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Acaso...

Como atento no mds a mi quimera
no reparaba en torno mio, un dia
me sorprendio la fértil primavera

que en todo el ancho campo sonreia.

Brotaban verdes hojas
de las hinchadas yemas del ramaje,
v flores amarillas, blancas, rojas,

alegraban la mancha del paisaje.

Y era una lluvia de saetas de oro,
el sol sobre las frondas juveniles;
del amplio rio en el caudal sonoro

se miraban los dlamos gentiles.

Tras de tanto camino es la primera
vez que miro brotar la primavera,

dije, y después, declamatoriamente:

jCuan tarde ya para la dicha mia!
Y luego, al caminar, como quien siente
alas de otra ilusion: Y todavia

jyo alcanzaré mi juventud un dia!

Antonio Machado (1907)
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INTRODUCCION

1. GENERALIDADES

El sindrome de Alport (SA) comprende un grupo heterogéneo de
desordenes hereditarios que afecta a la membrana basal glomerular (MBG) del
rifdn y frecuentemente produce también trastornos a nivel de la coclea y del
aparato ocular. Estas alteraciones son el resultado de mutaciones en los genes
COL4A3, COL4A4 y COL4AS5, responsables de la biosintesis del colageno'.
El modelo de herencia sigue tres patrones diferentes: ligado al cromosoma X
(OMIM 301050) en el 80% de los casos, de forma autosomica recesiva (AR)
(OMIM 203780), responsable del 15% y autosémica dominante (AD) (OMIM
104200) en el 5% restante. Actualmente las entidades de herencia AD, que son
el sindrome de Alport autosdémico dominante (SAAD) y la hematuria familiar
benigna (HFB), asi como los portadores del sindrome de Alport autosoémico
recesivo (SAAR) se engloban dentro del término “nefropatia del colageno IV
(a3-04)”, al estar causadas por mutaciones en los genes COL4A3 y COL4A4,
responsables de la sintesis de las cadenas a3 y a4 del colageno I'V2. También
existe la posibilidad de mutaciones espontaneas, descritas en pacientes sin his-
toria familiar de la enfermedad. El sindrome de Alport ligado a X (SALX) es
consecuencia de mutaciones en el gen COL4AS, responsable de la sintesis de
la cadena a5 del colageno IV. Dichas mutaciones impiden la produccion o el
correcto ensamblaje de la red de colageno tipo IV, que es un componente funda-
mental de la estructura de la MBG del rifidn, el oido interno y el ojo. El sintoma
principal de la enfermedad es la hematuria, aunque también puede cursar con
proteinuria. La consecuencia es el desarrollo de insuficiencia renal progresiva
(ERC) y enfermedad renal crénica terminal (ERCT).

La clinica de la “nefropatia del coldgeno IV (03-04)” oscila de un fe-
notipo leve a otro intermedio. El fenotipo leve esta representado por la HFB
(OMIM 141200), entidad que cursa con funcion renal normal, microhematuria
persistente, minima proteinuria, MBG uniformemente adelgazada e historia fa-

miliar con herencia AD3. El término “enfermedad de la membrana basal del-
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INTRODUCCION

gada” (EMBD) no es apropiado para denominar a esta enfermedad, puesto que
refleja una alteracion ultraestructural comiin a muchas enfermedades renales,
siendo la HFB responsable de la mayoria de los casos*. En cuanto al fenotipo
intermedio, es necesario destacar que algunos casos de HFB no presentan un
curso clinico tan benigno como cabria esperar, pues el 50% de los adultos y el
6% de los nifios presentan proteinuria (en el 16% de adultos esta llega a ser ma-
yor de 500 mg/dia), el 17% de los adultos muestran hipertension arterial (HTA)
y se han descrito casos de progresion a ERCT®. El hecho de que esta clinica
recuerde al SA y que se hayan encontrado mutaciones de estos genes que coin-
ciden tanto en familias con HFB como en otras con SAAD o SAAR hace que
se haya concluido que la HFB y el SAAD son extremos opuestos de una misma
enfermedad, causada por mutaciones en los genes COL4A3 y COL4A4°. En es-
tos casos la ERCT aparece en edades tardias, por lo que puede confundirse con
una glomerulopatia avanzada, no llegandose a un diagnoéstico concreto, lo que
hace que la enfermedad esté infradiagnosticada. La diferente evolucion de la
misma se debe a las distintas consecuencias en la traduccidn proteica de los ge-
nes implicados y a la intervencion de otras proteinas estructurales del podocito
o del diafragma, como la nefrina, la podocina y la a-actinina, que interaccionan
con el colageno IV.

Existen otras enfermedades hereditarias, cuyo sintoma mas frecuente
también es la hematuria, como la anomalia de May-Hegglin, los sindromes de
Epstein y Fechtner, la nefropatia CFHRS o glomerulonefritis hereditaria C3 o

la nefropatia mesangial IgA’.

2. RECUERDO HISTORICO

Las enfermedades hereditarias son una parte importante de la nefrologia
actual. Ya en el siglo XVIII el patélogo Morgagni, en su obra De sedibus et
causes morborum dijo que “en los casos donde las causas de las enfermedades
son oscuras, la probabilidad de una enfermedad hereditaria deberia ser inves-

tigada™s.
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2.1. SINDROME DE ALPORT

La denominada inicialmente “nefritis hemorragica familiar hereditaria
congénita” ha pasado a la historia con el eponimo de SA. Sin embargo, los pri-
meros casos descritos se remontan a Dickinson y Pel®!?en el ultimo tercio del
siglo XIX. En 1875 Dickinson publicé un arbol genealdgico con once casos de
albuminuria en un total de dieciséis personas a lo largo de tres generaciones. A
principios del siglo XX Attlee publico tres nuevos casos de hematuria y albu-
minuria recurrentes en una familia.

En 1902, Leonard Guthrie estudid a varios miembros de una familia con
claros antecedentes de enfermedad renal con hematuria. Acuii6 el término “he-
maturia familiar hereditaria idiopatica o congénita”. La llamo6 hematuria en vez
de nefritis porque, a su juicio, persistia durante muchos afios, pero podia variar
en intensidad, debido a exacerbaciones paroxisticas, con sintomas pseudogri-
pales. No se acompaiiaba de edema, ascitis o alteraciones cardiovasculares, no
era debida a acido trico u oxalato y no cursaba con orina de densidad baja''.

En 1915, Arthur F. Hurst describid a otros miembros de la misma familia
con nefritis, caracterizada por densidad urinaria baja, albuminuria, hematuria
y presencia de cilindros hialinos y granulosos en la orina. Los enfermos pre-
sentaban hipertension arterial y, en el transcurso de la evolucidn, desarrollaron
anemia, alteraciones cardiovasculares, edema, y muerte secundaria a uremia.
Denominé a esta entidad “nefritis hemorragica congénita familiar heredita-
ria”'>13, En estos trabajos se hacia notar la tendencia familiar y hereditaria de
la enfermedad.

El 25 de febrero de 1924, Arthur Cecil Alport examino a un paciente de
14 afios que presentaba hematuria macroscopica y sordera. La orina era acida
y contenia algunos cilindros granulosos, albuminuria, gran numero de cristales
de 4cido urico y densidad de 1015. La urea era normal y presentaba signos de
una “anemia secundaria leve”'. El paciente pertenecia a la cuarta generacion
de una familia con claros antecedentes. Varios miembros tenian sordera y he-

maturia ocasional y algunos habian sido estudiados por Guthrie, Hurst y Eason.
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En el arbol genealogico desarrollado por Hurst se podia apreciar la afectacion
de los distintos miembros de la familia. Alport afiadio la cuarta generacion, a la

que pertenecia el primer paciente que estudio.

Enla Enla 64 54 9 Enla
infancia infancia afios afios afios infancia

35 19 16
afos afos afios

42 39 37 36 24 14

afios afios afios afios afios afios

13 10

afos afos r j

Figura 1: Arbol genealdgico de la familia, realizado por Hurst y completado por Alport. Varios
miembros presentaban los signos clinicos de la enfermedad: sordera y hematuria y algunos

fallecieron a edades tempranas (adaptado de Alport ACP).

El término acunado por Hurst de “nefritis hemorragica congénita fami-
liar hereditaria” era apropiado para la mayoria de los miembros afectos de las
ultimas generaciones de la familia.

Alport destacod que casi todos los nifios de las tres generaciones sufrian
hematuria o nefritis asociada a sordera neurosensorial. Le llamé la atencion que
la sordera, que antes no habia sido sefialada en la literatura, estaba considerada
por los pacientes como uno de los rasgos mas angustiosos de la enfermedad".

A pesar de la evidencia de tratarse de una enfermedad genética, pens6 que el

20



INTRODUCCION

trastorno observado en el paciente y su familia se desencadenaba por una in-
feccion, probablemente influenciado por los estudios de la época en los que se
habia demostrado la influencia del estreptococo B-hemolitico en la génesis de la
glomerulonefritis aguda observada en ninos con escarlatina'>'°.

Las conclusiones que extrajo de sus investigaciones fueron:

* La nefritis hereditaria familiar o congénita era una entidad de-
finida.
* La sordera era un rasgo comun en casi todos los casos.

Los miembros masculinos de la familia tendian a desarrollar nefritis y
sordera y a fallecer. Los miembros femeninos presentaban sordera y hematuria,
y vivian hasta edades avanzadas.

Un hecho fundamental para conocer la causa y el mecanismo patogénico
de la enfermedad fue el descubrimiento de la familia del colageno IV, formado
por seis cadenas a, y su papel en las enfermedades renales, al que se lleg6 tras
afios de intensas investigaciones, siendo crucial la caracterizacion de la red a3-
ad-a5'"7.

En la mitad de la década de 1960 y los primeros afios de la de 1970, di-
versos estudios se centraron en el aislamiento y caracterizacion bioquimica de
la MBG de varias especies.

En 1966 Nicolas Kefalides expuso la primera evidencia de la existencia
de un componente de coldgeno en la MBG canina, al que llamo colageno IV en
un trabajo publicado en 1973". En el mismo afio, Robert Spiro puso de mani-
fiesto que la MBG contenia polipéptidos similares al colageno, interrumpidos
por secuencias no colagenas', rasgo confirmado en estudios posteriores.

Rupert Timpl aislé en 1981 una forma soluble del colageno IV de teji-
do tumoral murino. Se trataba de un protémero con una disposicion de triple
hélice®. Estos protomeros se asociaban mediante uniones término-terminal a
sus dominios N-terminal (dominio 7S) para formar tetrameros y mediante su

dominio no colageno carboxi-terminal (NC1) para formar dimeros.
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Entre 1987 y 1989 se determinaron las secuencias completas de ami-
noacidos (aa) que forman parte de las cadenas de colageno al y a2 humanas y
murinas mediante clonacién molecular y se establecio su existencia en la MBG.
Se comprobo la presencia de estas cadenas de coldgeno en diversas especies,
como Ascaris suum, Drosophila, C. Elegans e Hydra vulgaris. Este hecho de-
mostrd que los rasgos estructurales necesarios para la asociacion y formacion
de la red de colageno se habian conservado durante mas de 500 millones de
afios de evolucion®'?,

A finales de la década de 1980 y principios de la de 1990 se identificaron
cuatro nuevas cadenas de colageno IV: 03, 04, a5 y a6. Las cadenas a3 y a4
fueron descubiertas entre 1987 y 1988 por Butkowski, Saus y Gunward. La
existencia de cuatro cadenas los llevo a proponer que habia al menos dos proto-
meros diferentes del colageno IV: uno compuesto por las cadenas al y a2 y el
otro por la combinacion de las cadenas 03 y 0432425,

En 1991 Karl Tryggvason®* y Jeannie Myers?’ descubrieron la cadena a5
del coldgeno IV y localizaron el gen COL4AS5 en el locus del SA en el cromo-
soma X. Posteriormente se descubrieron mutaciones en el gen COL4AS en una
familia con SA, confirmando la identidad del gen defectuoso?®.

En 1992 se identificaron los genes COL4A4 y COL4A3, localizados en
el cromosoma 2%,

El gen COL4A6 se descubrid en 1993 por dos grupos independientes,
liderados por Steve Reeders y Yoshifumi Ninomiya®®3!,

Los estudios ultraestructurales publicados en 1972 por Spear y Slusser
permitieron la caracterizacion del SA como una alteracion de la MBG?2. Desde
entonces dichas lesiones siguen siendo una prueba diagnostica clave.

Estudios posteriores llevados a cabo a partir de la caracterizacion del
colageno IV han puesto de manifiesto la existencia de formas genéticamente
diferentes del SA, todas debidas a mutaciones en los genes COL4A3, COL4A4
y COL4AS.
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Las alteraciones genéticas y las causas subyacentes del SA permanecie-
ron ocultas hasta la identificacion del gen COL4AS, que codifica la cadena a5
del coladgeno IV y la deteccion de las primeras mutaciones de la forma ligada
al sexo, la méas frecuente de la enfermedad; posteriormente se identificaron las
primeras mutaciones en los genes COL4A3 y COL4A4, responsables de las
formas autosomicas. Tras muchos afios de investigacion, estos avances mos-
traron que el SA es un desorden del colageno tipo 1V, heterogéneo desde el
punto de vista genético. El desarrollo de anticuerpos (Ac) especificos contra las
diferentes cadenas o (IV) y el analisis del DNA han mejorado el diagnostico de

la enfermedad®.

2.2. HEMATURIA FAMILIAR BENIGNA

En 1926 Baehr estudié a 14 adultos jovenes que presentaban hematuria
microscopica indolora, que no se acompaiiaba de HTA o edema como en otras
glomerulonefritis cronicas*. Clasifico esta entidad en dos tipos: recurrente y
persistente. El primero se caracterizaba por cortos episodios de hematuria ma-
croscopica, a veces precipitados por una infeccion aguda del tracto respiratorio
superior. El analisis de orina entre los brotes era normal o presentaba hematuria
microscopica. En el tipo persistente la hematuria no se relacionaba con infec-
ciones, se descubria de forma accidental y persistia durante varios meses. En
ambos casos el pronoéstico era excelente.

A partir de entonces, diversos investigadores realizaron estudios de se-
guimiento de nifios con hematuria que no mostraban a largo plazo signos de en-
fermedad renal. En algunos casos la clinica era comun en varios parientes, pero
no habia evidencias de la glomerulonefritis familiar descrita por Alport, por lo
que se establecid la denominacion de “hematuria familiar benigna” en 1966%.

En 1996 las investigaciones de Lemmink concluyeron que los defectos
del colageno IV causaban tanto la HFB como el SA, al hallar alteraciones en
los genes COL4A3 y COL4A4 y postularon que los pacientes con HFB podian

ser portadores del SA3®.
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3. EPIDEMIOLOGIA

El SA tiene una prevalencia estimada de 1:50000 personas en la pobla-
cion general’’ y es responsable del 2% de las causas hereditarias de ERCTS. En
la Polinesia Francesa, sin embargo, es la enfermedad de base del 18% de los
pacientes sometidos a dialisis, por lo que es la enfermedad hereditaria mono-
génica mas prevalente en esta zona geografica. La razon de esta elevada preva-
lencia es una mutacion especifica: una duplicacion en tandem de 35 exones del
gen COL4AS, que se extiende desde el exon 2 hasta el 36%.

El 80% de los pacientes con SA padecen la forma ligada al cromosoma
X, causada por mutaciones en el gen COL4AS5, aunque aproximadamente el
10-15% de casos del SALX son debidos a mutaciones de novo®. E1 SALX es la
forma mas comtn de la enfermedad, estimandose que afecta a 1 de cada 5000
a 10000 varones en todo el mundo.

La forma autosdmica recesiva es responsable del 15% de los individuos
con SA y esta causada por mutaciones homocigotas en los genes COL4A3 o
COL4AA4.

El 5% restante se hereda de forma autosomica dominante (SAAD), debi-
do a mutaciones heterocigotas de los genes COL4A3 o COL4A4. Sin embargo,
la mayoria de aquellos con mutaciones heterocigotas de estos dos genes presen-
tan una forma de hematuria familiar que es no progresiva: HFB.

La EMBD es la causa mas comuin de hematuria aislada persistente y
recurrente en nifios y adultos, con una prevalencia que oscila entre el 1 y 14%,
en funcion de la poblacion estudiada*. Dos tercios de estos pacientes presentan
una forma AD de la enfermedad, la HFB; en el 40% de estas familias la muta-
cion se encuentra en el locus COL4A3/COL4A4. La prevalencia estimada de
hematuria debida a la HFB alcanza el 1% de la poblacion, lo que la convierte
en una de las entidades que con mayor frecuencia afecta al rifidn, tras las infec-

ciones, las litiasis y la HTA*..
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4. GENETICA

4.1. SINDROME DE ALPORT
Genes implicados

Los genes responsables del SA son COL4A3, COL4A4 y COL4AS5, que
se encargan de codificar las cadenas del colageno IV o3, a4 y a5. Estas pro-
teinas tienen una estructura comun, en la que el extremo 5’ del gen codifica un
péptido sefial y los 5 ultimos exones del extremo 3’ son los responsables de la
codificacion del dominio NC1 del producto proteico. Este Gltimo dominio esta
constituido por 12 residuos de cisteina (estructura comun en todas las cadenas
de colageno 1V), responsables de establecer los puentes disulfuro entre domi-
nios NC1 para lograr asi la union entre las distintas cadenas a!. De esta forma,
cuando se produce la sustitucion de una cisteina por otro aa, se produce una red
de colageno defectuosa.

Los exones intermedios codifican el dominio colageno, de 1430 aa. Este
dominio contiene la secuencia repetitiva Gly-X-Y.

El dominio coldgeno estd interrumpido en 25 localizaciones, que estan

conservadas en las distintas cadenas®.

Puentes disulfuro

T e
NERC = AN

DOMINIO COLAGENO

3

25 aa 1430 aa 230 aa } )

Gly-X.Y

Figura 2: Estructura comun de las cadenas de coldgeno o(IV) (Extraido de Tazon et al.’).

Estos genes tienen en comun la ausencia de puntos calientes mutaciona-
les y la presencia de multitud de polimorfismos. Las mutaciones patogénicas

mas comunes son las sustituciones de la glicina de los tripletes Gly-X-Y por
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otro aa (missense). Como la glicina es aa el mas pequefio que existe, es el unico
que cabe en los pliegues que se forman en la estructura de la triple hélice, por lo
que, al ser sustituida por un aa de mayor tamafio, se altera la estructura proteica
y no se puede formar la matriz de las membranas basales*. Se han encontrado
también mutaciones en el codén de inicio, (nonsenses y cambios de marco de
lectura), que llevan a la pérdida de funcion, asi como sustituciones de la glicina
por alanina, que carecen de significado patologico porque, al ser la alanina el
aa mas parecido a la glicina, su sustitucion provoca una minima disrupcion de

la hélice de colageno®*.

*GeN COL4A3

El gen COL4A3 esta localizado en la posicion 2q36-37. Codifica la ca-
dena a3(IV), que es una proteina de 1670 aa, de la que se han descrito 5 isofor-
mas. Este gen esta compuesto por 52 exones, cuyos tamafios varian entre 27 y

210 pb excluyendo las regiones 5’y 3", que no se traducen.
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Figura 3: Localizacion del gen COL4A3 en el cromosoma 2.

El extremo no traducido 5 y los 28 aa que forman el péptido S estan co-
dificados por un exon de 249 pb, que también codifica el primer aa del dominio
7S. El extremo 3" del exdn 2, los exones 3 a 47 y el extremo 5° del exon 48
codifican el dominio coldgeno. El dominio NC1 tiene 232 aa y esta codificado
por el extremo 3"del exon 48 y del 49 al 52*.

Las mutaciones descritas se extienden por todo el gen, son privadas (no
las comparten distintas familias) y las mas comunes son las que generan un

codon prematuro de terminacion.
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*GeN COL4A4

Este gen se compone de 48 exones y, al igual que el COL4A3, esté locali-
zado en la posicion 2q36-37. El acido desoxirribonucleico (ADN) es traducido
a un polipéptido de 1690 aa, con un dominio no colageno de 231 residuos, un
dominio colageno de 1421 residuos y un péptido de sefial de 38 residuos. El

extremo 3’ tiene 6 exones™®.
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Figura 4: Localizacion del gen COL4A4 en el cromosoma 2.

Se han descrito distintas variantes alélicas normales y se han encontrado
relativamente pocas mutaciones, algunas de las cuales no producen un fenotipo
obvio. Las mutaciones descritas comparten las mismas caracteristicas que las

encontradas en el gen COL4A3.

*GeEN COLA4AS

El gen COL4AS tiene 52 exones, que abarcan 250 kb de ADN gendmico
y esta localizado en la region Xq22. Existe una variedad alélica normal y varias
patologicas. Los 1685 aa de la proteina a5 contienen un dominio 7S N-terminal
(exo6n 1) y un dominio NC1 (exones 47-51). Sin embargo, la parte proteica mas
larga esta compuesta por un dominio colageno (exones 2-47) que contiene la
caracteristica secuencia Gly-X-Y repetida, comtn a todos los colagenos, que
también incluye 22 interrupciones no-coldgeno cortas. Algunas mutaciones que
ocurren cerca de las interrupciones naturales del dominio de la triple hélice de la
cadena a5(IV) podrian causar fenotipos mas leves, quizd porque provocan una

disrupcion menos drastica de la formacion en cremallera de la triple hélice®.
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Se han descrito mas de 600 mutaciones en este gen que, al igual que las
halladas en los genes COL4A3 y COL4A4, se distribuyen por toda la estructura
génica, ya que no existen puntos calientes mutacionales y suelen ser privadas.

El 10-15% son mutaciones de novo, al haber ocurrido en uno de los ga-
metos de los progenitores del paciente. El1 40% dan lugar a un codén prematuro
de terminacion, pudiendo ser mutaciones sin sentido (nonsense) o inserciones/
deleciones que generan un cambio en la pauta de lectura (frame-shift). E1 35%
son missense y el 10% corresponden a pequefias inserciones/deleciones que no
dan lugar a un cambio en la pauta de lectura (in-frame) y mutaciones de spli-
cing (ensamblaje), que son responsables de la pérdida de uno o varios exones.

El 5-15% restantes son grandes reordenamientos, como grandes deleciones?*.
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Figura 5: Localizacion del gen COL4A5 en el cromosoma X.

Modos de herencia

El SA es una enfermedad genéticamente heterogénea, pero la mayoria
de las familias (85%) muestran una forma de herencia ligada al cromosoma X,
causada por mutaciones en el gen COL4AS. Las formas AD y AR se dan con
mucha menos frecuencia y son debidas a mutaciones en los genes COL4A3 y
COL4A4. La forma AR es responsable del 10% de los casos de SA y la forma
AD lo es del 5% restante. En la mayoria de casos de SAAR cada familia es
portadora de una inica mutacion, aunque se han identificado individuos homo-

cigotos para dos mutaciones en el gen COL4A3 o COL4A4Y.
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4.2. HEMATURIA FAMILIAR BENIGNA

La EMBD, que lleva a HFB, es una condicion hereditaria que ha sido
atribuida en casi la mitad de los casos a una mutacion heterocigota en los ge-
nes COL4A3 o COL4A4, que producen fenotipos similares. Las mutaciones
encontradas son sustituciones simples de nucledtidos que llevan a mutaciones
missense o nonsense, inserciones y deleciones*®#.

Las dos terceras partes de los pacientes tienen una forma de herencia
AD. El principal rasgo anatomopatologico es el adelgazamiento de la MBG,
que es idéntico al observado en el estado de portador del SAAR (varones y
mujeres heterocigotos) o del SALX (mujer portadora)®**!. Esta entidad puede
ser considerada como un fenotipo intermedio del SA*® o representar el estado
de portador del SAAR, pero es necesario identificar otros genes involucrados

para conocer la patogenia de forma completa’.

4.3. CONSEJO GENETICO Y PLANIFICACION FAMILIAR

Distribucion de la enfermedad en familias con SALX

*PADRES DE UN VARON ENFERMO

El padre no tendra la enfermedad ni sera portador de la mutacion. En una
familia con mas de un vardn afectado, la madre es una portadora obligatoria.
Si solo un miembro varén de la familia esta enfermo, la probabilidad de que
la madre del individuo sea una portadora es del 85-90%. Aproximadamente el

10-15% de los varones tienen SALX como resultado de una mutacion de novo.

*PADRES DE UNA MUJER ENFERMA
El padre o la madre de una mujer con SALX puede tener la mutacion, o

la enferma ser fruto de una mutacion de novo.

*HERMANOS DE UN VARON ENFERMO
El riesgo para los hermanos depende del estado de portador de 1a madre.
Si la madre es portadora, cada hermano tiene el 50% de posibilidades de he-

redar la mutacion: los varones que la hereden estaran afectados y las mujeres
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seran portadoras y podran tener sintomas o no. Si la madre no es portadora, el
riesgo para los hermanos es bajo, pero mayor que la poblacion general, por la

posibilidad de mosaicismo germinal.

*HERMANOS DE UNA MUJER ENFERMA

El riesgo para los hermanos depende del estatus genético de los padres.
Si la madre es portadora, cada hermano tendra el 50% de posibilidades de he-
redar la mutacion: los varones que la hereden estaran afectados y las mujeres
seran portadoras y podran ser o no sintomaticas. Si el padre tiene la mutacion
causante de la enfermedad, todas sus hijas heredaran la mutacion, y podran o
no tener sintomas. Ninguno de los hijos varones la heredara. Si ninguno de los
padres tiene la mutacion, el riesgo para los hermanos es bajo, pero mayor que la

poblacion general por la posibilidad de mosaicismo en la linea germinal.

* DESCENDENCIA DE UN VARON ENFERMO
Los varones afectados transmitiran la mutacion a todas sus hijas y a nin-

guno de sus hijos.

* DESCENDENCIA DE UNA MUJER ENFERMA
Las mujeres con la mutacion tienen el 50% de posibilidades de transmi-
tirla a cada hijo: los hijos que la hereden estaran enfermos y las hijas tendran un

rango de expresion fenotipica.

* OTROS FAMILIARES DE UN PROBANDO
Las tias maternas de un varon enfermo pueden estar en riesgo de ser por-
tadoras, y su descendencia, dependiendo de su género, puede estar en riesgo de

ser portadores o enfermos.

Distribucion de la enfermedad en familias con SAAR

* PADRES DE UN ENFERMO

Los padres de un nifio afectado son heterocigotos obligados y, por tanto,

portadores de un alelo mutado. Aproximadamente el 50% de los portadores
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presentan microhematuria persistente o intermitente. Los portadores del SAAR

rara vez desarrollan proteinuria, HTA o insuficiencia renal.

* HERMANOS DE UN ENFERMO

Una vez que un hermano en riesgo se sabe que esta sano, el riesgo de ser
portador es 2/3. Aproximadamente el 50% de portadores tienen microhematu-
ria intermitente o persistente. Los portadores raramente desarrollan proteinuria,

HTA o insuficiencia renal.

* DESCENDENCIA DE UN ENFERMO
Los descendientes de un individuo con SAAR son obligados portadores

heterocigotos de la mutacion.

* OTROS FAMILIARES DEL ENFERMO

Cada hermano de los padres del probando tiene un 50% de riesgo de ser
portador.

Existe la posibilidad de que el SAAR pueda existir como una enfermedad

digénica, con mutaciones del COL4A4 en un alelo y del COL4A3 en el otro.

Distribucion de la enfermedad en familias con SAAD y HBF

* PADRES DE UN ENFERMO

La mayoria de individuos diagnosticados de nefropatia del colageno 1V,
con herencia AD, tienen un progenitor afectado, aunque la enfermedad también
puede ser debida a una mutaciéon de novo, cuya proporcion es desconocida.
Aunque muchos individuos diagnosticados con una nefropatia relacionada con
el colageno IV AD tienen un progenitor afectado, la historia familiar puede
parecer negativa a causa del fallo en el reconocimiento de la enfermedad en
miembros de la familia, muertes tempranas de los padres antes del comienzo

de los sintomas, o comienzo tardio de la enfermedad en los padres afectados.

* HERMANOS DE UN ENFERMO
El riesgo de los hermanos de un probando depende del estatus genético

de los padres. Si un padre esta afectado, el riesgo es del 50%. Cuando los padres
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estan clinicamente sanos, el riesgo de los hermanos de un probando parece ser
bajo. No se han descrito ejemplos de mosaicismo germinal, aunque esa posibi-

lidad existe.

* DESCENDENCIA DE UN ENFERMO
Cada hijo de un paciente con herencia AD tiene el 50% de probabilidades

de heredar la mutacion.

* OTROS MIEMBROS DE LA FAMILIA

El riesgo para otros miembros de la familia depende del estatus de los
padres del probando. Si un padre es afecto, los miembros de su familia estan
en riesgo.

Una vez se ha hecho el diagndstico, tanto el arbol genealdgico como
los analisis de ligamiento nos permiten responder la mayoria de las cuestio-
nes importantes suscitadas por esta enfermedad: reconocimiento de portadores
heterocigotos, consejo genético y diagnostico prenatal y preimplantacion (en
embarazos de riesgo si se conoce la mutacion), ya que se puede ofrecer al pa-
ciente y su familia informacion relacionada con el prondstico y la progresion
relacionada con el género y el modo de transmision'.

El momento 6ptimo para la determinacion del riesgo genético es previo
a la gestacion. Es apropiado ofrecer consejo genético para los adultos jovenes
que estén afectados, sean portadores o estén en riesgo de ser portadores, en los
tres tipos de herencia. Este debe incluir los potenciales riesgos para los descen-
dientes y las distintas opciones reproductivas. Solo es posible realizar los test
de portadores para miembros de familias en riesgo y test prenatales si la muta-

cidn causante de la enfermedad en la familia es conocida?.
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5. PATOGENIA

5.1. SINDROME DE ALPORT

Estructura de la MBG

La MBG es un tipo especial de membrana basal debido a su enorme
grosor (300-350 nm) y su posicion entre dos capas celulares: los podocitos y
el endotelio fenestrado. Tiene un papel especifico en el mantenimiento de la
barrera de filtracion glomerular. Sus principales componentes son el colageno
tipo IV, la laminina, el nidogen (entactina) y los proteoglicanos de heparan sul-
fato (HSPG). Las mutaciones en los genes del colageno tipo IV y la laminina se

asocian a enfermedades glomerulares hereditarias®.

*COLAGENO

La superfamilia del colageno (que es la proteina mas abundante del cuer-
po humano) incluye 46 proteinas genéticamente distintas, clasificadas en 28
tipos, con 45 clases diferentes de cadenas o. Tres cadenas o se unen para formar
una molécula de colageno en forma de triple hélice, y esos trimeros se distribu-
yen en tejidos caracteristicos®>.

Cada cadena o consta de un dominio colageno caracterizado por la re-
peticion del triplete Gly-X-Y, flanqueado por dominios que no forman la triple
hélice, llamados dominios no colageno (NC) en el extremo 3’y un pequeio
dominio 7S en el extremo 5. En la formacion de las moléculas de colageno, el
dominio NC1 de las tres cadenas a interacciona con los otros y el plegamiento
del mismo en la triple hélice se produce en una direccion de carboxi-terminal a
amino-terminal en forma de cremallera.

La mayoria de moléculas de colageno forman estructuras como fibrillas
y redes (mostrando asi un alto grado de especificidad) y se clasifican depen-
diendo de esos ensamblajes, de la funcion y de la homologia de los dominios.
El colageno tipo IV forma una red entrelazada en la uniéon dermo-epidérmica

y en las membranas basales, actuando como una barrera de filtracion, mientras
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los tipos VIII y X forman una reticula hexagonal en la matriz vascular suben-

dotelial y en la zona hipertrofica del cartilago de crecimiento’.

Figura 6: Organizacion de una red de colageno tipo IV. Dos moléculas se unen mediante
sus dominios no colageno, y cuatro moléculas se unen mediante sus dominios 7S
(Extraido de Gubler MC*%).

Se han identificado seis cadenas o del colageno 1V, cuyos genes estan
localizados en pares en distintos cromosomas: COL4A1y COL4A2 en 13q34,
COL4A3 y COL4A4 en 2q36-37, y COL4AS5 y COL4AG6 en el cromosoma X'.

3 COL4A2 5' &' COL4A1 3'
I | | |

COL4A4 COL4A3
-ﬂ—| I—-'

COL4AB COL4A5
-ﬂ—| '—P'

Figura 7: Representacion esquematica de la distribucion de los genes del coldageno tipo IV
en los cromosomas 13, 2 y X (Extraido de Gubler MC%).

Las combinaciones de las seis cadenas a permiten en teoria la creacion de
56 protomeros diferentes. Sin embargo, solo se han descubierto tres: alala?2,
a304aS5 y adSa5a6, que forman tres redes distintas: alala2(IV)-alala2(IV),
a3oda5(1V)-030405(1V) y alala2(IV)-a50506(1V)".
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Figura 8: Descripcion esquematica de las 6 cadenas de colageno VI, con su union en forma de

protomeros en disposicion de triple hélice (Extraido de Hudson BG").

Lared alalo2(IV)-alala2(IV) se expresa en todas las membranas basa-
les de las nefronas embrionarias. Durante la maduracion glomerular se produce
un cambio en las redes de colageno IV de la MBG: el trimero alala2(IV) es
reemplazado por a304a5(IV), que es mas resistente a la proteodlisis, lo que es
clave para el mantenimiento de la permeabilidad selectiva de la barrera de fil-

tracion glomerular.

Embrianaria Inmadurs Madura

Figura 9: Desarrollo embrionario normal del glomérulo. Cambio de redes de colageno (IV)

para formar la MBG madura (Extraido de Hudson BG").

La red a304a5(1V)-a304a5(IV) se encuentra en la MBG de las nefronas
maduras, en la membrana basal del tibulo contorneado distal, en la membrana
basal alveolar y en las membranas basales especializadas del aparato ocular y

la coclea, asi como en los testiculos.
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Figura 10: Disposicion tridimensional de la red de colageno a3a4a5(1V)-a3oda5(IV)
en la MBG (Extraido de Hudson BG").

Lared alala2(IV)-a5a5a6(IV) se expresa en la capsula de Bowman, en
la membrana basal del tubulo colector y en las membranas basales de la epider-

mis y del musculo liso.

*LAMININAS

Las lamininas son una gran familia de glicoproteinas heterotriméricas,
compuestas por una cadena a, una 3 y una y, organizadas en una estructura cru-
ciforme. Son necesarias para la union de las membranas basales a la superficie
de las células e interaccionan con el colageno tipo IV a través del nidogen™.
También interactiian con las células adyacentes mediante diferentes receptores,
entre los que se incluyen las integrinas. Se han descubierto aproximadamente
15 isoformas diferentes de lamininas. La laminina 11 (a5B2y1), que se conoce
actualmente como laminina-521, es la isoforma presente en la MBG?*3.

La MBG embrionaria contiene laminina al1y1 (laminina 111), mientras
la del glomérulo maduro contiene laminina a5p2y1 (laminina 521). La razén de

este cambio estriba en que la isoforma 521 es necesaria para el mantenimiento
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del estado altamente diferenciado de las células del endotelio glomerular y los

podocitos®.

Figura 11: Estructura cruciforme de la laminina (Extraido de Gubler MC%).

*NIDOGEN

El nidogen es un componente ubicuo de las membranas basales. Sirve de
puente entre las redes de colageno IV y laminina. También se une a otros com-
ponentes de la matriz extracelular y a otras células a través de los receptores de

la integrina™.

*PROTEOGLICANOS DE HEPARAN SULFATO (HSPG)

Los HSPG, como la agrina y el perlecan, son macromoléculas compues-
tas por una proteina core sujeta a cadenas de glicosaminoglicanos de heparan
sulfato. La naturaleza fuertemente anionica del heparan sulfato es responsable

de la selectividad de carga de la barrera de filtracién glomerular®.

