55 years and eGFR 25-44 mL/min/1.73 m? 34
htTKV/renal length in early-stage CKD not considered for assessment due to too

preserved renal function

18-45 years (with MRI and/or ultrasound available) 22

45-50 years (with MRI available)

ADPKD, autosomal dominant polycystic kidney disease; CKD, chronic kidney disease; eGFR, estimated glo-
merular filtration rate; ERA-EDTA, European Renal Association-European Dialysis and Transplant Association;
htTKV, height-adjusted total kidney volume; PROPKD, predicting renal outcomes in ADPKD algorithm;
WGIKD/ERBP, Working Groups of Inherited Kidney Disorders and European Renal Best Practice.

33 (68.8%) had a relative aged <58 years with ESKD,
11 had a relative aged >58 years with ESKD, and 4 pa-
tients were sporadic cases. Among the 23 patients cat-
egorized as Mayo class 1A or 1B, 14 (60.9%; mean age
32.0 [SD 10.0]) had a family relative aged <58 years
with ESKD.

Analysis of Mean Annual eGFR Change According to

Progression Status

In the analysis of those aged <50 years in the overall
study population, data on mean annual eGFR change
were available for 151 patients. This included those not
fulfilling the criteria for assessment, but with eGFR and
age data supporting rapid or slow progression (72 with
rapid and 79 with slow disease progression; online sup-
pl. Fig. S1). The mean annual eGFR change was signifi-
cantly greater in patients with rapid disease progression
than in those with slow disease progression (-4.55 vs.
-1.92 mL/min/1.73 m? respectively; p > 0.006; online
suppl. Fig. S2).

In the subanalysis of patients eligible for rapid disease
progression assessment with the ERA-EDTA WGIKD/
ERBP algorithm, data were available for 59 patients
(43 with rapid disease progression and 16 with like-
ly slow disease progression). The mean annual eGFR
change was -3.81 and +0.04 mL/min/1.73 m? respec-
tively; this difference was not statistically significant (p >
0.1).
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Discussion

There is a need for assessment of rapid disease pro-
gression in patients with ADPKD, both for recruiting
patients to clinical trials, but also, and in particular, for
administering tolvaptan in line with its approved indi-
cation in the European Union and the United States [10,
12].

Patients with ADPKD with unidentified slowly pro-
gressing disease may incorrectly receive tolvaptan treat-
ment, thereby risking prolonged drug exposure for little
or no benefit. Likewise, their participation in clinical tri-
als intended for those with rapidly progressing disease
may underpower these trials and potentially prevent the
generation of meaningful results.

To our knowledge, this is the first study to evaluate
the implementation and utility of the ERA-EDTA
WGIKD/ERBP algorithm [13] to assess candidates for
tolvaptan treatment in routine clinical practice. Only
one-third of patients attending our ADPKD clinic ful-
filled the ERA-EDTA WGIKD/ERBP algorithm criteria
to undergo specific assessments for rapid disease pro-
gression and consequently receive tolvaptan treatment.
This proportion reduces the apparent burden of evaluat-
ing ADPKD for disease progression in clinical practice.
The assessment begins with the most reliable parameter
for determining whether a patient is presenting with
rapid disease progression, namely, retrospective eGFR
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decline [13]. While all older patients (aged 41-50 years)
from our cohort fulfilled this criterion and received no
further assessments, this was unusual in younger pa-
tients. This is largely because a significant eGFR decline
is observed only in CKD stages 2 and 3, which tends to
occur in older patients.

Measurements of eGFR change are of limited value
for predicting disease progression in early-stage ADP-
KD because kidney function remains relatively stable for
prolonged periods [21]. In contrast, TKV typically in-
creases from the very early stages of the disease, and ret-
rospective TKV increase is a reliable variable for assess-
ing RP in ADPKD [13]. However, despite the greater
accuracy of MRI, in our clinical practice, as in most, ul-
trasound is routinely used because of its greater avail-
ability.

In the present study, we used the 3 prediction tools
from the ERA-EDTA WGIKD/ERBP algorithm. Addi-
tionally, patients who were not classified as having rapid
disease progression in one step of the algorithm were fur-
ther assessed using the subsequent available prediction
tools.

Bhutani et al. [22] suggested that a kidney length of
>16.5 cm, as measured by ultrasound, was useful for strat-
ifying patients aged <45 years with rapidly progressing
disease. In the absence of sufficient historical eGFR data,
we then prioritized ultrasound-measured kidney length
as the first prediction tool. As expected, there was an age-
related increase in the proportion of patients who met the
kidney length criterion for RP.

The third step in our algorithm used the Mayo Clinic
ADPKD calculator, which predicts eGFR decline based
on age and htTKV measured by MRI [17]. This proved
useful, especially in young patients who did not meet any
other criteria for rapid disease progression. However, the
relatively low number of patients in each Mayo class pre-
vented accurate comparison of eGFR decline between the
Mayo classes.

As htTKV and renal diameter have been considered
useful predictive tools independent of current eGFR, in
an additional exercise, we analyzed imaging in the sub-
group of patients older than 30 years, whose eGFR, ac-
cording to the ERA-EDTA WGIKD/ERBP algorithm,
was too preserved to be assessed. Interestingly, a signifi-
cant number of patients not considered rapid progressors
based on the ERA-EDTA WGIKD/ERBP algorithm were
considered so based on Mayo class, independent of cur-
rent eGFR. This may challenge the use of the Mayo Clin-
ic ADPKD calculator for only certain subgroups of pa-
tients as suggested by the ERA-EDTA WGIKD/ERBP al-
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gorithm. Moreover, in a busy clinical practice, the
identification of rapid progressors needs to be quick and
easy and probably, the quickest and easiest method may
be the Mayo classification. The benefit of an MR over-
comes its cost when selecting patients for prolonged
tolvaptan treatment. Probably all ADPKD patients de-
serve an MR during their follow-up, as it is already done
in many centers.

Although genetic analysis provides prognostic infor-
mation, its limited availability in some geographical ar-
eas and its limited sensitivity precludes its widespread
use in clinical practice. Consequently, we opted for the
PROPKD scoring system as the final prediction tool for
those patients who did not fulfill any of the previous cri-
teria [18]. Very few patients in this group had hyperten-
sion or urologic symptoms before the age of 35 vyears,
and no patient had a PROPKD score >6. This finding
was expected as these patients had not fulfilled the pre-
vious criteria and, moreover, their clinical symptoms
may have been the result of factors other than ADPKD,
such as essential hypertension or nephrolithiasis. The
cause of early symptoms in ADPKD must be assessed
thoroughly in order to determine whether they are re-
lated to ADPKD.

