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Resumen:

El Sindrome de Alport (SA) es una enfermedad hereditaria de la colagena
tipo IV. Se caracteriza por la presencia de hematuria microscopica, que puede
evolucionar a insuficiencia renal terminal (IRT), suele asociarse con dano ocular,
como el lenticono o las maculopatias, y con sordera neurosensorial de tonos
altos. Se sabe que esta enfermedad generalmente se hereda en forma dominante
ligada al sexo (HDX), pero también en forma autosomica tanto dominante como
recesiva (AD o AR); aunque estas ultimas son raras. Por otro lado, se sabe que la
enfermedad es causada por alteraciones de las cadenas alfa (o) de la colagena tipo
IV, uno de los principales componentes proteicos de la matriz extracelular. A la
fecha, se sabe de la existencia de seis diferentes cadenas o que conforman la
molécula de colagena IV [al-a6(IV)] v que éstas son codificadas por diferentes
genes ubicados en forma pareada, en tres diferentes cromosomas ( al y a2 en
13934; a3 y o4 en 2q35 y a5 y a6 en Xq22). La frecuencia que se ha calculado
para el SA-HDX en la poblacion del estado de Utha, USA, es de 1 en 5,000
nacidos vivos, aunque a nivel mundial aiin no se ha determinado con exactitud.
Su penetrancia es del 100% en varones y 80% en mujeres, debido posiblemente
al fenémeno de lionizacion. El gen que codifica para la cadena a5 de la colagena
tipo IV (COL4AS) esta alterado en los pacientes con este sindrome. Dicho gen
comprende 51 exones que abarcan un total de 250 Kb, se transcribe en un RNA
mensajero (mRNA) de 6,500 pares de bases (pb), que se traduce en una proteina
de 158 kD. Dicha proteina consiste en 1,685 aminoacidos (aa) distribuidos en un

péptido senal, en la region amino terminal, de 27 residuos; un dominio colageno
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de 1,429 aa con 22 interrupciones por dominios no colagénicos cortos v una
region globular carboxilo terminal (NC1) de 229 residuos. Actualmente, se han
descrito diferentes tipos de mutaciones que alteran a este gen en poblaciones
europeas, asiaticas y norteamericanas.

En este estudio, presentamos el primer analisis con 22 exones del gen
COL4A5, mediante la técnica de PCR-SSCP, en 25 pacientes mexicanos con
diagnostico de SA. Identificamos 4 mutaciones diferentes: un codoén de
terminacion en el dominio 7S de la proteina; un cambio de glicina por arginina,
una mutacion silenciosa en el dominio colageno y una mutacion en el sitio de
splicing del intréon 42. Estas mutaciones fueron Unicas para cada familia v sdlo
una de ellas esta reportada en la literatura. Se obtuvieron cifras de deteccion de
mutaciones parecidas a las ya reportadas (16% de los pacientes analizados),
tomando en cuenta que solo se analizd el 43% de los exones que conforman al
gen COL4AS. Dos de las mutaciones alteran sitios de restriccion para las enzimas
Aluly Sau96, lo cual fue corroborado por digestion de los productos de PCR con
las endonucleasas mencionadas y en uno de los casos se logrd observar la
segregacion de la mutacioén en la familia , con lo cual se brind6é un asesoramiento

genético de certeza.
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I. Introduccion:

La evolucién de las matrices extracelulares fue un prerequisito para el desarrollo de
los organismos multicelulares. Una entidad especial entre estas matrices la constituyen las
membranas basales, que se definen como delgadas estructuras de laminas unidas entre si,
distribuidas ubicuamente en los tejidos corporales. En la mayoria de los tejidos, estas
membranas separan células endoteliales y epiteliales del estroma subyacente, pero en
ciertos lugares, como en el glomérulo del rifion, separan capas celulares contiguas.
Ademas, rodean adipositos individuales, c€lulas musculares y células nerviosas. Las
membranas basales frecuentemente forman laminas continuas, aunque también pueden ser
discontinuas en algunos tejidos. Su grosor varia entre 20 y 350 nm, pero comunmente son
de 60 a 80 nm. Este tipo de membranas proveen un soporte fisico para los tejidos y sirven
para su compartamentalizacion; por otro lado, también se encuentran involucradas en
diversos procesos biolégicos criticos, incluyendo el tamizaje molecular pasivo, adhesion y
migracion celular, desarrollo, regeneracion y reparacion tisular, polarizacion celular y
como reservorio de factores de crecimiento, enzimas y proteinas plasmaticas. En general,
las membranas basales son importantes para proveer un armazon a los tejidos y un sustrato
en el anclaje celular, aunque también existen otro tipo de membranas basales
especializadas, como las glomerulares (MBG), con funciones diferentes como la filtracion
de macromoléculas presentes en el torrente sanguineo. En este caso, las MBG forman parte
estructural de las unidades de filtracion sanguinea llamadas nefronas que, a su vez, forman
parte del rifién. El rifion humano contiene cerca de 1.2 millones de nefronas, cada una de

las cuales presenta una porcion tubular y un corpusculo compuesto por el glomérulo
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rodeado por la capsula de Bowman, en donde ocurre la ultrafiltracion del plasma sanguineo
y la formacion de orina (Dunnill M y Halley W, 1973). La sangre entra a los glomérulos a
través de la arteriola aferente, la cual se ramifica en asas capilares especializadas alrededor
de ejes intercapilares formados por células mesangiales y matriz mesangial (fig. 1). La
filtracion se lleva a cabo de la luz de las asas capilares al espacio de la capsula de Bowman
(Kasinath BS y Kanwar YS, 1993). Esta unidad de filtracion comprende a una MBG
situada entre las células del endotelio capilar y las células epiteliales viscerales o
podocitos. El endotelio de los capilares glomerulares presentan fenestraciones de 40 a 70
nm de didmetro que permiten el contacto directo entre los constituyventes sanguineos y la
MBG (Takanami H y col., 1991). Los podocitos se adhieren a fa MBG por medio de los
pedicelos, los cuales se conectan entre si por medio de delgados diafragmas de 25 a 60 nm
de espesor, resultando en una apariencia de cremallera (Rodewald R y Karnovsky MJ,
1974). La microscopia electronica de la mayoria de las membranas basales (MB) revela
una estructura de dos laminas, una traslicida o lamina rara, que esta en contacto con las
células; y otra mas electrodensa, la lamina densa, hacia la matriz subyacente. La lamina
densa puede perderse como en la cdrnea;, o puede haber una lamina rara interna
subendotelial, una lamina densa intermedia y una ldmina rara externa subepitelial como en
la MBG (Kasinath BS y Kanwar YS, 1993). Esta triple estructura puede deberse a un
artificio del procesamiento de las muestras para microscopia electronica (Goldberg M y

Escaig-Haye F, 1986), aunque la apariencia de la MBG que se observa es uniforme (fig. 2).




Fig. 1.- Microscoplta electrénica de una seccién de un glomérulo. Se observan
tres tipos de células: el endotelio (En), el epitelio (Ep) y el mesangio (Me); ademas de
la membrana basal glomerular (MBG), la matriz mesangial (MM), la capsula de
Bowman (CB), el espacio urinario (EU), los capilares (Cap) y una célula roja (Er).
Tomada y modificada de Pihlajaniemi T, 1996. (1,750X).

Durante el proceso de filtracion el plasma pasa sucesivamente a través del
endotelio fenestrado, la MBG, los delgados diafragmas epiteliales y después al espacio
urinario (Kasinath BS y Kanwar YS, 1993). Bajo condiciones fisiologicas, los elementos
celulares y la mayoria de proteinas plasmaticas se retienen en el capilar, mientras el agua,
productos nitrogenados de desecho, electrolitos y proteinas de bajo peso molecular,

entran al espacio urinario. La porosidad y carga de la MBG son criticas para el proceso de
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filtracion regulandolo en base al tamatfio (Caulfield IP y Farquhar MG, 1978) y carga de las
proteinas, de tal manera que las de carga negativa dificilmente son filtradas en
comparacion con Jas neutras o las catidnicas que pasan facilmente (Brenner BM vy col |

1978).