Alteraciones de la MBG

El ensamblaje defectuoso del colageno IV es la causa subyacente de va-
rias enfermedades hereditarias en humanos y animales. Sin embargo, en el SA
hay muchos agentes que participan en el proceso patogénico que tiene lugar en

la MBG.
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*CoLAGENO IV

Las mutaciones de los genes COL4A3, COL4A4 y COL4AS5 producen
defectos en las cadenas a3(1V), a4(IV) o a5(1V), por lo que no se puede for-
mar una red estable a304a5(IV) o a5a506(1V). De esta forma, se produce un
incorrecto plegamiento o ensamblaje de los monémeros, que son rapidamente
degradados por endopeptidasas glomerulares®. Asi, una mutacion en cualquier
cadena de la triple hélice a304a5(IV) hace que no se pueda forman dicha hélice.

En contraste, las cadenas al(IV) y a2(IV), que estan normalmente con-
finadas al mesangio y a la cara subendotelial de la MBG, se disponen en la to-
talidad de la MBG, siguiendo una distribucion que recuerda a la de los rifiones

fetales, fenomeno conocido como “isotype switching”>.
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Figura 12: Mutaciones en los genes COL4A3, COL444 0 COL4AS5 impiden la formacion de los
monomeros correspondientes. Por tanto, en la MBG no se forman las redes de coldgeno adulto

y persisten las del coldageno fetal (Extraido de Hudson et al.”).

La persistencia del colageno embrionario confiere a la MBG del SA dis-
tintas propiedades fisicas: al ser mas delgada y menos cruzada es mas elastica,
lo que somete a los podocitos a una elevada tension biomecénica, incluso bajo
una presion arterial glomerular normal. Al progresar la enfermedad se produce
la pérdida de masa nefronal y se desarrolla hipertension glomerular. Estos fac-

tores exacerban la tension biomecanica®.
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El predominio del colageno fetal lleva a una mayor destruccion de la
MBG, ya que es una red menos resistente a la proteolisis, lo que explica la hema-
turia y la proteinuria. La proteinuria, ademas de asociarse a dafno en la MBG® es,
por si misma, un factor de progresion del SA, al producir tanto esclerosis como
una respuesta fibrogénica con infiltracion de fibroblastos en la transicion epite-

lio-mesenquimal, lo que contribuye a la destruccion de la arquitectura renal®.

La delecion de las cadenas de colageno IV produce también una signifi-
cativa infiltracion inmune, con activacion de linfocitos B y T. Esta respuesta in-
mune esta provocada por los defectos estructurales de la MBG y los problemas
de comunicacion resultantes de la interaccion aberrante entre el endotelio, la
MBG y los podocitos. La pérdida de fijacion de los podocitos a la MBG defec-
tuosa puede provocar la proliferacion del epitelio visceral, ademas del derrame
de mediadores inflamatorios dentro del espacio de Bowman. Eventualmente,
el dafno glomerular se propaga al intersticio renal con dafio tubular, atrofia y

fibrosis intersticial®.

*LLAMININAS

Ademas de la alteracion del colageno IV, la MBG en el SA contiene
lamininas aberrantes, que son activadas por el estrés mecanico entre las super-
ficies adhesivas de las células glomerulares y la MBG. Estas lamininas pueden
contribuir al progresivo engrosamiento y division de la MBG, a la proteinuria
y a la insuficiencia renal®’. Se localizan en areas de engrosamiento de la MBG
e incrementan el borramiento de los pies podocitarios, lo que contribuye a la
deformidad de los podocitos y de la MBG y causa un incremento de la permea-

bilidad de la misma®.

*METALOPROTEASAS DE LA MATRIZ MESANGIAL (MMP)
La red de colageno tipo IV en la MBG del SA, al estar compuesta com-
pletamente por cadenas al(IV) y a2(IV), contiene menos uniones disulfuro

intercatenarias que la MBG normal, por lo que es mas susceptible a la degra-
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dacion proteolitica por metaloproteasas. Este ataque a la membrana puede con-

tribuir al mecanismo de iniciacion y progresion de la enfermedad glomerular®.

Las MMP 2, 3,9, 12 y 14 estan sobreexpresadas en los glomérulos del
SA. Esto juega un papel directo en la progresion de la enfermedad glomerular,
probablemente a través de la degradacion proteolitica de la MBG, pues exis-
te un nexo entre la tension biomecanica del penacho glomerular y la elevada
expresion de MMP 3, 9 y 10, en podocitos y glomérulos®’. En estos procesos
también intervienen otras proteinas como proteina morfogenética dsea, que in-
duce a la MMP-12 en las células mesangiales o TGF-B1, que esta activado en

los podocitos del SA.

*INTEGRINAS

Varias integrinas han sido implicadas en la patogenia del SA. Asi, la dis-
rupcion de las interacciones adhesivas entre la integrina a3B1 y la laminina 521
produce la destruccion del citoesqueleto de actina y pone en marcha respuestas
maladaptativas que pueden causar degradacion focal de la MBG, lo que da
lugar a un aumento de la permeabilidad, con proteinuria y progresion de la
glomeruloesclerosis®. Las integrinas alfl y a5p1 estan relacionadas con el
remodelado de la matriz mesangial, al ser mediadoras de la angiogénesis y de la

inflamacion, lo que contribuye al dafio glomerular crénico de la enfermedad®.

5.2. HEMATURIA BENIGNA FAMILIAR

En contraste con el SALX y SAAR, las cadenas a3(1V), 04(IV) y a5(IV)
se expresan en la MBG, aunque de forma defectuosa, lo que es suficiente para
alterar la arquitectura de la MBG, pues se produce la reduccion o pérdida total
de la porcion subepitelial de la misma, lo que causa la clinica de hematuria,

pero, al ser un trastorno heterocigoto estan ausentes los demas rasgos del SAS!.
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6. ANATOMIA PATOLOGICA

El SA y la EMBD pueden ser indistinguibles en el microscopio 6ptico
(MO), en la inmunofluorescencia (IF) y en el microscopio electronico (ME) en

los primeros estadios®.

6.1. SINDROME DE ALPORT
Microscopio optico

La MO del SA no muestra alteraciones destacables en las fases iniciales,
aunque puede verse hipertrofia de podocitos y rigidez de la pared capilar, aso-
ciadas o no a cilindros hematicos tubulares.

En la tincion de plata puede apreciarse el engrosamiento focal y segmen-

tario de la MBG, con progresiva dilatacion de los pedunculos mesangiales.

En estadios posteriores se encuentra una glomeruloesclerosis inespe-
cifica con fibrosis intersticial y presencia de células espumosas intersticiales.
Estas células son inespecificas de la enfermedad. El desarrollo de esclerosis
glomerular segmentaria y difusa en un nimero cada vez mayor de glomérulos
lleva a una completa esclero-hialinosis del penacho. Se aprecian también focos
de lesiones tubulo-intersticiales, que paulatinamente aumentan en tamafo y se-

veridad®.

Inmunofluorescencia

La IF es inicialmente negativa, sin embargo, pueden observarse deposi-
tos de IgG, IgM y/o C3 débiles e irregulares. Con mayor frecuencia se aprecian
depositos granulares de C3 irregularmente distribuidos en el penacho glomeru-
lar y las arteriolas aferentes. Con la progresion de las lesiones se producen

depositos de IgM, Clq y C3 en las lesiones segmentarias glomerulares.

Ninguna de las anormalidades previas es especifica. La identificacion de

cambios ultraestructurales de la MBG es, por tanto, de suma importancia, ya
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que provee una caracteristica especifica de la enfermedad y sugiere que el SA

es un desorden de la MBG®.

Microscopio electronico

En el ME, la lesion diagnostica corresponde a areas irregulares de engro-
samiento y adelgazamiento de las MBG con escision y aspecto multilaminado
e irregular de la lamina densa, con mezcla de fibrillas finas dentro de areas
irregulares engrosadas y traslucidas de la ldmina densa y con pequefios brotes
de fibrillas que se disponen en angulo recto respecto a la MBG y dan lugar al as-
pecto enrejado. Entre estas laminas se reconoce un material moteado granular.
En las fases precoces de la enfermedad (nifios y mujeres portadoras) la MBG
puede mostrar exclusivamente adelgazamiento difuso, sin areas de engrosa-
miento. Esta es la unica alteracion observada en el 10-20% de los pacientes, la

mayoria nifios, pero también se da en adultos con SALX®.

En todas las formas de herencia, los rasgos de la ultraestructura no se
correlacionan de forma estricta con el tipo de mutacion porque algunos pacien-
tes con importantes reordenamientos genéticos no sufren lesiones significativas
y las alteraciones ultraestructurales son variadas incluso dentro de la misma

familia.

Inmunohistoquimica

La MBG esta constituida por heterotrimeros a3-a4-a5(IV), mientras
la capsula de Bowman y el tubulo colector contienen heterotrimeros al-al-

a2(IV) y a5-05-a6(TV)%.

*SINDROME DE ALPORT LIGADO AL CROMOSOMA X

En el 70-80% de los varones se aprecia la ausencia de las cadenas a5(1V),
a3(IV) y a4(IV) en la MBG y en la membrana basal del tubulo distal, donde
normalmente estan ensamblados en el mismo protdomero, y de a5-a5-a6(IV) en

la capsula de Bowman y la membrana basal del tibulo colector. Esta distribu-
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cioén anormal se asocia con una fuerte expresion de las cadenas al(IV) y a2(IV)
en toda la MBG, que, en condiciones normales, estan confinadas al mesangio y

a la cara endotelial de la MBG.

En mujeres emparentadas, la alteracion es normalmente segmentaria a
causa de la inactivacion al azar del cromosoma X. Sin embargo, debido a esta
distribucion parcheada, puede observarse tanto una tinciéon normal como la

completa falta de expresion®.

*SINDROME DE ALPORT AUTOSOMICO RECESIVO

Enel SAAR, la MBG no presenta expresion de las cadenas a3-a4-a5(1V)
porque un defecto en a3(IV) o 04(IV) impide que se forme el heterotrimero.
Sin embargo, a diferencia de lo que sucede en el SALX, los casos AR muestran
una intensa expresion de a5(IV) en la capsula de Bowman y la membrana basal
del tabulo colector, lo que refleja la incorporacion normal de esa cadena no

mutada en los heterotrimeros a5-0.5-a6(IV)%.

La sensibilidad y especificidad de la inmunohistoquimica sobre la biop-
sia renal para el diagnodstico de SA son escasas, ya que hasta un 20% de los
varones con SALX y los pacientes homocigotos con SAAR tienen una tincion
débil e incluso normal de la MBG para a3(IV) y a5(IV). Se cree que esto es
debido a que la mutacion deja intacto el epitopo que reconocen los Ac comer-
cializados. Por tanto, un patréon de tincion en apariencia positivo no descarta el
diagnostico. Ademas, la posible relacion entre el SA y algunos casos de HFB
por EMBD asociada a mutaciones de COL4A3 o COL4A4 complica mas la

interpretacion de los patrones de tincion®.

*SINDROME DE ALPORT AUTOSOMICO DOMINANTE

En SAAD la expresion del colageno tipo IV es normal en los pocos casos

que han sido estudiados.
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Figura 13: 1 MO: Hipertrofia de podocitos en una etapa inicial del SA (Tricrémico de Mas-

son). 2 MO: Rigidez y moderado engrosamiento de la MBG y esclerosis glomerular segmenta-
ria (Tricromico de Masson). 3 MO. Engrosamiento irregular de la MBG (Plata metenamina).
4 ME: Distribucion irregular de engrosamiento, laminacion y adelgazamiento de la MBG. 5
ME: Adelgazamiento difuso de la MBG. 6 ME: Ac anti al(IV): distribucion en la totalidad del
engrosamiento de la MBG. 7 Inmunohistoquimica: distribucion de la cadena ol (1V) en la MBG
(extraida de Heidet et al.”).

6.2. HEMATURIA FAMILIAR BENIGNA

La membrana basal delgada es la base morfologica de la HFB*¢. Esta
lesion aparece en el 20-25% de los pacientes biopsiados por una hematuria
aislada persistente, aunque también puede ser una manifestacion inicial, e in-
cluso la tinica en algunos casos de SA y en casos esporadicos de hematuria. La
lesion puede coexistir ademas con otras enfermedades glomerulares, sobre todo
nefropatia diabética (en la que existe alternancia de MBG delgada y gruesa) o
nefropatia mesangial IgA.

El MO no muestra alteraciones especificas y la IF convencional es ne-

gativa. Por eso el diagnéstico de la EMBD se basa en la medida morfométrica
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de la MBG al ME, que indica un marcado adelgazamiento de la lamina densa.
El diagnéstico de adelgazamiento se realiza en comparacioén con controles de
la misma edad, porque la MBG suele engrosarse con la edad en condiciones
normales, siendo el espesor normal en adultos de 373 + 42 nm en varones y 326

+ 45 nm en mujeres®.

7. CLINICA

7.1. SINDROME DE ALPORT

El SA se caracteriza por ser una enfermedad glomerular que cursa con
hematuria, proteinuria ¢ HTA, con progresion hacia la ERCT y otras mani-
festaciones como sordera neurosensorial, alteraciones oculares y vasculares y

leiomiomatosis®.

Las manifestaciones son tipicamente mas graves en las formas ligadas a
X, que se dan en el 80% de los pacientes y en la que casi todos los varones afec-
tados desarrollaran ERCT, pero las mujeres portadoras presentan una amplia
variabilidad en la gravedad de la enfermedad, aunque esta suele ser mas leve y

de aparicion mas tardia®,

La forma autosdmica recesiva puede presentar un fenotipo grave tam-
bién, mientras que la dominante es tipicamente un trastorno lentamente pro-
gresivo, donde la ERCT y la sordera neurosensorial se desarrollan en etapas

relativamente tardias'*.

Manifestaciones renales

*HEMATURIA

La MBG es un componente esencial de la barrera de filtracion glomerular
y, junto con las células endoteliales y los podocitos, juega un papel fundamen-

tal como filtro selectivo segun el tamafio molecular y la carga de las distintas
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moléculas que entran en contacto con ella. La alteracion de la misma, debida
a la formacion defectuosa de las cadenas de colageno tipo IV conduce al paso

anormal de hematies a la orina®’.

De esta forma, la manifestacion renal inicial es la hematuria microsco-
pica asintomatica y persistente, que se presenta en la infancia temprana en los
varones con SALX. Los episodios recurrentes de hematuria franca no son infre-
cuentes, especialmente durante la infancia y pueden ser la forma inicial de pre-
sentacion y la causa habitual del diagnostico hasta en el 80% de los casos. Estos
episodios de macrohematuria pueden exacerbarse por infecciones respiratorias
o por el ejercicio y cursar con molestias abdominales o dolor en el flanco. Los
nifios sin hematuria a los 10 afos es improbable que presenten SA2. Mas del
90% de las mujeres portadoras de SALX tienen hematuria microscopica, aun-
que puede ser intermitente. Los individuos con SAAR tienen microhematuria
persistente, sin distincion entre sexos. Los pacientes heterocigotos para muta-
ciones en los genes COL4A3 o COL4A4 tienen una incidencia estimada del
50% de microhematuria persistente o intermitente, lo que puede corresponder,

segun la evolucion posterior a SAAD o HFB®.

* PROTEINURIA

Al igual que la hematuria, la proteinuria esta causada por las alteraciones
en la MBG producidas por la produccion y ensamblaje defectuoso de las cade-
nas de colageno tipo IV. Se asocia con esclerosis glomerular, lo que conduce

paulatinamente a la insuficiencia renal®.

Todos los varones con SALX y la mayoria de los varones y las mujeres
con SAAR desarrollan proteinuria en la infancia tardia y adolescencia tempra-
na. Los varones y las mujeres afectados de SAAD también presentan proteinu-

ria, aunque suele presentarse en etapas posteriores.
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La proteinuria suele comenzar siendo leve, pero se agrava de forma pro-
gresiva con la edad y puede llegar a ser de rango nefrotico, aunque de forma

excepcional?’.

*INSUFICIENCIA RENAL

La disfuncion renal es debida a la pérdida de las cadenas a3(1V), a4(IV)
0 a5(IV), componentes fundamentales de la MBG. Esto produce una disrup-
cion de la misma, que lleva a la generacion de hematuria y proteinuria. La
proteinuria persistente destruye lentamente la arquitectura renal, al producir le-
siones que evolucionan desde la nefritis intersticial hasta la fibrosis y esclerosis
renal. Este proceso se ve agravado por la presencia de macrofagos y linfocitos
en las areas de disrupcion de la membrana basal tubular, asi como fibroblastos

en la transicion epitelio-mesenquimal®.

indrom Alport 1i X

Practicamente el 90% de los varones presentan insuficiencia renal de
lenta progresion, que evoluciona a ERCT entre los 16 y 35 afios, con una edad
media de inicio de dialisis de 25 afios. En algunas familias la evolucién es
mas lenta y la ERCT no aparece hasta los 45-65 afios. Esto puede ser debi-
do a diferencias interfamiliares secundarias a las distintas mutaciones del gen
COL4AS®. Estas observaciones han llevado a establecer una distribucion bi-
modal de la edad de inicio de la ERCT, de forma que se pueden dividir las
familias con SALX en dos grupos: SA juvenil, con ERCT antes de los 31 afios
y SA adulto, que la presentan después de esa edad.

Los rasgos clinicos en varones son a menudo constantes dentro de la
misma familia, lo que refleja una fuerte influencia genética. En las mujeres,
sin embargo, son mas variables, ya que la mayoria tienen pocos sintomas, pero
en ocasiones pueden presentar una forma florida de la enfermedad™. En las
mujeres portadoras de SALX la clinica es moderada durante la infancia y la ju-
ventud. Un tercio llega a tener ERCT a los 60 afios, entre estas, el 28% lo hacen

entre los 19 y 30 afios, el 31% entre los 31 y 40 afios, y el 41% después de los
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40 anos. Estos datos confirman una carga sustancial de enfermedad renal en la
poblacion femenina, en marcado contraste con el estado de portador benigno”".

Son factores de riesgo de evolucion a ERCT la presencia de hematuria
macroscopica en la infancia, la proteinuria en rango nefrotico y el engrosa-
miento difuso de la MBG, por lo que las mujeres portadoras del SALX deben
ser vigiladas de forma estrecha, de manera similar a los varones afectados, para

vigilar la aparicion temprana de estos signos clinicos®.

Formas autosémicas

En el SAAR y SAAD no hay diferencias en la aparicion de insuficiencia
renal entre hombres y mujeres; los primeros suelen desarrollar ERCT en el mis-
mo rango de edad que los varones con SALX, mientras que en las formas AD

el curso clinico es mas indolente y la ERCT aparece entre los 45 y 60 afios™.

*HIPERTENSION ARTERIAL

La HTA se produce como manifestacion tardia de la enfermedad, pues se
trata de una manifestacion secundaria a la proteinuria y a la insuficiencia renal

cronica.

La proteinuria estimula la sintesis de compuestos vasoactivos por parte
de las células tubulares, como factor de necrosis tumoral, factor transformante

de crecimiento B (TGFp) y endotelina®.

La ERC incrementa la concentracion de todos los componentes del siste-
ma renina-angiotensina II- aldosterona (SRAA).
Manifestaciones extrarrenales

* AUDITIVAS

La sordera neurosensorial bilateral es un rasgo comin en pacientes con
SA, pero su prevalencia real es desconocida, ya que los pacientes no se someten

a una audiometria de forma rutinaria.

48



INTRODUCCION

Nunca es congénita, pues comienza a detectarse en la infancia tardia o en
la adolescencia temprana en varones con SALX, por lo que a los 40 afios el 80-
90% de los pacientes la han desarrollado. Sin embargo, en algunas familias no
se detecta hasta etapas mas avanzadas de la vida. La razon de estas diferencias
en la edad de aparicion y en el curso clinico es que ambos estan relacionados

con el tipo de mutacion.

En mujeres con SALX, la pérdida de audicion es menos frecuente, y
tiende a ocurrir en etapas mas tardias, ya que a los 15 afios la presentan el 18%
de ellas frente al 85% de varones y, a los 40 afos, solo estan afectadas el 45%

de las mismas.

No parece haber diferencias en cuanto al sexo en la incidencia o el curso
clinico en las formas autosémicas. En los pacientes con SAAR presenta un
comienzo juvenil, pero en los casos de SAAD puede desarrollarse mas tarde,

aunque estos pacientes presentan una gran variabilidad clinica’.

En sus estadios iniciales, el déficit auditivo es detectable solo mediante
audiometria, que muestra una reduccion bilateral en la sensibilidad a tonos en el
rango de 2000 a 8000 Hz. Esta pérdida de audicion es progresiva y se extiende a
otras frecuencias, que incluyen las del rango de la conversacion, y puede llegar
a ser incapacitante en la segunda década de la vida. El mecanismo fisiopatologi-
co estéd relacionado con la adhesion defectuosa del 6rgano de Corti a la membra-
na basilar, lo que es consecuencia de las alteraciones en las membranas basales

de los 6rganos afectados en el SA por la sintesis alterada del colageno TV”.

La sordera siempre va acompafiada de insuficiencia renal, aunque puede
comenzar antes de llegar a ERCT, lo que sugiere que no esta determinada por la
uremia. La tasa de pérdida de audicion es paralela a la progresion de la insufi-
ciencia renal y su progresion sugiere un pobre pronostico renal, lo que acentta
el estrecho lazo entre la sordera y la insuficiencia renal tanto en hombres como

en mujeres’.
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*OCULARES

Las manifestaciones oculares se producen en el 30-40% de los pacientes
con SALX, dandose casi exclusivamente en las formas con SA juvenil y en
familias que también presentan sordera neurosensorial. Estan en relacion con
mutaciones truncantes’.

Las alteraciones oculares tipicas del SA son la retinopatia en puntos y fle-
cos, el lenticono anterior y la distrofia corneal posterior polimorfa. Otros rasgos
oculares adicionales incluyen otras distrofias corneales, microcdrnea, erosion
corneal recurrente, atrofia del iris, cataratas, rotura lenticular espontanea, lenti-
cono posterior, pobre reflejo macular, pigmentacion retiniana, agujero macular,

desprendimientos de retina y, raramente, telangiectasias de la conjuntiva’.

La prevalencia varia en la literatura, pues en algunas series la afectacion

corneal es la mas frecuente, mientras que en otras lo son la lenticular o retiniana.

Los rasgos oculares del SA son idénticos en las formas ligadas a X y AR,
sin embargo, la retinopatia y las cataratas son las Uinicas anormalidades descri-

tas en los raros casos de SAAD.

~ristal

La afectacion del cristalino mas frecuente en el SA es la presencia de

lenticono (anterior y posterior) y cataratas.

El lenticono anterior ocurre en el 25% de los varones con SALX y es
patognomonico de la enfermedad, ya que mas del 90% de casos de lenticono
anterior estan asociados a SA. Es una anomalia rara y progresiva, y cuando
aparece es bilateral en el 75% de los casos. No esta presente al nacimiento y se
manifiesta como un lento deterioro de la visién debido a miopia progresiva, por
lo que los pacientes necesitan cambiar la prescripcion de sus lentes correctoras

frecuentemente”’.

Los mecanismos que causan el defecto en la MBG también son responsa-

bles de la fragilidad de la capsula anterior, ya que se ha demostrado la existen-
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cia de un papel fisiologico jugado por las cadenas a (IV) en la capsula anterior
y en la patogenia del lenticono anterior. Estas alteraciones pueden llevar a la

rotura espontanea o tras minimos traumas de la capsula anterior’s.

El diagnostico es esencialmente clinico, hecho por examen al biomicros-
copio. El tratamiento incluye la correccidon con lentes o la cirugia con facoe-

mulsificacion e implantacion de lentes intraoculares plegables™.

El lenticono posterior ha sido recientemente descrito como una rara ma-
nifestacion del SA pues, aunque se han detectado pocos casos, se da con mas
frecuencia asociado a €l. Su prevalencia se estima en 1-4/100000 nifios. Apare-

ce tardiamente, lo que refleja su naturaleza progresiva.

Figura 14: A: Lenticono anterior. B: Lenticono posterior (extraida de Seymenoglu et al.”).

El lenticono se puede complicar por la presencia de cataratas subcapsu-

lares, que pueden llevar a pérdida de la agudeza visual™.

Retina

La retinopatia central o perimacular es patognomonica del SA, y ocurre
en el 40-70% de los hombres, en el 15-30% de las mujeres con SALX y en el
70% de pacientes con SAAR. La afectacion retiniana es muy rara en el SAAD.

Esta alteracion no afecta a la vision ni requiere tratamiento. Normalmente se
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acompaia de pérdida de audicion y lenticono, esta presente antes del desarrollo

del mismo y de la insuficiencia renal y progresa hasta la mediana edad®.

En raras ocasiones se aprecian agujeros maculares y un reflejo macular
mate en forma de rombo. Este signo no es una variante normal, sino que sugie-
re una retinopatia perimacular grave y casi confluente, diagndstico de SA. Se
asocia con ERCT de comienzo temprano, pérdida de audicion y lenticono. Esta

presente en la adolescencia temprana en pacientes con SALX y SAAR®!.

Otra alteracion retiniana, menos frecuente, es la retinopatia periférica o
medio-periférica, cuya patogenia es idéntica al resto de manifestaciones ocu-
lares. Puede ocurrir incluso en ausencia de cambios centrales, tanto en SALX
como en SAAR, y como en la central, aparece en adolescentes y empeora hasta
al menos mediana edad. También esta presente en individuos con funcion renal

normal.

Estas formas de retinopatia presentan una patogénesis idéntica: tras la
pérdida del heterotrimero a3-a4-a5(IV) se produce el adelgazamiento sin la-
melacion de la membrana de Bruch, por lo que los depositos se producen en la

retina superficial®?.
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Figura 15: A: Retinopatia central. B: Retinopatia periférica. C: Reflejo macular romboidal

mate, sin puntos y flecos (A y B extraidas de Liu et al.*’, C extraida de Colville et al.®!).

Cornea

Los cambios corneales no son especificos del SA. La alteracion mas fre-
cuente es la distrofia posterior polimorfa®. Esta causada por la alteracion del
complejo TFC8 del protomero del SA del gen COL4A3. Los sintomas pueden
variar desde una forma no progresiva y asintomadtica hasta formas muy agresi-
vas, que aumentan considerablemente el riesgo de glaucoma. Suele diagnosti-
carse en la segunda o tercera décadas de la vida y es un rasgo muy sugerente,

pero no diagnodstico del SA®.
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¢ LEIOMIOMATOSIS

El SA con leiomiomatosis difusa (OMIM 308940) es una rara variante
del SALX que se ha descrito en el 2-5% de pacientes. Se caracteriza por el
sobrecrecimiento clonal benigno de las células del musculo liso visceral en los
tractos gastrointestinal, respiratorio y reproductor femenino, junto a insuficien-

cia renal®.

Los sintomas aparecen al final de la infancia e incluyen: disfagia, vo-
mitos posprandiales, dolor epigastrico o retroesternal, bronquitis recurrente,
disnea, tos y estertores. Las mujeres afectadas también presentan leiomiomas
genitales que provocan una hipertrofia del clitoris con una variable implicacion

de los labios mayores y del tutero.

La causa subyacente es un sindrome de genes contiguos caracterizado
por la delecion de los extremos 5° de los genes COL4AS y COL4AG6, lo que
implica la pérdida de la zona reguladora intermedia que existe entre ellos.
Esta delecion es la responsable de que la leiomiomatosis se herede de forma
dominante, mostrando una mayor penetrancia en mujeres, pues existe rela-
cion entre la lionizacion y la expresion especifica en el esofago de los genes

COL4A5-COL4AG6 en la leiomiomatosis esofagica®.

La pérdida de la cadena a5(IV) también lleva a la pérdida concomitante
de las moléculas a5-05-a6(IV) de la membrana basal del musculo liso, pero no

se han encontrado casos de leiomiomatosis en el SA convencional.
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Figura 16: Leiomiomatosis anorrectal (extraida de Claus et al.%?).

* ALTERACIONES VASCULARES

Se han descrito alteraciones vasculares en varones adolescentes y adultos
jovenes con SA, que van desde dilataciones asintomaticas hasta disecciones y
aneurismas de la aorta tordcica y abdominal, asi como casos aislados de aneu-
rismas intracraneales y defectos en la porcion membranosa del tabique inter-
ventricular®®. Estos hallazgos ponen de manifiesto la posible existencia de un
fenotipo vascular en el SA, que se extiende mas alla de la aorta, a las arterias
braquial, axilar y subclavia, cuya frecuencia no ha sido estudiada.

La red a5-a5-a6(IV) se encuentra en la matriz extracelular que rodea al
musculo liso de la aorta (murina y bovina), lo que sugiere la posibilidad de que
juegue un papel en la conservacion de funciones en la capa media de la aorta y
en el mantenimiento de la integridad vascular de la misma®’.

Las anormalidades adrticas asociadas con mutaciones en COL4AS po-
drian ser el resultado de una predisposicion hacia la debilidad en la pared vas-
cular en combinacion con factores ambientales como hipertension o valvula
adrtica bicuspide. Otra posible explicacion para la variabilidad fenotipica es
la existencia de factores genéticos, no identificados, que pueden influir en la

integridad de la pared vascular®®.
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En pacientes con ERCT secundaria a SALX e historia familiar de anoma-

lias vasculares, podria estar indicado el cribado de las anormalidades adrticas.

*SinDROME AMME

Se ha identificado un sindrome de genes contiguos que consiste en
SALX, retraso mental, hipoplasia facial y eliptocitosis descrito en dos herma-
nos que presentaban una microdelecion de Xq22.3, que afectaba a la totalidad

del gen COL4AS y se extendia mas alla de su extremo 3.

7.2. HEMATURIA FAMILIAR BENIGNA

Esta entidad se caracteriza, como el SA, por hematuria microscopica per-
sistente, que a veces se observa en la infancia. En algunos individuos, esta es
intermitente y no se detecta hasta la edad adulta. Los episodios de macrohema-
turia también son frecuentes, especialmente en asociacion con infecciones del
tracto respiratorio superior®.

Las diferencias clinicas con el SA son:

» Aparece asociada con anomalias extrarrenales en muy pocas
ocasiones.

 Cursa en menos del 7% con proteinuria, HTA y progresion a
ERCT. Se han descrito casos que pueden corresponder a SAAD, por lo
que estos son considerados signos de mal pronostico y de progresion
a ERCT!.

* No hay diferencias en el curso clinico entre varones y mujeres.

7.3. CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO
Sindrome de Alport
e SINDROME DE ALPORT LIGADO A X

La expresion fenotipica del SALX es muy variable. Esto es debido tanto

al elevado numero de mutaciones encontradas en el gen COL4AS5 como a la na-
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turaleza y localizacion de las mismas. Asi, deleciones largas, reordenamientos
mayores (responsables del 5 al 15% de las mutaciones®®), mutaciones nonsense
o de cambio de pauta de lectura y sustituciones de la glicina en los residuos
carboxiterminal estan asociadas con un comienzo temprano de la ERC (antes
de los 30 afios), pérdida de audicion y lenticono en los varones afectados’, pero

no se correlacionan con ningtn fenotipo concreto en mujeres.

Las deleciones y mutaciones truncantes que ocasionan la prematura ter-
minacion de la cadena de colageno a5(1V), causan el fenotipo mas grave al
ocasionar la pérdida de todo el producto genético, sobre todo si se localizan
en el extremo 5°7*. Las mutaciones que engloban el dominio NC1 también son
responsables del fenotipo grave, aunque algunas sustituciones de aa en esa po-
sicion estan descritas en familias con ERCT de comienzo tardio (mayores de

30 anos™).

Las mutaciones que dan lugar a un fenotipo mas leve, con un comienzo
mas tardio de la enfermedad, son algunas mutaciones missense consistentes
en sustituciones de la glicina en los tripletes Gly-X-Y, especificamente en los
exones 1-20 y otras mutaciones que afectan a la region de splicing™ 2. En algu-
nos varones con SALX con un fenotipo leve y ERCT después de los 60 afios,
se ha identificado la presencia de mosacismo somatico como consecuencia de
que la mutacion se ha producido durante la embriogénesis temprana, antes del
compromiso de las células germinales. Estos varones presentan una tincion de

la cadena a5(IV) en forma de mosaico, o incluso normal®.

Sin embargo, hay factores ambientales y genéticos que modifican la pro-
gresion de la enfermedad, sobre todo la nefropatia, por lo que la historia natural
de la misma es muy variable. Asi, la edad de establecimiento de la ERCT varia
entre los varones de diferentes familias entre la segunda y tercera décadas, aun-

que en casos mas leves puede retrasarse hasta la quinta o sexta.

Las correlaciones genotipo-fenotipo en relacion a las alteraciones audi-

tivas y oculares son similares a las de la nefropatia®*®, todas las mutaciones
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asociadas con SA de comienzo juvenil son también responsables del comienzo

temprano de los defectos auditivos y de una elevada incidencia de lenticono™.

El lenticono anterior ocurre en el 15% de varones con SALX, pero esta
casi integramente restringido a familias con SA con sordera y progresion a
ERCT antes de los 30 afios’. Se ha observado que el lenticono es significativa-
mente mas comun en individuos con deleciones o pequefias mutaciones que re-
sultan en un codon de stop prematuro que en aquellos con mutaciones missense
o splicing. La retinopatia perimacular se asocia también a mutaciones severas,
por lo que, cuando estan presentes, indican un riesgo incrementado de presentar

insuficiencia renal antes de los 30 afios’.

Tradicionalmente se ha pensado que la coexistencia de SALX y leiomio-
matosis estd causada exclusivamente por deleciones largas que engloban los
extremos 5" adyacentes de COL4A5 y COL4A6%. Estas deleciones incluyen
una longitud variable del COL4AS5, pero el punto de ruptura de COL4AG6 esta
siempre localizado en el segundo intrdn, sin producirse la leiomiomatosis cuan-
do la delecion de ambos genes se extiende mas alla de dicho punto ni cuando
las mutaciones afectan solo a este gen. Sin embargo, recientemente se ha com-
probado la existencia de pacientes con SALX en los que el punto de ruptura en
COLA4AG6 diferia de lo anteriormente expuesto, llegando a sobrepasar el exén
3. La explicacion de esta discrepancia podria estar en la falta de penetrancia o
en el comienzo mas tardio de la leiomiomatosis en los pacientes previamente

estudiados®.

En las mujeres no se observa una clara correlacion genotipo-fenotipo,

pues existe una gran variabilidad incluso dentro de las mujeres de la misma
familia, por tanto, el genotipo parece no ser un determinante principal de la

heterogeneidad fenotipica en las mujeres con SALX?*"!,
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Varias investigaciones han sugerido que las diferencias en la inactivacion
del cromosoma X pueden influir en la gravedad de la enfermedad en mujeres
heterocigotas. Este mecanismo, también conocido como lionizacion es usado
por las células de los mamiferos para igualar la dosis genética entre las mujeres

(XX) y los varones (XY)"".

A

Figura 17: Mosaicismo celular en un glomérulo de una mujer heterocigota para el SALX (4).

Control normal (B). Muestras tefiidas para la cadena a5(IV) (extraidas de Migeon BR*).

Sin embargo, las ratios de inactivacion pueden estar sesgadas debido a la
posibilidad de anormalidades en el cromosoma X, por lo que, en determinadas
ocasiones se favoreceria la expresion del cromosoma con el gen mutante, res-

ponsable de un fenotipo mas grave en algunas pacientes®®.

Las mujeres portadoras de SALX con una clinica grave seran las que ha-
yan sufrido una inactivacion preferente del cromosoma X normal en sus células
embrionarias y, por tanto, expresan en mayor proporcion el cromosoma X con
el gen COL4AS mutado. De la misma manera, habra mujeres portadoras que
sean completamente asintomaticas por haber tenido una mayor inactivacion del

cromosoma X que lleva la mutacion.

Las observaciones de que una inactivacion favorable del cromosoma X
mejora la supervivencia llevan a considerar la inactivacion selectiva como una

potencial opcion terapéutica en portadores sintomaticos®.
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En estas pacientes es imposible predecir los resultados renales de forma
segura basandonos en las medidas de la expresion de a5(IV) en la piel, pues

existe una correlacion negativa entre la expresion de a5(IV) en ambos drganos.

Las ratios de inactivacion solo explican una parte de la variabilidad ob-
servada en las mujeres heterocigotas para el SALX, por lo que es necesario

buscar otros determinantes de la progresion de la enfermedad.