As expected, and to support the efficacy of the algo-
rithm, the rate of decline in eGFR was significantly
different between patients with rapid disease progres-
sion and non-rapid disease progression (online suppl.
Fig. S2). In view of the age-related decline in eGFR (on-
line suppl. Fig. S1), the age threshold at which eGFR
starts to decline in patients with rapid disease progres-
sion is approximately 33 years, which is also the mean
age of patients with rapid disease progression in this
cohort based on the ERA-EDTA WGIKD/ERBP algo-
rithm. Therefore, it could be more appropriate to ex-
tend the criteria for eligibility for rapid disease progres-
sion assessment to ages 18-33 years with eGFR >45 mL/
min/1.73 mZ

Most patients with ADPKD with rapidly progressing
disease have a family relation aged <58 years with a his-
tory of ESKD. We found that, among very young pa-
tients who did not meet the criteria for rapid disease
progression, there was still evidence of a family history
of ESKD in relatives aged <58 years. This suggests that
the available prediction tools are not sufficiently sensi-
tive for very young patients; however, periodical assess-
ment with the algorithm or other tools could help iden-
tify these young patients to detect future rapid disease
progression. If long-term data show improved efficacy
of tolvaptan if initiated early, the assessment of very

Am ] Nephrol 2018;48:308-317
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young adults may need to be managed differently in the
future.

The proportion of patients eligible for treatment with
tolvaptan based on the EDTA-ERA WGIKD/EBPG algo-
rithm in our cohort represents 15.7% of the overall number
of patients with ADPKD. As the REPRISE trial proved the
efficacy of tolvaptan in advanced stages [14], if we include
patients aged 18-55 vears with eGFR =225 to <44 mL/
min/1.73 m?, the proportion of candidates for tolvaptan
treatment rises to 27%. Furthermore, if patients who are
not candidates for assessment for tolvaptan treatment be-
cause their eGFR is too preserved are analyzed by imaging
tools, many of them could also be classified as rapid pro-
gressors and therefore be eligible for treatment. This exem-
plifies how, depending on the selection criteria, the per-
centage of rapid progressors varies significantly and there-
fore the number of patients to be treated also varies, which
has serious implications for health planning.

Conclusion

The present data provide an indication of the propor-
tion of patients likely to be candidates for tolvaptan treat-
ment in a real-world setting based on the EDTA-ERA
WGIKD/EBPG algorithm. In view of recent data [14], the
impact of a new threshold for tolvaptan treatment may
influence treatment decisions and increase the percent-
age of patients treated.
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10.2 Sangrado de angiomiolipoma renal en paciente con
sindrome de genes contiguos (TSC2/PKD1) tras 17afos
de tratamiento renal sustitutivo.
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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN
Historia del articulo: Presentamos el casce de un varén de 32 arios, con sindrome de genes contiguos TSC2/PKD1,
Recibido el 14 de agosto de 2015 que le ocasiona esclerosis tuberosa (ET) y poliquistosis renal autosomica dominante simul-
Aceptado el 19 de abril de 2016 taneamente. Evoluciond a enfermedad renal terminal y se realizé trasplante renal a los
On-line €l 29 de agosto de 2016 12 anios. Los rifiones presentaban angiomiolipemas (AML), que son tumores benignos fre-
cuentes en pacientes con ET. A los 17 anos postrasplante, presenté un cuadro de dolor
Palabras clave: abdominal, anemizacién y hematema retroperitoneal. Dicho hematoma se produjo por el
Esclerosis tuberosa sangrado de los AML. Como tratamiento se realizo embolizacion selectiva. Nuestro paciente
Poliquistosis renal autosémica podria haberse beneficiado en el momento del trasplante renal del tratamiento con inhi-
dominante bidores de mTOR. Este farmaco actia come inmunosupresor y reductor tumeral en la ET,
PQRAD al disminuir el riesgo de rotura y hemorragia. En este paciente no se administré porque
Angiomiolipoma cuando se trasplantd no se conocia la relacién de los inhibidores de mTOR con la ET. Este
Inhibidores de mTOR caso confirma que, a pesar de tratarse de pacientes trasplantados o en dialisis, el riesgo de
Sindrome de genes contiguos sangrado por los AML persiste, por lo cual se propone realizar controles periodicos de los
TSC2/PKD1 rifiones propios y valorar la nefrectomia.
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Renal angiomyolipoma bleeding in a patient with TSC2/PKD1 contiguous
gene syndrome after 17 years of renal replacement therapy

ABSTRACT

We report the case of a 32-year-old male diagnosed with TSC2/PKD1 contiguous gene syn-
drome, presenting with tubercus sclerosis (TS) and autosomal dominant polycystic kdney
disease simultansously. He progressed to end-stage renal disease and received a kidney

Keywords:
Tuberous sclerosis
Autosomal dominant polycystic

kidney disease transplant at the age of 12. The native kidneys presented angiomyolipomas (AML), which
ADPED are common benign turnours in patients with TS. Seventeen years after transplantation, he
Angiomyolipoma presented with abdominal pain, anaemia and a retroperitoneal haematoma, the latter cau-

mTOR inhibitors
Contiguous gene syndrome
TSC2/PKD1

sed by renal AML bleeding, Selective embolisation was performed. Our patient could have
benefited from the administration of mTOR inhibitors at transplant. This therapy is immu-
nosuppressive and reduces the size of benign tumours in TS as well as the risk of rupture
and bleeding. This patient did not receive mTOR inhibitors at the time of the transplant
because the relationship between mTOR inhibitors and TS was unknown at that time. This
case confirms the persistent risk of renal AML bleeding for both transplanted patients and
patients on dialysis. As a result, we would recommend routine check-ups of native kidneys

and nephrectomy assessment.
@ 2017 Sociedad Espanocla de Nefrologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an

open access article under the CC BY-NC-ND license (htt

creativecomrnons.org/li

La poliquistosis renal autosdmica dominante (PQRAD) es el
trastomo renal hereditario mds frecuente, con una incidencia
poblacional entre 1/400-1.000". Ocasiona el 10% de los casos
de enfermedad renal crénica terminal (ERCT) en nuestro pais?.
La PQRAD es una enfermedad genéticamente heterogénea, 2
de cuyos genes causales son PED1 y PKD234. El gen PKD1 se
encuentra situado en el cromosoma 16p13, adyacente a TSC2,
uno de los genes causantes de esclerosis tuberosa (ET)*¢. Esta
enfermedad es causada por mutaciones en dicho gen o por
mutaciones en el gen TSC1. Cuando se produce una delecidn
que implica a los genes PKD1 y TSC2, a causa de su proximi-
dad cromosomica, estamos ante la presencia de un sindrome
de genes contiguos (SGC)”. El sindrome se caracterizada por
una clinica grave tanto de PQRAD como de ET. La presencia de
rifiones con nefromegalia quistica al nacimiento es similar ala
que se cbserva en estadios avanzados de PQRAD, que general-
mente conducen a ERCT en la segunda o tercera décadas dela
vida. Solo existe un caso reportado de un paciente con ambas
enfermedades causadas por mutaciones independientes del
gen PKD1 y del TSC25.