Fig. 2.- Micrografta electrénica de la unidad de filtracién capilar. Se observa
la membrana basal glomerular (MBG) entre el endotelio capilar fenestrado (End) y
los pedicelos epiteliales (Pod) con sus delgados diafragmas (Diaf). Tomada y
modificada de Pihlajaniemi T, 1996 (103,200X).

II. Marco Teorico:

La composicion molecular de la MBG es muy similar a la de las membranas basales
de muchos otros tejidos, aunque presenta algunas caracteristicas especificas que las otras

no tienen. Por ejemplo, esta constituida por colagena tipo 1V, laminina, proteoglicanos v




entactina/middgeno como componentes principales, ademas de algunas otras proteinas que
se presentan en pequefias cantidades. (Timpl R y Dziadek M, 1986; Timpl R, 1989).
Actualmente, se han reconocido isoformas tejido especificas con diferencias en la
proporcion de los componentes mayores de las membranas basales, en particular en el caso

de la colagena tipo IV y laminina, que las caracteriza en su funcionahdad.

II.1 Colagena tipo IV:

II1.1.1 Estructura:

El mayor componente estructural de las MBG es la coldgena tipo IV, una proteina
que pertenece a una gran familia de colagenas constituida al menos por 19 tipos diferentes
(Alberts B y col., 1989; Meyne R y Brewton RG, 1993). El rasgo caracteristico de estas
moléculas es su estructura de hélice tricatenaria formada por tres polipéptidos llamados
cadenas alfa (o), enrollados entre si para adoptar la ‘forma de una cuerda (Fig. 3). Al
respecto, se han identificado seis tipos genéticamente diferentes de cadenas o de colagena
tipo IV, al(IV)- a6(1V), lo cual posibilita la existencia de diferentes tipos de ensamble de
esta molécula en diferentes tejidos (Kivirikko K1,1993; Zhou J y col., 1993). Por otro lado,
se ha observado que las cadenas a3(IV) y a5(IV) estan sujetas a "splicing alternativo”, lo
cual puede generar variantes de estos polipéptidos (Bernal D y col., 1993; Heikkild P y
Soininen R, 1996). Estos seis tipos de cadenas a pueden ensamblarse en forma de
homotrimeros o heterotrimeros, de tal suerte que la combinacion mas frecuente de cadenas

o detectada en la mayoria de los tejidos son dos cadenas ol(IV) v una o2(1V),




[al(IV)]ha2(IV); pero también se han detectado homotrimeros de cadenas al(IV) (Hudson
GBy col., 1993) y a3(1V) ademas de la combinacion [a3(1V)]oad(1V)(Saus Iy col., 1988:

Johansson C y col., 1992; Kleppel MM y col., 1992).
Estructuralmente, las cadenas alfa pueden dividirse en tres dominios: el 78, un

dominio colagénico menor en el extremo amino terminal (NH7) que es rico en lisinas y

cisteinas; el dominio coldgeno mayor y el dominio NCI1, un segmento no colageno
presente en el extremo carboxilo terminal (COOH) de cada polipéptido (Timpl R y
Dziadek M, 1986; Timpl R, 1989). El dominio colageno presenta un segmento de union a
filamentos de cerca de 400 nm de largo y el dominio NC1 forma un gran glébulo en el
extremo COOH. La secuencia colagénica comprende tripletes de aminoacidos repetidos
Gly-Xaa-Yaa interrumpidos en varios sitios por secuencias no colagénicas. La presencia de
pequefios aminoacidos, como glicina, cada tercer residuo es esencial en todas las cadenas o
para ir formando la estructura caracteristica de triple hélice de la colagena (Fig. 3).