*SINDROME DE ALPORT AUTOSOMICO RECESIVO

Las mutaciones homocigotas de los genes COL4A3 y COL4A4 se ex-
tienden a lo largo de toda la estructura génica, al no existir puntos calientes
mutacionales y dan un amplio rango de fenotipos®, con similar expresion en
hombres y mujeres. Lo mas comun es la existencia de manifestaciones clinicas

similares a las que se dan en el SALX.

Existe la posibilidad de que el SAAR pueda existir como una enfermedad

digénica, con mutaciones del COL4A4 en un alelo y del COL4A3 en el otro.

Se han encontrado mutaciones en el codon de inicio, nonsense y cambios

de pauta de lectura, que llevan a la pérdida de funcion®#447,

*SINDROME DE ALPORT AUTOSOMICO DOMINANTE

El SAAD tiene el mismo curso clinico en hombres y mujeres, con una
transmision vertical de los sintomas. Las mutaciones heterocigotas en los genes
COL4A3 y COL4A4 generan un amplio rango de fenotipos, que van desde la
microhematuria aislada hasta la ERCT, por lo que es muy dificil hacer corre-
laciones genotipo-fenotipo y predecir el pronodstico®. Esto se debe a que las
mutaciones missense, splicing y de cambio de pauta de lectura son identificadas

tanto en la microhematuria aislada, como en el fenotipo SAAD.
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La falta de una correlacion genotipo-fenotipo es responsable también del
diferente curso clinico que se observa en pacientes de la misma familia, que
se supone son portadores de la misma mutacion. Si dicha mutacion sola no
puede explicar la variabilidad clinica, debemos suponer que su efecto podria
estar influenciado por ciertos polimorfismos en los mismos genes o variantes
funcionales en otras proteinas, como la nefrina, la podocina y la a-actinina, que

son fundamentales en la filtracion renal y pueden actuar como modificadores®’.

Hematuria familiar benigna

Las mutaciones encontradas son sustituciones simples de nucleétidos
que llevan a mutaciones missense o nonsense, inserciones y deleciones*®*.
Algunas mutaciones en COL4AS5 responsables de la presencia de EMBD en
varones, como las que se localizan cerca de la duodécima interrupcion natural
del dominio de COL4AS5 de la triple hélice, desestabilizan la red de colageno

en menor medida que otras, dando un fenotipo mas leve*-*,

La HFB predispone al envejecimiento glomerular prematuro, que incre-
menta la incidencia de hipertension y ERC de comienzo tardio. Por tanto, su
prondstico no es tan benigno como se pensaba, ya que los portadores heteroci-
gotos de mutaciones en COL4A3/COL4A4 pueden tener un mayor riesgo de
proteinuria, glomerulonefritis focal y segmentaria e insuficiencia renal, sobre
todo cuando se heredan al mismo tiempo otros modificadores genéticos: los
pacientes con EMBD que también son portadores heterocigotos de la variante
de la podocina de la barrera de filtracion glomerular R229Q) tienen un fenotipo

mas agresivo, con mayor proteinuria®.

8. DIAGNOSTICO

Tanto el SA como la HFB deberian formar parte del diagnostico diferen-

cial inicial de todos los nifios y adolescentes con hematuria.

61



INTRODUCCION

El diagnostico inicial esta basado en la clinica y en criterios morfologi-
cos®. Flinter definié en 1988 cuatro criterios, de los que deben darse al menos
tres entre el caso indice y otros miembros de la familia para emitir el diagnos-
tico de SA%:

* Historia familiar positiva de hematuria macro o microscdpica
con o sin progresion a ERCT.

* Sordera neurosensorial progresiva para tonos altos.

» Cambios oculares caracteristicos (lenticono anterior y/o ma-
culopatia).

» Cambios estructurales en la MBG (engrosamiento y lamina-
cion).

Posteriormente se han afladido como criterios adicionales la leiomioma-
tosis difusa gastrointestinal, observada en el 2-5% de las familias con SALX y
la distribucion anormal de las cadenas de colageno IV en la MBG y/o membra-

na basal epidérmica (MBE) en el ME®.

La frecuencia de deteccion de mutaciones es mas alta cuando se dan tres
0 mas criterios diagndsticos (64% con dos criterios y 82% con tres), lo que con-
firma que al menos se requieren tres de cuatro criterios para hacer un diagnosti-
co clinico de SA”. Debido a la heterogeneidad genética de estos trastornos, se

debe realizar un arbol genealogico de tres generaciones.

8.1. CRITERIOS CLINICOS

En la evaluacion clinica de la familia tanto en el enfermo como en otros
parientes cercanos deberia realizarse un analisis de orina, un examen oftalmo-
logico y una audiometria, pues la aparicion temprana (antes de los 3 afios de
edad) de hematuria persistente de origen glomerular o la deteccion de defectos
de audicion o de anormalidades oculares de las caracteristicas descritas en el

SA, hacen este diagnostico altamente probable®.
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En general, cualquier nifio con hematuria que no se localice claramente
en el tracto urinario inferior puede estar aquejado de una hematuria familiar.
Una historia familiar cuidadosa, encaminada a identificar parientes con hema-
turia conocida, insuficiencia renal o sordera es un rasgo esencial en la evalua-
cion de nifios con hematuria, aunque una historia familiar negativa no excluye

la presencia de estas entidades.

Si la hematuria es heredada de forma dominante, glomerular y aislada,
con una historia familiar negativa para insuficiencia renal y proteinuria, puede
asumirse el diagnostico provisional de HFB y mantener una actitud expectante.
Sin embargo, en una familia con un diagnostico bien establecido de SA, se debe
suponer que los niflos con hematuria estan afectos, aunque es conveniente rea-
lizar una ecografia renal para descartar anomalias en el tracto urinario inferior

que pudieran alterar el pronostico’.

La pérdida de audicion es un rasgo inespecifico de varias nefropatias
hereditarias, por lo que se recomienda la realizacion de una audiometria para
descartar sordera neurosensorial para tonos altos en nifios en torno a 10 afos

con sospecha de SA'%.

El examen oftalmologico debe ser realizado con una lampara de hendi-
dura para detectar los cambios patognomonicos del SA, lo que puede ser dificil
en pacientes jovenes, especialmente mujeres con SALX, donde no es util para
el diagnostico. Sin embargo, el examen ocular puede ser anormal en nifios con
este mismo trastorno y sirve para el diagnostico, ya que precede a la aparicion
de la insuficiencia renal. Por tanto, se recomienda el examen de retina en nifios
de una edad en torno a 10 afios con sospecha de SA. Un examen cuidadoso
de la retina, combinado con fotografia que incluya la periferia es un método
seguro y barato que ayuda en el diagndstico. Aunque no es muy sensible, el
examen ocular de un nifio y su madre es altamente especifico y puede facilitar

el diagnostico de SA!°!.
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Aunque el lenticono y la retinopatia son caracteristicos de SA y nunca

ocurren en individuos normales, no se conoce la edad en que aparecen.

8.2. BIOPSIAS RENAL Y CUTANEA

Ante la presencia de hematuria esporadica asociada con proteinuria, sin
ningln otro sintoma que sugiera el diagnostico de SA, la biopsia renal es la
primera prueba diagnostica que debe realizarse, pues permite la exclusion de
otras enfermedades glomerulares que cursan con hematuria, como la nefropatia
mesangial [gA y la identificacion de lesiones tipicas del SA. Las biopsias rena-
les deben ser examinadas al MO y al ME, ya que el MO no da un diagndstico

definitivo en niflos menores de 10 afios de edad y es inespecifico en adultos®.

La tincién con Ac monoclonales contra las cadenas de colageno tipo
IV de biopsias renales y cutdneas es una herramienta diagndstica valiosa en
pacientes con hematuria. Su utilidad deriva de los efectos de las mutaciones
de los genes COL4A3, COL4A4 y COL4A5S en la expresion de las cadenas

a3(IV), a4(1V) y a5(IV) de las membranas basales, donde se encuentran for-

102,103

mando un heterotrimero

Figura 18: Biopsia cutanea en la que se aprecia que el Ac monoclonal contra la cadena a5 no
produce ninguna reaccion, a causa de la ausencia de la cadena en el tejido de la piel (extraida

de Lagona et al.'®).

La informacion obtenida en la biopsia cutanea es importante para el diag-
néstico y, en muchos casos, la tincion del colageno tipo IV puede llevar al

diagnostico definitivo.
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Sindrome de Alport ligado a X

En casi el 80% de los varones con SALX, la MBG muestra una completa
ausencia, o al menos una tincion marcadamente reducida de las cadenas a3(1V),
04(IV) y a5(1V), y la MBE es negativa para la cadena a5(IV). Aproximada-
mente el 60-70% de las mujeres heterocigotas muestran una tincion en forma
de mosaico de la MBG para a3(1V), 04(IV) y a5(1V), y de la MBE para a5(1V).

La tinciéon normal no puede excluir un diagnostico de SALX.
Sindrome de Alport autosomico recesivo

En muchos pacientes, la MBG es completamente negativa para a3(IV),
04(IV) y a5(IV). Sin embargo, la capsula de Bowman, los tibulos distales y
colectores permanecen positivos para a5(I1V), porque en esas membranas basa-
les a5(IV) esta presente en forma de trimeros a5206. Por esta misma razon, la

MBE también es positiva para a5(1V).

Sindrome de Alport autosomico dominante

Estos pacientes muestran una tincion normal de la piel y los rifiones para

las cadenas de coldgeno tipo I'V.

Hematuria familiar benigna

La tincion para el colageno tipo IV es normal en los rifiones y la piel.
Sin embargo, esto no excluye el diagnostico de SA, pero apoya el diagnostico
de HFB en aquellos pacientes con hematuria, excrecion urinaria de proteinas
normal, ausencia de historia familiar de insuficiencia renal y adelgazamiento

difuso de la MBG.

La biopsia de piel es un test barato, sencillo y menos invasivo que la
renal, pero existe cierta discordancia en la expresion de la inmunofluorescencia

entre la MBE y la MBG'*.
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Se ha postulado que la biopsia gingival podria sustituir a la cutanea en
el diagnostico, ya que el principal componente estructural y fibrilar del tejido
conectivo gingival humano es el colageno, que comprende el 60% del total de
proteinas tisulares. El coldgeno tipo IV representa menos del 1% del compo-
nente coldgeno total de dicho tejido. Esta biopsia no causaria problemas estéti-
cos, pero aun no se ha evaluado en su totalidad el efecto del SA en el colageno

IV del tejido gingival'®.

8.3. ANALISIS GENETICOS

Desde la identificacion de las bases moleculares de la enfermedad, la
busqueda de mutaciones se considera tedricamente la mejor aproximacion
diagnostica, ya que evita el uso de biopsias renales o cutaneas. Sin embargo,
por razones como la heterogeneidad genética de la enfermedad, el gran tamaiio
de los genes, la distribucion aleatoria de las mutaciones, el elevado nimero de
polimorfismos y el hecho de que este método es caro y laborioso, el analisis ge-
nético no es capaz de resolver todos los problemas diagndsticos. Por esta razon
las biopsias renal y cutanea son las herramientas mas utilizadas por los clinicos
para el diagnoéstico de estas entidades'*.

Los genes COL4A3, COL4A4 y COL4AS5 han sido secuenciados en su
totalidad y, aunque se trata de genes grandes, la tasa de deteccion de mutaciones
es elevada. Es recomendable el analisis del gen COL4AS en cualquier paciente
que presente al menos dos criterios diagndsticos clinicos, ya que la mayoria
de casos estan ligados a este gen, considerando la busqueda de mutaciones en
los genes COL4A3 y COL4A4 si no se detectaran en COL4AS y, de forma
primaria, si se sospecha herencia autosdémica (transmision de hombre a hombre
o consanguinidad)®.

Existen diferentes métodos para la deteccion de dichas mutaciones:

- Analisis de polimorfismos:
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Es la técnica mas utilizada. Identifica el haplotipo de riesgo de la enfer-
medad en varios familiares afectos. Sin embargo, la sensibilidad es muy baja,
pues solo detecta del 45 al 65% de las mutaciones y se requiere el estudio de un
elevado numero de familiares.

- Secuenciacion directa tras la amplificacion por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de cada exon:

Identifica mutaciones en el 80% de individuos cuya historia familiar es
consistente con herencia ligada al cromosoma X, pero no detecta deleciones
exonicas, multiexonicas o duplicaciones en mujeres con mutaciones en el gen
COLA4AS5. También sirve para diagnosticar mutaciones en individuos afectos
con herencia AR probada. Esta técnica presenta una mayor tasa de deteccion de
mutaciones, pero no esta al alcance de todos los laboratorios. La secuenciacion
no siempre aporta un diagnostico definitivo, ya que el hallazgo de una mutacion
en los genes COL4A3 0 COL4A4 en un nifio pequefio con expresion normal de
las cadenas a(IV) puede corresponder a una forma recesiva donde la segunda
mutacion no ha sido encontrada, a HFB o0 a SAAD'?,

1. Andlisis de delecion/duplicacion:

La falta de amplificacién por PCR antes del analisis de secuenciacion
puede sugerir una delecion multiexonica en el cromosoma X. Esta técnica iden-
tifica deleciones y duplicaciones (tipicamente multiexénicas) en aproximada-
mente el 10% de las mujeres con historia familiar de herencia ligada al cromo-
soma X. En el caso de herencia AR, este ensayo esta disponible para los dos
genes, aunque la frecuencia de deteccion de mutaciones no se conoce.

2. Secuenciacion directa usando mARN (4cido ribonucleico) de COL4AS
de cultivos de fibroblastos de la piel:

Es una técnica sensible pero demasiado cara para ser utilizada en la prac-
tica clinica diaria®.

3. Amplificacion del gen COL4AS extraido de la raiz del pelo, mediante
PCR con transcriptasa inversa, realizando posteriormente la secuencia-

cio6n directa:
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Es un método nuevo y mas simple y rapido, sin embargo, no es aplicable
al estudio de los genes COL4A3 o COL4A4, ya que estos no se expresan en la
piel y el pelo'®,

Existe un ensayo especial con sondas de hibridacion marcadas de forma
fluorescente para detectar tres mutaciones concretas del COL4AS: L1649R,
C1564S y R1677Q, siendo el efecto de C1564S mas grave que el resto. El
SALX esta infradiagnosticado porque la herencia ligada a X frecuentemente
oculta la naturaleza familiar de la enfermedad y porque la pérdida de audicion
es sutil en muchos casos. Este ensayo puede ayudar a identificar otras hema-
turias de etiologia aparentemente desconocida, asi como enfermedades renales
cronicas en hombres y hematuria inexplicada en mujeres con historia familiar

de ERC'?.

8.4. ALGORITMO DIAGNOSTICO

HEMATURIA +/- PROTEINURIA
Audiometria, examen ecular, historia tamiliar

Hematuria/proteinuria aisladas 3A
\1 Biopsia cutinea "d/ \
/ \ Modo clare de herencia
Inmunchistoquimica Inmunchistoquimica anormal;
narmal SALX

Y ‘:// \\* Diagni ¥

. consejo gendtico
Biopsia renal g

ME-Inmunchistoquimica

e N

Inmunohistoquimica anormal:

3A A

; SA autosémico Biosqueda de  Diagnostico genético indirecto:
dudoso negativo (o 4 ] : g

MUACHONCS haplotipos

Figura 19: Posible algoritmo diagndstico de SA ante la presencia de hematuria

con o sin proteinuria.
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8.5. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

El SA se presenta la mayoria de las veces en la infancia, por lo que debe
ser diferenciado de otras causas de microhematuria persistente (mas de 6 meses
de duracion). La historia familiar es una herramienta fundamental de la evalua-
cion inicial del nifio con hematuria por lo que, si es posible, se deberia obtener

un analisis de orina de los parientes de primer grado?’.

El primer paso es intentar establecer la fuente de la misma: renal glo-
merular, renal post-glomerular o post-renal. Una vez que la hematuria esta pro-
visionalmente localizada en el glomérulo, las posibles etiologias comprenden
varias glomerulopatias cronicas, que se clasifican en funcion de la existencia de

historia familiar'®.

Historia familiar de hematuria negativa

En el nifio sin historia familiar de hematuria, los diagnosticos mas proba-

bles, aparte del SA 'y la HFB son:

*NEFROPATIA MESANGIAL IGA

Es la causa mas comin de glomerulonefritis. Cursa con episodios de
hematuria macroscopica tras infecciones del tracto respiratorio superior, se-
guidas de largos periodos de hematuria microscopica. También puede presen-
tarse como anomalias urinarias persistentes, como hematuria y proteinuria no
nefrotica. A veces se acompaiia de HTA. El 20-40% de los adultos desarrollan
insuficiencia renal lentamente progresiva, pero en los nifios el curso clinico es

mas favorable, ya que menos del 1% presenta IRCT tras 10 afios de evolucion.

Esta entidad carece de historia familiar, pero se han observado agrupa-
ciones familiares. En los ultimos afios se ha localizado un locus en el cromoso-

ma 6q22-23, que puede ocasionar cierta susceptibilidad a la misma''®.
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* GLOMERULONEFRITIS POST-INFECCIOSA

Suele estar causada por una infeccion, mas comtinmente localizada en
la piel o en la faringe, causada por estreptococos del grupo A, aunque también
puede estar precedida por la infeccion por otras bacterias, virus, parasitos y

hongos.

La clinica aparece tras un periodo de latencia de 1-2 semanas en el caso
de infecciones faringeas o de 3-6 semanas si se trata de infecciones cutaneas.
Se produce un sindrome nefritico en el que predomina la hematuria, que es
macroscopica hasta en el 50% de los casos. Se produce la activacion del com-

plemento, con descensos de C3 y, en menor medida de C47.

* DREPANOCITOSIS

Es una hemoglobinopatia de origen genético que produce alteraciones
en todos los segmentos de la nefrona. Asi, altera la secrecion y reabsorcion de
diversas sustancias en el tibulo proximal, y a nivel distal provoca, entre otras,

109

acidosis tubular. El 5% de estos pacientes desarrollan hematuria'® indolora y

autolimitada, que puede ser microscdpica o franca debida a infartos papilares.

¢ OTRAS GLOMERULONEFRITIS

Cualquier glomerulonefritis (ademas de las anteriormente citadas) es
susceptible de cursar con hematuria''!. Asi, entre las glomerulonefritis prima-
rias podemos encontrarla en: glomerulonefritis membranoproliferativa, focal y
segmentaria, proliferativa extracapilar, membranosa y de cambios minimos del

adulto.

Entre las glomerulonefritis secundarias destacan las vasculitis, la nefritis
lupica, la crioglobulinemia mixta esencial, el sindrome hemolitico urémico, la
purpura trombotica trombocitopénica, el sindrome de Goodpasture (SGP) y la

purpura de Schonlein-Henoch.
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Historia familiar de hematuria positiva

* ENFERMEDAD DE LA MEMBRANA BASAL FINA

Es la causa mas frecuente de hematuria de origen glomerular. Este tér-
mino engloba todas las entidades que presentan adelgazamiento de la MBG.
Aunque estas enfermedades cursen con distintas manifestaciones clinicas, la
mayoria cursan con microhematuria cronica y con HTA, que se desarrolla sobre

todo en la edad adulta®?.
* ENFERMEDADES RELACIONADAS CON MUTACIONES EN EL GEN MYH9

Incluyen la anomalia de May-Hegglin y los sindromes de Epstein y Fecht-
ner, que son debidas a mutaciones en el gen MYH9 que codifica la cadena 1A

de la miosina y producen una expresion variable de la misma enfermedad.

El sindrome de Fechtner comprende la asociacion de nefritis hereditaria,
sordera neurosensorial, cataratas y la triada de la anomalia de May-Hegglin
(trombocitopenia, plaquetas aumentadas de tamano y las caracteristicas inclu-
siones en los leucocitos llamadas cuerpos Dohle-like) y se transmite de forma
AD. El sindrome de Epstein es la combinacidn de nefritis, sordera, trombocito-
penia y aumento de tamafio de las plaquetas. Hasta hace poco tiempo estos sin-
dromes eran considerados como posibles variantes genéticas del SAAD, pues
algunos pacientes presentaban cambios ultraestructurales en la pared capilar
glomerular que recordaban a los observados en el SA. Sin embargo, el descu-

brimiento de su verdadera base genética ha desechado esa posibilidad'.
* NeFropraTiA CFHRS

También se la conoce como glomerulonefritis hereditaria C3. Es una for-
ma rara de hematuria que se hereda de forma AD y se caracteriza por hematuria

microscopica continua, proteinuria, HTA y ERCT'".
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9. TRATAMIENTO

9.1. SINDROME DE ALPORT

Generalidades

En la actualidad, no existe un tratamiento especifico para el SA. Se han
probado distintas estrategias, como la reduccion de la proteinuria y el control
de la HTA, que podrian reducir la tasa de progresion de la enfermedad renal?.
La proliferacion mesangial y la fibrosis intersticial son rasgos importantes de
progresion del SA, por lo que se piensa que las terapias que retrasen estos
procesos podrian ser beneficiosas!''®. Debido a que la mayoria de los pacientes
progresaran hasta ERCT y requeriran un trasplante renal, parece prudente ele-
gir drogas que protejan el sistema cardiovascular tanto como sea posible en las

etapas tempranas de la enfermedad renal.

Control de la proteinuria

La proteinuria es uno de los factores de riesgo de progresion de las en-
fermedades renales, incluyendo el SA, por lo que los esfuerzos terapéuticos se
centran en controlarla en un intento de enlentecer la progresion a ERCT. En
pacientes y modelos animales se han probado varias drogas antiproteinuricas

con resultados controvertidos.

¢ INHIBIDORES DEL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA II-ALDOSTERONA

Los ISRAA, como los inhibidores de la enzima convertidora de angio-
tensina (IECA), los antagonistas de los receptores de angiotensina Il y la espi-
ronolactona, solos o en combinacion, retrasan la progresion a ERCT y tienen

efectos antiproteinuricos, ademas de los antihipertensivos.

Los IECA reducen la proteinuria y atenuan el descenso de la TFG, por

lo que aumentan significativamente la esperanza de vida. Asimismo, provocan
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una disminucion significativa de la acumulacion de matriz extracelular y de los
niveles de expresion del TGF-1''>:1", Esos efectos positivos son mas evidentes

al introducir el farmaco en los estadios tempranos de la enfermedad’”!"".

* CicLOSPORINA A (CsA)

La CsA reduce la proteinuria en pacientes con SA en mayor medida que
los ISRAA, por lo que podria retrasar mas la progresion a ERCT. Los mecanis-
mos responsables no estan claramente definidos y pueden ser tanto inmunolo-
gicos como no inmunoldgicos:

* Cambios en la hemodinamica glomerular, con vasoconstric-
cion renal.

» Accion directa sobre la permeabilidad selectiva de la MBG,
particularmente en la barrera electroquimica que repele al anion de la
albamina. Esto se consigue al conferir estabilidad a la estructura de
actina de los podocitos, hecho fundamental para la funcion de filtra-
cion del rifidn normal'. Los efectos antiproteintricos de la CsA son
el resultado de un efecto directo en la sinaptopodina al impedir su de-
gradacion en los podocitos, lo que confiere estabilidad al citoesqueleto
de actina.

¢ Inhibicion directa de la senalizacion NFAT en los linfocitos T.

Estas tres vias diferentes podrian enlentecer la progresion de la enferme-

dad sin variacion en la alteracion del colageno TV!'S,

En pacientes con SA se ha observado que reduce eficazmente la protei-

14 aunque solo en los que no presentan deterioro de la funcion renal, pero

nuria
el efecto es temporal y produce descensos pronunciados en la TFG y nefrotoxi-
cidad por vasoconstriccién de la arteriola aferente, asi como estimulo de me-

diadores profibroticos como el TGF-f, que empeoran las lesiones de la MBG.

Las lesiones producidas por la CsA a veces se solapan con las causadas

por la propia enfermedad y son mas frecuentes en los pacientes que reciben
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también ISRAA para tratar la HTA inducida por esta, lo que sugiere que los
efectos acumulativos en la perfusion renal de ambas drogas pueden favorecer

el desarrollo de lesiones isquémicas'’.

La nefrotoxicidad limita su uso a largo plazo, por lo que no esta reco-
mendada como primera opcidn, ya que existen muchas cuestiones sin resolver,
como el momento idoneo para iniciar el tratamiento, la dosis Optima y la efica-
cia de la combinacion de estrategias (que asocian diferentes agentes antiprotei-

nuricos con distintos y posiblemente complementarios mecanismos de accion).

Tratamiento renal sustitutivo

e DiALISIS

En el SA pueden utilizarse tanto la hemodialisis como la dialisis peri-
toneal. La supervivencia en ambas técnicas es similar y no difiere de la de los
pacientes con otras nefropatias cronicas. No esta demostrado que el SA afecte
a la membrana peritoneal, aunque se sabe que la esclerosis a ese nivel esta
asociada con un incremento de los depdsitos de colageno IV en el intersticio y
el endotelio, por lo que se ha postulado que esos depositos pueden deberse a la

defectuosa sintesis de colageno IV producida por el SA!Y.

® TRASPLANTE RENAL

Generalidades

Los pacientes con ERCT son candidatos a trasplante renal y presentan
un excelente prondstico a largo plazo, con tasas de supervivencia superiores al
80% a los 10 afios'?, similares a las de pacientes trasplantados por ERCT de

otra etiologia. La mayoria de injertos fracasan a causa de nefropatia cronica del

injerto (69%) y rechazo agudo (22%)"!.
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Glomerulonefritis por Ac anti-MBG

- Definiciéon

Se trata de una complicacion rara pero devastadora del SA. Se produce
por la formacion de Ac de tipo anti-MBG dirigidos contra las cadenas a(IV) de
la MBG del injerto renal, que actian como antigeno (Ag), lo que desencadena
una glomerulonefritis por Ac anti-MBG con fallo del injerto'**'%. En el 75%

de los casos la glomerulonefritis ocurre dentro del primer afio del trasplante'?!.

Se da en el 3-5% de los pacientes, pero el 80% de los rifiones afectados
se pierden y el riesgo de recurrencia en trasplantes sucesivos es muy alto'?*, se
destruye el primer injerto tras meses o afos, el segundo en semanas o meses y

el tercero o siguientes en dias o semanas'®.

Los varones con sordera e insuficiencia renal antes de los 30 afios tienen
mayor riesgo de desarrollar la enfermedad, mientras que los que presentan un
comienzo tardio de la misma y las mujeres tienen menos posibilidades de pre-

sentarla'??.

- Patogenia

La glomerulonefritis por Ac anti-MBG esta causada por una reaccion
mediada por alo-Ac frente a los dominios NC1 de las distintas subunidades de
la red de colageno a3-04-05(IV) presente en la MBG del injerto renal que, al
ser expuestos al sistema inmune del receptor, actian como Ag, ya que no exis-

ten en los rifiones nativos, por lo que no se ha establecido tolerancia inmune'.

La glomerulonefritis por Ac anti-MBG en los injertos renales sigue un
curso similar a la enfermedad por Ac anti-MBG autoinmune (SGP). Presentan
hallazgos patologicos (Ac IgG anti-MBG unidos a las asas capilares de forma
lineal) y presentaciones clinicas similares'?, pero se distinguen por el diferente

trasfondo genético en el que ocurren'?,
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Figura 20: Similitud molecular en la MBG de pacientes con SA y SGP. Los autoAc de pacientes
con SGP reaccionan contra la MBG de un rifion normal, pero no contra la de los pacientes con
SA. Los aloAc que se desarrollan en un paciente con SA tras un trasplante renal reaccionan con la

MBG de los rifiones normales, pero no con la de los rifiones con SA (extraida de Hudson BG").

Los auto-Ac del SGP van dirigidos contra los dominios NC1 de la cade-
na a3(IV), sin embargo, los alo-Ac de la glomerulonefritis por Ac anti-MBG
postrasplante del SA tienen como diana los determinantes expuestos de los do-
minios NC de las cadenas a3(IV), a4(IV) o a5(1V), dependiendo del defecto

genético subyacente!?!,
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Alport
Post-trasplante

Ac Ard - MGB

Figura 21: Los autoAg del SGP y los aloAc del SA se dirigen contra diferentes epitopos del
hexamero a3a4a5(IV)NCI. Los epitopos para los autoAc del SGP son inaccesibles hasta que se
produce una disociacion en el hexamero, que puede estar causada por estrés oxidativo. Resi-
den en el dominio a3(IV) NC1 y estan parcialmente secuestrados por los dominios adyacentes
ad4(1V) y a5(1V) NC1. En contraste, los epitopos para los aloAc del SA son accesibles dentro de
la superficie del hexamero, y residen en los dominios a3(IV), a4(IV) y a5(IV) NC1
(extraida de Hudson BG").

Los alo-Ac del SAAR y los auto-Ac del SGP se unen a distintos aloepito-
pos y autoepitopos dentro del dominio a3NC1'27128, Esta union esta influencia-
da por una compleja interrelacion entre la genética del huésped y el proceso por

el cual los epitopos NC1a3(IV) son presentados al sistema inmune.

En los casos de SALX se han identificado dos epitopos en la cadena
aSNC1 como aloantigenos implicados en la nefritis postrasplante, que se lo-
calizan en las regiones aSNC1 1-45 y 114-168 y estan formados por los resi-
duos: Asp-3, Thr-15, Ala-17, GIn-22, Leu-25, GIn-26, Glu-20, Val-116, His-
129, GIn-132, y Asp-135, la mayoria de los cuales se agrupan en dos estrechas
regiones de aSNC1: los residuos 15-29 y 125-139, que se han llamado EA y EB

por su homologia con las respectivas regiones de epitopos de a3NC1'%8, De la
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misma forma que los aloepitopos del SAAR, los del SALX estan dispuestos de
una forma accesible en el hexamero o3-04-a5SNC1'*. La accesibilidad de los
aloepitopos del SALX en contraste con la forma criptica de disposicion de los
autoepitopos, implica distintas formas moleculares del antigeno como inicia-
dores del proceso patogénico en la enfermedad por Ac anti-MBG aloinmune a

diferencia de la autoinmune.

- Clinica

La presentacion clinica mas comun es una glomerulonefritis rapidamen-
te progresiva con semilunas que, de forma abrupta y agresiva, lleva a la pérdida
del injerto'?. Esto es debido a la asociacion rapida y fuerte de los Ac anti-MBG
al dominio NC1a3(IV) y a la baja tasa de disociacion. El entorno glomerular
es un ambiente particularmente favorable para este proceso, ya que la concen-
tracion de auto-Ac aumenta a medida que se produce la filtracion a través del

capilar glomerular.

La rapida acumulacion de Ac depositados lleva al reclutamiento de me-
diadores inflamatorios, rasgo comtn de las enfermedades por Ac anti-MBG. La
presencia continuada de estos Ac depositados en el glomérulo perpetta la in-
flamacion a pesar de la retirada de los Ac circulantes, prevaleciendo los efectos

proinflamatorios y fibrogenéticos'*.

- Genética

Las deleciones genéticas que originan el SA estin mas cominmente aso-
ciadas con esta complicacion, ya que ocasionan la ausencia completa de la pro-
teina!®. Asi, el 54% de los pacientes que la presentan tienen deleciones en el
gen COL4AS, mientras que esta mutacion solo existe en el 16% de la poblacion

con SA.

Defectos menos graves como mutaciones puntuales producen una pro-
teina anormal pero no alteran la expresion de partes vitales de la cadena a5(1V)

en la MBG, por lo que esta puede ser incorporada a la misma, estableciendo
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asi mecanismos de tolerancia, por lo que la tasa de glomerulonefritis anti-MBG

sera mucho menor'?%.

- Inmunologia

La produccion de Ac anti-MBG y su deposito lineal en la MBG del in-
jerto tras el trasplante se da en la mayoria de pacientes con SA, pero raramente
generan enfermedad'?*. Esta falta de correlacion entre los Ac circulantes y el
desarrollo de glomerulonefritis postrasplante se explica por la naturaleza de la
mutacion genética subyacente, las diferencias en la especificidad de los Ac, en
la afinidad, el tipo de inmunosupresion usado y la variabilidad de la respuesta

inmune, genéticamente controlada'?'.

- Diagndstico

El diagnostico se realiza mediante biopsia renal. La identificacion de de-

197 En las

positos lineales de IgG mediante IF directa es el método mas sensible
biopsias renales es posible encontrar una respuesta inflamatoria que englobe
algunos tibulos, ya que el colageno a5(1V) estéd presente en los tiibulos distales
y colectores. La tubulitis es también un rasgo del rechazo agudo humoral, por
lo que, en ocasiones, es dificil distinguir entre las dos entidades. Asimismo, se
ha planteado que un rechazo agudo humoral podria desencadenar la glomerulo-
nefritis anti-MBG una vez que los tiibulos han sido dafiados y se han liberado
los alo-Ag de las membranas basales tubulares'®. Esto implica que estos Ac

deberian ser determinados cuando se dan episodios de rechazo agudo humoral

en pacientes con SA.

- Tratamiento

Esta enfermedad es particularmente resistente al tratamiento, a pesar de

lo cual es necesario instaurarlo.
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Los esfuerzos terapéuticos deben estar dirigidos a suprimir la produccion
de Ac, remover los circulantes y reducir la inflamacion en curso. Sin embargo,
no se puede actuar sobre los que ya estan unidos al glomérulo, que perpetian la

inflamacion y la fibrosis'®’.

Una pauta habitual es utilizar ciclofosfamida para reducir la produccion
de auto-Ac y suprimir la actividad de los linfocitos B y T, glucocorticoides con-
tra la inflamacion y plasmaféresis para remover los Ac circulantes y retrasar el

curso clinico de la enfermedad.

También estan indicados farmacos frente al complemento, anti-neutrofi-
los, Ac dirigidos contra los linfocitos T o contra la activacion de marcadores o
la adhesion de moléculas, pero estos farmacos son caros y es dificil mantener

los Ac en niveles terapéuticos'?.

El micofenolato mofetil, empleado como inmunosupresor para preve-
nir el rechazo agudo en los trasplantes renales, reduce la formacion de Ac an-

ti-MBG'*.

A pesar de las medidas instauradas, la insuficiencia renal irreversible es
lo mas frecuente, sobre todo cuando el tratamiento se instaura de forma tardia,

en pacientes con una TFG reducida.

Las perspectivas futuras de tratamiento van encaminadas a la induccion
de la tolerancia inmune a las cadenas de colageno IV antes del trasplante re-
nal'?®. Estas terapias podrian ser especialmente ttiles cuando hay una historia
previa de glomerulonefritis por Ac anti-MBG postrasplante, o en pacientes con

mayor riesgo de presentarla, como los portadores de deleciones largas.

Trasplan nante vi

La donacién de familiares a pacientes con SA representa un tema contro-
vertido, ya que casi el 1% de la poblacion general es portadora de mutaciones
heterocigotas de la enfermedad autosomica, y tanto ellos como las mujeres he-

terocigotas con mutaciones en el cromosoma X tienen un 5-20% de posibilida-
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des de progresar hasta la insuficiencia renal. Asimismo, se desconoce el riesgo

de desarrollar ERC en donantes con SA después de una nefrectomia®.

La escasez de organos disponibles para trasplante hace que la donacion
de portadores heterocigotos asintomaticos se plantee como una opcidn razona-
ble, pero se requiere una evaluacion exhaustiva de los mismos antes de llevar
a cabo el trasplante. Una actitud recomendable es excluir como donantes a los
heterocigotos sintomaticos menores de 45 afios, asi como considerar como lti-

ma opcion a los heterocigotos mayores de 45 afios con hematuria aislada.

Los donantes portadores del SA tienen mayor riesgo de HTA de novo y/o
microalbuminuria comparado con otros donantes vivos emparentados incluso
en ausencia de hallazgos patoldgicos en la biopsia renal, por eso es conveniente
instaurar estrategias nefroprotectoras en ellos tras la donacion. Estas medidas

incluyen la inhibicion temprana del SRAAY.