El gen TSC1 codifica para la proteina hamartina y el
gen TSC2 para la proteina tuberina formando el complejo
hamartina/tuberina®. Este complejo interviene y regula la
sefializacién de la cascada mammalian target of rapamycin
(mTOR) a través de la via (Rheb/mTOR/p70S6K) contro-
lando el crecimiento celular, la progresién del ciclo celular
v la apoptosis. Las mutaciones en este complejo produ-
cen una desregulacién de la cascada de mTOR que causa
aumento de la proliferacién celular Adicionalmente, la poli-
quistina 1, proteina codificada por el gen PKD1, interactia
con el complejo hamartina/tuberina y suprime la actividad de
mTOR'.

La ET es un trastorno autosdmico dominante sistémico,
con elevada penetrancia y una prevalencia de 1/6.000'%.
Clinicamente se manifiesta por lesiones cutdneas (angiofibro-
mas, fibromas ungueales, manchas hipomelanicas), lesiones

234

renales benignas llamadas angiomiolipomas (AML), lin-
fangiolelomiomatosis pulmonar, lesiones cardiacas como
rabdomiomas, lesiones neuroldgicas como tubers y astroci-
tornas. Su presentacién clinica es muy variable: oscila desde
minimos o inapreciables sintornas dela enfermedad hasta una
afectacién neurolégica severall.

Los AML renales asociados con ET suelen ser multiples y
bilaterales, con una incdencia del 55-75% en funcién de la
edad®. Estan formados por células inmaduras de musculo
liso, tejido graso v vascular. El principal peligro que conlle-
van es su Hesgo de rotura y hemorragia, que puede llegar a
provocar una situacion critica vital. Los AML se diagnostican
con ecografia, pero lo mas utilizado es la tomografia computa-
rizada (TC), que permite delimitar mejor las lesiones. Cuando
el diagndstico es dificultoso, por el escaso componente graso,
se reculte ala resonancia magnética.

Clasicamente las opciones terapéuticas parael tratamiento
de los AML han sido la embolizacién, las nefrectomias par-
ciales electivas o las nefrectomias urgentes para los AML
sangrantes. La embolizacién puede ocasionar el conocido
sindrome postembolizacién!®*, Consiste en una respuesta
inflamatoria debido a la presencia de tejido necrético secun-
dario a la isquemia por la embolizacién. Las técnicas
intervencionistas reducen la masa renal funcionante, lo cual
en esta enfermedad crénica y multifocal resulta tremenda-
mente deletéreo.

Los inhibidores de mTOR se han aprobado como terapia
de primera linea para los AML en la ET® y han mostrado
cierta eficacia en la disminucién de la progresion del volumen
renal de la PQRAD, pero no asi en el deterioro de funcién renal
caracteristico de ella'®1’.

Los rifones poliquisticos suelen experimentar una reduc-
cién de volumen y un relativo escaso nimero de complicacio-
nes tras el trasplante renal'®. De la misma manera, se supone
que la progresiva disminucién del flujo renal deberia ocasio-
nar una disminucién del tamano de los AML o, al menos, una
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Figura 1 - Delecién de genes contiguos TSC2/PKD1. Diagrama de resultados del anélisis de deleciones/duplicaciones
mediante la técnica de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) del paciente con SGC (panel superior) y de un
individuo control (panel inferior). Las flechas rojas indican la delecién de los exones 43 al 46 del gen PKD1 (secuencias de
referencia de GenBank: NM_001009944.2; NP_001009944.2): ¢.11713-?_12909 + ?del; p.{Ser1555fs}) y los exones 37 al 42 del gen
TSC2 (NM_000548; NP_000539): c.4663-7 5421+ ?del; p.(Val3205fs)). Nomenclatura segiin la Human Genome Variation Society

(http//www.hgvs.org/mutnomerny).

disminucién del riesgo del sangrado, aungue dicha afirmacién
no deja de ser una hipdtesis no contrastada.

El caso que se presenta muestra que dicha hipdtesis no
parece cierta y que el riesgo de sangrado perdura tras muchos
aflos de terapia renal sustitutiva.

Presentamos el caso de un vardn de 32 aflos, con antece-
dentes de SGC por delecién de TSC2/PKD1, diagnosticado a
los 8 meses de vida en el contexto de retraso neurocognitivo.
El estudio genético se realizé mediante anilisis de delecio-
nes/duplicaciones de uno o varios exones mediante la técnica
multiplex-ligation-dependent probe amplification. El paciente era
portador de una delecién de novo causante del SGC. Esta dele-
cidn elimina los exones 43 al 46 del gen PKD1 v los exones 37
al 42 del gen TSC2 (fig. 1). El paciente es un caso esporddico, es
decir, que ni el padre ni la madre le han transmitido estas
enfermedades. Clinicamente presentaba episodios de crisis
comiciales parciales-generalizadas debido a la presencia de
tubers corticales, asi como retraso mental grave. Asimismo,
se detectaron al nacer masas abdominales bilaterales que
se identificaron como riflones poliquisticos. A los 11 afios
se observd deterioro de la funcién renal progresivo y pre-
cisd tratamiento renal sustitutivo 4 afios mas tarde, mediante

programa de dialisis peritoneal. Al afio siguiente, se trasplantd
de donanterenal cadaver y el tratamiento inmunosupresor fue
con prednisona, ciclosporina y azatioprina. Alos 26 ailos sele
realizd una exéresis de un tumor de Kéenen en el pie dere-
cho. Presentd varios episodios de neumonias de repeticién
adquiridas en la comunidad.

#los 32 arios, acudid a urgencias por un cuadro digestivo de
3 dias de evolucién caracterizado por dolor abdominal, disten-
516n y deposiciones liquidas sin productos patoldgicos. El cua-
dro clinico fue autolimitado, pero el paciente permanecia asté-
nico. Al examen fisico se encontraba afebril, con estabilidad
hemodinamica, delor difuso a la palpacién abdominal sin sig-
nos de peritonismo. La analitica destacaba hemoglobina 71 g/1
(VI: 140-180 g/1), hematocrito 0.22 L/L (VI: 0,40-0,52) sin crite-
rios de hemélisis. Los parametros de sepsis se encontraban en
el rango de normalidad, la funcién renal permanecié estable
con acidosis metabélica (creatinina 232 umel/l, filtrado glome-
rular [CKD-EPI] 30 ml/min/1,73 m?, bicarbonato 16 mEq/l). La
ecografia abdominal mostraba liquido libre perihepatico, por
locual se completd el estudio con una TC abdominal. Se visua-
lizé un hematoma retroperitoneal izquierdo (60 x 62 x 52 mm)
asi como maultiples AML con microaneurismas bilaterales:
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Figura 2 - Rifiones nativos con muiltiples quistes, algunos
con paredes calcificadas. Lesiones sugestivas de
angiomiolipomas con multiples aneurismas bilaterales, el
mayor de ellos de 10 mm en tercio superior del rifién
izquierdo (A). Sangrado retroperitoneal izquierdo (B) que se
extiende caudalmente por el espacio pararrenal posterior.

el mayor era de 10mm a nivel del rinén izquierdo nativo
(figs. 2-4). Se administraron 2 concentrados de hematies,
profilaxis antibiética y se mantuvo conducta expectante.
Dada la correcta evolucion del paciente, fue dado de alta
hospitalaria.