La estructura primaria de las seis cadenas a(IV) ya se determino en el humano y en
otros organismos (Pihlajaniemi T, 1996), con lo cual se ha observado que todas las cadenas
presentan diferentes grados de homologia entre si, de tal manera que se han formado dos
grupos o familias en base a su similitud: clase a1(IV), como las a 1,3 v 5, y clase a2(IV),

comolaa2,4y6(Tabla!).




I1.1.2 Biosintesis:

La sintesis de colagena es un
proceso complejo que involucra algunas
modificaciones cotraduccionales y
postraduccionales catalizadas por diversas
enzimas (Kivirikko K1y Myllyla R, 1985).
Este proceso se lleva a cabo en dos etapas.
Las modificaciones intracelulares que
incluyen: a) remocion del péptido sefial; b)
hidroxilaciéon de los residuos de lisina y
prolina en posicion Yaa a 4-hidroxiprolina

e hidroxilisina; c) hidroxilacion de algunas

prolinas en posicion Xaa a 3-

hidroxiprolina; d) adicion de galactosa, o
Fig. 3.- Estructura de la coldgena tipo IV. A) Cadena galactosa y después glucosa, en algunos

o con la estructura clasica Gly-Xaa-Yaa. B) Molécula

d‘e'colégena tnpo'lV formada por tres cadenas a, conun residuos de hidroxilisina; e) glicosilacion
didmetro aproximado de 1.5 nm en su conjunto

(Tomado de Alberts B y col, 1989). . .,
de algunas asparaginas; f) asociacion del

dominio no coladgeno COOH a través de un proceso regulado por la estructura de dicho
dominio, y g) formacién de puentes disulfuro intra e intercatenarios (Fig. 4). La seleccion y
alineamiento de las tres cadenas polipeptidicas intracelulares correctas estan mediados por
los dominios NC1, y el plegamiento de la triple hélice por el dominio COOH. Posiblemente
se requiera de la formacion de puentes disulfuro intracatenarios en los dominios NC1: sin

embargo, no se forman uniones intracatenarias intramoleculares en la triple hélice
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intracelular. Las modificaciones extracelulares comienzan cuando el propéptido es
secretado al espacio extracelular y sus péptidos de extension NH2 y COOH son cortados
por N-proteinasa y C-proteinasa, respectivamente. Después, las moléculas de colagena se
ensamblan por si mismas formando filamentos y otros agregados supramoleculares.
Finalmente, la lisil oxidasa cataliza la formacidon de enlaces cruzados entre lisinas e
hidroxilisinas de moléculas adyacentes (Timpl R y Dziadek M, 1986; Timpl R, 1989). Las
moléculas de coldgena tipo IV se caracterizan por numerosos residuos de hidroxilisina y la
presencia de 3-hidroxilprolina la cual no se ha encontrado en otras proteinas de mamiferos
(Kiviriko KI y Myllyla R, 1985). A diferencia de las colagenas formadoras de fibras, las
moléculas de colagena tipo 1V no sufren ataque proteolitico después de su secrecion

extracelular (Timpl R y Dziadek M, 1986; Timpl R, 1989).

Tabla 1. Caracteristicas de las seis cadenas de coldgena tipo 1V.

Caracteristica at a2 a3 od ab ab

Numero de exones 52 47 - -- 51 46

Producto completamente

traducido (pb) 1,669 1,712 1,670 1,690 1,685 1,691
Cadena o madura (pb) 1,642 1,676 1,652 1,652 1,659 1,670
Péptido seial (pb) 27 36 28 38 26 21
Dominio colageno (pb) 1,413 1,449 1,410 1,421 1430 1,417
Dominio NC1 (pb) 229 227 232 231 229 228

Interrupciones en el
dominio colageno 21 23 23 26 22 25




I1.1.3 Ensamble: — -

Las moléculas de colagena tipo

IV secretadas se ensamblan entre si en

una compleja red (Timpl R y col., 1981;
Yurchenco PD y Furthmayr H, 1984).
Estas moléculas presentan uniones
covalentes por puentes disulfuro vy

puentes no reducibles derivados de lisil

oxidasa, de tal forma que no son Interrupcién en la

’, mcusncia Gly XY
facilmente disociadas. Se han realizado ~———
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naturaleza de los agregados. Asi pues, se Dominis colégens Dopirio NCI