Nuevas perspectivas de tratamiento
* TRASPLANTE DE MEDULA OsEA (TMO)

Las terapias celulares estan encaminadas a reparar el tejido dafiado al
producir la proteina ausente, a través de un proceso denominado transdiferen-
ciacion. Este consiste en la integracion de las células implantadas en la médula
osea en el tejido renal para secretar marcadores especificos, una vez que el
tejido danado por la inflamacion libera citoquinas que atraen a las células in-

fundidas'°.

En modelos murinos con mutaciones en el gen COL4A3 se ha estudiado
la potencial mejoria de la arquitectura y funcion renal mediante la generacion
de moléculas mas estables de colageno, debido a que las células circulantes
derivadas de la médula d6sea son reclutadas en los glomérulos alterados, donde
pueden cruzar la MBG, convertirse en podocitos y células mesangiales, secre-
tar las cadenas de colageno ausentes, reparar los defectos estructurales y en-

lentecer o revertir la progresion de la enfermedad'®'. De esta forma, los ratones
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muestran una significativa mejoria en la arquitectura de la MBG asociada a la
expresion de novo de la cadena a3(IV), que se ensambla en protémeros a3-a4-
a5(IV) y forma una triple hélice viable!*2. Algunos estudios no han demostrado
que se pueda producir la cadena a3(IV) ausente, pero concluyen que la funcion
renal mejora porque se produce un protomero alternativo a5-a6-a5(1V), que

rescata el fenotipo Alport'*.

Se ha comprobado también que las células madre mesenquimales de la
médula ésea pueden aportar un efecto beneficioso sin diferenciarse en células
glomerulares o tubulares, ya que secretan factores de crecimiento que pueden,
parcialmente, restaurar la morfologia y funcion renales. Las células de sangre
periférica son capaces de comportarse de la misma forma, produciendo e in-

corporando la cadena de colageno IV deficitaria'®

, sin embargo, el riesgo de
formacion de teratomas en ratones tratados con células diferenciadas desacon-

seja su uso.

La radiacion puede modular la expresion de los genes del colageno 1V,
y asi alterar la progresion del dafio renal al disminuir la infiltracién inmune, ya
que la ablacion de linfocitos mejora la fibrosis intersticial renal y disminuye los

infiltrados intersticiales'*.

El uso de radiacion antes del TMO puede inducir nefropatia a largo pla-
70, lo que puede obstaculizar su uso en pacientes'*’, pero sin ese preacondicio-
namiento las células sanguineas son incapaces de injertarse en la médula 6sea

de forma permanente, lo que genera la pérdida de los efectos terapéuticos.

Esta interesante observacion se suma al debate sobre si las células madre
son de alguna utilidad terapéutica en el tratamiento de la afectacion renal en el
SA32, Al ser procedimientos agresivos que pueden comprometer la vida, nece-
sitaran la demostracion de que son superiores a terapias farmacologicas menos

peligrosas.
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* OTRAS TERAPIAS

El conocimiento cada vez mayor de la fisiopatologia de la alteracion de
la MBG lleva al desarrollo de diferentes terapias para enlentecer la progresion

de la enfermedad o corregir el defecto genético subyacente:

- Uso profilactico de inhibidores especificos de la proteasa, bloqueo de
la activacion de células T, inmunomodulacion con interleucinas (IL) IL-4 e IL-
10 o inhibicion de la migracion de macréfagos™, en un intento de disminuir la

inflamacion.

- Bloqueo de la via del TGFPI para prevenir el engrosamiento de la
MBG"!*, El inhibidor de la HMG-CoA-reductasa, cervistatin, reduce significa-
tivamente la acumulacion de matriz, la expresion de TGFB1 y factor de creci-
miento de tejido conectivo, mejora la funcion renal y aumenta la vida media en

modelos murinos'?>.

- Bloqueo simultaneo de las metaloproteinasas MMP2, MMP3 y MMP9
antes de la aparicion de la proteinuria y el fracaso renal para enlentecer la pro-

gresion de la nefropatia.

- Inhibiciéon de MMP12 o del receptor CCR2 para atenuar el engrosa-
miento de la MBG, ya que se ha comprobado un incremento de la expresion de
esta metaloproteinasa en podocitos humanos, caninos y murinos, probablemen-

te ligado a la activacion de dicho receptor.

- Bloqueo de la integrina al, que tiene efectos similares al bloqueo del
TGFB1 en modelos murinos. El desarrollo de terapias que combinen ambas
drogas en humanos es poco probable por el elevado riesgo de efectos secunda-
rios*’.

- Terapia de reemplazo genético con vectores adenoviricos para propor-
cionar una correcta version del gen del colageno IV defectuoso, como alter-
nativa al TMO. Esta estrategia ha sido efectiva en varios modelos animales,

pero todavia no se ha conseguido una elevada eficiencia en la transduccion de
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los podocitos glomerulares. Ademas, comporta un elevado riesgo de efectos
secundarios, ya que la introduccion de los genes responsables de la enfermedad
a veces causa la activacion de linfocitos B o T alorreactivos y la produccion de

Ac contra la proteina transgénica'*®.

9.2. HEMATURIA FAMILIAR BENIGNA

Los pacientes con HBF e insuficiencia renal progresiva necesitaran un
trasplante renal. Este tiene un prondstico comparable al resto de la poblacion
trasplantada, que depende de la naturaleza de las lesiones en los rifiones nativos
mas que de la presencia de HFB. En el 5% de los pacientes con HFB coexisten
otras enfermedades glomerulares, como glomerulonefritis membranosa, ne-
fropatia mesangial IgA, glomerulonefritis mesangiocapilar, lupus eritematoso
sistémico o diabetes, que pueden recurrir tras el trasplante. Sin embargo, los
defectos genéticos propios de la EMBD estan ausentes en el injerto, por lo que

no influyen en su resultado.

Un tema controvertido es la aceptacion de individuos con este trastorno
como donantes de rifion. La idea mas aceptada es que si ademas tienen factores
de riesgo de enfermedad progresiva, como proteinuria, HTA o insuficiencia
renal establecida deberian ser rechazados, ya que los riesgos a largo plazo de
estos riflones son desconocidos. Muchos centros trasplantadores contemplan a
los individuos con HFB como potenciales donantes marginales, cuyos rifilones
pueden utilizarse solo si no hay otros factores de mal prondstico. Otros centros

los excluyen, aunque cada caso debe ser evaluado en su contexto'?!.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA'Y OBJETIVOS

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El SAAR vy la nefropatia del colageno IV (a3-04) representan aproxi-
madamente el 20% de los casos de SA!. Estas enfermedades se caracterizan
por presentar un modo de herencia heterogéneo, que condiciona la variabilidad
clinica. Asi, en las formas recesivas suele observarse un fenotipo grave, mien-
tras que en las dominantes el curso clinico es mas indolente. Sin embargo, la
elevada variabilidad fenotipica intrafamiliar hace que no puedan establecerse
correlaciones genotipo-fenotipo?, por lo que la influencia que el modo de he-
rencia ejerce en la presentacion clinica no estd muy clara. Su escasa prevalencia
puede ser debida, en parte, a que esta infradiagnosticada en los casos en que el
fenotipo es leve. Sin embargo, merecen una especial atencion, puesto que, en
determinados pacientes, la afectacion renal conduce a ERCT, con graves con-

secuencias para el paciente y su familia.

El diagndstico esta basado en la clinica, la historia familiar y las altera-
ciones anatomopatologicas, pero el descubrimiento de las bases moleculares
ha hecho del diagnostico genético la herramienta mas exacta. No obstante, este
método no esta exento de problemas, como la elevada heterogeneidad genéti-
ca, el gran tamafio de los genes implicados y el hecho de que sea un método
caro y laborioso. Aun asi, podria ser utilizado como arma complementaria en
determinados casos: diagnostico precoz en individuos con antecedentes fami-
liares, diagnoéstico de confirmacién en pacientes con clinica compatible y sin
antecedentes familiares claros, consejo genético y para confirmar o descartar a

posibles donantes de rifion.

Aunque el diagndstico precoz no puede predecir el momento de debut ni
el curso clinico de la enfermedad, si podria tener un cierto papel en el pronos-
tico, al facilitar un seguimiento mas estricto del paciente y un mejor control de

los factores de riesgo de progresion®®s!,
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2. OBJETIVOS

En nuestro trabajo nos hemos propuesto analizar la poblacion diagnosti-
cada de SAAR y nefropatia del coldgeno IV (a3-a4) en el Hospital Universita-

rio de Salamanca.
Para ello nuestros objetivos han sido:

1. Analizar los aspectos clinicos de los pacientes con SAAR y nefropatia
del colageno IV (a3-a4) seguidos en el Servicio de Nefrologia del Hospital
Universitario de Salamanca, durante el periodo 2000-2011, y compararlos con
otras series publicadas, para determinar si nuestra poblacion tiene un curso cli-

nico similar a estas.

2. Identificar los individuos de riesgo afectados, realizando un diagnosti-

co precoz en aquellos sin manifestaciones clinicas.

3. Buscar la presencia de mutaciones en los genes COL4A3 y COL4A4
y compararlas con las descritas en la literatura, para intentar realizar correlacio-

nes genotipo-fenotipo.

4. Comprobar la importancia del diagndstico genético como herramienta

para el diagnostico de estas entidades.
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1. GENERALIDADES

El estudio se llevo a cabo en la Unidad de Medicina Molecular del De-
partamento de Medicina de la Universidad de Salamanca y en el Servicio de
Nefrologia del Hospital Universitario de Salamanca.

Se estudiaron 8 familias no emparentadas. En 7 de ellas se tom6 como
paciente indice aquel que cumplia criterios clinicos de SA de herencia autoso-
mica, tanto dominante como recesiva. La familia restante presentaba clinica
compatible con HFB, se tomo6 como paciente indice a la paciente que consultd
por hematuria.

A los probandos se les extrajo una muestra de sangre periférica para ob-
tener ADN y determinar la existencia de mutaciones patogénicas en los genes
COL4A3 y COL4AA4.

Estos pacientes habian precisado atencion médica en el Servicio de Ne-
frologia del Hospital Universitario de Salamanca, en la consulta general, de
enfermedad renal cronica avanzada y de trasplante renal, en las unidades de he-
modialisis y dialisis peritoneal y seguimiento a través de interconsultas durante
el periodo 2000-2011. En las familias en las que se demostrd la existencia de
una mutacion patogénica en el gen COL4A3 o COL4A4 se extrajeron muestras
de los familiares vivos.

Los enfermos fueron debidamente informados de la naturaleza y objeti-
vos del estudio y todos dieron su autorizacion para la extraccion de una muestra
de sangre para la realizacion del estudio genético, siguiendo las normas legales
para Estudios Clinicos en Espaia y las del Comité de Etica del Hospital Uni-

versitario de Salamanca.

2. SEGUIMIENTO CLINICO

Se analizaron los parametros clinicos y demograficos de las 8 familias
incluidas en el estudio, diagnosticadas de SAAR, SAAD y HFB, obtenidos
mediante la revision de las historias clinicas del Hospital Universitario de Sa-

lamanca.
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El diagnostico de SA se establecio cuando se cumplian al menos dos de

los siguientes criterios:

* Historia familiar positiva de hematuria macro o microscépica con o sin

progresion a ERCT
e Sordera neurosensorial progresiva para tonos altos
* Manifestaciones oculares caracteristicas del SA

* Alteraciones anatomopatoldgicas compatibles

Los parametros estudiados se reflejan en la siguiente tabla:

Tabla 1: Relacion de las variables clinicas y técnicas diagnosticas utilizadas
que fueron analizadas

Sexo Modo de herencia
Consanguinidad Historia familiar

ERC/ERCT HTA

Hematuria Proteinuria

Hipoacusia neurosensorial Afectacion ocular
Audiometria Biopsia renal / Estudio al ME
Diagnostico clinico positivo Diagnostico genético positivo

Ademas de la presencia de los distintos sintomas, fueron analizados el
grado, la edad de aparicion de los mismos y si estaban o no presentes en el mo-

mento del diagnostico clinico de la enfermedad.
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3. ESTUDIO GENETICO
3.1. OBTENCION DE MUESTRAS DE ADN

El ADN genomico de alto peso molecular se extrajo a partir la obtencion
de 10 ml de sangre periférica mediante venopuncion antecubital y se conserva-
ron a 4°C hasta su procesamiento.

Las muestras de sangre periférica fueron centrifugadas y resuspendidas
para aislar la interfase de células leucocitarias, las cuales se resuspendieron
posteriormente en tampon Fornace (0.25M sacarosa; SOmMTris-HCI pH 7.5;
25mM KCl; 5SmM MgCl2); EDTA 0.5 pHS8, que es un quelante de iones diva-
lentes necesario para la inactivacion de las nucleasas; proteinasa K 20 mg/L,
que degrada las proteinas y SDS (dodecil sulfato sodico) al 10%, que provoca
la lisis de las membranas celulares. Esta mezcla se incubd a 55° C durante 16
horas. Tras este procedimiento se procedié a purificar el ADN tratandolo con
una mezcla de fenol tamponado y CIAA (cloroformo: alcohol isoamilico 24:1).
Asi se consigui6 que el ADN permaneciera en la fase acuosa, de la que se eli-
minaron otros residuos mezclandola con CIAA y centrifugando para separar las
dos fases: la que contiene el ADN y la que contiene los detritos celulares. Tras
esto se afiadid etanol absoluto a la fase acuosa para provocar la precipitacion
del ADN, que fue recuperado, lavado con etanol al 70% vy, finalmente, resus-
pendido en ddH20.

La concentracion y el grado de contaminacion proteico del ADN fueron
calculados tras medir su absorbancia a 260 y 280 nm respectivamente en el
espectrofotometro automatico de ADN / ARN (GeneQuant, Pharmacia), apli-

cando la siguiente formula:

pg de ADN /mL = (DO 260) x (factor de dilucion) x 50

50 es un factor de correccion introducido, ya que la unidad de densidad
optica con una luz incidente de 260 nm es un valor de absorbancia que tienen

50 ug de ADN/mL.
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El cociente DO260 / DO280 se utiliza para determinar el grado de con-
taminacion proteica, considerando como valores adecuados un cociente entre
1.65y 2. Valores inferiores a los sefialados indican contaminacion por proteinas
o solventes organicos, realizandose en estos casos una nueva purificacion del
ADN. Valores superiores indican un exceso de ARN, que se elimina tratando la
solucion de ADN con ARNasa y purificando de nuevo, segun el método descri-
to anteriormente (Sambrook et al., 1989).

La muestra de ADN obtenida, con una concentracion aproximada entre
1000 y 1500 pug/mL, se almaceno en tubos Eppendorf® a —20° C, con el fin de
evitar tanto la degradacion progresiva del ADN como la posible contaminacion

bacteriana.

3.2. AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN MEDIANTE PCR

Las muestras de ADN fueron amplificadas mediante PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa).

La amplificacion se realizo con el producto comercial Master Mix (Pro-
mega). Enun volumen de 25 pL: 12.5 uLL de Master Mix (ADN Taq polimerasa;
dATP, dGTP, dCTP, dTTP; MgCl2); 9.5 uL de agua libre de nucleasas; 2 puL de
cada oligonucleotido cebador (sentido y anti-sentido) y 1 uLL de ADN obtenido
por el método anteriormente descrito (concentracion = 0,1-0,2pug/mL).

Para asegurar la ausencia de contaminacion y la especificidad de las re-
acciones, para cada muestra se utilizo una reaccién a modo de control negativo,
que contenia todos los reactivos citados excepto el ADN molde.

Como control negativo se utilizé un tubo de reaccion con todos los com-
ponentes excepto el ADN molde.

Todas las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador
automatico y la manipulaciéon post-PCR se llevo a cabo en un laboratorio dis-
tinto del utilizado para realizar la extraccion del ADN.

Para amplificar los diferentes exones de los dos genes estudiados, parti-

mos de un programa estandar de PCR, adaptando las condiciones a cada exon.
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Tabla 2: Condiciones del programa estandar de PCR

Desnaturalizaciéon 95°C 5 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
Anillamiento Adaptados a cada exon
Extension 72°C 30 segundos

Extension final 72°C 10 minutos 1

Las condiciones especificas de amplificacion del gen COL4A3 se deta-

llan en la siguiente tabla:

Tabla 3: Condiciones de amplificacion de los exones del gen COL4A3

T* A. & Temperatura de anillamiento
TPO A. - Tiempo de anillamiento
CIC. > Ciclos

TAM. - Tamafio

1F CGGACTCGCCCAGGCTCTGA

67°C 30 segundos 35 176 pb
1R GACGCGTGGAGGAGGGATG
2F AACAAAACCCTTTCTCTT .

49°C 1 minuto 40 113 pb
2R AAGCAGTATTAGGGTTTGTT
3F TGTGTGTTTCTCACCTCGT

49°C 1 minuto 40 151 pb
3R GATTTCCAAGCTTGCAG
4F TTTCTTTTTTCACTTGAATCT .

49°C 1 minuto 40 99 pb
4R ACGATCAGGGTGGACTG
5F CCCCCTCCTTTTTCCTATGT

49°C 1 minuto 40 102 pb
5R TTTCTAGCTACGGATTTTTC
6F CCTCATTGAGACTTGTTCT .

49°C 1 minuto 40 106 pb
6R TCATCTTCTGTGTGAAAAGT
7F AATAATAAGAAACTTTGTATT

49°C 1 minuto 40 106 pb
7R GGGAATTAGGCATGCAAA
8F GTTGTTCATAGGTTGCTTTT .

49°C 1 minuto 40 83 pb
S8R TCAGTGACAGCATTCCAC
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9F GATGTTTGATGAACTTCTTC
IR ATAGGGACCTTCTCTGAA
10F TACTCTTATTCTTCTCTCAA
10R CTGTAGCAAGAATGACT

11F GTGATTTTCATTTGTGGATT
11R AGCTGTTACATCATATGAACT
12F AATAATTTGGTTTTGTGTT
12R CCTGCTAATAAAACATAGTA
13F ACTCCTGAGTGTTTTTGT
13R TAATCATAAAATCGCAGA

14F TTGTAACAATGTTGAACTGT
14R ATGGGGACAATATAACTTTA
15F ATAAAATTTGACATGGCTCT
1SR GACTAATCAAAACTGCACAT
16F TCATGCCTGAGGTCAAGAGGG
16R GAATGTGCTCAGATGATCTCT
17F GACCCATTTCTTTTTGTTCT
17R AAAATAGGCTATTAGGGAGA
18F CACAATTTGTAAATGTCTT
18R GATATTGTCTTTAATCACAC
19F TCTGTATTTGTTTCTTTCTC
19R AAATGCTTTAGGAAGAAAT
20F TTATATCTTTCTAAGCCATT
20R CCTTTGTAATAGCATTTCTA
21F TCTCCATTGTGCAATTTTTA
21R CTAAGCTGTGAGGAGGGTTT
22F ATTGTCTTTGGTGCTGTAT
22R GGCTTATCCTAATACAACAT
23F AAGTAATGCTAGTATGCTCTC
23R TGTGCTTGCAAAAACACT
24F TTGGCGTTCAATGAGGAGTT
24R GGTATCTATTAAGTGCCTACG
25F ACAGATTCATTTGTGTACTA
25R GAGGGTAAAGTTGCTAAATA
26F ATTCAAACACATTCCTGT
26R GGACTGGAAAGAAAACTAA
27F ATCTTATGACCACAAATTTC
27R CAGATTTGGCAGAGGATA

49°C 1 minuto 40 134 pb

49°C 1 minuto 40 117 pb

49°C 1 minuto 40 93 pb

49°C 1 minuto 40 100 pb

49°C 30 segundos 35 125 pb

49°C 30 segundos 35 124 pb

49°C 30 segundos 35 133 pb

58°C 30 segundos 40 116 pb

49°C 30 segundos 35 110 pb

49°C 30 segundos 35 94 pb

49°C 30 segundos 35 141 pb

45°C 30 segundos 40 125 pb

49°C 30 segundos 40 367 pb

49°C 30 segundos 40 156 pb

49°C 30 segundos 40 162 pb

58°C 30 segundos 40 121 pb

49°C 30 segundos 40 234 pb

49°C 30 segundos 40 219 pb

49°C 30 segundos 40 142 pb
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28F GACACAGAGAACTTAGAC

50°C 30 segundos 40 182 pb
28R TATACATATGAACATCTTCT
29F CTAATCCTACAACAATGTTT

49°C 30 segundos 40 164 pb
29R TTCTGTGATAGCTTGAATTT
30F ATAGTAATAACACAATTTCT

49°C 30 segundos 40 209 pb
30R GACAAAAGTAATGACACT
31F CCTGGGTATATACTTGTGCT
31R ATGTCTCCTGCCCTTCTGG 57°C 30 segundos 40 191 pb
* %k
32F GGAAAGCATTTGTGGGTTA

49°C 30 segundos 40 276 pb
32R ACAGAGCCACCTTAAGAAGA
33F TGCTTTGTGTTAATTTGTTT

49°C 30 segundos 40 152 pb
33R TCCTGCTATTTAGAAAGACA
34F AAGGACCTGATGTTGTTACT

49°C 30 segundos 40 152 pb
34R TCTGATGTCCTGATTCCA
35F TTCTTGTTAATACCTGGTTT

47°C 30 segundos 40 160 pb
35R TGATATTTTTCTATTTGAGA
36F CAGGGCAATAACTACTTA

49°C 30 segundos 40 146 pb
36R GCTCATAACAGGACCTTA
37F TACTCTATGTTTTCCCCCTA

49°C 30 segundos 40 106 pb
37R TCCACCACTAAAATGTAAAT
38F TATGAGAATTTTAAAGGTAT

49°C 30 segundos 40 195 pb
38R TCCAGCTTTTAGAATTGTAA
39F GGTGATCTTTTTTCTTCCTT

49°C 30 segundos 40 160 pb
39R CCCACATGAAAAGGAAAAAG
40F TTTCAGGTCTTCCAGGATTTC

58°C  30segundos 40 159 pb
40R TGAGAAAAGTTTAGTACACAC
41F CAATTATTAACATGCCAAGA

49°C 30 segundos 40 112 pb
41R TACATTAGGACAGGGAAGAA
42F AAAGAAACTTATTAAGCCTT 49°C 30 segundos 40 253 pb
42R TTGTTATTTTATGCTGTTTA
43F ATACTGACAGACTTTTCAT

49°C 30 segundos 40 191 pb
43R TAATAATGAGTCAAAATAAT
44F AAGTGGCCAGAGGAGTTATA

58°C 30 segundos 40 135 pb
44R GGAGCCTTCCTACTTCACTCG
45F GGAAACCCATTGATCTAAGT

49°C 30 segundos 40 164 pb
45R ACCTTTCTTCATTGACAGCA
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46F TGAGGCCATCATCTTCTTCT

49°C 30 segundos 40 199 pb
46R TCCTAGTGATCCAAGTCAAT
47F CCACCTTACTTTTCATCCTAT

49°C 30 segundos 40 190 pb
47R ACTTCTTCGGTGAGGAAAC
48F CTTTGAAAAAACGAGTTTAAG

49°C 30 segundos 40 325 pb
48R TTACAATCTGCATGTGGAA
49F CTAGTAACGATGCTGAAAATAAC

49°C 30 segundos 40 284 pb
49R TCACTTGGTCCCATTGTAA
50F TTCCCTTGTAATGGAATGAAA

49°C 30 segundos 40 270 pb
S0R CACATTTTACCCAGCACAAT
51F AACCCCAATGGACAGAGTGTT

49°C 30 segundos 40 272 pb
51R TGAATAGTTCTGCAATTGAGT
52F CAGCAAAAATTCCCTTTTATG

49°C 30 segundos 40 190 pb
52R TGTTCTTTAGGATGAAAAAT

*0,5 uL MgCL. ** 0,3uL DMSO

Todos los exones del gen COL4A4 se amplificaron siguiendo el progra-

ma estandar, con unas condiciones de anillamiento de 35 ciclos y 30 segundos,

por lo que solo se vari6 la temperatura de anillamiento de cada uno de los exo-

nes, como se detalla a continuacion:

Tabla 4: Condiciones de amplificacion del gen COL4A4

2F TCTGGAAGAGAAGACTGGCA s 1520
2R AAGCAGGCAATCACACTGA P
3F TGTTTAAATTAATCTGCGTT

52°C 105 pb
3R GCAACCAGAGCTAGTG
4F CGATGAGTACTGGTATACTA

55°C 152 pb
4R ATGCTGCCCATGTTGGTCTT
S5F ACCCCCATTTCTTTTTAATC

55°C 208 pb
SR GGTGAGTCTTTCATGTGAAT
6F TCTCTTTGTTTTATTTTCTG

50°C 127 pb
6R GATGAGTACTTCTGCCTTTT
TF TTTCGCAAAAATGCTTCACT

55°C 211 pb
7R CCACAGGGCCTGTTCACTTA

98




PACIENTES Y METODOS

8F TACTGAAATGGTAATACGCT

55°C 184 pb
SR CATGGGCTTACCTATTTGGA
9F TGTGTGGACTTAAAGCGATG

51°C 96 pb
9R TAGAGCCTGCTCAGGAGACT
10F TTGGGTAACAGATGCACTGA

55°C 129 pb
10R AAGGGATCACATCAGCAGTG
11F TTGTGTTTTTTTCTCCCTTG

49°C 110 pb
1R TTTCATTGTTCAGGGCTCTA
12F AGCCAGAAGTCTTAATTGCT

55°C 156 pb
12R TCACCATTTGCTCCTCAGAG
13F GGGTGGAAACCTTCAAAACA

55°C 179 pb
13R TACTTTCCAAGGTGACATAT
14F GGAGATGGAATTCAGTATGT
14R AAAGACCATGAGAAATAACA 55°C 198 pb
%%
15F CCCCTCTAAATGTTGTCATC

57°C 180 pb
15R TTTGAGCTTGTGGGACTACT
16F AATGATGCACTGAGCTGGTT

57°C 201 pb
16R GCACGCAACAGTACAACTTC
17F ATTTGTCACCCCGTCACTTT

57°C 200 pb
17R GAATGATTCCTGGCAATACT
18F CCAGGCAACATGAGTAAAAT
18R TGGAGGAACTGAATAGGAAC 55°C 155 pb
%%
19F TGCACATACCATTTGTTTAT
19R CCAGGGCACATCAGGGCATC 55°C 175 pb
%%
20F TTCTTCTACAGAGACGTTT

50°C 259 pb
20R TGCTAATGGATATGAATAAG
21F TATAGAAGACAGTCAGAAAA

50°C 181 pb
21R TAGAAATTCTACCTTTGGTG
22F AAATATGACAAATCTGCCAT
2R GGAAAGATGACTGGTAAGAG 55°C 227 pb
£33
23F TGATCCATCACAATTAACCT

51°C 149 pb
23R CAGGGAGTTAAGTGATTGAT
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24F ACTTTACCCTCTGCTGATAA
24R GGGAAATAGTTGTTTGTATG 55°C 227 pb
%k
25F GACATTCAGTGGTTGGTAAT
25R TAAACACTTGTACCCCAAAG 55°C 281 pb
£33
26F TCAGTTATGTGAATGCCGCT

51°C 146 pb
26R TGGGAAGTATATAAGACAGT
27F TGAGTCTGTGTTTTGTTTTT
27R AAAAAAAAAAACCTCAC 47°C 161 pb
£33
28F ATTGGTTCTATACTTGCACA
28R TCTATGCACCAAAAGGACAG 55°C 309 pb
£33
29F TGGGCCATCTGTATAGTTTT

52°C 269 pb
29R TAATAGTAAGTAGGGTAAGC
30F GCCTTCACACACTGTGGTCA
30R ATGGGAGGACATCATGGAAA 55°C 240 pb
* %%
31F TCCTAAAACTTTATGCTCTC

50°C 221 pb
31IR TCAAATACCAGAAACAAATG
32F CCTGTTCATTTTGTTCTTGC

52°C 187 pb
32R TGTCAACTTATTTGATATGG
33F TTTCAGCAGAGACCTGTAAC

52°C 271 pb
33R AAGAACAGAAAGGTTTTATT
34F GTTGTGCATGTGCCATTTGT

55°C 154 pb
34R GATGGCTTCTGTATCTCC
35F TGAGACCAAATTAAATTGTC

55°C 211 pb
35R TCATTGCCAGCTAGAAGTAA
36F CAAACGGCAACTCTGATGTT

52°C 183 pb
36R AGTGCTCAGGAAGTCTCCAG
37F TATCTGGCCATCTGCAAAAC

55°C 173 pb
37R TTGTGGGATGGGCTTCATTT
38F GCGTTTGTGGCTAGAGTGAG

55°C 189 pb
38R GAACCATGGACTGAAGCTCAG
39F AGGCACTATAACAGGGACAAA

54°C 420 pb
39R CATCCTTTGTCATGATTCTCTC
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40F ACCTTCCAAATGCAATGAGG e b
40R CATCCTTTGTCATGATTCTCTC P
41F TTTTTGTCTCTTCTCTGTGG
41R AGTTATTCACATATTACTTA 42°C 218 pb
*
42F GCCCTCATTTTTATGTTTTG

52°C 189 pb
42R GTTGGAAGCTCACCTGGAAG
43F GACTGGCCTCGTTTG

49°C 178 pb
43R TTAATATCCTTACAGCACCC
44F ATTACACAAGCGGTGATTCC

54°C 213 pb
44R AGAATTTCATTTCAGCAATA
45F CACCAGCATCATAAACTT

49°C 186 pb
45R AGGTTTACAGTGTCAGAGAA
46F AGTGCCAGAACAGAGGTGCT

55°C 297 pb
46R GGAGATGGGCGATCCTGTA
47F ACACCAGCTGTCTCTTCTTC

55°C 353 pb
47R TGAATGAGCCAGGGTTT
48F GTGTGTGTCTGAGCCCTAAT

55°C 323 pb
48R TGGTGAATTTCGCATTCT

*0,5 uL MgCL, ** 0,3uL DMSO

3.3. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Los fragmentos de DNA amplificados mediante PCR fueron separados
de acuerdo a su tamaifio mediante la electroforesis en geles horizontales de aga-
rosa al 2% (Gibco-BRL) preparados con el tampon TBE (Tris 0.044 M, acido
borico 0.044 M, EDTA 1.0mM pH=8.3).

El primer pocillo del gel fue reservado para separar en paralelo con
las muestras un marcador de tamafio correspondiente al ADN del fago ®X-
174 cortado con la endonucleasa Haelll. Este marcador genera fragmentos de
1.353,1.078, 0.872, 0.603, 0.310, 0.281, 0.271, 0.234, 0.194, 0.118 y 0.072 Kb.

La electroforesis fue realizada con una diferencia de potencial constante

de 120 voltios durante 30 minutos.
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Para monitorizar la migracion del ADN en el gel se utilizaron dos colo-
rantes que se incluyeron en el tampon de carga: xyleno cianol, que migra con
los fragmentos de 5 Kb en un gel de agarosa al 0.8% y el azul de bromofenol,
que migra con los fragmentos de 0.5 Kb.

Los fragmentos amplificados fueron posteriormente visualizados en el
gel de agarosa mediante Sybr Safe® (0,5 ul/mL), que se intercala entre las
bases nitrogenadas del ADN y emite fluorescencia con la exposicion a la luz
UV (254 nm).

Las imagenes se almacenaron mediante una camara fotografica digital
(Kodak DC40) y el programa informatico de tratamiento de imagenes Kodak
Digital Science 1D.

Figura 22: Amplificacion de fragmentos de PCR de los distintos exones en gel de agarosa.

Tras la amplificacion de los fragmentos, estos fueron analizados median-
te la técnica de CSGE-Heteroduplex para determinar la existencia de mutacio-

nes en las regiones exonicas.

3.4. ANALISIS DE MUTACIONES MEDIANTE ELECTROFORESIS
EN GELES SENSIBLES A LA CONFORMACION (CSGE)-HETERO-
DUPLEX

Previamente a la realizacion del analisis, los fragmentos amplificados
fueron desnaturalizados a 95°C durante 15 minutos, renaturalizandose poste-

riormente y de forma gradual durante una hora, hasta alcanzar una temperatura
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final de 35°C. De esta manera se permite la formacion de heteroduplex (aparea-
miento entre cadenas con distintas secuencias) en individuos heterocigotos. En
estos casos los homodiplex y heteroduplex migran de forma diferente en los

geles de MDE + Acrilamida.

Al Al

ol Mutaco Heternalpiax Homodipiay
e

AT & A C e T AT Y

Figura 23: Representacion esquematica de la formacion de heteroduplex y homodiiplex

en un paciente heterocigoto.

Estos geles fueron preparados con agua destilada 7.705mL, formami-
da 99% 5.98mL, etilenglicol 99% 4.025mL, TBE 5X 4.8mL, MDE TM 2X
20.125mL, TEMED (N, N, N, N’ Tetrametilendiamina) 36.8 uL, AMPS 25%
138 uL, y en ellos se cargo la mezcla de 2 uL del producto de PCR y 1 uL del
tampon Triple Dye (FMC Bioproducts). La electroforesis se realiz6 a 170 vol-
tios durante 18 horas. Tras ese periodo los geles fueron sometidos a una tincion
de plata con el kit comercial DNA Silver Staining Kit de Amershan Pharmacia,

con un volumen de 250 mL, siguiendo las instrucciones del comerciante.

Figura 24: Patron de migracion alterado en el exon 45 del gen COL4A4 del paciente 23454,

que indica la presencia de una mutacion en heterocigosis a ese nivel.
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3.5. SECUENCIACION DEL ADN

Los productos de PCR en los que se detectaron patrones de migracion
anomalos en el gel de acrilamida fueron secuenciados en el analizador genético
ABI 3100 en el Servicio Central de Secuenciacion de la Universidad de Sala-
manca.

Los cebadores utilizados para la amplificacion del ADN no permitian
la visualizacion completa de los exones, por lo que fue necesario disefiar unos
nuevos cebadores para solventar este problema.