A los 15 dias consulté por febricula y dolor abdominal,
sin clinica de bacteriemia ni foco infeccioso evidente. La
analitica mostraba estabilidad en las cifras de hemoglo-
bina, sin leucocitosis, pero destacaba PCR: 174 (VN: <10),
aumento de creatinina 300umol/]l y filtrado glomerular
(CKD-EPI) 22 ml/min/1,73 m?. Los hemocultivos y urinocultivo
fueron negativos. Las radiografias de térax y abdomen fueron
normales. Se realizé TC abdominal a las 48 h por anemizacién
(hemoglobina 69g/1, hematocrito 0.21 L/L), con aumento
del hematoma retroperitoneal izquierdo (80 x 170 x 100 mm)
e incremento del tamano del pseudoaneurisma del tercio
superior del rifién izquierdo respecto al estudio previo (fig. 5).
Como tratamiento se optd por la embolizacién selectiva de

Figura 3 - El sangrado descrito en la figura 2 conforma un
voluminoso hematoma distal al polo renal inferior (C).
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Figura 4 - Angio-TCMD abdominopélvica, reconstruccién
3D (volume rendering) que muestra la multiplicidad de
aneurismas (A).

la arteria renal izquierda, sin incidencias. Se transfundie-
ron 2 concentrados de hematies. Como profilaxis para el
sindrome postembolizacién se aumentaron los corticoides
que tomaba a 0,5mg/kg y se pautd analgesia. Asi mismo, se
inicié tratamiento antibiético con una cefalosporina de ter-
cera generacién de forma empirica. La evolucién fue correcta
y el paciente fue dado de alta a los 5 dias.

Es poco habitual que un individuo presente mutaciones en
2 genes diferentes y, por lo tanto, presente ambas enfermeda-
des. La excepcién a esta rareza son los SGC como en el caso
de la delecién de los genes TSC2/PKD17.

Alrededor de un 5% de los pacientes con ET presentan al
mismo tiempo PQRAD, debido a una delecién que implica a
los genes TSC2 y PKD1'!. La primera causa de muerte en la
ET son las complicaciones neurolégicas y la segunda son las
complicaciones renales'!. Los pacientes con ET pueden pre-
sentar quistes renales, pero la manifestacién mas frecuente
y causante de mayor morbilidad son los AML. Estos tumo-
res benignos pueden sangrar, con mayor riesgo cuanto mas
grandes sean. Es muy importante diagnosticar la presencia de

Figura 5 - Aumento de tamano del hematoma
retroperitoneal izquierdo (B) y del aneurisma visible en
tercio superior del rinén respecto al estudio previo (C).
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microaneurismas enlos AML porque supone un alto riesgo de
rotura'®.

La rapamicina y el everolimus son inmunosupresores que
tienen la capacidad de bloquear la actividad de mTOR pro-
duciendo un efecto antiproliferativo directo, inhibiendo la
actividad de células T y disminuyendo el riesgo de angiogé-
nesis por disminucién de los niveles de factor de crecimiento
endotelial vascular. De estamanera, se reduce el tamartio delos
AML, fibromas, astrocitomas y, probablemente, la frecuencia
de crisis epilépticas. Cabrera et al. reportaron a 17 pacientes
con ET tratados con rapamicina: el 100% de los casos pre-
sentaron disminucién del tamano de los AML superior &l 50%
al ano de tratamiento. Dicha disminucién de tamario perma-
necié estable durante el 1.¥ y 2. afio de tratamiento’**. El
estudio aleatorizado y multicéntrico EXIST-2, con una mues-
tra mayor de 118 participantes, demostrd una gran eficacia de
everolimus en la disminucién del volumen de los AML, con
ausencia de sangrados'**!, Otros estudios apoyan también el
beneficio de los inhibidores de mTOR en el tratamiento de los
AML#2% por estos motivos, serian farmacos de eleccién en
pacientes trasplantados con ET.

Con estos datos, creemos que nuestro paciente podria
haberse beneficiado en el momento del trasplante renal del
tratamiento con inhibidores de mTOR. Este firmaco actia
como inmunosupresor y reductor tumoral en la ET disminu-
wvendo el riesgo de rotura y hemorragia severa. La tolerancia
de los inhibidores de mTOR no siempre es buena, y deben ser
retirados hasta en un porcentaje significativo de los pacien-
tes por efectos indeseables y mala tolerancia. También se
sabe que su introduccién con filrados glomerulares dismi-
nuidos y, especialmente, cuando existe proteinuria superior
a medio gramo se asocia a deterioro funcional del injerto
renal. En este caso no se administrd porque no se conocia
la relacién de los inhibideres de mTOR con la ET cuando el
paciente se trasplantd. En el momento en que se conocid
dicho efecto en la ET, dado el deterioro de funcién renal con
filtrado glomerular por debajo de 30ml/min/173 m? y derto
grado de proteinuria debido a disfuncién crénica del injerto,
no se estimé adecuado administrarlo. Por otra parte, no se
contemplé la posibilidad de que, tras 17 anos de trasplante,
los rifiones propios tuviesen perfusién renal suficiente como
para ocasionar un sangrado. Este caso confirma que, a pesar
de tratarse de pacientes trasplantados o en didlisis, el riesgo
de sangrado asociado alos AML se mantiene, por lo que la uti-
lizacién de inhibidores de mTOR en un paciente trasplantado
renal con AML por ET podria mantener la funcionalidad del
injerto renal evitando el rechazo y disminuyendo el tamafio
de los AML, con menor riesgo de complicaciones. Debemos
destacar que el rifion derecho de nuestro paciente también
presentaba muiltiples AML, el mayor de los cuales era de 5 cm.
Pero como se trataba de un paciente labil, institucionalizado
v con delicada calidad de vida, se intentd ser lo menos agresi-
vos posible en ese momento para limitamos al tratamiento del
sangrado agudo. De todos modos, queda pendiente realizarla
embolizacién del rifidén derecho. En este caso, se optd por la
embolizacién renal, por ser un procedimiento menos invasivo
¥ con menos riesgo de complicaciones que una intervencién
quinirgica como la nefrectomia.

En base en nuestra experiencia, se recomienda el segui-
miento mediante angio-TC o resonancia magnética nuclear

de estos pacientes, con el fin de detectar AML con riesgo de
sangrado v valorar la embolizacién o nefrectomia profildc-
tica cuando no sea adecuada la utilizacién de inhibidores de
mTOR. El presente caso de ET confirma que la embolizacion es
una técnica perfectamente aceptable y segura en AML rena-
les sangrantes o con riesgo de sangrado que no puedan recibir
inhibidores de mTOR.