Domirio NC1

experimentos de ensamblaje “in vitro” ¢

“in situ” que proveen informacidn de la

sabe que monomeros de estas moléculas

Fig. 4.- Biosintesis de la colagena tipo IV.
forman dimeros lineales por asociacion Se observan las ~ modificaciones
postraduccionales, como hidroxilaciones (OH),
glicosilaciones (Gal) y glucosilaciones (Glc), la
asociacion tricatenaria y la molécula madura
secretada al espacio extracelular. (Tomado y
Dicha asociacion se estabiliza por la modificado de Tryggvason K., 1996)

de los dominios NC1 de dos moléculas.

formacién de puentes disulfuro, resultando en un complejo NC1 hexamérico estable. Las
estructuras tetraméricas se forman por asociacion alterna paralela antiparalela de los
extremos amino-terminal de cuatro mondmeros de triple hélice. Inicialmente, esta
estructura se forma por interacciones no covalentes y subsecuentemente se estabiliza por

puentes disulfuro y uniones no reducibles derivadas de lisina. La estructura tetramérica es




resistente a degradacion proteolitica y adquirié el nombre de dominio 7S por su coeficiente
de sedimentacion. Ademas, esta estructura se caracteriza por carbohidratos que
posiblemente limiten las interacciones entre las subunidades. Los dimeros y tetrameros se
ensamblan formando una red de filamentos altamente ramificados que incluyen moléculas
alineadas lateralmente a lo largo de los dominios de la triple hélice y moléculas enrolladas
sobre otras (Fig. 5) (Yurchenco PD y Furthmayr H, 1984). El resultado es una red
tridimensional de mallas apretadas que sirven como el soporte estructural mayor de la
membrana basal (Timpl R y Dziadek M, 1986; Timpl R, 1989; Yurchenco PD y O’Rear J,

1993).

I1.1.4 Localizacién:

La distribucion tisular de la colagena tipo IV esta restringida a las membranas
basales. La estequiometria de las cadenas o 1(IV)-a5(1V) difiere entre los tejidos, siendo las
mas abundantes la a1(IV) y la a2(1V), aunque todas se encuentran en el rifion (Sariola H y
col., 1996). Las cadenas al{(IV) y a2(IV) se presentan en regiones subendoteliales de las
MBG y también pueden observarse a nivel mesangial, capsula de Bowman y membranas
tubulares y vasculares; las cadenas a3(1V), ad(1V) y aS(IV) se presentan en forma
uniforme en las MBG, MB de la cépsula de Bowman y tibulo distal. La cadena a6(1V) se
ubica en la MB de la capsula de Bowman y tubulos distales y se colocaliza con la a5(1V)
en la MB epidérmica, células del misculo liso y adipositos. La inmunofluorescencia con

anticuerpos especificos para estas dos tltimas cadenas muestra tincion débil en las MB del

musculo cardiaco y del endotelio sinusoidal hepatico (Ninomiya Y y col., 1995).




"@ " Laminina :}{Colégena IV

%Perlecano;‘ «~~ Niddgeno
HSPG

Fig. 5.- Esquema del ensamble de la membrana
basal. A) Monomero de colagena IV con sus tres
dominios: 7S, colageno mayor y NC1; B) Tetrameros
de colagena IV formando una malla en forma de
tela de gallinero; C) Ensamble de la membrana
basal. La colagena IV sirve como bastidor para la
unién de laminina, perlecano, proteoglicanos y
nidégeno (Tomado y modificado de Heidet L y col.,
1997).

I1.1.5 Funcién:

La Inmunomicroscopia
clectronica de la colagena tipo 1V
consiste en cadenas ol(I1V) y a2(IV),
acopladas  con  secuencias  de
aminodcidos. Se ha mostrado que las
interrupciones en la secuencia repetida
Gly-Xaa-Yaa coinciden con el
enrrollamiento del otro lado de los
segmentos rigidos de la triple hélice, de
tal manera que las interrupciones no
colagenas modulan la flexibilidad de la
molécula y son esenciales para permitir
la  formacion de la malla con
estructuras rigidas como lo son las
fibras. Estas interrupciones también
pueden tener otras funciones, como
actuar de sitios de unidn para otros
componentes de las membranas
basales.