Todos los exones del gen COL4A3 se amplificaron con los nuevos ceba-
dores siguiendo las condiciones estandar del programa de PCR anteriormente
descritas, con unas condiciones de anillamiento de 40 ciclos y 30 segundos. Las

condiciones especificas de cada exon se detallan en la siguiente tabla:

Tabla 5: Condiciones especificas de amplificacion de los nuevos oligonucledtidos
del gen COL4A43

1F GACCGAGCCCTACAAAACC
IR CTCAGCCTCGCCACTAGC 62°C 358 pb
*k
2F GTCACCTGGCTCCTAACAGATAGT

57°C 297 pb
2R GGGAAATGGAACAACATACTGC
3F TGCAAAGAGTCACCATGAAGT

57°C 296 pb
3R GATGTGGAATTCTCTCCAGGTT
4F AGCTTGGCATGTGACTGAGACT

55°C 300 pb
4R ACCACTCCTTTGACATCTACCA
5F GCTATTCCCAGTTATAGTGGAGGA

55°C 374 pb
SR  ATCCTGTCCTGCTTGTATTTCAGG
6F GATAAGTCTTCATATCAGTCAGCCTGT ssoc o
6R  CCTAAAGGAATGTTTTCAAGGGAAG P
7F CATGACCCAGTAGCCATAAGGAAT

57°C 307 pb
7R CTACCCCAGACTTCCCTAAAGTCAT
8F GAGAGGATACACAATAGCAGAGAGG ssoc -
8R  CTGAATGATTAAGGTCTGGATTATG P
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9F CTCTGAGTACATAACTTGAAAAGCA sgoc 2870
9R GAAAAGAGAGACGAAGTAAAGAGAGG P
10-11IF  GAGGTGTTATGCTCTTCTGATTTTA e 439 9
10-11IR  CTAACAGTGACCCACATGAAGAAG P
12-13F  ATTGGAACTTTGATGGGTTTAG
12-13R  TAATCATAAAATCGCAGA 54°C 443 pb
*
14F GTTAACACGAGGCACATTCATAGTT ssoc 380
14R  ATAGCTGCTCTGCCTGTGGAGTA P
15F TTCTCTCTTAGATGGCTCAGCACT

57°C 290 pb
15R  GAGCTAGTTTGAGTTGGGCATCTT
16-17F CCTGAGGTCAAGAGGAGATGAT
16-17R  CCTTGTACTTAGGTCCAGGGTTG 62°C 560 pb
xk
18F GTAGATGGGATTCCTTACCCAGATAC e 403 5
18R GTCAAAGGGACACATAGTGACCAG P
19F GGGCCAAAATGAAGAAACTG

55°C 279 pb
19R  CTTTCCTCACCCATGTCAATTC
20F TCTGATATTTGTCTAGGTGAGAGTAGG ssoc -
20R  AGCCTGGAAACACTTCTAGATCA P
21F GTGTTATGTACCTCTCCATTGTGC

55°C 398 pb
2IR  AAACCACACAGACTGATGGCTAAG
22F ACCATGCTTTCTCAGTTGCAG

57°C 357 pb
22R CATCACTGACTGGTAGCTATTTGG
23F GTTCTTTCTGAGGACTCAATGTAGCTT ssoc 130
23R CTTCCAGTGTATTGACCCTTTTGT P
24F CTGTCTACTTAGAGTTGGCGTTCA

55°C 222 pb
24R AAGGCACCAAACTGGTAAGTGT
25F TGAAAAGTTCTTGTCCACACTG

55°C 398 pb
25R  GTTTCATTCTGCAGTTAGAGTGATG
26F GATCTCAATGACAGCCTAACTGGT ssoc 148 o
26R GAGAAGCTTCGTTAGCTCTAGAAACC P
27F TCGTATTTTCCGCTATCGTC

55°C 227 pb
27R° AAGAGAGTCAGGGTGTTGTGTGT
28F ATGAAGGAAAGTTGCTGATGTG ssoc S
28R GAACATCTTCTAAATATCCACAACAAA P
29F GCATCTCTAGCTGGTTGAGAGATAAG ssoc 2830
29R  ATCTAGAGTGCTCTGCCAGATAAGTG P
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30-31F CTCCATAACAGAGAGTCAATATCAGTG
30-31R  AGTCTCATGTCTCCTGCCCTTCT 62°C 693 pb
%%
32F GTTAGTAGGGGAAAGCATTTGTGG s 208 o
32R CTATGTACAGTTGACAGAGCCACCT P
33-34F CGACCCATCTCCTAGACTAATACAGT s Sl ob
33-34R  CCTCACTGTCCTTATTTGTCAACC P
35F  TCCCACGTAGCTGGGATTAC

57°C 300 pb
35R  CTGCTGGAACACTATCAGAACAGA
36F CATGCATGCAAGCAACAAGT

55°C 241 pb
36R  ACACAGAAAATCTGGAGTCCTCAC
37F  AGCCATTCTTGGGAGAAAGC

55°C 321 pb
37R ACACCGAATCTGGGTACTTGTT
38F GTGCTGGCAGATAGCAGATACTAA

55°C 323 pb
38R GATTTCAGGAGGGCTATACTCTGA
39F CAGACCGTTTCAGTCACTGTTGTA 55°C 230 pb
39R  CAGAAATCCAAACCTCAGGAGA
40-41F CACTGGCAAGAAATAAATCCTCTTT 55°C 485 o
40-41R  ATATTCAACTGCTTTCTCTCCTTGA P
42F GAGTCTCAACTCAGTTTTTGTAGCTCT s i
2R GGAAAGAAGAAGCAACAAGGTAACA P
43F CTCCCTGGCTGGCAATACT

55°C 293 pb
43R AACATCATGAGAATGGACTAATACAG
44F GTTCTAAGTGGCCAGAGGAGTTATAG s .
4R GTACTAACCCCAGCTGTCTGTACTTC P
45-46F GCACACTTCTAGTATTTGTCCTTAGAGTC s -
45-46R  GAAGTTGTATCAGCTGTTTCCAAAG P
47F  AGGTGACTAATCATCCTAGCTTGC

55°C 399 pb
47R  CATTTGATCCTTGGCCTTTG
48F CCACTCTTCTCTAGGATTGCTTTC

55°C 487 pb
48R GGCCAGTGTTTTATTTGCTCTC
49-50F GTTGTCTTTGTCCAGCTTTTGC

55°C 621 pb
49-50R  GACCCTGGGAATCACATTTTAC
51F CTCCCCTTTCTTTACTCACAGTTG

55°C 377 pb
5IR.  AAATCATGGCTACTCGTTGACC
52F  ACGCCCGACCCTGTAATAAAT

55°C 397 pb
52R  CAGATTAGAGACCCAGATCACAGAAC

0,5uL MgCl, ** 0,3u. DMSO
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En el caso del gen COL4A4, la amplificacion de los exones con los nue-
vos cebadores se llevo a cabo siguiendo las condiciones del programa estandar
de PCR, con un anillamiento de 35 ciclos y 30 segundos. El resto de condicio-

nes se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 6: Condiciones especificas de amplificacion de los nuevos oligonucledtidos
del gen COL4A44

EXON SECUENCIA TEMP. ANILLAMIENTO TAMANO
3F GTCGGCTAGTAGGAGCAG 52°C 199 pb
3R

9F GACCACTGGATTGAGAAT 51°C 348 pb
IR

10F TTGGGTAACAGATGCACTGA 54°C 538 pb

10R TTTCATTGTTCAGGGCTCTA

Los productos de PCR fueron purificados previamente, para eliminar los
restos de oligonucleotidos y dNTPs no utilizados en la reaccion de amplifi-
cacion, usando la enzima comercial EXOSAP-IT CLEAN UP de Affymetrics
INC, siguiendo las instrucciones del comerciante.

Se prepar6 una muestra con el oligonucle6tido sentido y otra con el an-
tisentido, utilizando 40-60 ng del ADN amplificado y purificado con 3 pmol
del oligonucleotido correspondiente, logrando un volumen final de 8 pL de

reaccion.

3.6. ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS SECUENCIAS

La lectura y tratamiento de las secuencias automaticas se realizo con la
ayuda del programa 4Peaks 1.7.2 (1.7.1) para Mac: http://'www.mekentosj.com/
science/4peaks

Para la busqueda de mutaciones en homocigosis se utilizo el programa
UCSC Genome Bioinformatics:
http://genome.ucsc.edu/index.html? org=Human&db=hg19&hgsid=284765991

Para la actualizacion bibliografica se utilizo la base de datos Medline de

la National Library of Medicine:
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http://'www.ncbi.nih.gov/entrez/query.fcgi
Para determinar si las mutaciones encontradas eran conocidas o no, se
recurrid a la base de datos The Human Gene Mutation Database at the Institute

of Medical Genetics in Cardiff “HGMD?”: http.//www.hgmd.cf.ac.uk

3.7. ESTUDIOS POBLACIONALES

Para confirmar el caracter patogénico de las mutaciones no descritas en
la literatura y descartar que las alteraciones en el patron de migracion en los
geles de acrilamida eran debidas a un polimorfismo presente en la poblacion
espafiola, se procedi6 a su estudio en 50 pacientes control mediante un nuevo
analisis de heteroduplex.

También se realiz6 un estudio In Silico de las mutaciones missense no
descritas, para conocer su comportamiento teorico y su grado de implicacion en

la funcion proteica. Se utilizaron los siguientes programas informaticos:

e PolyPhen: http//'www.bork.emblheidelberg.de/Polyphen

Predice el posible impacto de la sustitucion de un aminoacido en la es-
tructura y funcién de una proteina humana, empleando consideraciones fisicas
y comparativas. Para ello realiza un alineamiento de secuencias pertenecientes
a proteinas homologas en las especies que se encuentran descritas en BLAST.
El resultado del mismo es empleado por el software PSIC (Position Specific
Independent Counts) para calcular la matriz del perfil. Los elementos de la
matriz (valores del perfil) son ratios logaritmicas que indican la probabilidad de
que en una posicion determinada se encuentre un aminoacido, frente a que este
aminodacido se localice en cualquier posicion (frecuencia de fondo). PolyPhen
analiza los valores absolutos de la diferencia entre los valores de perfil de las
dos variantes alélicas en la posicion polimoérfica. Un valor muy alto de esta
diferencia podria indicar que la sustitucion estudiada aparece poco o nada en la
familia de proteinas.

Los resultados del estudio pueden determinar que el cambio es:
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- Probablemente patogénico: existe una gran probabilidad de que afecte
a la estructura o a la funcién de la proteina

- Posiblemente patogénico: se cree que podria afectar a la funcion o es-
tructura proteica

- Benigno: es muy probable que carezca de efecto fenotipico

- Desconocido: en algunos casos, cuando por carencia de datos no se
puede hacer una prediccion

PolyPhen también muestra un niimero de secuencias alineadas en la po-
sicion de busqueda para el anélisis de la conservacidn interespecie ordenadas

de mayor a menor homologia en la secuencia de la proteina dada.

e SNPS3D: http://www.snps3d.org/

Este programa basa su prediccion en la hipotesis de que muchos SNPs
patogénicos afectan a la funcion de la proteina disminuyendo su estabilidad.
Emplea el software SVM (support Vector Machine) para encontrar el patron de
diferenciacion entre los SNPs asociados a enfermedad y los neutrales. La tasa
de falsos positivos y negativos es de 15% y 26%, respectivamente.

También emplea un segundo modelo que se basa en el andlisis de la
homologia de secuencia en familias de proteinas relacionadas con proteinas
humanas. El nivel de conservacion de una posicion y la probabilidad de ob-
servar una variacion en una familia hace posible distinguir entre mutaciones
patogénicas y neutrales, con unas tasas de falsos positivos y negativos del 10 y
20%, respectivamente.

Un resultado positivo para el valor de SVM indica que se trata de una
variante clasificada como neutral, mientras que un valor negativo la identifica
como un cambio patogénico. Cuanto mayor es el valor, mas probable es la cla-
sificacidon. La precision es significativamente mayor cuando los valores estan
por encima de 0,5 o por debajo de -0,5. Para las variantes que afectan mas a la
funcion de la proteina que a la estabilidad, el modelo de estabilidad es positivo
y el modelo del perfil debe ser negativo. La precision es significativamente

mayor cuando los dos métodos coinciden.
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e SIFT: http.//sift-dna.org

Este programa es una herramienta que clasifica las sustituciones de ami-
noacidos en una proteina y predice si estos cambios provocaran un efecto en
el fenotipo. Se basa en la premisa de que los aminoacidos importantes de una
proteina estan conservados en la evolucion, por lo que los cambios en los mis-
mos deben afectar a la funcionalidad de la proteina. Con una secuencia proteica
dada, SIFT escoge proteinas relacionadas y forma un alineamiento multiple de
estas y basandose en los aminoacidos presentes en cada posicion del alinea-
miento, realiza una prediccion de las sustituciones que afectaran a la proteina.
Las sustituciones en una posicion conservada en el alineamiento seran conside-
radas “no toleradas” para la mayoria de los cambios, mientras que las posicio-
nes que no estan conservadas en el alineamiento toleraran mejor los cambios
de aminoacido.

Esta premisa se realiza calculando las probabilidades normalizadas para
todas las posibles sustituciones del alineamiento.

Las sustituciones con una puntuacion menor de 0,05 seran clasificadas
como deletéreas y las puntuaciones mayores o iguales a 0,05, “tolerables” o
neutrales.

La precision en las predicciones de SIFT oscila entre 60-80%, obtenién-
dose un 30% de falsos positivos, aproximadamente. No obstante, la precision

de las predicciones depende del alineamiento que se obtenga en cada caso.

4. METODO ESTADISTICO

Se utilizé el paquete estadistico SPSS v.20.0 para MAC OS. Las varia-
bles cualitativas se expresan como porcentajes y las cuantitativas como media-

na y rango intercuartilico.
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RESULTADOS

1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA POBLACION
ESTUDIADA

Hemos realizado un estudio clinico y genético de 8 pacientes con diag-
nostico de presuncion de Sindrome de Alport controlados en el Servicio de
Nefrologia del Hospital Universitario de Salamanca, excluyendo los casos con
patrén de herencia ligado al sexo (que corresponden a tres pacientes proceden-
tes de dos familias distintas). En los casos en los que se determino la existencia
de una mutacion patogénica se estudiaron también los familiares que aceptaron

incluirse en el estudio.

De los 8 probandos, 2 eran hombres (25%) y 6 eran mujeres (75%). Un
total de 5 pacientes (65%) presentaban clinica compatible con SA de herencia
AD, 1 enfermo tenia un patron AR (12,5%), otro mostraba signos clinicos de
HFB (12,5%) y en el ultimo caso (12,5%) no se pudo establecer el modo de

herencia, al no presentar antecedentes familiares de la misma.

uAD
u AR
HFB
u DESCONOCIDA

Figura 25: Distribucion del modo de herencia de los probandos del estudio.
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2. CARACTERISTICAS CLINICAS

El analisis de los distintos parametros clinicos arrojo los siguientes re-
sultados:

Tabla 7: Frecuencia de aparicion de las distintas manifestaciones clinicas

PARAMETROS CLINICOS ABSOLUTO FRECUENCIA

CONSANGUINIDAD 1 12,5%
HISTORIA FAMILIAR 7 87,5%
ERC 6 75%
ERC AL DIAGNOSTICO 4 50%
ERCT 3 37,5%
HEMATURIA 8 100%
HEMATURIA AL DIAGNOSTICO 8 100%
PROTEINURIA 8 100%
PROTEINURIA AL DIAGNOSTICO 8 100%
HTA 7 87,5%
HTA AL DIAGNOSTICO 5 71,4%
HIPOACUSIA 6 75%
HIPOACUSIA AL DIAGNOSTICO 5 83,3%
AFECTACION OCULAR 2 25%
AFECTACION OCULAR

AL DIAGNOSTICO : 20%
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OGLOBAL HDIAGNOSTICO

9 8 8 8 8

8 7

7 6 6

6 5 5
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ERC HEMATURIA  PROTEINURIA HTA HIPOACUSIA  AFECTACION

OCULAR

Figura 26: Distribucion grafica de los distintos sintomas, tanto de forma general como en el

momento del diagnostico.
La mediana de edad de aparicion de la hematuria fue de 19 afios (4,75-
29,5). De los 8 pacientes, en la mitad de ellos esta se expreso en forma de mi-

crohematuria y en la otra mitad lo hizo como macrohematuria.

HEMATURIA: Presente
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Figura 27: Mediana de edad de aparicion de la hematuria.
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El debut de la proteinuria tuvo lugar con una mediana de edad de 26 afios
(15,75-38). La mediana de proteinuria alcanzada fue de 1,3 g/24h (0,36-3,69),
y la maxima cantidad alcanzada fue de 1,91 g/24h (0,67-6,61).

PROTEINURIA: Presente

40

30

204

DEBUT PROTEINURIA

T
Presente

PROTEINURIA

Figura 28: Mediana de edad de aparicion de la proteinuria.
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Figura 29: Mediana de la magnitud de la proteinuria alcanzada.
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PROTEINURIA: Presente
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Figura 30: Maxima proteinuria alcanzada.

Nuestros pacientes alcanzaron el grado de ERC con una mediana de edad
de 34 afios (27-42) y, los que llegaron a ERCT lo hicieron a los 39 afios (31-52),

con una mediana de progresion de la enfermedad de 3 afios (2-7).
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Figura 31: Edad de debut de la ERC.
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ERCT: Presente
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Figura 32: Debut de la ERCT.
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Figura 33: Mediana de progresion de la ERC a ERCT.

La edad de aparicion del resto de variables clinicas se expresan en la

siguiente tabla:
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Tabla 8: Mediana de la edad de diagnostico y de la aparicion del resto de sintomas

VARIABLE RESULTADO

Edad DCO (afios) 31 (17-50)

HTA (afios) 32 (24-47)
Hipoacusia (afios) 9 (5,75-42,25)

Alteraciones oculares (afios) 45 (42-48)

50
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1

EDAD DCO
g
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104

T
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DCO CLINICO
Figura 34: Mediana de edad de diagnostico del SA.
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HTA: Presente
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Figura 35: Edad de debut de la HTA.
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Figura 36: Mediana de edad de debut de la hipoacusia neurosensorial.
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AFECTACION OCULAR: Presente
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Figura 37: Edad de aparicion de las manifestaciones oculares.

Las distintas técnicas diagnodsticas realizadas se expresan en la siguiente
tabla:

Tabla 9: Técnicas diagnosticas utilizadas

TECNICA DIAGNOSTICA ABSOLUTO FRECUENCIA
AUDIOMETRIA 7 87,5%
BIOPSIA RENAL 4 50%
BIOPSIA RENAL CON ME 1 25%
3. ESTUDIO GENETICO

De los 8 probandos incluidos en el estudio, 7 tenian antecedentes fami-
liares, mientras que el paciente restante carecia de ellos. De esos 7 pacientes,
en 4 se halld una mutacion que podria explicar el cuadro clinico. En el resto de
probandos el estudio genético solo evidenci6 la presencia de polimorfismos,
por lo que no se pudo determinar la mutacion patogénica causante de la enfer-

medad.
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En todos los pacientes se analizo el gen COL4A3, del que se han descrito
un numero mas elevado de mutaciones. Cuando el estudio del mismo fue ne-
gativo, se procedio al estudio del gen COL4A4. En el analisis de ambos genes
determinamos la existencia de 32 mutaciones, 16 (50%) en cada uno de ellos,
cuyo significado clinico se distribuye de la siguiente forma (Tabla 10):

A) 4 mutaciones (12,5%) son patogénicas: una (c.4235G>T; p.G1412V)
esta descrita en la literatura, en dos de ellas se ha demostrado su naturaleza
patogénica en este estudio y la ultima puede ser considerada “posiblemente
patogénica” en base a los resultados del modelo poblacional y del estudio “in
silico”, realizados en este trabajo.

B) 14 mutaciones (43,7%) son polimorfismos poblacionales ya descritos
en la literatura.

C) Las 14 mutaciones restantes (43,7%) son variantes de significado des-
conocido, pues no estan descritas. Se encuentran localizadas en los intrones,
en regiones que no implican sefiales de maduracion del ARN (splicing), por lo
que las hemos considerado como variantes naturales, que no entrafian patoge-

nicidad.
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Tabla 10: Relacion de las mutaciones encontradas en los 8 probandos.

GEN MUTACION BIBLIOGRAFIA
Mutaciones Patogénicas
COL4A3 c¢.345 Del G; p.G115GFSX37 Este trabajo
COL4A3 c.4235G>T; p.G1412V Taz6n Vega et al (2003)?
COL4A4 IVS 3+1 G>C Este trabajo
COL4A4 c.4267C>T; p.P1423S Este trabajo
Polimorfismos previamente descritos
COL4A3 ¢.127G>C; p.G43R Heidet et al (2001)*
COLA4A3 IVS 5+73 C>T Voskarides et al (2007)"7
COL4A3 c.422T>C; p.L141P Longo et al (2002)*
COL4A3 c.485A>G; p.E162G Heidet et al (2001)*
COLA4A3 ¢.G976T; p.D326Y Heidet et al (2001)*
COLA4A3 c.1352A>G ; p.H451R Heidet et al (2001)*
COL4A3 c.1721C>T; p.P574L Heidet et al (2001)*
COL4A4 ¢.3011C>T; p.P1004L Boye et al (1998)*
COL4A4 ¢.3594G>A; p.G1198G Lemmink et al (1994)!3#
COL4A4 ¢.3684G>A; p.K1228K Badenas et al (2002)*
COL4A4 ¢.3979G>A; p.V1327M Longo et al (2002)*
COL4A4 c.4080G>A; p.P1360P Badenas et al (2002)*
COL4A4 ¢.4207T>C; p.S1403P Boye et al (1998)*
COL4A4 c.4932C>T; p.F1644F Longo et al (2001)*
Polimorfismos hallados en este trabajo

COL4A3 IVS 4-41 INSG Este trabajo
COL4A3 IVS 16+14 T>C Este trabajo
COL4A3 IVS 17435 T>G Este trabajo
COL4A3 IVS 30-66 C>T Este trabajo
COL4A3 IVS 32469 A>G Este trabajo
COL4A3 IVS 39-4 Del TT Este trabajo
COL4A3 IVS 46-69 C>T Este trabajo
COL4A4 IVS 10-39 T>C Este trabajo
COL4A4 IVS 12430 G>A Este trabajo
COL4A4 IVS 12-58 A>G Este trabajo
COL4A4 IVS 17+24 A>T Este trabajo
COL4A4 IVS 19+21 C>A Este trabajo
COL4A4 IVS 37-61 G>T Este trabajo
COL4A4 IVS 38+40 C>A Este trabajo
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3.1. FAMILIA 1
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Figura 38: Arbol genealdgico de la familia 1.

El caso indice es la paciente 7858. Se trata de una mujer de 48 anos, de
raza caucasica y natural de la provincia de Salamanca (Castilla y Ledn, Espafia)
que seguia revisiones periddicas en la consulta general de Nefrologia del Hos-

pital Universitario de Salamanca.

A la edad de 2 anos present6 un episodio de macrohematuria tras sufrir
una amigdalitis aguda. No fue sometida a biopsia renal, por lo que se diagnos-

tico de glomerulonefritis aguda.

Desde ese momento padecié multiples crisis de microhematuria, espo-
radicas o tras episodios febriles. A los 32 afos desarrolld HTA. En el curso del
estudio de la misma se constato la presencia de ERC, con TFG en torno a 45 ml/

min, creatinina de 1,5-1,7 mg/dL y proteinuria de 1,92 g/dia.

A los 46 afios se realiz6 una audiometria al referir pérdida subjetiva de
la audicion, en la que se evidencio hipoacusia bilateral para tonos agudos de

probable origen congénito.

El hijo de la paciente (caso 25798) present6 a los 6 afnos de edad un epi-

sodio de macrohematuria tras una infeccion respiratoria. Posteriormente y al
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igual que su madre presento crisis esporadicas de hematuria macro y microsco-
pica. A la misma edad se objetivo proteinuria de 2,2 g/dia. A los 9 afios, tras la
realizacion de una audiometria fue diagnosticado de hipoacusia neurosensorial
para tonos altos y en un estudio oftalmologico se evidencio la existencia de

lenticono anterior. Tampoco se realiz6 biopsia renal.

Con esta clinica se establecio el diagnostico de SA, sin precisar el modo
de herencia y siguiod revisiones periddicas en la consulta, primero de Nefrologia
Pediéatrica y, posteriormente, en la consulta general de Nefrologia del Hospital

Universitario de Salamanca.

A los 19 afos desarrolldo ERC, que evolucion6 hasta la ERCT a los 22
afos, momento en que se sometid a un trasplante renal de donante vivo empa-

rentado (su padre). El paciente nunca desarroll6 HTA.

El tinico sintoma que presentan los demas familiares con afeccion clini-
ca es hipoacusia neurosensorial para tonos altos, con una mediana de edad de

aparicion de 37,5 afios (14,25-49,75).

-

1
: l
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Figura 39: Distribucion de los sintomas en la familia 1.
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Figura 40: Mediana de edad de aparicion de la hipoacusia neurosensorial en la familia 1.

Con los datos clinicos y familiares se establecio el diagnostico clinico
de SAAD y se procedio al estudio del gen COL4A3. El estudio del gen en la

probando permitid caracterizar 6 mutaciones diferentes (Tabla 11):

Tabla 11: Mutaciones de la paciente 7858

GEN COLA4A3

c.345 Del G; p.G115GFSX37
c.422T>C; p.L141P
c.485A>G; p.E162G
c.976 G>T; p.D326Y

IVS 17+35 T>G
IVS 39-4 Del TT
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La mutacion ¢.345 Del G; p.G115GFSX37 es una delecion en he-
terocigosis de una guanina situada en la posicion 345, codificada por el exon
6, que produce un cambio en la pauta de lectura y genera un codon de stop 37
codones después. Esta mutacion no esta descrita en la literatura y la hemos
considerado patogénica y responsable del SAAD que padece esta familia. La
comparten todos los miembros de la familia con sintomatologia y estd ausente

en los individuos sanos.

/\\AM/\AM\/\/\/\&/\AM

Figura 41: Mutacion patogénica en el exon 6 del gen COL4A3 de la paciente 7858

El resto de mutaciones encontradas fueron consideradas polimorfismos
poblaciones. La mutacion €.422T>C; p.LL141P es un cambio de timina por
citosina en heterocigosis, situado en el exén 7, en la posicion 422, que produce
la sustitucion de leucina por prolina en el codon 141. Esta mutacion esta descri-
ta como polimorfismo por Longo et al (2002)*. Se trata de una sustitucion de

residuos no-glicina en el dominio colageno.

M AA AR

Figura 42: Polimorfismo en el exon 7 del gen COL4A43 de la paciente 7858.

La mutacion ¢.485A>G; p.E162G corresponde al cambio puntual en
heterocigosis de adenina por guanina en la posicion 485, codificada por el exon

9, que genera el cambio de acido glutamico a glicina. Dicho cambio esta descri-
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to como polimorfismo de la region codificante, que consiste en una sustitucion

no-glicina del dominio colageno, por Heidet et al (2001)*.

. N
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Figura 43: Polimorfismo en el exon 9 del gen COL4A3 de la paciente 7858.

La mutacion €¢.976G>T; p.D326Y supone el cambio en heterocigosis
de guanina por timina en la posicion 976, codificada por el exon 17. Es una sus-
titucion de residuo no-glicina en el dominio colageno, que produce el cambio
de aspartato por tirosina en la posicion 326. Ha sido descrito como polimorfis-

mo por Heidet et al (2001)*.

/\/_\/C\/\ VAN /\_\/\ /_\/_\ Y, l

Figura 44: Polimorfismo en el exon 17 del gen COL4A3 de la paciente 7858.

Junto con estas mutaciones en la region codificante, hemos encontrado
mutaciones en las regiones intronicas adyacentes a las regiones exonicas inclui-
das en nuestro andlisis.

La mutacion IVS 17435 T>G es una sustitucion en heterocigosis de
timina por guanina en la posicion 35 del intron 17. Este cambio no esta descrito
en la literatura y nosotros solo lo hemos encontrado en esta probando (y en
algunos miembros de su familia). Dada la distancia a los sitios canonicos de

procesamiento del ARN (splicing) lo hemos considerado no patogénico.
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Figura 45: Mutacion en el intron 17 del gen COL4A3 de la paciente 7858.

La mutacion IVS 39-4 Del TT consiste en la delecion en heterocigo-
sis de dos timinas en la posicion -4 del intron 40, no descrito previamente. Esta
mutacion aparece en todos los probandos estudiados.

| = = = | A | = = = = |

Mol

Figura 46: Mutacion en el intron 40 del gen COL4A3 de la paciente 7858.

Para determinar la posible influencia sobre la mutacién patogénica de
esta familia de los distintos polimorfismos hallados, determinamos la presencia
de los mismos en los familiares (enfermos y sanos). Los resultados se detallan

a continuacion:
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Tabla 12: Polimorfismos de la Familia 1

PACIENTE p.GI115GFSX37 p.L141P p.E162G p.D326Y IVSI7+35T>G IVS39-DelIT

26577 Si HOMO  HOMO HOMO NO HETERO
26150 Si HETERO HETERO HETERO HETERO HETERO
26578 Si HOMO  HOMO  HETERO NO HETERO
25798 Si HOMO  HOMO  HETERO NO HETERO
26151 NO HETERO HETERO HETERO HETERO HETERO
26149 NO HOMO  HOMO  HETERO HETERO HETERO
26154 Si HETERO HETERO HETERO HETERO HETERO
26832 NO NO NO NO HETERO HETERO
26833 NO HETERO HETERO NO HETERO HETERO
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3.2. FAMILIA 2
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Figura 47: Arbol genealdgico de la paciente 7862.

La paciente indice se identifica con el numero 7862. Es una mujer cauca-
sica de 23 afos, natural de la provincia de Salamanca (Castilla y Leon, Espana),
que presento a los 14 afios un episodio de macrohematuria y desde entonces ha
sufrido microhematuria esporadica. A esa edad se constaté también la presen-
cia de proteinuria de 0,55 mg/dia, que se ha mantenido estable a lo largo del
tiempo. No ha presentado HTA, deterioro de la funcidn renal ni alteraciones
auditivas u oculares.

El estudio nefrologico completo y la biopsia renal (sin realizacion de
ME) no arrojaron ningun resultado concluyente.

La madre de la paciente es una mujer de 48 afios, que a los 42 afos se
diagnostico de un episodio de microhematuria aislada, sin poder precisar si
habia presentado episodios similares previos. No presenta HTA, proteinuria,
insuficiencia renal o alteraciones auditivas u oculares.

Los abuelos maternos de la probando son un varén de 87 afios y una mu-

jer de 78 afios (7860), que no presentan ninguna manifestacion clinica.
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Figura 48: Distribucion de los sintomas en la familia 2.

Los antecedentes personales y familiares hacian pensar en la existen-
cia de un SAAR o HFB, por lo que fueron estudiados los genes COL4A3 y

COL4AA4. Se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 13: Mutaciones encontradas en la paciente 7862

COL4A3 COL4A4

IVS 4-41 INSG c.3594G>A; p.G1198G
IVS 39-4 Del TT c.3684G>A; p.K1228K
c.3979G>A; p.V1327M
c.4080G>A; p.P1360P

El estudio del gen COL4A3 no detectd ninguna mutacion en regiones
codificantes y solo dos mutaciones intronicas, una de ellas es la mutacion IVS
39-4 Del TT, encontrada en todos los probandos de nuestra serie. La segunda
mutacién intronica, IVS 4-41 INSG, supone la insercion en heterocigosis de

una guanina en la posicion -41 del intron 5. No aparece descrita en la literatura.

132



RESULTADOS

4

]

]

1
= |
F4
| = ]

I\ \ G A ; a ; III."’\".II N
[ ES R RV At T F\[\. / /:\ Aj:f. ‘\:I.\ ‘.-_.__.... _ :‘ PECY NS SRV ;’.//"\‘\,JAAL‘Q\\ f\ \V ‘Z‘\E

Figura 49: Mutacion en el intron 5 del gen COL4A3 de la paciente 7862.

El estudio del gen COL4A4 permiti6 caracterizar cuatro mutaciones en
la region codificante, todas ellas comunicadas previamente por otros grupos
y consideradas como polimorfismos poblacionales y ninguna mutacion en las
regiones intronicas incluidas en nuestro analisis.

La mutacion €.3594G>A; p.G1198G es una mutacion silenciosa
producida por la sustitucion puntual en homocigosis de guanina por adenina
en el exon 39, en la posicion 3594, que no produce ningin cambio en la pro-
teina resultante. Esta descrito como polimorfismo silencioso por Lemmink et

al (1994)'3.

- G T G G G C - c c T G G
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Figura 50: Polimorfismo en el exon 39 del gen COL4A4 de la paciente 7862.

La mutacion €.3684G>A; p.K1228K es también una mutacion si-
lenciosa producida por un cambio en homocigosis de guanina por adenina en el
exon 39, en la posicion 3684, que no genera ningun cambio de aminoacido en la
proteina resultante. Esta descrito por Badenas et al (2002)* como polimorfismo

silencioso.
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1G>A

A A an

Figura 51: Segundo polimorfismo en el exon 39 del gen COL4A4 de la paciente 7862.

La mutacion €.3979G>A; p.V1327M es el cambio puntual en ho-
mocigosis de guanina por adenina en el exon 42, en la posicion 3979, que pro-
duce el cambio de valina por metionina en la posicion 1327 de la proteina. Esta

descrito como polimorfismo por Longo et al (2002)*.

T C c C T T G G 1 c c

=

Figura 52: Polimorfismo en el exon 42 del gen COL4A4 de la paciente 7862.

La mutacion €¢.4080G>A; p.P1360P es la sustitucion puntual en ho-
mocigosis de guanina por adenina en el exon 42, en la posicion 4080. Es una
mutacion silenciosa que mantiene la prolina en la posicion 1360. Ha sido des-

crito como polimorfismo por Badenas et al (2002)*.

Figura 53: Segundo polimorfismo en el exon 42 del gen COL4A4 de la paciente 7862.
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3.3. FAMILIA 3
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Figura 54: Arbol genealdgico de la familia 3.

El caso indice es el probando 7886, una mujer caucésica de 52 afios, resi-
dente en Salamanca (Castilla y Leon, Espafia). A los 24 afios presentd edema en
miembros inferiores. Durante su estudio se constato la presencia de microhe-
maturia, proteinuria en rango nefrotico (5,3 g/dia), HTA y ERC, que evoluciond
a ERCT a los 31 afios. Debido al deterioro de la funcidn renal no se realizd
biopsia renal y se diagnostico de glomerulonefritis cronica. A los 41 afios se
diagnostico de hipoacusia neurosensorial para tonos altos y a los 42 afios de
maculopatia.

La paciente tiene un injerto renal en el momento actual.

Su hermano (25945) es un varon de 53 afios residente en Zamora (Casti-
lla'y Leon, Espafia), que a los 29 afios present6 un episodio de macrohematuria,
junto con edema. Los estudios realizados mostraron proteinuria en rango nefro-
tico (8,25 g/dia) e HTA.

Se realizo biopsia renal sin ME, que no arrojé ningtn resultado conclu-
yente.

A los 30 afios desarrollo ERC, que evolucioné a ERCT a los 34 afios,
por lo que ingresé en programa de hemodidlisis y, posteriormente, recibio un

trasplante renal. No presenta sordera ni alteraciones oculares.
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El padre de ambos pacientes (27024) es un varon de 83 afios, diagnosti-
cado de sordera neurosensorial a los 67 afios. A los 75 afos fue diagnosticado
de HTA'y ERC, con una TFG en torno a 40 ml/min, que se ha mantenido estable
a lo largo del tiempo. No se ha constatado la presencia de proteinuria, hematu-

ria o alteraciones oculares.
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La historia clinica, tanto de la paciente como de los demas miembros de

o
@

Figura 55: Distribucion de los sintomas en la familia 3.

la familia, hace pensar en la existencia probable de un SAAR o SAAD, punto
dificil de confirmar porque se trata de una familia con pocos miembros. Por ello

se decidi6 estudiar el gen COL4A3, con los siguientes resultados:

Tabla 14: Mutaciones encontradas en la paciente 7886

D1.4A
c. 127G>C; p.G43R
IVS 4-41 INSG
IVS 5+73 C>T
c.422T>C; p.L141P
IVS 16+14 T>C
IVS 39-4 Del TT
IVS 46-69 C>T
c.4235G>T; p.G1412V
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El estudio del gen COL4A3 permitié detectar tres mutaciones en la re-
gion codificante. Una de ellas, ¢.422T>C; p.L141P, es una mutacion po-
limorfa que encontramos también en las familias 1 y 7. La segunda mutacion,
¢.127G>C; p.G43R, es una sustitucion en heterocigosis de guanina por
citosina en el exdn 2, en la posicion 127, lo que da lugar al cambio de glicina

por arginina en el codon 43 de la proteina resultante. Ha sido descrita como

polimorfismo de la region codificante por Heidet et al (2001)*.

LV N

Figura 56: Polimorfismo en el exén 2 del gen COL4A3 de la paciente 7886.

La mutacion €.4235G>T; p.G1412V es la sustitucion puntual de
guanina por timina en la posicion 4235, en el exén 47, que genera el cambio de
glicina por valina en la posicion 1412 de la cadena a3 (IV). Se trata de una sus-

titucion de cambio de sentido (missense) descrita como patogénica por Tazén

Vega et al (2003)?, pues afecta a los residuos de glicina.
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Figura 57: Mutacion potogénica en el exon 47 del gen COL4A3 de la paciente 7886.

Esta mutacion es compartida por los tres pacientes con manifestaciones

clinicas, y confirma que el padre también estéd afectado por el SA.

Ademas de las mutaciones exonicas hemos encontrado cuatro mutacio-

nes intronicas, una de ellas es la recurrente IVS 39-4 Del TT, que hemos
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encontrado en todos nuestros casos. Otra es la mutacion IVS 4-41 INSG,
que comparte con las familias 2 y 5.

La mutacién IVS 5+73 C>T es el cambio en heterocigosis de citosina
por timina en la posicion +73 del intrén 5. Ha sido descrita como polimorfismo

por Voskarides et al (2007)'7.