En conclusién, aun en pacientes con ET que reciban terapia
renal sustitutiva, se debe seguir realizando controles perié-
dicos de sus rifiones propios. En caso de observarse AML de
tamario superior a 3 cm se aconseja, si es factible, usar inhibi-
dores de mTOR en pacientes trasplantados o con embaolizacién
renal o nefrectomia tanto en pacientes en didlisis como tras-
plantados.
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Las enfermedades relacionadas con mutaciones del gen MYH9 son un grupo de patologias
genéticas raraséSu herencia sigue un patrén autosomico dominante en donde el gen MYH9-
codifica la cadena pesada de la miosina IIA no muscular que se expresa en diferentes teji-
dos pero especialmente en los podocitos y en las células mesangialeséEste trastorno se
caracteriza por la presencia de macrotrombocitopenia-inclusiones leucocitarias y un riesgo
variable de desarrollar insuficiencia renal- hipoacusia v cataratas en edad juvenil o adultaé
Describimos el caso de una mujer de i 8 anos- de raza caucisica-diagnosticada inicialmente
de pirpura trombocitopénica idiopdticaéTras una detallada historia familiar y el desarrollo
de sintomas clinicos posteriores con afectacién renal e hipoacusia- se le realizé un estu-
dio genético que nos permitié el diagnéstico de nefropatia asociada a la mutacién en el
gen MYH9éEste caso destaca el retraso del diagnéstico y la utilidad del estudio genético en
pacientes con enfermedades muy poco frecuenteséSe procede ala revisién de la enfermedad
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Hearing loss
Thrombocytopenia
Alport syndrome
Epstein syndrome
May-Hegglin anomaly

gene- encedes the nonmuscle myosin heavy chain IIA- expressed in different tissues and
especially in podocytes and mesangial cellséThe disorder is characterized by the presence
of macrothrombocytopenia- leukocyte inclusions and a variable risk of developing renal
failure- hearing loss and early-onset cataractséWe describe the case of a i 8year-old Cauca-
sian woman-diagnesed initially with idiopathic thromboeytopenic purpuraéAfter a detailed

family history and the appearance of renal involvement and hearing loss- genetic testing
allowed to make the diagnosis of nephropathy associated with MYH9 mutationéThis case is
an example of the delayed diagnosis of uncommen diseases and highlights the usefulness
genetic testingéA review of the disease is providedé

© 1126 Sociedad Espatiola de NefrologiaéPublished by Elsevier Espafia- S4.4JéThis is an
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Introduccién

Las enfermedades relacionadas con mutaciones del gen
MYH? son un grupo de patologias genéticas ultrarraras que
se caracterizan por la presencia de macrotrombocitopenia-
inclusiones leucocitarias y un riesgo variable de desarrollar
insuficiencia renal- hipoacusia y cataratas en edad juvenil o
adulta?é El Registro italiano para enfermedades asociadas a
mutaciones en el gen MYH9 incluye 216 individuos afectados-
lo que indica que la prevalencia del trastorno en Italia es de al
menos4; 28114 11éDebido a que las formas leves se descubren
incidentalmente y las formas graves a menudo se diagnosti-
can erréneamente- quizas la prevalencia real sea mds alta' é

Se transmite a partir de una herencia autosémica domi-
nante- es decir que el alelo mutado es dominante sobre el
normal y es suficiente una sola copia mutada para que se
exprese la enfermedad- pudiendo afectar con igual probabi-
lidad a varones y mujereséPor lo tanto- cada individuo afecto
tiene una probabilidad del 61 de transmitir la enfermedad a
su descendenciaé

Evolucién histérica

El grupo de enfermedades causadas por mutacién en el gen
MYH9 se agrupaban en cuatro sindromes caracterizados por
presentar macrotrombocitopenia asociada a otras enfermeda-
deséHistéricamente estos sindromes se correspondian con™?;

- Anomalia de May-Heggliné
- Sindrome de Fechtneré

- Sindrome de Epsteiné

- Sindrome de Sebastiané

Tanto el sindrome de Epstein como el de Fechtner- en los
que la afectacién renal estd presente- habian sido conside-
rados clasicamente como variantes del sindrome de Alport’é
Por otra parte- el sindrome de Sebastian y la anomalia de
May-Hegglin se presentan sin afectacién renal- manifestdn-
dose inicamente por la presencia de inclusiones leucocitarias
y afectacion ocular o auditivaé

Estos cuatro trastornos- caracterizados por trombocito-
penia con plaquetas gigantes- se clasificaron en funcién
de los aspectos morfolégicos de los cuerpos tipo Dohle y
las diferentes combinaciones de las otras manifestaciones

242

de mutacién en MYH9; pérdida de la audicién- nefropatia
glomerular y catarataséSin embargo- debido a que el fenotipo
de una persona con una variante patogénica en MYH9 a
menudo evoluciona con el tiempo- el cuadro clinico de un
individuo puede cambiar con el tiempo segin la aparicién
de un nuevo hallazgoé Ademds- los cuatro sindromes no
definen todas las manifestaciones posibles derivadas de las
variantes patogénicas heterocigotas en MYH9é Finalmente-
los miembros de la misma familia pueden tener diferentes
fenotipos y recibir diferentes diagnosticos dentro del espectro
de enfermedades asociadas a mutaciones en el gen MYH9é
Por estas razones- las patologias asociadas a MYH9 han sido
propuestas como una nueva entidad nosolégica que incluye a
todos los individuos con variantes patogénicas heterocigotas
en MYH9 independientemente del aspecto de los neutréfilos
y el fenotipo clinico®éLos 5 sindromes histéricamente cono-
cidos- son entidades genéticamente distintas al sindrome de
Alport que era el principal diagnéstico diferencial®é

Por otra parte- los avances en la secuenciacién masiva
de genes- han permitido en estos tultimos afios el andlisis
de diferentes variantes a nivel intrénico e incluso poli-
morfismos o haplotipos de riesgo en MYH9- relacionados
con la glomeruloesclerosis focal y segmentaria idiopatica-
la nefropatia hipertensiva y la enfermedad renal crénica
terminal tanto en diabéticos como no diabéticos 2’ En
Espana- el estudio EPIRCE demostré que alrededor del 21
de la poblacién presenta algiin grado de enfermedad renal
crénica”~?* y para profundizar en el estudio de las posibles
causas genéticas de cronicidad- Tavira et alé mediante el
estudio espafiol RENASTUR demostré cierta asociacién entre
el polimorfismo rs486i 571 de MYHS y el riesgo de desarrollar
enfermedad renal crénica?®é Apoyando estos resultados- en
un estudio de casos y controles- se ha descrito la asocia—
cién del polimorfismo rs486i57i de MYH9 en pacientes con
hipertensién arterial y enfermedad renal crénica en China?’ é
En modelos animales con variantes en MYH9 que alteran
la estructura del citoesqueleto del podocito- también se ha
observado que el estimulo con agentes secundarios como
farmacos nefrotéxicos wWoxorrubicina y adriamicina@ infec—
cién por HIV e hipertensién arterial favorecen el deterioro de
funcién renal y la aparicién de albuminuria?® 2 é