/\N\A/\/\ n/\/\ J\/ ﬂ\/\/\& /\

Figura 58: Polimorfismo en el intron 5 del gen COL4A3 de la paciente 7886.

La mutacion IVS 16+14 T>C es la sustitucion en homocigosis de

timina por citosina en la posicion +14 del intrén 16, que no ha sido descrita.

G G T b G T c T G G c c T
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Figura 59: Mutacion en homocigosis en el intron 16 del gen COL4A3 de la paciente 7886.

Finalmente, la mutacion IVS 46-69 C>T es la sustitucion en homoci-
gosis de citosina por timina en la posicion -69 del intrén 47, del que no se tiene

constancia en la literatura.
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Figura 60: Mutacion en homocigosis en el intron 47 del gen COL4A43 de la paciente 7886.
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3.4. FAMILIA 4
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Figura 61: Arbol genealbgico del paciente 8048.

El probando es un varon caucasico, natural de la provincia de Salamanca
(Castilla y Leon, Espana), que fallecio a los 54 afios debido a las complicacio-
nes de un episodio de sepsis de origen abdominal. Presentaba hipoacusia neu-
rosensorial para tonos altos desde los 5 afios de edad. A los 50 afios se detectd
la presencia de HTA, microhematuria y proteinuria de 1,9 g/dia, junto con ERC,
que evolucion6 de forma rapida hasta llegar a ERCT dos afios después, mo-
mento en que comenzo hemodialisis. No se realizo biopsia renal, puesto que el
paciente ya presentaba ERC en el momento del inicio del seguimiento clinico.
Nunca sufti6 alteraciones oculares.

El paciente procedia de una familia de 9 hermanos, cuyos padres estaban
emparentados.

El padre era sordomudo y presentaba ERC, que no evolucion6 a ERCT.
No se estudio la existencia de hematuria, proteinuria ni alteraciones oculares.

La madre padecio diabetes mellitus tipo 2 y nunca tuvo enfermedad renal
ni otra sintomatologia relacionada con el SA.

La hermana mayor presentaba hipoacusia neurosensorial para tonos altos
desde la infancia. Falleci6 a los 50 afios a causa de una hemorragia cerebral. No
presentaba alteraciones renales, oculares ni HTA.

Los tres hermanos siguientes, dos varones y una mujer fallecieron en la
infancia por causa desconocida. Los tres presentaban hipoacusia neurosenso-

rial.
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La quinta hermana es la paciente 8049. Se trata de una mujer de 68 afios
de edad, que presenta HTA y diabetes mellitus tipo 2 desde los 53. A los 61 afios
fue diagnosticada de hipoacusia neurosensorial para tonos agudos, asi como de
ERC, con una TFG en torno a 50 ml/min, que se ha mantenido estable desde
entonces. Se constatd la presencia de hematuria microscopica y una cifra de
proteinuria en torno a 0,2 g/dia a la edad de 62 afios. No presenta alteraciones
oculares.

El octavo hermano presentaba sordera neurosensorial para tonos altos
desde los 4 afios de edad. A los 39 afios presentd proteinuria en rango nefrético
(3,9 g/dia), hematuria macroscopica y ERC, que evolucion6 hasta ERCT a los
53 afios, momento en que inicié hemodialisis. Fallecié dos afios después por
complicaciones derivadas de la ERCT.

Nunca presentdé HTA ni trastornos oculares.

Las dos hermanas restantes no presentan enfermedades resenables.
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Figura 62: Distribucion de los sintomas de la familia 4.

En esta familia el sintoma predominante es la hipoacusia neurosensorial,
pero carecemos de datos concretos de la edad de debut de la misma puesto que
la mayoria de enfermos fallecieron en la infancia y los datos no constaban en
las historias clinicas.

La clinica del enfermo, los antecedentes familiares y el hecho de la con-

sanguinidad de los padres hizo pensar en la existencia de un SAAR, por lo que
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se estudiaron los genes COL4A3 y COL4A4. En la Tabla 15 se muestra un

resumen de las alteraciones encontradas en esta familia.

Tabla 15: Mutaciones localizadas en el paciente 8048

COLA4A3 COL4A4

c.485A>G; p.E162G IVS 10-39 T>C
IVS 30-66 C>T IVS 37-61 G>T
IVS 39-4 Del TT IVS 38 +40 C>A

Elestudio del gen COL4A3 mostr6 lamutacion ¢.485A>G; p.E162G,
quese localiza en la region codificante y que aparece también en los probandos
de las familias 1, 5 y 8. Se considera un polimorfismo.

Asimismo, encontramos las mutaciones intrénicas IVS 39-4 Del TT
e IVS 30-66 C>T, que aparece también en los casos 5, 6, 7y 8, y que no ha

sido comunicada hasta el momento.
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Figura 63: Mutacion en el intron 31 del gen COL4A3 del paciente 8048.

El estudio del gen COL4A4 no revel6 ninguna mutacion en la region co-
dificante, pero si tres mutaciones intronicas localizadas lejos de las secuencias
candnicas de maduracion del ARN, por lo que fueron consideradas polimorfis-
mos.

Lamutacién IVS 10-39 T>C es una sustitucion puntual en homocigo-
sis de timina por citosina en la posicion -39 del intrén 11, que no esta descrito

en la literatura.
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1T>C

P AN

Figura 64: Mutacion en el intron 11 del gen COL4A4 del paciente 8048.

La mutacion IVS 37-61 G>T es el cambio en heterocigosis de guani-

na por timina en la posicion -61 del intrén 38. No ha sido descrito previamente.

Figura 65: Mutacion en intron 38 del gen COL4A4 del paciente 8048.

Finalmente, la mutacion IVS 38 +40 C>A es una sustitucion puntual

en heterocigosis de citosina por adenina en la posicion +40 del intrén 38, no

descrito.

Figura 66: Segunda mutacion en el intron 38 del gen COL4A4 del paciente 8048
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3.5. FAMILIA 5
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Figura 67: Arbol genealdgico de la paciente 23454.

El caso indice es una mujer caucasica de 49 afios, natural de la provincia
de Segovia (Castilla y Leon, Espafia) que seguia revisiones periddicas en la
consulta general de Nefrologia del Hospital Universitario de Salamanca.

A los 6 afios fue diagnosticada de hipoacusia neurosensorial para tonos
agudos, que progres6 hasta la necesidad actual de audifonos. A los 28 afios
comenzo a ser estudiada en la consulta de Nefrologia del hospital de Segovia
por presentar, en una revision rutinaria a causa de un embarazo, microhematu-
ria, proteinuria de 0,5 g/dia y deterioro de la funcion renal, con una TFG de 40
ml/min. Desde entonces presentd episodios de microhematuria, tanto espon-
tanea como tras infecciones de diversa indole. Asimismo, la proteinuria se ha
mantenido estable y la TFG oscila entre 40-50 ml/min. Nunca se ha realizado
una biopsia renal debido al deterioro de la TFG que presentaba al inicio del

seguimiento.
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Posteriormente ha sido controlada en el Hospital Universitario de Sa-
lamanca, donde se diagnostico de HTA a los 47 afos y a los 48 se realiz6é un
examen ocular al referir pérdida de vision en el ojo derecho. Dicho examen
evidencio la existencia de una cicatriz atrofica pigmentada temporal inferior
con afectacion macular.

Su madre presentaba sordera desde la juventud, asi como ERC, con he-
maturia y proteinuria. Su hermano sufrio6 ERCT de causa no filiada desde la
adolescencia, recibi6 tratamiento con hemodidlisis durante 6 afios y, posterior-
mente, recibid un trasplante renal de cadaver. Fallecio a causa de las complica-
ciones de la hepatitis C que padecia. Presentaba hematuria y proteinuria, pero
no padecia hipoacusia.

La hija de la paciente presenta hipoacusia neurosensorial desde la infan-

cia, de probable origen congénito.
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Los datos clinicos y familiares de la enferma sugieren que padece un

Figura 68: Distribucion de los sintomas de la familia 5.

SAAD, por lo que se estudié el gen COL4A3, pero, al no hallar ninguna muta-

cion patogénica en él, se realizo el analisis del gen COL4A4 (Tabla 16):
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Tabla 16: Mutaciones halladas en la paciente 23454

COL4A3 COL4A4

IVS 5+73 C>T IVS 12+30 G>A

IVS 4-41 INSG c.4267C>T; p.P1423S

c.485A>G; p.E162G

c.1721C>T; p.P574L

IVS 30-66 C>T

IVS 39-4 Del TT

El estudio del gen COL4A3 mostr6é dos mutaciones en regiones codifi-
cantes: la mutacion €.485A>G; p.E162G, presente también en los casos
1,4y 8y la mutacion ¢.1721C>T; p.P574L, que corresponde al cambio
puntual de citosina por timina en la posicion 1721, codificada por el exon 25.
Esta mutacion genera la sustitucion de prolina por leucina en la posicion 574
de la cadena a3 del colageno IV. Corresponde a una sustitucion no-glicina del
dominio colageno. Ha sido descrito como polimorfismo de la region codificante

por Heidet et al (2001)*.
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Figura 69: Polimorfismo en el exon 25 del gen COL4A3 de la paciente 23454.

Ademas de estas mutaciones en la region codificante del gen COL4A3,
hemos encontrado cuatro mutaciones intronicas. La ya descrita mutacion IVS
39-4 Del TT, presente en todos los casos y la mutacion IVS 30-66 C>T,
que se detectd también en los casos 4, 6, 7y 8. La IVS 5+73 C>T, también
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se ha encontrado en la familia 3, asi como la mutacion IVS 4-41 INSG, ya
descrita en las familias 2 y 3.

El estudio del gen COL4A4 puso de manifiesto la existencia de una mu-
tacion en el exon 45 del gen, €.4267C>T; p.P1423S, producida por la sus-
titucidon puntual en heterocigosis de citosina por timina en el exén 45 del gen
COL4AA4, en la posicion 4267, que genera el cambio de prolina por serina en la
posicion 1423 de la cadena a4 del colageno IV. Es una mutacion de cambio de
sentido (missense), que enmarcamos dentro de las variantes no clasificadas, al
no estar descrita previamente. En este caso se llevo a cabo un estudio poblacio-
nal en 50 individuos sanos (100 alelos), empleando la técnica de heteroduplex,
donde no encontramos la mutacioén en ninguno de ellos. También realizamos
estudios “in silico” para predecir el comportamiento tedrico de este cambio so-
bre la proteina. Los programas Polyphen y SNPs 3D predicen que la mutacion
es patogénica (score de 0,989 en Polyphen y de -0,05 en SNPs 3D), mientras
que el programa SIFT la considera tolerable.

Con los datos del estudio “in silico” y el estudio poblacional podemos
sugerir que esta mutacion es la causante del SAAD que padece la paciente. El
estudio familiar no pudo realizarse por no disponer de muestras del resto de los

familiares.

BNV AYVARTA

Figura 70: Mutacion probablemente patogénica en el exon 45 del gen COL4A4
de la paciente 23454.

Ademas de las mutaciones antes descritas, en este caso se encontro tam-
bién la mutacion intronica IVS 12430 G>A, que es la sustitucion en ho-
mocigosis de guanina por adenina en la posicion +30 del intron 12 del gen

COL4A4. No esta descrita en la literatura.
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Figura 71: Mutacion en el intron 12 del gen COL4A44 de la paciente 23454.
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3.6. FAMILIA 6

Afectacion
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/ 23480

Figura 72: Arbol genealégico de la paciente 23480).

El probando es una mujer caucasica de 51 afios, natural de la provincia
de Salamanca (Castilla y Ledn, Espafia), que presentd su primer episodio de
microhematuria esporadica a los 10 afos de edad. Desde entonces fue estudiada
en la consulta general de Nefrologia del Hospital Universitario de Salamanca.

Presentaba sordera neurosensorial de origen congénito. A los 21 afios se
diagnostico de HTA y proteinuria de 0,8 g/dia, pero se increment6 progresiva-
mente hasta alcanzar rango nefrotico, estando actualmente en torno a 7 g/dia. El
conjunto de hallazgos clinicos llevé al diagnéstico de presuncion de SA, por lo
que se sometid a una biopsia renal con estudio de ME, que revelo un desdobla-
miento de la lamina densa de la MBG y signos de esclerosis mesangial difusa.
A esa edad también se constato la presencia de macrotrombocitopatia en el 15%
de las plaquetas.

A los 40 afios comenz6 a presentar deterioro progresivo de la TFG, la
cual se encuentra actualmente en torno a los 45 ml/min.

La enferma carecia de sintomatologia oftalmologica, asi como de antece-

dentes familiares de clinica compatible con SA.
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Los hallazgos clinicos y la falta de antecedentes familiares hacen imposi-
ble determinar el modo de herencia, puesto que puede tratarse de una mutacion
esporadica o un SAAR, por lo que se estudiaron los genes COL4A3 y COL4A4
(Tabla 17):

Tabla 17: Mutaciones encontradas en la paciente 23480

COL4A3 COL4A4

c.127G>C; p.G43R IVS 12-58 A>G
c.1352A>G; p.H451R IVS 19+21 C>A
c.1721C>T; p.P574L ¢.4932C>T; p.F1644F

IVS 30-66 C>T

IVS 39-4 Del TT

El estudio del gen COL4A3 puso de manifiesto la existencia de tres mu-
taciones en la region codificante, todas ellas descritas previamente como poli-
morfismos poblacionales.

La mutacion ¢.127G>C; p.G43R es un polimorfismo ya descrito
también presente en las familias 3y 7.

La mutacion €.1352A>G; p.H451R es la sustitucion en heteroci-
gosis de adenina por guanina en el exon 22, en la posicion 1352. El resultado
es el cambio de histidina por arginina en la posicion 451 de la cadena a3 del
colageno IV. Ha sido descrito por Heidet et al (2001)* como polimorfismo de

la region codificante, al ser una sustitucion no-glicina en el dominio colageno.

A

Figura 73: Polimorfismo en el exon 22 del gen COL4A3 de la paciente 23480.
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La mutacion €.1721C>T; p.P574L es la sustitucion en heterocigosis
de citosina por timina en el ex6n 25, en la posicion 1721, que genera el cambio
de prolina por leucina en la posicion 574 de la proteina resultante. Este cambio
esta descrito por Heidet et al (2001)* como un polimorfismo de la region codi-

ficante, consistente en una sustitucion no-glicina en el dominio colageno.
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Figura 74: Polimorfismo en el exon 25 del gen COL4A43 de la paciente 23480.

Ademas de las mutaciones en regiones codificantes se encontraron las
mutaciones intrénicas IVS 30-66 C>T y IVS 39-4 Del TT, ya descritas
en otros casos.

El estudio del gen COL4A4 revel6 la existencia de una mutacion silen-
ciosa en el exon 48 (€.4932C>T; p.F1644F), que esta presente también
en los casos 7y 8 y que ha sido descrita como polimorfismo poblacional por

Longo et al (2001)*".
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Figura 75: Polimorfismo en el exon 48 del gen COL4A4 de la paciente 23480.

Junto con esa mutacion exonica encontramos dos mutaciones intronicas
no descritas previamente. La mutacion IVS 12-58 A>G, que corresponde
a la sustitucion en homocigosis de adenina por guanina en la posicion -58 del

intron 13, que no se ha descrito previamente.
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Figura 76: Mutacion en homocigosis en el intron 13 del gen COL4A4 de la paciente 23480.

La mutacion IVS 19+21 C>A es la sustitucion en heterocigosis de

citosina por adenina en la posicion +21 del exon 19, que no habia sido descrita.
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Figura 77: Mutacion identificada en el intron 19 del gen COL4A4 de la paciente 23480.
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3.7. FAMILIA 7

H Q@ B B

Afectacion Afectacion
clinica clinicay
genética

26896 23585

/I

Figura 78: Arbol genealégico del paciente 23585.

El caso indice es un varén caucasico de 55 afios, natural de la provin-
cia de Salamanca (Castilla y Leon, Espafia), que a los 30 afios de edad fue
diagnosticado de HTA. En el transcurso del estudio de la misma se constato
microhematuria. A los 40 afios desarrollo proteinuria de 0,2 g/dia, que se ha
mantenido estable. Se realizdé una biopsia renal sin microscopia electronica,
que fue informada como cambios inespecificos, probablemente secundarios a
nefroangioesclerosis. El enfermo no ha desarrollado insuficiencia renal cronica
ni alteraciones oculares o auditivas.

Su hermano (26896) es un varén de 58 afios, diagnosticado a los 15 afios
de hipoacusia secundaria a colesteatoma, con dudoso componente neurosenso-
rial. No sufre hematuria, proteinuria, insuficiencia renal crénica, HTA ni alte-
raciones oculares.

El padre de ambos fue diagnosticado de ERC a los 75 afios, manteniendo

una TFG en torno a 30-40 ml/min, junto con una minima proteinuria, en torno
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a 0,1 g/dia. Desde los 79 afios padecia HTA. A esa edad se sometié a una au-
diometria, en la que se objetivé hipoacusia neurosensorial para tonos altos. No
padecia hematuria ni alteraciones oculares.

En la familia paterna habia numerosos antecedentes de hipoacusia, como
se aprecia en el arbol genealdgico. Estos pacientes no han podido ser estudiados
para determinar la presencia de los otros componentes del SA, debido a que

algunos han fallecido y otros no residen en la provincia de Salamanca.
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Figura 79: Distribucion de la sintomatologia en la familia 7.

La clinica del enfermo y el arbol genealdgico nos hacian pensar en la
presencia de un SAAD, por lo que se estudiaron los genes COL4A3 y COL4A4
(Tabla 18):

Tabla 18: Mutaciones del paciente 23585

COL4A3 COL4A4

c.127G>C; p.G43R IVS 3+1 G>C
c.422T>C;p.L141P c.4207T>C; p.S1403P
IVS 30-66 C>T c.4932C>T; p.F1644F
IVS 32+69 A>G
IVS 39-4 Del TT

154



RESULTADOS

El estudio del gen COL4A3 mostré la presencia de las mutaciones
exonicas €.127G>C; p.G43R, presente también en las familias 3y 6 y
¢.422T>C; p.L141P, compartida con las familias 1 y 3, y las mutaciones
intronicas IVS 30-66 C>T ¢ IVS 32+69 A>G. Esta ultima es consecuen-
cia de un cambio de adenina por guanina en la posicion +69 del intrén 32 y no

ha sido descrita previamente.
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Figura 80: Mutacion en el intron 32 del gen COL4A3 del paciente 23585.

El estudio del gen COL4A4 detecté dos mutaciones exonicas. La mu-
tacion ¢.4932C>T; p.F1644F, que esta presente también en los casos 6 y
8. La mutacion €.4207T>C; p.S1403P es el cambio en heterocigosis de
timina por citosina en el exdn 44, en la posicion 4207, lo que genera el cambio
de serina por prolina en la posicion 1403 de la cadena o4 (IV). Esta descrito
por Boye et al (1998)* como un polimorfismo de la region codificante, al ser
una sustitucion no-glicina en el dominio colageno. También esta presente en la

familia 8.

|Ir\l A
A fl H f(\. ."ﬂ'n N
i R it
T II II | agt [ |
AYRVRVRWAVR /\
SLYEUBRIS VAN 00V

Figura 81: Polimorfismo en el exon 44 del gen COL4A44 del paciente 23585.

El estudio de las regiones intronicas flanqueantes nos permitié carac-
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terizar la mutacion IVS 3+1 G>C, no descrita previamente. Debido a que
afecta a la secuencia canonica de procesamiento del ARN debe ser considerada
patogénica. La ausencia de ARN nos ha impedido realizar el estudio funcional
de la misma. La mutacion estaba presente en el paciente indice, pero no en su

hermano.
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Figura 82: Mutacion en la region de splicing del intréon 3 del gen COL4A4 del paciente 23585.

156



RESULTADOS

3.8. FAMILIA 8
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Figura 83: Arbol genealégico de la paciente 23861.

El caso indice es una mujer caucasica de 41 afios, natural de Valladolid
(Castilla y Leon, Espaiia), estudiada en el Hospital Universitario de Salamanca
en las consultas interdepartamentales debido a un episodio de preeclampsia y
en el programa de trasplante renal de donante vivo.

La enferma presentd un primer episodio de macrohematuria a los 3 afios
de edad, coincidente con una infeccion amigdalar. Desde entonces ha presen-
tado microhematuria casi constante, con episodios de macrohematuria coinci-
dentes con infecciones de diversos tipos. A los 6 afios asoci6 proteinuria de 0,35
g/dia, que ha aumentado progresivamente hasta hacerse de rango nefrético a los
36 afios, coincidiendo con la gestacion. Se determiné la existencia de hipoacu-
sia neurosensorial para tonos altos de caracter congénito a los 8 afios.

Se realiz6 una biopsia renal a los 22 afios, sin ME, por lo que no se llegd

aningun diagnostico definitivo sobre la naturaleza de la enfermedad renal y fue
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diagnosticada de glomerulonefritis cronica. Nunca ha presentado alteraciones
oculares. A los 36 afios y coincidiendo con la gestacion, desarrolld HTA y ERC,
que evolucion6 de forma rapida, hasta alcanzar la ERCT en 3 afios. Actualmen-
te la enferma disfruta de un trasplante renal.

Su hermano (26093) es un varén de 33 afios con macrohematuria y pro-
teinuria en rango nefrético desde los 9 meses de edad. Desarrollo ERC a los 14
afios, con deterioro progresivo de la TFG, hasta la entrada en programa de dia-
lisis peritoneal a los 19 afios, edad a la que asocié HTA. Fue diagnosticado de
hipoacusia neurosensorial al afio de edad. Nunca se le ha realizado una biopsia
renal y, al igual que su hermana, no presenta alteraciones visuales.

La madre de ambos pacientes presenta microhematuria, proteinuria no
nefrotica, HTA e hipoacusia desde la adolescencia. No se ha podido hacer se-
guimiento clinico, puesto que reside fuera de la provincia de Salamanca.

El bisabuelo materno de la paciente fallecio a los 20 afios de edad. Es-
taba aquejado de hipoacusia y ERC, asi como sus dos hijas (abuela y tia de la
enferma). En estos pacientes no se pudo constatar la existencia de hematuria,

proteinuria o alteraciones oculares por haber fallecido.
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Figura 84: Distribucion de la sintomatologia de la familia 8.

6
3 3 I
I I I 0

3
HEMATURIA PROTEINURIA HTA HIPOACUSIA AFECTACION OCULAR

Tanto la clinica como la historia familiar sugieren la presencia de SAAD,

por lo que se estudiaron los genes COL4A3 y COL4A4 (Tabla 19):
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Tabla 19: Mutaciones aisladas en la paciente 23861

COL4A3 COL4A4

c.485A>G; p.E162G IVS 17424 A>T
IVS 30-66 C>T ¢.3011C>T; p.P1004L
IVS 39-4 Del TT ¢.4207T>C; p.S1403P
C.4932C>T; p.F1644F

El estudio del gen COL4A3 mostr6 la presencia de la mutacion codi-
ficante ¢.485A>G; p.E162G, presente también en los casos 1, 4 y 5, asi
como las mutaciones intronicas IVS 30-66 C>T ¢ IVS 39-4 Del TT.

El estudio del gen COL4A4 puso de manifiesto que la paciente era por-
tadora de tres mutaciones exodnicas consideradas polimorfismos y ya descri-
tas previamente. Las mutaciones €¢.4932C>T; p.F1644F y ¢.4207T>C;
P-S1403P estan presentes en otros pacientes de nuestro trabajo. La mutacion
¢.3011C>T; p.P1004L es la sustitucion puntual en heterocigosis de cito-
sina por timina en el exén 33, en la posicion 3011, que genera el cambio de
prolina por leucina en la posicion 1004 de la cadena o4 del colageno IV. Esta
descrito por Boye et al (1998) como polimorfismo de la region codificante, al

ser una sustitucion no-glicina en el dominio colageno®.
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Figura 85: Polimorfismo en el exon 33 del gen COL4A4 de la paciente 23861.

También hemos encontrado una mutacion intréonica no descrita previa-
mente: IVS 17424 A>T es la sustitucion en homocigosis de adenina por

timina en la posicion +24 del intrén 17, que no esta descrita.
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Figura 86: Mutacion en el intron 17 del gen COL4A44 de la paciente 23861.
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Las dos grandes entidades clinicas asociadas a trastornos de la membra-
na basal glomerular son la nefropatia de la membrana basal delgada o HFB,
que es la causa mas frecuente de enfermedad renal hereditaria, pudiendo afectar
hasta al 1% de la poblacion y el SA.

La HFB se define por un adelgazamiento de la membrana basal del glo-
mérulo asociada a hematuria y minima proteinuria, con una funcién renal nor-
mal, que se hereda con un patrén autosdémico dominante. No obstante, el diag-
nostico es dificil ya que se basa en la ausencia de hallazgos como proteinuria,
insuficiencia renal o sintomas extrarrenales. El SA es una nefropatia hereditaria
caracterizada por una glomerulonefritis que progresa a insuficiencia renal, con
cambios ultraestructurales tipicos en la membrana basal acompafiados de he-
maturia, que se asocia con frecuencia a hipoacusia y lesiones oculares.

El colageno tipo IV es el componente principal de las membranas ba-
sales; estd formado por seis cadenas diferentes, al-06, codificadas por genes
diferentes pero homologos que estan localizados por parejas en direcciones
opuestas. Las cadenas a3, a4 y a5 se expresan en la membrana basal de los
glomérulos. Desde el punto de vista genético, el sindrome es heterogéneo y
puede ser causado por mutaciones en los tres genes que codifican las diferentes
cadenas del colageno tipo IV (a3, a4 y a5) que forman parte de la membrana
basal de los glomérulos. Cada uno de estos genes estd formado por unos 50
exones, lo que dificulta hasta el momento su estudio sistematico. Tanto la HFB
como el SA se asocian con mutaciones en los genes que codifican las cadenas
del colageno. La HFB se hereda con un patron autosémico dominante, y se aso-
cia con mutaciones en los genes COL4A3 y COL4A4, mientras que la forma
de transmision mas frecuente del SA es la ligada al sexo (SALX), asociada con
mutaciones en el gen COL4AS5 (80% de los casos). No obstante, hasta el 20%
de los casos de SA se heredan con un patréon autosémico (SAAD o SAAR) y
son consecuencia de mutaciones en los genes COL4A3 y COL4AA4.

En nuestro trabajo, nos hemos centrado en el estudio de los casos de SA

diagnosticados en el Servicio de Nefrologia del Complejo Hospitalario de Sa-
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lamanca entre los afios 2000 y 2011 con un patrén de herencia autosémico. La
revision retrospectiva de los casos de este periodo nos ha permitido contactar
con 8 probandos que presentaban un patron de herencia autosémico, uno de
ellos no presentaba antecedentes familiares, pero fue incluido en el estudio por
sus caracteristicas clinicas. En el estudio hemos incluido una paciente con HFB
(familia 2).

Aunque clasicamente se ha admitido que el SAAD representa solo un 5%
de los casos de SA, la mayor parte de los pacientes incluidos en nuestra serie
pertenecen a familias en las que las manifestaciones clinicas, principalmente
la sordera, se transmiten con un patrén de herencia autosémico dominante. La
razén de la importante disparidad entre nuestros resultados y la literatura puede
residir en que, en realidad, el SAAD esta infradiagnosticado en la poblacion
general debido a la elevada variabilidad fenotipica intrafamiliar. Asi, en una
misma familia se dan casos de pacientes con una minima expresion de la enfer-
medad, que hace que esta pase desapercibida, mientras que otros presentan una
forma grave, con manifestaciones tempranas y rapida progresion a ERCT, lo
que puede dar lugar al diagnoéstico erroneo de SAAR, por lo que su prevalencia
estaria falsamente incrementada, ya que muchos de estos casos presentarian, en
realidad, una forma de herencia AD. También puede influir que pacientes con
SA, a los que no se les realiza una biopsia renal y que presentan manifestacio-
nes auditivas u oftalmolodgicas larvadas, sean diagnosticados de glomerulone-
fritis cronica, lo que puede justificar la disparidad en la prevalencia de nuestros
resultados con lo publicado.

Hasta el momento no se han descrito ni en SAAD ni en SAAR diferencias
clinicas dependiendo del sexo del paciente’. En nuestro estudio predomina la
afectacion en el sexo femenino; sin embargo, el reducido tamaio de la muestra
hace imposible extraer ninguna conclusion significativa respecto a este hecho.

Los enfermos incluidos en nuestro trabajo presentan una mediana de
edad de diagnoéstico de la enfermedad relativamente temprana (en torno a 31

afos), teniendo en cuenta que se trata, en su mayoria, de casos de SAAD y que
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los pacientes con este patron de herencia suelen tener una edad de debut de la
enfermedad mas tardia que los pacientes con SALX y SAAR®. La causa de esta
disparidad puede estribar en que, segin lo expuesto anteriormente, los pacien-
tes con SAAD presentan una clinica indolente que, en ocasiones, puede pasar
desapercibida, por lo que muchas veces no son diagnosticados.

La hematuria fue el sintoma de presentacion de la enfermedad en la tota-
lidad de nuestros probandos y, junto con la hipoacusia, uno de los primeros en
aparecer. Por lo tanto, la hematuria debe ser un signo de alerta en el diagndstico
de SA, tanto para el médico de Atencidon Primaria como para el Nefrélogo,
independientemente de que el paciente tenga o no antecedentes familiares. Se-
ria interesante realizar programas de formacion en Atencion Primaria, con el
objetivo de conseguir una derivacion temprana a la consulta de Nefrologia de
los pacientes con hematuria, para poder realizar un diagnoéstico precoz del SA
que permitiera instaurar medidas terapéuticas que retrasaran el deterioro de la
funcion renal y mejoraran el prondstico'** 140141,

La proteinuria, aunque aparecié a una edad mas tardia que la hematuria,
también estuvo presente en todos los pacientes en el momento del diagnoéstico.
Esto puede ser debido a que se realizé un diagnoéstico tardio. En nuestro estu-
dio, la proteinuria no alcanzé el rango nefroético, lo que es concordante con lo
publicado en otros estudios?.

A pesar de que la mayoria de los enfermos presentd un modo de heren-
cia AD, la ERC se dio en un elevado porcentaje y con un inicio relativamente
temprano en comparacion con los pacientes aquejados de SAAD estudiados por
otros grupos, que sugieren que el deterioro de la funcion renal es un hallazgo
raro en estos casos y que su inicio se da en torno a los 45-60 afios'*!. Esta dispa-
ridad de resultados con los de nuestra serie puede ser debida a que los pacientes
con clinica indolente pasan desapercibidos y sus familias son etiquetadas con
un patrén de herencia recesivo. Nuestros resultados sugieren que la expresion

fenotipica de las formas con herencia autosdémica dominante (SAAD) podria
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ser similar a la de las formas con herencia recesiva o ligada al cromosoma X. En
nuestra muestra, la ERC estuvo presente en el momento del diagndstico en un
elevado porcentaje de los enfermos, lo que puede ser debido a que la hematuria
y la proteinuria, al darse en edades relativamente tempranas, contribuyeron a la
rapida instauracion y progresion de la ERC, y también a que el diagnostico se
realizo de forma tardia, una vez que el dafio renal ya estaba establecido.

Aunque no existe un tratamiento curativo para el SA, el diagnéstico tem-
prano de la enfermedad brinda la posibilidad de instaurar medidas adyuvantes
como los ISRAA!13:140.131 " gyye, mediante el control de la proteinuria pueden
enlentecer la progresion de la enfermedad renal y asi postergar, en la medida de
lo posible, la necesidad de terapias sustitutivas, con la consiguiente mejoria en
el pronostico renal y vital de los enfermos.

Nuestros pacientes presentaron una elevada prevalencia de HTA, que, en
la mayoria de ocasiones, estaba presente en el momento del diagnoéstico. En la
literatura no hay datos sobre la prevalencia de esta manifestacion clinica en el
SA, siendo considerada un rasgo tardio asociado a la insuficiencia renal®. El
elevado nimero de casos de nuestra serie que presentaban HTA en el momento
del diagnostico apoya la idea del diagnostico tardio de la enfermedad, cuando
ya son evidentes los signos de nefropatia avanzada.

La hipoacusia neurosensorial bilateral para tonos agudos fue el sintoma
de aparicion mas temprana en nuestra serie y estuvo presente en la mayoria de
los enfermos. Su prevalencia real es desconocida, ya que la realizacion de au-
diometrias no es una practica rutinaria!*>. Sin embargo, la mayoria de nuestros
pacientes se habia sometido a esta prueba diagndstica, a pesar de lo cual el diag-
nostico clinico se demord hasta etapas mas tardias en las que ya eran evidentes
los signos de afectacion renal. Este hecho nos lleva a incidir en la importancia
de tener en consideracion la hipoacusia neurosensorial como sintoma guia para
el diagnostico de SA en las nefropatias que cursan con hematuria y proteinuria,

ya que su presencia en estos casos es muy sugestiva de este trastorno genéti-
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co'*!%_ Asi, la audiometria deberia ser, junto con la revision oftalmoldgica y la
biopsia renal con estudio de la MBG al ME, una prueba diagndstica imprescin-
dible a incorporar en el estudio de las hematurias. En la mayoria de las series la
hipoacusia se observa en la infancia tardia o en la adolescencia en los pacientes
con SAAR, (que son minoria en nuestra serie), mientras que en los casos de
SAAD se manifiesta en la edad adulta'?. Sin embargo, entre nuestros enfer-
mos, la mayoria presentd un modo de herencia AD y fueron diagnosticados
de hipoacusia a una edad temprana, lo que puede explicarse por la importante
variabilidad clinica que presenta este tipo de herencia.

No podemos descartar que las alteraciones auditivas de nuestros pacien-
tes no estén ligadas al trastorno renal y que, por lo tanto, nos encontremos ante
verdaderos SA con patron de herencia AR. Sin embargo, la correlacion que he-
mos encontrado entre los portadores de las diferentes mutaciones y la alteracion
sensorial auditiva nos inducen a pensar que esta alteracion forma parte del SA
de nuestros pacientes.

En nuestra serie las alteraciones oculares estaban presentes exclusiva-
mente en pacientes con herencia AD, lo que esta en contradiccion con lo co-
municado hasta el momento por otros grupos, que sugieren que estas altera-
ciones se reducen casi exclusivamente a formas ligadas al cromosoma X y a
las AR™%!! Ta razdn puede ser que muchas series de pacientes aquejados de
SAAD son etiquetados errdbneamente como enfermos de SAAR debido a que
sus familiares presenten una clinica tan leve que pasan desapercibidos, por lo
que las manifestaciones clinicas del SAAD no son tan benignas como tradicio-
nalmente se piensa. De este modo, se deberia incluir un examen oftalmologico
en el estudio de todo paciente sospechoso de padecer SA para intentar estable-
cer un diagndstico de la enfermedad lo mas precoz posible.

La biopsia renal es una herramienta fundamental para establecer el diag-
nostico clinico del SA, ya que el estudio de la MBG al ME pone de manifiesto

la presencia de alteraciones patognomonicas de la enfermedad®. La realizacion
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de esta técnica en los pacientes con hematuria y proteinuria que se someten a
una biopsia renal proporcionaria un diagndstico clinico de certeza de la enfer-
medad, que podria ser completado con un diagnostico genético que indicara la
mutacion responsable. Nuestra serie pone de manifiesto la escasa frecuencia
con la que se realizan biopsias renales a estos enfermos, y la casi total ausencia
de estudios de ME, lo que lleva, en los pocos pacientes sometidos a biopsias
renales, a diagndsticos anatomopatoldgicos erroneos, del tipo “glomerulonefti-
tis cronica” o “glomerulonefritis sin filiar”. Esta razon hace que sea necesario
instruir al clinico en la necesidad de realizar biopsias renales con estudio de la
MBG al ME, lo que proporcionaria un diagndstico clinico temprano y certero y
evitaria posibles tratamientos innecesarios.

El estudio genético familiar facilita la deteccion de portadores en edades
tempranas y permite el posterior control del desarrollo de la enfermedad. No
obstante, hasta el momento no se ha encontrado una correlacion entre la loca-
lizacion de las diferentes mutaciones y las caracteristicas fenotipicas de los pa-
cientes. Es mas, dentro de una familia, los portadores de mutacion no presentan
las mismas caracteristicas fenotipicas. Esto puede observarse claramente en la
familia 1 incluida en nuestro trabajo, en la que, aunque hay 6 miembros porta-
dores de la mutacion, solo dos presentan afectacion renal, siendo la alteracion
auditiva la manifestacion clinica més frecuente. En la familia 3 solo dos de los
tres individuos estudiados presentan alteracion auditiva, aunque todos tienen
alteraciones renales. Esta falta de correlacion entre las alteraciones genéticas
y las manifestaciones pone de manifiesto que, aunque la alteracion genética
en los genes COL4A3 y COL4A4 es imprescindible para el desarrollo de la
enfermedad, otros genes deben de estar implicados en la misma modulando las
manifestaciones fenotipicas.

En nuestro trabajo hemos estudiado la presencia de mutaciones en los ge-
nes COL4A3 y COL4A4 mediante amplificacion por PCR de todos los exones

de ambos genes y posterior deteccion de cambios de movilidad electroforética
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en analisis de heteroduplex. En aquellos casos en los que hemos encontrado
cambios en la movilidad de los fragmentos amplificados hemos procedido a
su secuenciacion. Esta técnica no permite detectar el 100% de las mutaciones
y podria explicar que en las familias 4, 6 y 8, con un diagndstico evidente de
SAAD o SAAR, no hayamos detectado ninguna mutacion.

En nuestra serie hemos incluido una familia (familia 2) diagnosticada de
HFB en la que no hemos encontrado ninguna mutacion en los genes COL4A3/
COL4A4. Un 40% de los pacientes con esta enfermedad pueden ser portadores
heterocigotos de mutaciones en los genes COL4A3/A4', pero no todos los
casos presentan alteraciones en estos genes. Recientemente se ha descrito que
mutaciones en el gen CFHRS, que codifica una proteina del complemento, se
asocian con glomerulopatia con hematuria y riesgo de progresar a ERC?”. Por
lo tanto, la no deteccion de mutacion en esta paciente puede ser debido a la li-
mitacion de la técnica o a que sea portadora de mutacion en un gen no incluido
en nuestro estudio.

En el caso de la probando de la familia 6, la ausencia de mutaciones en
los genes COL4A3/COL4A4 puede ser consecuencia de la limitacion de la téc-
nica, pero también puede tratarse de una entidad clinica diferente al SA. Se han
descrito macrotrombocitopenias asociadas con microhematuria secundarias a
mutaciones en el gen MYH9. Existen tres entidades clinicas, los sindromes de
May-Hegglin, Fechtner y Epstein que comparten alteraciones ultraestructurales
con el SA y se pueden asociar con trastornos auditivos y remedar este sindro-
me'*. Hasta el momento hemos realizado un estudio parcial del gen MYH9 y no
hemos encontrado mutacion en las regiones habitualmente mutadas en estas en-
tidades clinicas. Por falta de financiacion no hemos podido terminar este estudio.

En cuatro familias hemos encontrado mutaciones en heterocigosis aso-
ciadas a manifestaciones fenotipicas propias del SA. La mutacion en el gen
COL4A3 ¢.345delG; pG115Gfsx37, que se ha encontrado en la familia 1, esta

localizada en el dominio aminoterminal y da lugar a una proteina truncada que
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carece del dominio de trimerizacion, por lo que se dificultaria la formacion de
la red a304a5 que desempeiia un papel critico durante la embriogénesis y es
responsable de la integridad de la membrana basal glomerular. La mutacion
aparece en heterocigosis y todos los individuos portadores de la misma presen-
tan alguna alteracion fenotipica, por lo que pensamos que el patron de heren-
cia es autosomico dominante. No obstante, excepto la probando y su hijo, que
presentan alteraciones renales, el resto de familiares portadores de la mutacion
presenta sordera como unico componente del sindrome.

En este gen se ha encontrado una segunda mutacion ¢.5235G>T;
p-G1412V ya descrita previamente (Tazon Vega et al. 2003), que se localiza
dentro del dominio de unidn al epitelio y proxima a la zona de union a la inte-
grina. La familia 3, portadora de la mutacion, presenta un patrén bien definido
de herencia autosomica dominante con afectacion del padre y dos hermanos.
No obstante, en este caso también existen diferencias fenotipicas entre los fami-
liares; asi, mientras que la alteracion renal ha permanecido estable en el padre,
ha evolucionado a ERCT en los dos hijos, poniendo de manifiesto la importante

variabilidad de las manifestaciones clinicas asociadas a mutaciones en estos

genes.
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Figura 87: Region en la que se localiza la mutacion p. G1412V

y dominios situados en dicha zona.

En el gen COL4A4 hemos encontrado una mutacion en el intron 3. Aun-

que la mayoria de las mutaciones descritas hasta el momento en los genes
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DISCUSION

COL4A3 y COL4A4 son mutaciones de cambio de sentido (missense), tam-
bién se han descrito mutaciones intronicas que modifican la maduracion
(splicing) del ARN. La mutacion IVS 3+1 G>C del gen COL4A4 modifica
el procesamiento del ARN al afectar a una de las secuencias candnicas de
procesamiento. La ausencia de ARN procedente del probando portador de la
mutacion nos ha impedido determinar si la mutacion supone la incorporacion
del intrén 3 o la pérdida del exon 3 a la secuencia codificante. En cualquiera
de los dos casos, probablemente se produzca un cambio en la fase de lectura
y un coddén de parada prematuro que, como en el caso anterior, produciria una
proteina incapaz de trimerizar adecuadamente. En la figura 88 mostramos el
cambio de fase de lectura que se produce si se pierde el exén 3 o si se gana el
intrén 3. Ambos casos dan lugar a un codon de parada prematuro que genera

una proteina truncada.

a)
MetWSLHIVLMetRCSFRLTKSLATGPWSLILIL
FSVQYVYGSGKKYIGPCGGRDCSVCHCVPEKGSR

b)

MetWSLHIVLMetRCSFRLTKSLATGPStop

¢)
[MeEW STHIVL MefR CSFRLTKSLATGPWSLILTILE
SVQYVYGVSTFTSSGCVVKIHFIECIIFVILSKKSPS

[GTQESYE stop

Figura 88: A) Secuencia inicial de la proteina COL4A4 en condiciones normales. B) Secuencia
de la proteina COL4A4 sin el exon 3. C) Secuencia de la proteina COL4A4 con el intron 3.

La familia portadora de esta mutacion (familia 7) presenta un claro pa-
tron de herencia autosomico dominante si tomamos como referencia el trastor-
no auditivo. De manera similar a las otras familias portadoras de mutacion, en

este caso hemos encontrado una gran variabilidad fenotipica y asi, mientras el
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probando presenta afectacion renal pero no es portador de alteraciones audi-
tivas ni oculares, el resto de familiares presenta trastornos auditivos, pero no
renales. El padre presenta alteracion renal crénica sin hematuria ni proteinuria,
que no permite hacer un diagnostico clinico definitivo de SA. No obstante, al
ser portador de la mutacion y presentar un trastorno auditivo podemos concluir
que la enfermedad se transmite con un patrén autosémico dominante. La sor-
dera del hermano, al estar asociada a un colesteatoma, no podemos incluirla
dentro del SA.

Finalmente, el estudio del gen COL4A4 en la familia 5 nos ha permitido
encontrar una mutacion de cambio de sentido (missense) no descrita hasta el
momento. La mutacion ¢.4267C>T; pP1423S supone el cambio de una prolina
por una serina en una region en la que no se ha descrito ningiin dominio especi-
fico de la proteina. No obstante, la cadena a4 tiene 26 secuencias Gly-Xaa-Yaa
en las que Xaa o Yaa es a menudo prolina o hidroxiprolina que le confieren
flexibilidad a la proteina. La prolina 1423 esta localizada en una secuencia Gli-

cina-Valina-Prolina.

1
a4 1408 KGEPGLDGRRGVDGVPGSPGPPGRKGDTGED

/I\

HSP47

Figura 89: Region de la proteina COL4A4 en la que se localiza la mutacion p.P423S.

Una observacion intrigante en el estudio del SA en animales de experi-
mentacion es la influencia de la cepa de ratdn en el desarrollo de la enfermedad.
Estas observaciones reflejan que multiples genes pueden influir en el desarrollo
de las caracteristicas fenotipicas de la misma. Los diferentes genes que con-
tribuyen a un caracter cuantitativo se conocen como loci de caracteres cuan-
titativos (QTL) y su identificacion permite comprender mejor la variabilidad

fenotipica de la enfermedad.
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En este sentido, es bien conocido que las alteraciones en el colageno
tipo IV no afectan la funcion glomerular durante los primeros afios de vida,
pero en algin momento durante la adolescencia aparece proteinuria, que indica
los estadios iniciales de la enfermedad glomerular, que acaba progresando a
insuficiencia renal. No se conoce bien el porqué de estos cambios. Estudios
realizados en ratones, han puesto de manifiesto la implicacion de las MMP en
la degradacion de la membrana basal glomerular. Los glomérulos de los ratones
con Alport expresan mas MMP-2, MMP-3 y MMP-9 y el tratamiento de estos
ratones con inhibidores de las MMP mejoran la progresion de la enfermedad'+.
Otro aspecto peculiar de la membrana glomerular en la enfermedad de Alport
es la acumulacion de lamininas'®. Los ratones knockout para las integrinas o3
y B1, muestran una acumulacion de laminina en la membrana basal glomeru-
lar. Una posible explicacion a la elevada variabilidad fenotipica encontrada en
nuestros pacientes es que variaciones en los genes que codifican estas proteinas
actien como moduladores de las mutaciones en los genes COL4A3 y COL4A4.

La variabilidad fenotipica puede ser por tanto consecuencia de variacio-
nes en otros genes asociados, por lo que la siguiente etapa de nuestro trabajo
sera analizar si variantes polimorfas de los genes que codifican metaloprotea-
sas, integrinas o lamininas pueden modificar el fenotipo de los pacientes. Por
otra parte, en nuestro trabajo hemos encontrado 7 polimorfismos en regiones
codificantes del gen COL4A3 y 7 en exones del gen COL4A4, de las que
9 suponen un cambio en el aminoacido. Por motivos econdmicos no hemos
podido analizar la incidencia de estas mutaciones en los familiares de los pa-
cientes (excepto de la familia 1), pero cabe la posibilidad de que la presencia
de estas mutaciones pueda modular a las mutaciones patogénicas y ayudar a
explicar la variabilidad fenotipica intrafamiliar (en el estudio de la familia 1 se
vio que la presencia o ausencia de los polimorfismos no se relacionaba con la
enfermedad).

Con el objetivo de explicar esta gran variabilidad en las formas de pre-

sentacion de estas patologias, hemos sido invitados por el profesor Deltas,
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director del Centro de Investigacion de Medicina Molecular del Departamento
de Ciencias Biologicas de la Universidad de Chipre, a participar en el estudio
europeo “Collaboration on Alport syndrome and thin basement membrane ne-
phropathy: In search for genetic modifiers”, que intenta encontrar variantes
genéticas en genes distintos a los del colageno en pacientes con mutaciones
heterocigotas de los genes COL4A3 y COL4A4, para buscar asociaciones que
lleven a fenotipos leves (HFB) o mas agresivos (SA)'“. En este estudio, nuestro
grupo colabora con el envio de muestras de ADN de todos los pacientes en los

que hemos encontrado una mutacion patogénica.
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Conclusiones







CONCLUSIONES

1. Nuestro trabajo confirma la gran variabilidad fenotipica de los pacien-
tes con Sindrome de Alport, lo que dificulta el diagnostico de la enfermedad y

la asignacion de un patron de herencia bien definido en las familias.

2. En este estudio describimos tres nuevas mutaciones asociadas al Sin-
drome de Alport. Una delecion en el gen COL4A3 que produce una proteina
truncada y dos nuevas mutaciones en el gen COL4A4, de las cuales una es
intronicay altera el proceso de maduracion del ARN. En ninguna de estas nuevas
mutaciones hemos podido encontrar una correlacion con las manifestaciones

clinicas de los portadores de las mismas.

3. Nuestro trabajo subraya la importancia de realizar biopsias renales y
estudio de microscopia electronica para poder hacer un diagnostico definitivo

del Sindrome de Alport.

4. Nuestros datos confirman que los estudios genéticos permiten identi-
ficar individuos portadores dentro de una familia y hacer un seguimiento mas
riguroso de los mismos; permiten descartar a los portadores como donantes en
trasplante renal y, ademas, permitiria realizar una seleccion de embriones en

casos concretos.
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Abstract

Background/Aims: Autosomal dominant Alport syndrome represents 5% of all Alport
syndrome cases. This entity presents a different clinical expression from the recessive
inheritance pattern and the X chromosome-linked pattern, because it is mild and it shows a
late onset, which in many cases even goes unnoticed. Methods: We carried out a descriptive
observational and retrospective clinical study on 19 patients from 5 families with a clinical
diagnosis of autosomal dominant Alport Syndrome, and we analyzed the expression of the
symptoms in the different families, comparing the results with what has been described in the
literature. Results: Renal involvement appeared at a young age, with a progression towards
end-stage chronic kidney disease at a median age of 31 years (20.5-36.5). Hearing involvement
also appeared in early stages, at a median age of 28.5 years (7.5-62.5). Also, we observed
ocular lenticonus-like injuries, which until now have only been described in other inheritance
patterns. Conclusions: Our results suggest that dominant patterns are accompanied by a
severe clinical expression that can be superimposed to the recessive and X chromosome-
linked patterns, contrary to what has been classically stated. The high phenotypic variability
observed in the families lead to the fact that many cases go unnoticed and the severest cases
are erroneously diagnosed as recessive, which means that the real prevalence of dominant
forms is probably higher than the current 5%.

Copyright © 2015 S. Karger AG, Basel

Introduction

Autosomal dominant Alport syndrome (OMIM 104200) represents 5% of all cases of
Alport syndrome and, with benign familial haematuria and the state of carrier of autosomal
recessive Alport syndrome, it makes up the entity called "collagen type IV (a3-a4)
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nephropathy” [1]. These entities are caused by mutations in the COL4A3 and COL4A4 genes,
which are responsible for the synthesis of the a3 and a4 chains of the collagen IV network.
Such mutations alter the production and assembly of this network, which is an essential
component in the structure of the glomerular basement membrane of the kidney, the inner
ear and the eye [1, 2].

Unlike the recessive and X chromosome-linked patterns, where a severe phenotype
can be observed, in the few cases with a dominant pattern, the clinical evolution is less
aggressive, the renal symptoms (haematuria and proteinuria) appear at later stages of life,
with a slow evolution towards chronic kidney failure which, in very few cases, reaches an
end-stage chronic kidney failure [3, 4]. Hearing loss in these cases is also mild and it also
appears at adult age.

Lenticonus and maculopathy are the most common ocular injuries in recessive and
X chromosome-linked Alport syndrome. However, in dominant cases, retinopathy and
cataracts are the only anomalies that have been described [5]. In spite of these common
features, there is a high intra-familial phenotypic variability, which is responsible for the fact
that no correlations between genotype and phenotype can be established in this inheritance
pattern [1]. The low prevalence of dominant cases can be partly due to under diagnoses
because, when the phenotype is mild, they can go unnoticed. However, they deserve special
attention, because, in some patients, the renal involvement may lead to end-stage chronic
kidney disease [3].

In our study we analyze the clinical and phenotypic aspects of the population who has
been diagnosed with autosomal dominant Alport syndrome in our hospital in the period
2000-2013, and we compare the results with those of other published series, in order to
establish whether the clinical evolution of our patients matches what has been described in
the literature.

Patients and Methods

We have carried out a descriptive, observational and retrospective clinical study,
in which we have reviewed the clinical record of the patients who were diagnosed with
autosomal dominant Alport syndrome and required medical assistance in the department of
Nephrology of our hospital in the period 2000-2013.

The diagnosis of Alport syndrome was established when the index patient met at least
two of the following criteria [6-8]:

e Positive family record of macro or microscopic hematuria with or without
progression to end-stage chronic kidney disease.

e Progressive sensorineural deafness for high tones.

e Characteristic ocular manifestations (lenticonus or maculopathy).

e Compatible renal biopsy findings (laminated glomerular basement membrane).

In the group of patients who met those criteria, we selected those who presented an
autosomal dominant inheritance pattern, in which we made an analysis of the COL4A3 and
COL4A4 by heteroduplex with acrylamide gels, to detect the presence of mutations in exon
regions and flanking intronic secuences. PCR fragments showing anomalous migration
patterns in that analysis were sequenced on an ABI 3100 genetic analyser in order to find
out any pathogenic mutation in these genes, that could confirm the diagnosis of Alport
syndrome [9].

In each selected case, we analyzed the clinical and demographic parameters, including
sex, family record (with the possible existence of consanguinity), haematuria, proteinuria,
hypertension, hearing loss, compatible ocular impairment or chronic kidney disease. We also
recorded the degree and age of appearance of these signs and whether they were present at
the moment of the clinical diagnosis of the disease.
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Statistical method

We carried out a retrospective, descriptive and observational study in which we used
the SPSS 20.0 software pack for Mac OS X. Qualitative variables are expressed as percentages,
whereas quantitative ones are expressed as a median and interquartile range.

Results

The study included 19 patients from 5 families with a diagnosis of autosomal dominant
Alport syndrome. In this group, 9 of them were men (47.4%) and 10 were women (52.6%).

Family 1

We studied 10 patients, who shared the pathogenic mutation c¢.345 delG; p.G115GfsX37
inthe COL4A3 gene [10]. The study of the COL4A4 gene did not show any pathogenic mutation.

The index case (patient 7858 of the Figure 1) is a 48 years old Caucasian Spanish woman,
who has suffered multiple crises of microscopic haematuria, spontaneously or after febrile
episodes since she was 2 years old. At the age of 32, she was diagnosed with hypertension,
proteinuria (1.92 g/day) and chronic kidney disease (glomerular filtration rate 45 ml/min).
At 46 years old, she was diagnosed with high tones bilateral hearing loss. Her son suffered
from sporadic crises of macroscopic and microscopic haematuria and proteinuria (2.2g/24h)
since he was 6 years old and, 3 years later, he was diagnosed with high tones sensorineural
hearing loss and anterior lenticonus. At the age of 19, he developed chronic kidney disease,
which evolved into the need for renal replacement therapy three years later. The patient
never developed hypertension.

The rest of the affected family members only suffer high tones bilateral sensorineural
hearing loss, without haematuria or impaired kidney function.

Family 2

There were 3 affected patients, who shared the pathogenic mutation c.4235G>T;
p.G1412V of the COL4A3 gene [1]. There were no pathogenic mutations in the COL4A4 gene.

The index case (patient 7886 of the Figure 1) is a 52-year-old Caucasian woman,
who suffered from microhaematuria, nephrotic range proteinuria (5.3 g/24h), arterial
hypertension and chronic kidney failure since she was 24 years old. The kidney impairment
evolved to end-stage chronic kidney disease at 31 years old. When she was 41 years old, she
was diagnosed with high tones sensorineural bilateral hearing loss, and at 42 years old she
was also diagnosed with maculopathy. The patient currently has a renal graft.

Her brother (25945 of the Figure 1) is a 53-year-old man who, at 29 years old suffered
from an episode of macrohaematuria and edemas. The studies that were carried out showed
nephrotic range proteinuria (8.25 g/24h) and arterial hypertension. One year later, he
developed chronic kidney disease, which evolved towards end-stage chronic kidney failure
at 34 years old. At that time, he was admitted into the hemodialysis program. He does not
show deafness or ocular impairment.

The father of both patients (27024 of the Figure 1) is an 83-year-old man, diagnosed
with sensorineural deafness when he was 67 years old. Eight years later, he was diagnosed
with arterial hypertension and chronic kidney disease, with glomerular filtration rate
around 40 ml/min, which has remained stable over time. No proteinuria, haematuria or
ocular impairment have been observed.

Family 3

We analyzed one patient, with the pathogenic mutation c.4267C>T; p.P1423S of the
COL4A4 gene [11]. The study of the COL4A3 gene did not revealed any pathogenic mutation.

The index case was a 49-year-old woman (patient 23454 of the Figure 1) who, at 6
years old, was diagnosed with high tones sensorineural hearing loss, which progressed to
the current need of hearing aid. When she was 28 years old, she showed microhaematuria,
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Fig. 1. Family trees of the studied

families. Family 1 had lenticonus, hematuria, proteinuria, hearing loss and

chronic kidney disease. Family 2 had retinopathy, hematuria, proteinuria, hearing loss and chronic kidney

disease. Family 3 had retinopathy, hematuria, proteinuria, hearing loss and chronic kidney disease. Family

4 had hematuria, proteinuria, hearing loss and chonic kidney disease. Family 5 had hematuria, proteinuria,

hearing loss and chronic kidney disease.

proteinuria (0,5g/24h) and kidney disease (creatinine clearance of 40 ml/min). These
symptoms were continuous since then. She showed arterial hypertension at 47 years old and
of macular flecks at 48 years old. A renal biopsy was never performed due to the impaired
kidney function at the beginning of the study.

Her mother suffered from deafness since a young age, as well as stage III chronic
kidney disease, haematuria and proteinuria. Her brother was diagnosed with haematuria,
proteinuria and end-stage kidney disease of unknown origin since his adolescence, and he
died because of medical complications of the kidney disease. He was never diagnosed with
hearing loss or ocular injuries.

The index case’s daughter suffered from high tones bilateral sensorineural hearing loss

since childhood.

Family 4

We studied 2 patients who share the pathogenic mutation IVS3+1G>C of the COL444
gene [11]. There were no pathogenic mutations in the COL4A3 gene.

The index case was a

55-year-old man (patient 23585 of the Figure 1) who was

diagnosed with arterial hypertension and microhaematuria when he was 30 years old. He
developed proteinuria of 0.2g/24h ten years later, which had remained stable. The patient
did not develop chronic kidney disease or visual or auditory inpairment.

His father was diagnosed with chronic kidney disease at 75 years old, with creatinine
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clearance around 30-40 ml/min with proteinuria (0.1 g/24h) and haematuria. He suffered
from arterial hypertension and high tones sensorineural hearing loss since he was 79 years
old. He did not show visual impairment.

The paternal family had a large history of sensorineural hearing loss, but we could not
study the presence of other signs of Alport syndrome because some of them had passed
away and other relatives did not live in the city of the study.

Family 5

We studied 3 patients, in which we could not find any pathogenic mutation after the
analysis of the COL4A3 and COL4A4 genes.

Theindex case was a 41-year-old woman (figure 23861 of the Figure 1), who has suffered
from several episodes of macrohaematuria and microhaematuria since she was 3 years old.
At 6 years old, proteinuria of 0.35g/24h was diagnosed, which increased progressively until
nephrotic range at 36 years old. At that age she also developed hypertension and chronic
kidney disease, when she was pregnant. She entered a haemodialysis program at 39 years
old. Nowadays she has a renal graft. A renal biopsy was performed at 22 years old, which
showed the lamination of the glomerular basement membrane. The presence of high tones
sensorineural hearing loss was established when she was 8 years old. She did never show
any ocular impairment.

Her brother was a 33-year-old man diagnosed with macrohaematuria and nephrotic
range proteinuria when he was 9 months old. He developed chronic kidney disease when
he was 14 years old and he entered a program of peritoneal dialysis 5 years later. He was
diagnosed with sensorineural hearing loss when he was one year old. He had no shown any
ocularimpairment. Their mother suffered from microhaematuria, non-nephrotic proteinuria,
arterial hypertension, grade III chronic kidney disease and sensorineural hearing loss since
her adolescence. The patient’s maternal great-grandparent died when he was 20 years old.
He suffered from sensorineural hearing loss and chronic kidney disease, and so did his two
daughters (the patient’s grandmother and aunt). The presence of haematuria, proteinuria
or ocular impairment in these patients could not be determined because they had all passed
away.

The family data suggested the existence of ADAS, but we could not find any pathogenic
mutation after sequencing 43 exons of the COL4A3 gene and 21 exons of the COL4A4 gene,
but the findings in the renal biopsy made us make the diagnosis of Alport syndrome.

Table 1 shows all the symptoms of the studied patients. The analysis of the different
clinical parameters revealed that the most common injury in our series was hearing loss,
followed by chronic kidney disease, proteinuria and haematuria, as can be seen in Table 2.
The onset age of the different symptoms is detailed in Table 3.

The median value of proteinuria was 1.58 g/day (0.22-5.05), and the maximum val-
ue reached was 2.06 (0.29-6.97). Only 4 out of 19 patients (21%), belonging to 2" and 5"
families, reached a nephrotic range of proteinuria. Between our 19 patients, only 8 (42,1%)
suffered from haematuria, and 6 of them (75%) had episodes of gross haematuria (families
1, 2, 3 and 5). All of our patients were treated with inhibitors of the renin-angiotensin II-al-
dosterone system.

Discussion

We have studied 5 families with autosomal dominant Alport syndrome. This diagnosis
has been suspected by the study of the family record and confirmated by genetic study or by
the finding of compatible injuries in glomerular basal membrane [12].

The genetic study method we have performed has been the heteroduplex with
acrylamide gels. Although the most accurate genetic method for the diagnosis of Alport
syndrome is MPS, we could not use it because our laboratory did not have it. Nevertheless, we
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Table 1. Clinical and laboratory data of the studied patients

HAEMATURIA PROTEINURIA CKD END-STAGE

HEARING OCULAR

7858 +
(index)
26577 -
26150 -
26578 -
1th FAMILY 25798 +
26151 -
26149 -
26154 -
26832 -
26833 -

+

CKD LOSS INJURIES

7886 +

2th (index)
FAMILY 25945 +
27024 -

+H+ + o+

3th

FAMILY 23454 +

23585 +
(index)
FATHER +

4th
FAMILY

23861 +
5th (index)
FAMILY 26093
MOTHER +

CKD: Chronic kidney disease

+

can ensure that these families suffer
from autosomal dominant Alport
syndrome, since we have studied the
two genes and we have been able to
exclude a second mutation in every
patient. Besides, all the mutations
responsible for the illness in our
families are pathogenic mutations
(frameshift, splicing and missense),
described in different works [1, 10,
11].

This certain diagnosis of auto-
somal dominant Alport syndrome
makes us reject another diseases,
like thin membrane nephropathy
with superimposed IgA glomerulo-
nephritis.

Autosomal dominant Alport
syndrome is characterized by a late
onset age, between 40 and 60 years
[6, 7]; however, the patients includ-

Table 2. Frequency of different clinical manifestations

CLINICAL PARAMETER TOTAL AT DIAGNOSIS
CKD 9 (47,4%9 6 (31,6%)
End stage ckd 5 (26,3%) 0
Haematuria 8 (42,1%) 8(42,1%)
Proteinuria 9 (47,4%) 8(42,1%)
Hypertension 9 (47,4%) 6 (31,6%)
Hearing loss 13 (68,4%) 9 (47,4%)
Ocular involvement 3 (15,8%) 2 (10,5%)

Table 3. Age of onset of the different symptoms

SYMPTOM AGE OF ONSET (years)
Haematuria 15 (2,25-28,75)
Proteinuria 28 (6-36)
CKD 30 (21,5-55,5)
Progression to end stage CKD 4(3-6)
End stage CKD 31 (20,5-36,5)
Hypertension 32 (26,5-61)
Hearing loss 28,5 (7,5-62,5)
Ocular involvement 42 (9-48)
Clinical diagnosis 29 (4-61)

ed in our sample had a relatively early median age at the moment of the diagnosis of the dis-
ease, around 29 years, and similar to what has been observed in other inheritance patterns.
Haematuria and proteinuria were the renal signs of onset in most of our patients, which
suggests that they must become an alert sign in the diagnosis of Alport syndrome, both for
the general practitioner and for the nephrologist [13, 14], even when the patient does not
present a positive family record, in order to reach an early diagnosis which, with an adequate
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therapeutic measures, such as inhibitors of the renin-angiotensin II-aldosterone system [9],
could, in some cases, delay the impairment of renal function and improve prognosis [15,
16]. Proteinuria appeared at a relatively early age (in the third decade of life), but later than
haematuria, probably because these patients (who presented this sign in the beginning of
their disease) were diagnosed in advanced stages, when the renal damage was already clear.
In our study, proteinuria did not reach a nephrotic range, which matches what has been de-
scribed in other series [2].

Chronic kidney disease appeared in a high number of patients, and it presented a
relatively early onset. The reason for the high prevalence of the impairment of renal function
in our series can be due to the fact that haematuria and proteinuria appeared in relatively
early ages and contributed to the fast establishment and progression of the renal disease, and
also to the fact that the diagnosis was established late, once the renal damage had already
been established. The high prevalence of hypertension at diagnosis in our series might be
the result of the fact that the disease was diagnosed at an advanced age. There are no data in
the literature on the prevalence of this sign in Alport syndrome, regardless of its inheritance
pattern, and it is considered a late feature associated to renal failure [6], which matches our
results.

The appearance of ocular and hearing injuries is not usually predominant in autosomal
dominant patterns of Alport syndrome, which represents a difference compared with the
recessive and sex-linked patterns [14, 17, 18]. Bilateral sensorineural high tones hearing
loss was an early onset symptom in our series, and it was present in most of the patients.
Its real prevalence is unknown, because audiometries are not common practice [18].
However, it is necessary to emphasize the importance of taking this symptom as a key factor
in the diagnosis of the disease in cases of nephropathies accompanied by haematuria and
proteinuria, because its presence in these cases is highly suggestive of this genetic disorder
[10]. Hearing loss is observed in late infancy or adolescence in patients with recessive and
X chromosome-linked patterns, whereas in the cases with a dominant inheritance pattern it
appears in adultage [2, 19, 20]. However, our patients were diagnosed with hearingloss atan
early age (before 30 years), which can be explained by the high clinical variability presented
by this inheritance pattern [1]. In our series we found patients with ocular injuries, such as
lenticonus, which until now had only been described in recessive and sex-linked inheritance
patterns [10, 14, 17, 20].

Conclusion

Our results reflect the high variability in the clinical expression of autosomal dominant
Alport syndrome, and they reveal that this illness is not as benign as it was traditionally
thought. Instead, it can behave similarly to the recessive or X-linked disease. Until now,
there is not a clear explanation for this great variability, but there are some hypothesis
who affirm that mutations in other genes of the glomerular basal membrane, who encode
different proteins such as laminin, podocin, integrins or metalloproteases could modulate
the phenotypic expression of the COL4A3 or COL4A4 mutations in some patients, who would
suffer a more severe illness, while their relatives, who only suffer the COL4A3 or COL4A4
mutations, would suffer a milder disease [10, 11].

A possible consequence of this may be that patients with autosomal dominant Alport
syndrome with severe symptoms are erroneously labeled as patients with a recessive
inheritance pattern because their relatives may show such mild symptoms that they are
never diagnosed, due to the high phenotypic variability of this condition. This fact makes
it difficult to reach an adequate diagnosis for this condition and to assign a well-defined
inheritance pattern to the families. This leads us to suggest that dominant patterns are
undiagnosed, which means that their real prevalence may be higher than the 5% of all Alport
syndrome cases that are classically described.
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Bilateral sensorineural hearing loss is a characteristic feature of Alport syndrome, which is always linked
to renal manifestations so they have a parallel evolution and prognosis, and deafness helps to identify the
renal disease. We report a family that suffers an autosomal dominant Alport syndrome caused by a
previously undescribed mutation in the COL4A3 gene, in which several members have hearing impair-
ment as the only clinical manifestation, suggesting that in this family deafness can occur independent of
renal disease. This mutation is also present in a patient with anterior lenticonus, an observation only
found in families with recessive and sex-linked Alport disease.

© 2014 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Background

Autosomal dominant Alport syndrome accounts for 5% of all
cases of Alport syndrome [Torra, 2011; Tazon Vega et al., 2003 Nov].
His clinical expression is more benign than in the recessive and sex-
linked forms and its features appear in the later stages of life [Tazon
Vega et al., 2003 Nov].

The disease causes haematuria, proteinuria and progressive
kidney disease, which leads, in rare cases, to end stage renal
disease.

Autosomal dominant Alport syndrome generates a form of late-
onset mild sensorineural hearing loss. As in the other forms of
Alport syndrome, this is in most cases accompanied by renal failure,
the rate of hearing loss is directly linked to the progression of renal

* Corresponding author. Nephrology Unit, Hospital Nuestra Sefiora de Sonsoles,
Av. Juan Carlos I s/n, 05004 Avila, Spain. Tel.: +34 920358000.
** Corresponding author. Molecular Medicine Unit, Department of Medicine,
Faculty of Medicine, University of Salamanca, Campus Miguel Unamuno, 37007
Salamanca, Spain. Tel.: +34 923294553.

E-mail add; : crosadorubio@hotmail.com (C. Rosado), gonzalez@usal.es

(R. Gonzilez-Sarmiento).

! Present address: Nephrology Unit, Hospital Nuestra Sefiora de Sonsoles, SACYL,
Avila, Spain.

http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmg.2014.10.003
1769-7212/© 2014 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

failure, and its progression suggests a poor prognosis of kidney
disease [Buzza et al., 2003 Feb].

The only ocular abnormalities described in the dominant forms
of Alport syndrome are retinopathy and cataracts. No cases of
lenticonus [Bekheirnia et al., 2010 May; Zeisberg et al., 2006] have
been described.

We have studied a Spanish family with a new mutation in the
COL4A3 gene in which most of its members are suffering from
isolated hearing loss. One of the members also presents lenticonus
(Fig. 1A).

2. Methods

All parameters of renal function, ocular, hearing and laboratory
tests were measured under standard conditions of clinical practice,
and repeated at different stages of the patients’ life in order to
verificate them.

High molecular weight DNA was obtained from peripheral blood
after venipuncture. The study protocol was approved by the local
Ethics Committee and followed the tenets of the Declaration of
Helsinki. Written informed consent was obtained from the patients.

DNA was amplified by polymerase chain reaction with Master
Mix (Promega) in an automated thermal cycler. To amplify the
different exons of the COL4A3 and COL4A4 genes, a standard PCR
program was used and conditions were adapted to each exon
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Fig. 1. A) Family tree showing mutation carriers and phenotypic characteristics. B) Automatic sequencing showing mutation c.345 DelG; p.G115GFSX37 in exon 6 of the COL4A3

gene.

(Supplementary Tables | and II). The samples obtained after
amplification of these DNA fragments were analysed by

heteroduplex with acrylamide gels to detect the presence of

mutations in exon regions. PCR fragments showing anomalous
migration patterns were sequenced on an ABI 3100 genetic
analyser. Reading and processing of automatic sequences were
performed with the 4Peaks 1.7.2 (1.7.1) program for Mac OS X
(http://www.mekentosj.com/science/4peaks).

3. Results
3.1. Clinical case

The index case (patient 7858 of Fig. 1A) is a 48 years old
Caucasian Spanish woman, who at 2 years old had an episode of
gross haematuria after suffering acute tonsillitis. No renal biopsy
was performed so she was diagnosed with acute
glomerulonephritis. Since then she has suffered multiple crises of
microscopic haematuria, spontaneously or after febrile episodes.
At the age of 32, she was diagnosed with hypertension,
proteinuria (1.92 g/day) and chronic kidney disease (glomerular
filtration rate 45 ml/min and creatinine ranging from 0.13—
0.15 mmol/L). At 46 years old, loss of hearing motivated an
audiometry that revealed the presence of bilateral hearing loss
for high tones.
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The patient’s son (25,798) suffered an episode of gross haema-
turia at the age of six, following a respiratory infection. Later, he
suffered from sporadic crises of macroscopic and microscopic
haematuria and proteinuria (2.2 g/24 h) was observed. At nine
years old, he was diagnosed with sensorineural hearing loss for
high tones and anterior lenticonus. At the age of 19, he developed
chronic kidney disease, which evolved into the need for renal
replacement therapy at 22 years old, when he underwent a kidney
transplant. The patient never developed hypertension.