Patogenia

MYHS9 es un gen constituido por 51 exones- localizado en el
cromosoma 11q y codifica para la cadena nonmuscle myosin
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heavy chain ITA (NMMHC I1A)éEsta proteina forma parte de la
superfamilia de las proteinas motoras- presentes en todas las
células eucariotas-y tiene importantes funciones en la estabi-
lizacién del citoesqueletoéSe trata de una enzima hexamérica
con dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas que presentan
un dominio N-terminal y un dominio C-terminal’ 'éLa NMMHC
IIA mutada no se expresa en las plaquetas y se agrega en
los leucocitos- lo cual da lugar a la presencia de inclusiones
leucocitarias que son caracteristicas en esta enfermedadéla
formacion de macroplaquetas podria explicarse por una pro—
duccién precoz y ectépica de plaquetas en el intersticio de
la médula 6seaéEn estudios realizados con megacariocitos de
ratones-se considera que esto podria deberse a una alteracién
en la via Rho-associated kinase-myosin light chain (Rho-ROCK-
MLC) de la trombopoyesis regulada por la NMMHC ITA/ 211 &

Al mismo tiempo-como las cadenas pesadas de miosina se
expresanen los podocitos y en las células mesangiales del glo—
meérulo- se justifica la presencia de proteinuria y la evolucion
a enfermedad renal crénica en los pacientes afectos?%é

Caracteristicas clinicas de las patologias asociadas a
mutaciones en el gen MYH9

a@ Manifestaciones relacionadas con la trombocitopenia;
- Hematomas frecuentesé
- Sangrado excesivo tras medidas de hemostasia triru-
glas mayores o menores- tratamiento con antiagregantes
plaquetarios@*é
b@ Hipoacusia neurosensorialéPuede aparecer entrela 2& y 7&
década de la vidal>1%é
c@ Afectacién ocular; cataratas de aparicién precoz tbcurren
en edad temprana o media y son detectadas con lampara
de hendidura@%é

Afectacion renal; se ha observado en el 41  de los pacien—
tes con mutaciones en este genéSe caracteriza por proteinuria
de inicio tempranoc- con o sin microhematuria- y rapida pro-
gresion a enfermedad renal crénicaéla nefropatia asociada a
mutacién del gen MYH9- habitualmente progresa a enferme-
dad renal crénica terminal alrededor de los 41 afios- aunque
también se han detectado casos de edad mds avanzada?2>1%

Antecedentes familiares con patrén de herencia autoso-
mica dominanteé La ausencia de un historial familiar de
enfermedad relacionada con mutaciones en MYH9 no excluye
el diagnésticoéLa expresion clinica en los familiares afectos
puede ser muy variableé

Alteraciones analiticas y al microscopio

- Trombocitopeniaé

- El frotis de sangre periférica demuestra al microscopio; pla-
quetas grandes wWidmetro medio de plaquetas( 4-8 pm y0o(
51 de plaquetas con didmetro( 4- pm@o cuerpos tipo
D&hle en el citoplasma de los neutréfiloséCabe destacar que
los cuerpos tipo Déhle estan presentes en el 51-05 de los
pacientes con mutaciones en MYH9!" .

- La inmunofluorescencia de un frotis de sangre periférica
demuestra agregados de proteina MYH9 tipicos en el cito-
plasma de los neutréfilos=4142&Es importante destacar- que

en los neutréfilos de individuos no afectados- la proteina
MYHS9 esta distribuida uniformementeé

- Elevacién de los niveles de creatinina- indicando la pro-
gresién a insuficiencia renal y riesgo de enfermedad renal
terminalé

- Elevacion crénica de transaminasas® é

- Analisis de orina; proteinuria y microhematuriaéLa protei-
nuria es el signo més temprano de afectacién renal** <&

Diagnéstico genético

Si la sospecha clinica es muy alta- se puede realizar el anali-
sis del gen MYH9 o la utilizacién de un panel de genes- que
ademads nos permite hacer el diagnéstico diferencial con otras
patologias clinicamente similares* é

Correlaciones fenotipo-genotipo

La identificacion de la variante patogénica MYH9 especifica de
la familia puede ayudar a evaluar el riesgo de desarrollar las
manifestaciones clinicas no congénitas de la enfermedadé

Los individuos afectados con variantes patogénicas que
implican el dominio principal de la proteina MYHS9 tienen
trombocitopenia mas grave en comparacion con aquellos con
variantes patégenicas que afectan el dominio de los extre-
moséEl riesgo de desarrollar dafio renal-pérdida de la audicién
y catarata también depende de la variante patogénica MYH9
especificaé

« La sustitucién péAsp25i SHis se asocia a un riesgo interme-
dio o alto de desarrollar manifestaciones no congénitas de
la enfermedadéLa mayoria de las personas afectadas con la
variante pésp25i 5His desarrollan enfermedad renal antes
de los 71 afioséLa mayoria de los pacientes afectos por esta
variante desarrollaran hipoacusia dentro de los 71 afios y
el riesgo de cataratas es mayor que en aquellos con otros
genotiposé

Las sustituciones péisp25i 5Asn y pd&slu2652Lys- asi como
las variantes patogénicas nonsense o frameshift-se asocian
con bajo riesgo de desarrollar manifestaciones no congé-
nitas de la enfermedadéEn individuos con estas variantes
patogenas- la trombocitopenia generalmente sigue siendo
la tnica manifestacién de la enfermedad a lo largo de la
vida*®é

.

Diagnéstico diferencial

La ausencia de trombocitopenia en otros miembros de la
familia no excluye la presencia de mutacién en MYHY por-
que la frecuencia de variantes de novo es alta @6 de los
probandos@’é

El diagnéstico diferencial debe tener en cuenta las for-
mas adquiridas y congénitas de trombocitopenia-asi como las
nefropatias relacionadas con el colageno IV;

a@ Trombocitopenia adquiridaé Diferenciar MYH9 de for-
mas adquiridas de trombocitopenia puede ser dificil y
varios individuos con enfermedad por MYHS han sido
diagnosticados erréneamente con purpura trombocito-
pénica idiopatica ®TI@®utoinmune@ Esto condujo a la

243



136 NEFROLOGIA2019;39(2):123-140

administracién de tratamientos ¥armacos inmunosupre—
sores y esplenectomia@que son ineficaces en individuos
con esta enfermedadéCuando no hay un antecedente fami-
liar de trombocitopenia- la evaluacion de la extension de
sangre periférica es una herramienta simple y efectiva para
distinguir a los individuos con enfermedad por MYHS de
aquellos con PTI- ya que las plaquetas son significativa-
mente mas grandes en personas con enfermedad MYH9
que en aquellos con PTIEEn particular- un didmetro medio
de plaquetas ( 4-8 pm distingue MYH9 de PTIconun &7  de
sensibilidad yun 48 de especificidadéDe lo contrario-una
proporcién de plaquetas con un didmetro ( 4= pm ®pro-
ximadamente la mitad de un glébulo rojo@uperior al 51 -
diferencia a MYH9 de la PTI con un &6 de sensibilidad y
un 68 de especificidad® é
b@ Trombocitopenias congénitas®?;

- Sindrome de Bernard-Soulier BSS@DMIM 142{ 11@&

- Sindrome de plaquetas grises (DMIM 24: 1: 1@

- Citopenia ligada a X relacionada con mutaciones en el gen
GATAT.