The rest of the family members have periodically undergone to
routine blood and urine tests (included the study of the urinary
sediment), which have proven the absence of haematuria and
impaired renal function. They only suffer bilateral sensorineural
hearing loss for high tones, with a median age of onset of 37.5 years
(14.25-49.75).

These familiar and clinical data made us propose the clinical
diagnosis of autosomal dominant Alport syndrome. Consequently,
COL4A3 and COL4A4 genes were studied.

3.2. Genetic analysis

DNA sequencing of the COL4A3 gene in the index patient
revealed the presence of six DNA changes. Exonic changes
c422T > C; p.L141P; [Abrahamson et al, 2003] c485A > G;
p.E162G; [Gubler, 2007 May] ¢.976G > T; p.D326Y [Gubler, 2007
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May] and intronic changes IVS17 + 35T > G and IVS 39-4 delTT are
considered polymorphisms and they are present in members of the
family having clinical symptoms as well as in those who were
healthy.

We also found the mutation ¢.345 delG; p.G115GfsX37, a het-
erozygous deletion of a guanine at position 345, encoded by exon 6.
It produces a change in the reading frame, which generates a stop
codon 37 codons from that point. The result is a truncated protein
(Fig. 1B). This mutation was found in all patients with symptoms as
hearing loss, kidney disease and/or lenticonus, but it was absent in
the healthy members of the family. DNA sequencing of the COL4A4
gene did not show any pathogenic mutation in the proband.

In order to rule out the existence of an autosomal recessive
Alport syndrome in the proband’s son, we sequenced all exons of
COL4A3 and COL4A4 genes of both the proband and her son in
order to find any single mutated allele from his father and the result
was negative.

4. Discussion

Alport syndrome includes a group of hereditary disorders that
affect the glomerular basement membrane and can induce distur-
bances of the cochlea and the eye. These injuries are the result of
mutations in the COL4A3, COL4A4 and COL4A5 genes, which are
responsible for the biosynthesis of the 3, 24 and @5 chains of the
type IV collagen [Torra, 2011; Tazén Vega et al., 2003 Nov]. The
inheritance model follows three different patterns: associated to
the X chromosome in 80% of the cases (caused by mutations in
the COL4A5 gene, which is responsible for the synthesis of the a5
chain of type IV collagen); autosomal recessive in 15% of the
cases (caused by homozygous mutations in the genes COL4A3
and COL4A4) and autosomal dominant in the remaining 5% of the
cases (whose cause is an heterozygous mutation in one of these
two genes, which are responsible for the synthesis of the 3 and
a4 chains of type IV collagen) [Buzza et al., 2003 Feb]. Those
mutations inhibit either the production or assembly of the
collagen chains to generate the complete type IV collagen
network, which is a structural component of the glomerular
basement membrane of the kidney, inner ear and eye.

We describe a family with autosomal dominant Alport syn-
drome who carries the novel COL4A3 c.345 delG gene mutation.

This mutation generates a frameshift (pG115GfsX37) that gives
rise to a truncated protein o3 (IV), lacking the trimerization domain,
making difficult the formation of the «3x405 network. This process
plays a critical role during embryogenesis and it is responsible for
the integrity of the glomerular basement membrane [Torra, 2011].
The mutation appears as an heterozygous one, and all carriers
show some phenotypic disturbance, indicating that the pattern of
inheritance is autosomal dominant. However, despite showing
clear dominant inheritance, there is an extraordinary variety of
clinical presentation between the different family members and,
while most of them are clinically indolent, patient 25,798 has a
very aggressive phenotype, with all the features of Alport
syndrome at an early age, which contradicts the idea that the
dominant forms have a latent asymptomatic period, and features
appears at a very late age in life [Bekheirnia et al., 2010 May].

We do not know the reason of this high phenotypic variability in
people who share the same mutation. It could be the possible ex-
istence of mutations in other genes, which encode different pro-
teins of the glomerular basal membrane, such as podocin,
metalloproteases, integrins or laminins [Abrahamson et al., 2003;
Zeisberg et al., 2006]. These mutations can promote the onset of
the kidney disease in some patients (our index patient and her
son), since they can act as modulators of the mutation in the
COL4A3 gene.

Since this new mutation generates a truncated protein, it is
shared by all family members with clinical involvement and it is the
only mutation found in the proband and his son, after sequencing
all exons of the COL4A3 and COL4A4 genes, makes us think that it is
very possible that the proband’s son is also affected by an auto-
somal dominant Alport syndrome, caused by this novel mutation,
not by a recessive one [Gubler, 2007 May].

This could be demonstrated by the ultrastructural analysis of the
glomerular basement membrane, which would evidence the
presence of the a3-u4-05 collagen network [Heidet and Gubler,
2009 Jun], but the family refused to perform this diagnostic test.

The mutation here reported has two important particularities,
the first is that in almost all family members carrying the mutation,
deafness appears at a single manifestation of the disease (except for
the testing patient and her son, in whom renal impairment is
associated.). This shows that deafness could be independent of
kidney failure in this syndrome and, contrary to traditional
thoughts, it does not mark the prognosis of renal disease [Longo
et al,, 2002 Jun; Heidet et al., 2001 Jan].

The other distinguishing feature of this mutation is the presence
of anterior lenticonus in one of the patients carrying the mutation,
which is described for the first time associated to autosomal
dominant pattern of inheritance in a family with Alport disease.
This eye disorder has been previously found only in families with
recessive and sex-linked forms [Amiraslanzadeh, 2008 Jan; Ghosh
et al,, 2014 Feb].

In conclusion, we describe a new pathogenic mutation in the
COL4A3 gene, associated to autosomal dominant Alport syndrome,
characterized by different phenotypic expression in the affected
family members. Moreover, we show that lenticonus is a condition
that could be also present in the forms of autosomal dominant
Alport syndrome. We also report that hearing loss and renal
impairment could be independent symptoms, because this is the
first case of a family in which hearing loss occurs amongst several
members who do not show kidney impairment.
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Abstract: Background: Autosomal forms of Alport syndrome represent 20% of all patients (15% recessive and 5%
dominant). They are caused by mutations in the COL4A3 and COL4A4 genes, which encode a-3 and a-4 collagen IV
chains of the glomerular basement membrane, cochlea and eye. Thin basement membrane nephropathy may af-
fect up to 1% of the population. The pattern of inheritance in the 40% of cases is the same as autosomal dominant
Alport syndrome: heterozygous mutations in these genes. The aim of this study is to detect new pathogenic muta-
tions in the COL4A4 gene in the patients previously diagnosed with autosomal Alport syndrome and thin basement
membrane nephropathy in our hospital. Methods: We conducted a clinical and genetic study in eleven patients
belonging to six unrelated families with aforementioned clinical symptoms and a negative study of COL4A3 gene.
The molecular study was made by conformation of sensitive gel electrophoresis (CSGE) and direct sequencing of
the fragments that show an altered electrophoretic migration pattern. Results: We found two pathogenic mutations,
not yet described: IVS3 + 1G > C is a replacement of Guanine to Cytosine in position +1 of intron 3, in the splicing
region, which leads to a pathogenic mutation. c.4267C > T; p.P1423S is a missense mutation, also considered
pathogenic. We also found seven new polymorphisms. Conclusions: We describe two new pathogenic mutations,
responsible for autosomal dominant Alport syndrome. The other families of the study were undiagnosed owing to
problems in the method employed and the possibility of mutations in other genes, giving rise to other diseases with
similar symptoms.

Keywords: Autosomal alport syndrome, COL4A4 gene, spicing, missense

Introduction often associated with sensorineural hearing
loss and damage to the eye [2].

Thin basement membrane nephropathy (TBMN)

and Alport syndrome [1] are the two major clini-
cal entities associated with disorders of the
glomerular basement membrane occurring
with haematuria. TBMN affects up to 1% of the
population and is defined by a thinning of the
glomerular basement membrane associated
with haematuria and minimal proteinuria, with
normal kidney function. It is inherited in an
autosomal dominant pattern [1, 2].

Alport syndrome (AS) is a hereditary nephropa-
thy characterized by progressive glomerulone-
phritis resulting in kidney failure, with typical
ultrastructural changes in the glomerular base-
ment membrane and haematuria, which is

Both entities may be caused by mutations in
COL4A3 or COL4A4 genes, which encode a3(1V)
and a4(lV) collagen chains [3], which are pres-
ent in the glomerular basement membrane, the
cochlea and the eye. Autosomal recessive
Alport syndrome (ARAS) (15% of cases of AS) is
a consequence of homozygous mutations in
COL4A3 and COL4A4 gene, or a result of com-
pound heterozygous mutations in these genes.
Autosomal dominant Alport syndrome (ADAS)
and TBMN (5% of cases of AS) result from het-
erozygous mutations in these genes [4]. ARAS
carriers and those affected by the dominant
forms are included in the term “collagen type IV
(ax3-04) nephropathy” [2].
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Table 1. Distribution and age of onset of symptoms studied

Molecular analysis

High molecular weight DNA was

- Number of
Clinical symotoms patients Onset (years)
Chronic kidney disease 8(72.7%) 39.5 (30-58, 25)

extracted from peripheral blood in
all index patients. Coding regions

End-stage chronic kidney disease 4 (36.4%) 45.5 (24-52, 75) and flanking intronic sequences of
Haematuria 10 (90.9%) 29 (8, 25-44) the COL4A4 gene were studied
Proteinuria 10 (90.9%) 39 (17, 5-56) after amplification by polymerase
Hypertenson 8(72.7%) 41.5(23, 25-52, 25) chain reaction with Master Mix
Hearing loss 8(72.7%) 8 (5-61) (Promega), under standard condi-
Macular flecks 1(9.1%) 48 (48-48) tions (Table S1). The samples

The main indication of the disease is haematu-
ria, but it can also cause proteinuria. The result
is the development of chronic renal failure and
end stage renal disease. The impairment of
renal function is rapid and severe in both men
and women with the recessive form, while
symptoms for patients with ADAS may be mild-
er and more gradual, which means the kidney
disease may only become apparent around the
7™ decade [5, 6].

We searched mutations in the COL4A4 gene in
6 families who suffer from autosomal forms of
the disease, which had no pathogenic muta-
tions in the COL4A3 gene. We describe seven,
as yet unreported polymorphisms and two new
pathogenic mutations in the COL4A4 gene
associated with ADAS.

Material and methods

Eleven patients who belonged to six unrelated
families with clinical symptoms of ARAS or col-
lagen type IV (a3-04) nephropathy were select-
ed. The clinical diagnosis of Alport syndrome
was established when the index patient met at
least two of the following criteria [7]: (1) Positive
family history of macro or microscopic hematu-
ria with or without progression to end-stage
chronic kidney disease; (2) Progressive sensori-
neural high tone hearing loss; (3) Characteristic
ocular injuries (lenticonus or perimacular reti-
nopathy); (4) Compatible anatomopathological
injuries.

The COL4A3 gene was previously analysed in
all index patients and we did not find any patho-
genic mutation. We made a descriptive analysis
of the clinical data of the families in order to
determine the characteristics of disease pre-
sentation. Results are expressed as percent-
ages, median and interquartile range. The vari-
ables studied are listed in Tables 1, 2.
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obtained were analysed by hetero-
duplex with acrylamide gels to
detect the possible mutations in these regions.
Direct sequencing of the fragments that
showed an altered electrophoretic migration
pattern was performed in both directions, using
an ABI 3100 Genetic Analyzer. Reading and
processing of automatic sequences were per-
formed with the 4Peaks 1.7.2 (1.7.1) program
for Mac 0S X (http://www.mekentosj.com/
science/4peaks).

Results

We studied 11 patients, five males (45.5%) and
six females (54.5%). Analysis of family trees
(Figure 1) showed that seven patients (63.6%)
had an autosomal dominant mode of inheri-
tance. Five of them had clinical ADAS (family 6)
and the remaining two patients suffered from
BHF (family 1). Three patients (27.3%) suffered
from ARAS and had a history of consanguinity
(family 2) and the last patient (9.1%) had no
family history, so the mode of inheritance could
not be determined. The median age of clinical
diagnosis was 51.5 years (19.75 to 55.75).

First family: The index patient was a 23-year-old
woman who had an episode of microhematuria
and proteinuria of 0.55 mg/24 h at the age of
14, which remained stable. Since that time she
suffered from sporadic episodes of microhema-
turia. There were no signs of arterial hyperten-
sion, impairment of renal function, hearing
loss, lenticonus or macular flecks. The com-
plete kidney study and the renal biopsy did not
reveal any conclusive results.

Her mother was a 48-year-old woman who was
diagnosed with an isolated episode of microhe-
maturia at the age of 42. Any previous episodes
had not been reported. She did not show arte-
rial hypertension, proteinuria, kidney failure or
hearing or visual impairment. The maternal
grandparents of the index case did not show
any clinical symptom.

Int J Mol Epidemiol Genet 2014;5(4):177-184
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Table 2. Distribution of the symptoms in each family

remiy Symotom 2 3 4 5 6

Hamaturia Yes Yes Yes Yes Yes Yes
Proteinuria No Yes Yes Yes Yes Yes
Chronic kidney disease No Yes Yes Yes Yes Yes
End-stage chronic kidney disease No Yes Yes No No Yes
Hearing loss No Yes Yes Yes Yes Yes
Macular flecks No No Yes No No No
Macrothrombcytopenia No No No Yes No No

Laminated glomerular basement membrane  No  Not studied Not studied Yes  Notstudied Yes
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Figure 1. Genealogic trees of the studied families. Family 2 shows an autosomal recessive pattern of inheritance.
The rest of them have an autosomal dominant one.

The personal and family record led us to sus-
pect TBMN, but we did not find any pathogenic
mutation after sequencing 25 exons of the
COL4A4 gene.

Second family: The index case was a 54-year-
old man. He had high tones sensorineural hear-
ing loss from the age of 5. At the age of 50, he
suffered from arterial hypertension, microhe-
maturia and proteinuria of 1.9 g/24 h, with
chronic kidney disease, which resulted in the

179

need of dialysis two years later. No renal biopsy
was performed because he suffered from
severe kidney impairment at the beginning of
clinical monitoring. He was never diagnosed
with visual impairment.

The patient came from a family of 9 children
and his parents were related.

The father had been deaf since childhood and

suffered from chronic kidney disease, which did

Int J Mol Epidemiol Genet 2014;5(4):177-184
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Figure 2. Genetic sequence of the ¢.4267C > T, p.P1423S mutation and the polypheny multiple sequence align-
ment, in which we can see the high degree of conservation of proline among different species. This fact leads us to
think that the change of proline to serine could have a critical effect on the resulting protein.

not evolve to an end-stage one. The existence
of hematuria, proteinuria or ocular injuries like
lenticonus or macular flecks could not be
studied.

The mother only suffered from type 2 dia-
betes.

The eldest sister had suffered from high tones
sensorineural hearing loss since childhood.
She died at the age of 50 due to a cerebral
hemorrhage. She did not have renal disorders,
visual impairment or arterial hypertension.

The next three siblings, two males and one
female, suffered from sensorineural hearing
loss and died during childhood due to unknown
causes. The fifth sister was a 68-year-old
woman who had had arterial hypertension and
type 2 diabetes mellitus since she was 53. At
61 years old, she was diagnosed with high
tones sensorineural hearing loss as well as
chronic kidney disease, with creatinine clear-
ance around 50 ml/min, which remained stable
since that time. At the age of 62, a urinalysis
showed microscopic hematuria and proteinuria
(0.2 g/24 h). She refused to undergo a renal
biopsy. She did not suffer ocular impairment.
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The eighth brother had had high tones sensori-
neural hearing loss from the age of 4. At 39, he
was diagnosed with nephrotic range proteinuria
(3.9 g/24 h), macroscopic hematuria and
chronic kidney disease, which evolved to end-
stage kidney disease at the age of 53. It was
then he started hemodialysis. He died two
years later due to complications derived from
the aforementioned kidney disease. He never
suffered from hypertension or ocular injuries.

The two remaining sisters did not show any sig-
nificant symptoms or abnormalities on testing.

The main symptom of the family was sensori-
neural hearing loss. However, we did not have
any specific data regarding the continued devel-
opment of this condition as most of the patients
died during childhood and the information was
not included in their medical records.

The clinical and familiar data suggested the
presence of ARAS, but no pathogenic mutation
was found after sequencing 20 exons of the
studied gene.

Third family: The index case was a 49-year-old
woman who, at the age of 6 was diagnosed with

Int J Mol Epidemiol Genet 2014;5(4):177-184
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3 g -

]

IVS3+1 G>C

;/\/\/\/\\ NV

T c Figure 3. Genetic sequence of the
IVS3 + 1G > C mutation and pos-
sible changes in the resultant pro-
tein: A. Initial sequence of the pro-
tein COL4A4 in normal conditions.
B. COL4A4 protein sequence with-
out exon 3. C. COL4A4 protein se-
cuence with intron 3.

MetWSLHIVLMetRCSFRLTKSLATGPWSLILILFSVQYVYGSGKKYIGPCGGRDCSVCHCVPEKGSR

B MetWSLHIVLMetRCSFRLTKSLATGP Stop

MetWSLHIVL MetRCSFRLTKSLATGPWSLILILFSVQYVYGVSTFTSSGCVVKIHFIECIIFVILSKKSPSGTQFSYLStop

high tones sensorineural hearing loss, resulting
in the current need for a hearing aid. When she
was 28 she showed microhematuria, protein-
uria (0.5 g/24 h) and kidney disease (creatinine
clearance of 40 ml/min). These symptoms were
continuous from that time on.

She showed arterial hypertension at the age of
47 and macular flecks at 48.

A renal biopsy was never performed due to the
impaired kidney function at the beginning of
the study.

Her mother had been deaf from an early age,
as well as suffering from stage Il chronic kid-
ney disease, hematuria and proteinuria. Her
brother was diagnosed with hematuria, protein-
uria and end-stage kidney disease of unknown
origin since adolescence and died because of
medical complications from this. He was never
diagnosed with hearing loss or ocular injuries.

The index case’s daughter suffered from senso-
rineural hearing loss since childhood, probably
with a congenital origin.

This data led us to suspect the existence of
ADAS. We found the change ¢c.4267C > T, p.
P1423S in exon 45 of the COL4A4 gene. This is
a missense mutation that should be catego-
rised within unclassified variants, since it has
not been previously described. We conducted a
population-based study in 100 alleles using the
CSGE technique and the mutation was not
present in any of the healthy subjects. “In sili-
co” studies were also carried out to predict the
behaviour of this mutation on the protein.
Polyphen and 3D SNPs predicted the mutation
to be pathogenic (score of 0.989 in Polyphen
and -0.05 in 3D SNPs). SIFT program also con-
sidered it deleterious. The mutation is present
in the index case, her mother and her daughter.
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We could not look for it in her brother owing to
the fact that he had already died by the time of
the research.

Fourth family: The index patient was a 51-year-
old woman who had her first episode of spo-
radic microhematuria at the age of 10.
Thereafter, she was diagnosed with congenital
sensorineural hearing loss. At the age of 21,
she showed arterial hypertension and protein-
uria of 0.8 g/24 h, which increased progres-
sively until nephrotic range being, at the time of
the study, around 7 g/24 h. The renal biopsy
with electron microscopy study revealed a lami-
nated glomerular basement membrane. At this
age the presence of macrothrombocytopenia
was also observed. She had suffered from
chronic kidney disease since the age of 40,
with a creatinine clearance around 45 ml/min.
She did not show any ocular impairment or a
family history of AS symptoms.

This data led us to surmise that the patient
was affected by ARAS or a sporadic mutation.
We could not find any pathogenic mutation
in COL4A4 gene (we sequenced 24 exons).

Fifth family: The index case was a 55-year-old
man who was diagnosed with arterial hyperten-
sion and microhaematuria at the age of 30. He
developed proteinuria of 0.2 g/24 h ten years
later, which remained stable. Arenal biopsy with-
out electron microscopy revealed unspecified
changes, probably secondary to nephroangio-
sclerosis. The patient did not develop chronic
kidney disease or visual or auditory inpair-
ment.

His father was diagnosed with chronic kidney
disease at 75, with creatinine clearance around
30-40 ml/min with proteinuria (0.1 g/24 h) and
haematuria. He had suffered from arterial
hypertension and high tones sensorineural

Int J Mol Epidemiol Genet 2014;5(4):177-184
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Table 3. Mutations found in our patients

old, which showed the lamination of the

glomerular basement membrane.

Mutation Meaning  Bibliography Families
VS3+1G>C Splicing This work 5 She developed arterial hypertension and
IVS10-39T>C Polimorfism  This work 2 chronic kidney disease when she was
IVS 12-58 A > G Polimorfism  This work 4 pregnant (aged 36) which evolved rapidly
IV§12+30G>A Polimorfism  This work 3 and she was included in a hemodialysis
IVS 17 +24 A>T Polimorfism  This work 6 program 3 years later.
IVS19+21C>A Polimorfism  This work 4 . .
VS 37-61G>T Polimorfism  This work 2 The presence of high tones sensorineural
IVS 38+ 40 C > A Polimorfism  This work 2 hearing loss was established when she
. ) was 8 years old. She never showed any
¢-3011C > T, p.P1004L — Polimorfism (8] 6 ocular impairment. Her brother was a
€.3594G > A; p.G1198G  Polimorfism (15] 1 33-year-old who had had macrohematu-
€.3684G > A; p.K1228K  Polimorfism [16] 1 ria and nephrotic range proteinuria from
€.3979G > A; p.V1327M  Polimorfism [17] 1 the age of 9 months. He developed
¢.4080G > A; p.P1360P  Polimorfism [11] 1 chronic kidney disease at 14 with a pro-
¢.4207T > C; p.S1403P  Polimorfism [8] 5,6 gressive worsening of his creatinine
c.4267C > T; p.p1423S  Missense  This work 3 clearance. He began a program of perito-
¢.4932C > T; p.F1644F _ Polimorfism  [17] 4,5,6 neal dialysis 5 years later. He never

hearing loss from the age of 79. He did not
show visual impairment.

The paternal family had a significant history of
sensorineural hearing loss, as can be seen in
the family tree. These patients could not be
studied to determine the presence of other
components of AS, as some of them had
already passed away and others did not live in
the city where the study was conducted.

The data of this family suggested the presence
of ADAS. We found, in COL4A4 gene, the muta-
tion IVS3 + 1G > C (¢.192 + 1C in HGVS nomen-
clature) which had not been previously
described. It should be considered pathogenic
since the canonical sequence in RNA is affect-
ed. The absence of RNA prevented us from per-
forming a functional study. However, the index
case’s brother who had no AS symptoms did
not have it.

Sixth family: The index case was a 41-year-old
woman who had her first episode of macrohe-
maturia when she was 3 years old, after a ton-
sillar infection. From that time on, she suffered
almost constantly from microhematuria, with
episodes of macrohematuria due to different
kinds of infections. At the age of 6, proteinuria
of 0.35 g/24 h was diagnosed, which increased
progressively until nephrotic range at 36 years
old. A renal biopsy was performed at 22 years
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underwent renal biopsy. He was diag-
nosed with sensorineural hearing loss
when he was one year old and, like his sister
did not show any visual impairment.

The mother of both patients suffered from
microhematuria, non-nephrotic proteinuria,
arterial hypertension, grade Il chronic kidney
disease and sensorineural hearing loss since
adolescence. The patient’s maternal great-
grandfather died when he was 20 years old. He
suffered from sensorineural hearing loss and
chronic kidney disease, as did his two daugh-
ters (the patient’s grandmother and aunt). The
existence of hematuria, proteinuria or ocular
impairment in these patients could not be
determined because they had all passed away.

The family data suggested the existence of
ADAS, but we could not find any pathogenic
mutation after sequencing 21 exons of the
COL4A4 gene.

Besides the two new pathogenic mutations, we
have also found seven new intron variants
(Table 3) in the different families. These vari-
ants are also present in healthy controls.

Discussion

In our work, we have searched pathogenic
mutations in COL4A4 gene in families with phe-
notypic signs of ARAS, ADAS and TBMN, which
had a previous diagnosis of absence of muta-
tions in COL4A3 gene.

Int J Mol Epidemiol Genet 2014;5(4):177-184
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The study of family 3 led us to the discovery of
a missense mutation, not yet described.
Mutation ¢.4267C > T; pP1423S involves the
change of a proline by a serine in a region in
which there has been no specific protein
domain described (Figure 2). However, the a4
chain has 26 sequences Gly-Xaa-Yaa, wherein
Xaa and Yaa is often proline or hydroxyproline.
This confers flexibility to the protein [8]. Proline
1423 is located in a sequence Glycine-Valine-
Proline. So this change could reduce that
flexibility.

Although it was not possible to perform a func-
tional study (due to the lack of availability in our
laboratory) we can, however, speculate, from
the population study in silico data and family
segregation, that there is a high probability that
this is the causative mutation of ADAS in this
family.

The phenotype caused by this mutation is
variable, since some members have mild
disease (hearing loss and mild impairment of
renal function) and other relatives have an
aggressive form, with the need for renal
replacement therapy early in life. The possible
reason for this phenotypic heterogeneity may
be the presence of pathogenic mutations in
genes encoding other proteins of the glomeru-
lar basement membrane (integrins, metallopro-
tease, Laminins or podocin), and, by modulat-
ing the COL4A4 mutation, promote the onset of
the kidney impairment [9, 10].

In family 5 (who suffer from ADAS) a mutation in
intron 3 of the COL4A4 gene was found.
Although most of the mutations described so
far in the COL4A3 and COL4A4 genes are mis-
sense mutations, intronic mutations that modi-
fy the RNA maturation (splicing) have also been
described [11]. The mutation IVS3 + 1G > C of
the COL4A4 gene changes RNA processing,
which affects a canonical sequence process-
ing. The absence of RNA from the proband pre-
vented us from determining whether the muta-
tion involves the incorporation of intron 3 or
loss of exon 3 in the coding sequence.
Regardless, a change in the reading frame and
a premature stop codon, which would produce
a protein unable of adequately trimerizing,
would likely occur. Figure 3 shows the reading
phase change if exon 3 is lost, and the prema-
ture stop codon that is produced in the case of
the inclusion of intron 3 in RNA, which gener-
ates a truncated protein.
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In this family, the mutation generates a mild
phenotype, in which chronic kidney disease
appears at an advanced age and there is no
development to end stage chronic kidney dis-
ease. This phenotype coincides with the one
traditionally described for ADAS [1, 2].

The main limitation of our study is that the tech-
nique used to detect mutations (PCR amplifica-
tion of all exons, detection of changes in their
electrophoretic mobility in heteroduplex and
sequencyng these exons) does not detect
100% of mutations [12]. This fact could explain
why in families 2 and 6, with a clear clinic diag-
nosis of ARAS and ADAS, no pathogenic muta-
tion was detected.

However, in families 1 and 4, this lack of diag-
nosis may be due to the technique’s shortcom-
ings or because of other diseases that may
present with similar symptoms.

Family 1 had the diagnostic of TBMN, and only
40% of patients with this disease are heterozy-
gous carriers of mutations in genes COL4A3/
A4 [6], but the remaining members do not pres-
ent any impairment in these genes. It has
recently been reported that mutations in the
CFHR5 gene, which encodes a complement
protein, are associated with glomerulopathy
with haematuria and risk of progressing to
chronic kidney disease [13].

In the index case of family 4, the absence of
COL4A3/COL4A4 gene mutations may also be
related to a different clinical entity than AS.
Macrothrombocytopenia has been associated
with microhematuria, secondary to mutations
in the MYH9 gene. There are three clinical enti-
ties: the May-Hegglin, Fechtner and Epstein
syndromes, which share ultrastructural lesions
with AS [14] and may be associated with hear-
ing impairment and mimic this syndrome.

The seven undescribed intronic variants detect-
ed have been considered as population poly-
morphisms, because they are located in intron-
ic regions, far from the splicing sites, which are
shared by different families, as well as from
randomly selected healthy individuals.

Conclusions

We describe two new pathogenic mutations
in the COL4A4 gene, responsible for autoso-
mal dominant Alport syndrome and 7 new
intronic variants, considered as demographic
polymorphisms.

Int J Mol Epidemiol Genet 2014;5(4):177-184
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Genetic diagnosis of autosomal Alport syn-
drome is hampered by the large presence of
polymorphisms [8, 15-17] (both in the exons
and in the intronic regions), and by the possibil-
ity that other genes are involved in generating
very similar clinical syndromes.
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Table S1. Primers and amplification conditions of the

COL4A4 gene in European population

COL4A4 gene

Exon Secuency 5-3 Anealing Temperature  Size
2F TCTGGAAGAGAAGACTGGCA 55°C 152 pb
2R AAGCAGGCAATCACACTGA

3F TGTTTAAATTAATCTGCGTT 52°C 105 pb
3R GCAACCAGAGCTAGTG

4F CGATGAGTACTGGTATACTA 55°C 152 pb
4R ATGCTGCCCATGTTGGTCTT

5F ACCCCCATTTCTTTTTAATC 55°C 208 pb
5R GGTGAGTCTTTCATGTGAAT

6F TCTCTTTGTTTTATTTTCTG 50°C 127 pb
6R GATGAGTACTTCTGCCTTTT

TF TTTCGCAAAAATGCTTCACT 55°C 211 pb
7R CCACAGGGCCTGTTCACTTA

8F TACTGAAATGGTAATACGCT 55°C 184 pb
8R CATGGGCTTACCTATTTGGA

9F TGTGTGGACTTAAAGCGATG 51°C 96 pb
9R TAGAGCCTGCTCAGGAGACT

10F  TTGGGTAACAGATGCACTGA 55°C 129 pb
10R  AAGGGATCACATCAGCAGTG

11F TTGTGTTTTTTTCTCCCTTG 49°C 110 pb
11R TTTCATTGTTCAGGGCTCTA

12F AGCCAGAAGTCTTAATTGCT 55°C 156 pb
12R  TCACCATTTGCTCCTCAGAG

13F  GGGTGGAAACCTTCAAAACA 55°C 179 pb
13R TACTTTCCAAGGTGACATAT

14F GGAGATGGAATTCAGTATGT 55°C 198 pb
14R  AAAGACCATGAGAAATAACA

* %

15F CCCCTCTAAATGTTGTCATC 57°C 180 pb
15R  TTTGAGCTTGTGGGACTACT

16F  AATGATGCACTGAGCTGGTT 57°C 201 pb
16R  GCACGCAACAGTACAACTTC

17F ATTTGTCACCCCGTCACTTT 57°C 200 pb
17R GAATGATTCCTGGCAATACT

18F CCAGGCAACATGAGTAAAAT 55°C 155 pb
18R TGGAGGAACTGAATAGGAAC

* %

19F TGCACATACCATTTGTTTAT 55°C 175 pb
19R  CCAGGGCACATCAGGGCATC

* %

20F TTCTTCTACAGAGACGTTT 50°C 259 pb
20R TGCTAATGGATATGAATAAG

21F TATAGAAGACAGTCAGAAAA 50°C 181 pb
21R TAGAAATTCTACCTTTGGTG

22F AAATATGACAAATCTGCCAT 55°C 227 pb
22R  GGAAAGATGACTGGTAAGAG

* %
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23F TGATCCATCACAATTAACCT 51°C 149 pb
23R CAGGGAGTTAAGTGATTGAT
24F ACTTTACCCTCTGCTGATAA 55°C 227 pb

24R GGGAAATAGTTGTTTGTATG

* %k

25F GACATTCAGTGGTTGGTAAT 55°C 281 pb
25R TAAACACTTGTACCCCAAAG

*%

26F TCAGTTATGTGAATGCCGCT 51°C 146 pb
26R TGGGAAGTATATAAGACAGT
27F TGAGTCTGTGTTTTGTTTTT 47°C 161 pb

27R AAAAAAAAAAACCTCAC

*%

28F ATTGGTTCTATACTTGCACA 55°C 309 pb
28R TCTATGCACCAAAAGGACAG

*k

29F TGGGCCATCTGTATAGTTTT 52°C 269 pb
29R TAATAGTAAGTAGGGTAAGC
30F  GCCTTCACACACTGTGGTCA 55°C 240 pb

30R  ATGGGAGGACATCATGGAAA

* kK
’

31F TCCTAAAACTTTATGCTCTC 50°C 221 pb
31R TCAAATACCAGAAACAAATG

32F CCTGTTCATTTTGTTCTTGC 52°C 187 pb
32R TGTCAACTTATTTGATATGG

33F TTTCAGCAGAGACCTGTAAC 52°C 271 pb
33R AAGAACAGAAAGGTTTTATT

34F GTTGTGCATGTGCCATTTGT 55°C 154 pb
34R GATGGCTTCTGTATCTCC

35F TGAGACCAAATTAAATTGTC 55°C 211 pb
35R TCATTGCCAGCTAGAAGTAA

36F CAAACGGCAACTCTGATGTT 52°C 183 pb
36R  AGTGCTCAGGAAGTCTCCAG

37F TATCTGGCCATCTGCAAAAC 55°C 173 pb
37R  TTGTGGGATGGGCTTCATTT

38F  GCGTTTGTGGCTAGAGTGAG 55°C 189 pb
38R GAACCATGGACTGAAGCTCAG

39F  AGGCACTATAACAGGGACAAA 54°C 420 pb
39R  CATCCTTTGTCATGATTCTCTC

40F  ACCTTCCAAATGCAATGAGG 52°C 184 pb
40R  CATCCTTTGTCATGATTCTCTC

41F TTTTTGTCTCTTCTCTGTGG 42°C 218 pb

41R AGTTATTCACATATTACTTA

42F GCCCTCATTTTTATGTTTTG 52°C 189 pb
42R  GTTGGAAGCTCACCTGGAAG

43F GACTGGCCTCGTTTG 49°C 178 pb
43R TTAATATCCTTACAGCACCC

44F ATTACACAAGCGGTGATTCC 54°C 213 pb

44R AGAATTTCATTTCAGCAATA
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45F CACCAGCATCATAAACTT 49°C 186 pb
45R  AGGTTTACAGTGTCAGAGAA

46F  AGTGCCAGAACAGAGGTGCT 55°C 297 pb
46R GGAGATGGGCGATCCTGTA

ATF ACACCAGCTGTCTCTTCTTC 55°C 353 pb
47R TGAATGAGCCAGGGTTT

48F GTGTGTGTCTGAGCCCTAAT 55°C 323 pb

48R TGGTGAATTTCGCATTCT

Investigators: Consolacion Rosado, Elena Bueno, Rogelio Gonzélez-Sarmien-
to. In this table we show the amplification conditions of the primers of the
COL4A4 gene in our laboratory. *0.5 mL MgCl, **0.3 mL DMSO.
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ABREVIATURAS

a(IV): Cadena a del colageno IV

A: Alanina

aa: Aminoacido

Ac: Anticuerpo

AD: Autosémico dominante

ADN: Acido desoxirribonucleico

Ag: Antigeno

AR: Autosémico recesiva

ARN: Acido ribonucleico

C: Citosina

CsA: Ciclosporina A

EMBD: Enfermedad de la membrana basal delgada
ERC: Enfermedad renal cronica

ERCT: Enfermedad renal cronica terminal
G: Guanina

HFB: Hematuria familiar benigna

HSPG: Proteoglicanos de heparan sulfato
HTA: Hipertension arterial

IECA: Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina

IF: Inmunofluorescencia
Ig: Inmunoglobulina
IL: Interleucinas

ISRS: Inhibidores del sistema renina-angiotensina II-aldosterona

MBE: Membrana basal epidérmica

MBG: Membrana basal glomerular

ME: Microscopio electrénico

MMP: Metaloproteasas de la matriz mesangial
MO: Microscopio Optico

mRNA: Acido ribonucleico mensajero

NC: Dominio no coldgeno carboxiterminal

Pb: Pares de bases

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

SA: Sindrome de Alport

SAAD: Sindrome de Alport autosomico dominante
SAAR: Sindrome de Alport autosémico recesivo
SALX: Sindrome de Alport ligado al cromosoma X
SGP: Sindrome de Goodpasture

SNP: Polimorfismo de nucledtido simple

T: Timina

TGF: Factor transformante de crecimiento

TMO: Trasplante de médula 6sea
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