- Trombocitopenias asociadas a mutciones en los genes MPL
y MECOM.

c@ Nefropatias relacionadas con el coldgeno IV-incluidas las
formas ligadas a X y autosomicas wWominantes y recesi-
vas@lel sindrome de AlportéEl espectro de la enfermedad
de Alport es muy amplio- algunos pacientes con heren-
cia autosémica dominante pueden presentar solamente
hematuria microscépica persistente- que rara vez progresa
a insuficiencia renalé En cambio los pacientes con sin-
drome de Alport ligado a X o herencia recesiva- presentan
hematuria- proteinuria- insuficiencia renal progresiva y
enfermedad renal terminaléTambién presentan anomalias
extrarrenales- incluida la pérdida auditiva neurosensorial
progresiva tgeneralmente presente al final de la nifiez o
principios de la adolescencia@ lenticono anterior- macu-
lopatia- vesiculas endoteliales corneales y erosion corneal
recurrenteélos defectos plaquetarios no se han descrito en
la enfermedad de AlportéPor lo tanto-cuando una nefropa-
tia se asocia con macrotrombocitopenia- se debe tener en
cuenta patologias relacionadas con mutaciones en el gen
MYH9°.

El diagnostico diferencial con el sindrome de Alport
resulta dificil frecuentemente- pues ambas entidades pueden
presentarse como una enfermedad glomerular hereditaria
con proteinuria- insuficiencia renal progresiva e hipoacusia
bilateral neurosensorialé La trombocitopenia nos dirigira el
diagnéstico hacia una enfermedad por MYHSé

Tratamiento y prevencion

a@ Alteraciones hematolégicasé

« Medidas locales (tompresién- cauterizacién- aplicacion de
gasas con acido tranexamico@son el tratamiento de pri-
mera linea para el sangrado mucocutdneo y a menudo son
suficientes para controlar el sangrado leve o moderadoé

« Transfusiones de plaquetasé

« Eltrombopagé Interactia con la trompoyetina humana
induciendo la proliferacién y diferenciacion de los megaca-
riocitos desde las células progenitoras de la médula dseaé
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Se ha descrito que este farmaco oral aumentaba los recuen-
tos de plaquetas y suprimia la tendencia hemorragica en
la mayoria de los casos de pacientes con mutaciones en
MYH9%251 é
+ Antifibrinoliticosé Algunos autores recomiendan la admi-
nistracion sistémica de agentes antifibrinoliticos- como
acido tranexamico o epsilon-aminocaproico- para tratar el
sangrado mucocutaneo leve o moderado' 'é
« La desmopresina como profilaxis acorta el tiempo de san-
grado en ciertas cirugias de pacientes con enfermedad
por MYH9é Como no todos los individuos responden al
tratamiento-se recomienda una dosis de prueba para iden-
tificar a aquellos que se beneficiardn de este tratamiento en
la prevencién de hemorragias al realizar procedimientos
invasivos o en futuros episodios de hemorragia****é
b@Hipoacusiaé La utilizacién de implantes cocleares en
pacientes con hipoacusia grave mejora las habilidades
de comunicacién verbal gracias a la restauracién de la
audicién®*7é
c@ Afectacién ocularéLa cirugia de cataratas mejora la opaci-
dad de la lenteé
d@ Afectacién renalé
« La proteinuria suele mejorar mediante el tratamiento con
inhibidores del sistema renina angiotensina aldosterona®®é
o La dialisis o el trasplante renal son el tratamiento para
aquellos pacientes con insuficiencia renal terminalé
e@ Afectacion hepdticaéla elevacion de las enzimas hepaticas
no requiere ningun tratamiento especificoé
f@Mujeres en edad reproductivaé
- Los anticonceptivos orales son efectivos para prevenir o
controlar la menorragia%sin embargo- aumentan el riesgo
de trombosis-que también se ha descrito en individuos con
mutaciones en el gen MYHSéPor lo tanto-debe considerarse
el equilibrio entre los riesgos y beneficios asociados con el
uso de anticonceptivos orales*é
- Lospartos deben manejarse como enmujeres con otras for-
mas de trombocitopeniaéLas mujeres embarazadas cuya
trombocitopenia y antecedentes hemorragicos antes del
embarazo son mas graves- tendran una mayor incidencia
de sangrado relacionado con el partoéEn los partos vagi-
nales en mujeres con trombocitopenia grave- habra que
considerar un mayor riesgo de hemorragia intracraneal
neonatal® é
g@ Consejo genéticoé La herencia es de transmisién auto-
somica dominante- por lo tanto cada individuo tiene el
61 de probabilidades de transmitir la enfermedad a su
descendenciaéEl diagnostico prenatal y el diagnéstico pre-
implantacional son posibles- siempre y cuando se conozca
previamente la mutacién en el gen MYH9 en el progenitoré

Experiencia con una paciente con mutacion en
MYH9

Una mujer de i8 afios habia sido diagnosticada de trom-
bocitopenia durante la infancia en el contexto de didtesis
hemorragicaéAl diagnéstico presentaba plaquetas entre 411
y 211110 con hemorragias frecuentesélnicialmente se orienté
como una purpura trombocitopénica idiopaticaé Se inicio
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Figura 1 - Pérdida auditiva bilateral progresiva.

tratamiento con glucocorticoides y gammaglobulina endove-
nosa sin mejoria en el recuento plaquetaré

A los 6 anos del diagnéstico se realizé esplenectomia sin
éxito terapéutico para mejorar la trombocitopeniaé Ante la
trombocitopenia persistente- se realizé un estudio de sangre
periférica observando macrodismorfia plaquetar plaquetas
gigantes con trastornos en la granulacién@ serie roja con
hematies dismoérficos con presencia de cuerpos de Howell-
Jolly- probablemente atribuibles a la asplenia- y ausencia de
alteraciones en la serie blancaé

Como presentaba hemorragias frecuentes y anemizacién-
precisé tratamiento continuo con hierro oral y transfusiones
plaquetarias en cada acto quirtrgicoé

A los 5 anos fue diagnosticada de hipoacusia neurosen-
sorial bilateralé La pérdida auditiva progresé lentamente-
utilizando audifonos bilaterales- hasta que a los 17 anos fue
derivada a un centro especializado y se colocé un implante
coclear en el oido izquierdoé Los resultados logoaudiométri-
cos postimplante coclear resultaron excelentes figsé 2-4@En
el estudio preoperatorio se realizé una valoracién del riesgo

Figura 2 - Procesador extemo e implante coclear.

de sangrado mediante tromboelastograma que resulté ser
normal a pesar de la trombocitopeniaéLa extension de sangre
evidencié plaquetas de gran tamano y anomalias en la gra-
nulaciénéNo se observaron inclusiones citoplasmaticas en los
neutréfilos igé S@E] estudio oftalmolégico fue normalé

Al mismo tiempo- se objetivé un descenso de proteinas
totales a 66gd WN 75-64@ albumina sérica a 18gd WN 45-
56@ proteinuria 1 -8g Shoras- creatinina 1< mgQdl y CKD-EPI
67 mlmin(2-84m! éSe remitié al Servicio de Nefrologia por el
cuadro de sindrome nefrético con leves edemas en extremida-
des inferiores e hipercolesterolemia asociadaéDebido al riesgo
de sangrado por la trombocitopenia grave no se realizé biopsia
renal y se inicié tratamiento con lisinopril 6 mgQdiaé

Se reviso la historia familiar-destacando que la madre tam-
bién presentaba trombocitopenia idiopatica- aunque menos
acentuada que en la paciente- con recuentos plaqueta-
rios entre 51-6161110 WN;251€111-461€111@ También presen—
taba hipoacusia progresiva bilateral desde la infancia con

Figura 3 - Guias con electrodos dentro de la céclea.
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Figura 4 - Extensién de sangre periférica con
macrodismorfia plaquetar.

utilizacién de audifonos bilaterales sin signos de nefropatiaé
Se confirmo la presencia de hipoacusia familiar- destacando
afectacién del bisabuelo- abuelo- tias abuelas y tia directa de
rama maternaé Ante la sospecha de enfermedad familiar- se
realizd estudio genético mediante panel de 251 genes asocia—
dos a enfermedades renalesé

Se identificé la variante cd é8C( T p&Ser: 7Leu@en el exdén
i del gen MYHSéSe trata de una variante «missense» que da
lugar al cambio del aminoéacido serina a leucina en el lugar: 7
de la proteina miosina : éEl estudio genético secundario de la
madre de 65 afios reveld la misma variante genética tfigéc@

El andlisis genético resulta de especial importancia en
esta enfermedad- porque como se comentd anteriormente-

A asse 365

153 361

L+ AC G ceCc cTCGaGTGCC

la existencia de una correlacién genotipo-fenotipo puede ser
relevante para el prondsticoé Autores como Pecci et alé pro—
ponian que las mutaciones en el dominio N-terminal- se
habian relacionado con una mayor incidencia de nefropatia-
hipoacusia y trombocitopenia mds grave respecto a las muta—
ciones del dominio C-terminal' *°éEn nuestro caso-la paciente
presentaba una mutacién en el exén i del gen MYHS
rd 68C( T@ determinando la sustitucién en la proteina del
aminodcido serina por leucina (péer: 7Leu@en el dominio
N-terminaléSin embargo- aunque la localizacién de la muta-
cién podria explicar la presentacion clinica de la enfermedad-
destaca la elevada variabilidad fenotipica que presentan indi-
viduos con la misma mutacién- como es el caso de nuestra
paciente que presenta una afectacién clinica muchomas grave
que la de su madreéEstudios de los mismos autores publica—
dos posterionmente- sugieren que no todos los pacientes con
mutaciones en el dominio N-terminal comparten el mismo
pronéstico**éSin embargo-en el resto de los pacientes afectos-
se considera la influencia de factores ambientales o de varian-
tes en otros genes adicionales que interaccionan con MYHS
para determinar la progresion de la enfermedad como parece
ser nuestro caso-debido a la elevada variabilidad intrafamiliaré

A pesar de realizar correctamente el tratamiento con rami-
pril- la paciente presentd deterioro progresivo de la funcién
renal-con aumento de proteinuria a 47 gd 5 h y descenso del
filtrado glomerular a 56 mlomin(@-84 m! en el afio siguiente al
diagnésticoéEn el momento actual la paciente se encuentra
en seguimiento multidisciplinar con el objetivo de detectar
la aparicién de posibles complicaciones relacionadas con su
enfermedadé

Este caso revela la importancia de realizar una exhaus-
tiva anamnesis familiar- especialmente cuando existe alta
sospecha de enfermedades familiares de baja prevalenciaé
Seria recomendable obtener una historia familiar detallada
con especial énfasis en las manifestaciones clinicas rena—
les- auditivas y oftalmolégicas cuando evaluamos a un nifio
con trombocitopeniaé Ante una trombocitopenia no filiada-

TGC c cC TC L=

[~
372 379 386

Figura 5 - Resultado del estudio genético con la variante c.287C>T (p.Ser96Leu) identificada en el exén 2 de la paciente B)

comprado con un caso control A).
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con historia familiar compatible- seria aconsejable la rea-
lizacién de un andlisis de orina para descartar proteinuria
v en caso de objetivarse- iniciar tratamiento temprano con
inhibidores del sistema renina—-angiotensina-aldosterona-con
el objetive de enlentecer la progresion de la enfermedad
renal*®é

Conclusiones

Eldiagnéstico de pacientes con nefropatia asociada a mutacio-
nes en MYH9 no es facil- como es el caso de nuestra paciente-
siendo una enfermedad genética ultramara e infradiagnosti-
cadaéla utilizacién del diagnostico genético mediante paneles
de genes es de especial relevancia ya que permite llegar a
un diagnostico personalizado- fidedigno y vitalicio- atn des-
conociendo la enfermedad previamenteé Ademas- permite el
diagnéstico secundario de otros miembros de la familia y
ofrece al paciente la posibilidad de consejo genético ante el
deseo gestacionalé

Es necesario nuevas lineas de investigacion en cuanto al rol
del gen MYH9 en las enfermedades renales asi como la bus-
queda de nuevas estrategias terapéuticas que nos permitan
mejorar el prondstico de los individuos afectosé

Conceptos clave

2é Lanefropatia por mutaciones en MYH9 presenta un patrén
de herencia autosémico dominanteé

ié Es un trastorno que se caracteriza por la presencia de
macrotrombocitopenia- hipoacusia- cataratas y nefropatia
proteimirica con un riesgo variable de desarrollar insufi-
ciencia renalé

46 Se agrupan como con el nombre de enfermedades aso-
ciadas a MYH9 los grupos de patologias conocidas como;
anomalia de May-Hegglin-sindrome de Fechtner-sindrome
de Epstein y sindrome de Sebastiané

5é Existen algunos polimorfismos en MYH9 que estin aso-
ciados a mayor riesgo de desarrollar enfermedad renal
crénicaé

66 El diagnodstico diferencial debe realizarse con otras causas
de trombocitopenia y(b las nefropatias del coldgeno IVé

7é Cuando hay afectacién renal con proteinura- el trata—
miento con inhibidores del sistema renina angiotesina
podria enlentecer la evolucion a enfermedad renal termi-
nalé

86 Aunque la localizacién de la mutacién podria explicar la
presentacion clinica de la enfermedad- destaca la elevada
variabilidad genotipo-fenotipo que presentan individuos
con la misma mutaciéné
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