Ademds de proveer la fuerza

mecanica de las membranas basales y
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servir de armazon para la union de otros componentes, la colagena tipo IV esta involucrada
en la adhesion celular. Se ha localizado un sitio de union celular a 100 nm del dominio
NH? de la molécula, los receptores celulares que interaccionan con esta seccion son las
integrinas a1B1 y a2f1 (Vandenberg P y col.,, 1991; Kern A y col., 1993). Las integrinas
son una familia de receptores transmembranales que consisten en subunidades o y B que
juegan un papel importante en la adhesion celular a los componentes de la matriz

extracelular (Ruoslahti E, 1991). El sitio de reconocimiento a1f1 en la coldgena al(I1V)2

a2(IV) se ha ubicado sobre el aspartato de la cadena al(IV) y la arginina de la cadena
a2(IV) cada uno de los cuales estd cercano al aminoacido en la posicién 460 y embebido

en un segmento corto de triple hélice estabilizado por puentes disulfuro (Eble JA v col.,

1993)

III. Antecedentes:

El sindrome de Alport (SA) es una nefropatia hereditaria que se caracteriza por
cambios ultraestructurales tipicos en las MBG (Fig. 6); suele acompaiiarse por hipoacusia
neurosensorial y lesiones oculares (Flinter FA y col, 1988). Este sindrome presenta
diferentes patrones de herencia que involucran la afecciéon de al menos tres diferentes
genes que codifican para las cadenas a3, a4 y a5 de la colagena tipo IV (Barker D y col.,

1990; Lemmink HH y col., 1994; Mochizuki T y col., 1994).




IIl. 1 Patogenia:

Las evidencias a cerca de los mecanismos patogénicos del Sindrome de Alport
hereditario comenzaron a surgir a principios de los afios 70, cuando surgié la microscopia
electronica y se inicid la caracterizacion de la composicion estructural de la MBG.
Diferentes laboratorios demostraron cambios estructurales en las MBG de los pacientes,
que consistian en adelgazamientos y engrosamientos irregulares, acompafiados de
reticulaciones, laminaciones, espacios electrolicidos y granulaciones electrodensas
(Fig.6)(Hinglais N y col., 1972; Spear GS y Slusser RJ, 1972; Churg J y Shermann RL,
1973). Dichos hallazgos, sugirieron que las mutaciones causantes de la enfermedad
afectaban al gen o genes que codificaban para proteinas importantes en la estructura y
metabolismo de las MBG. En 1971, Kefalides (Kefalides NA, 1971) demostré por primera
vez que la MBG contiene un solo tipo de colagena, la cual refirio como tipo 1V. En ese
tiempo se pensaba que este tipo de colagena era un homotrimero de cadenas a1(IV), el cual
formaba bloques para la construccion del esqueleto de las MBG. La identificacion de esta
proteina estructural Ginica de las MBG llevo a Spear (Spear GS, 1973) a proponer que “el
SA posiblemente era causado por mutaciones en el gen que codificaba para la colagena
tipo IV”. Actualmente, Pihlajaniemi asevera que la coldgena tipo IV de las membranas
basales es, de hecho, una gran subfamilia de coldgenas, altamente compleja, que contiene
al menos seis cadenas o, genéticamente diferentes (Pihlajaniemi T, 1996).

Siguiendo a la identificacion y clonacion de diferentes cDNAs y genes para las
cadenas de coldgena IV mas abundantes [a1(IV) y o2(IV)] a mediados de los afios 80
(Pihlajaniemi T y col., 1985; Hostikka SL y col., 1987) y a la asignacion de estos genes al

cromosoma 13 (Griffin C-A y col., 1987), se pudo evidenciar que estos genes no causan el
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SA. De este modo, los estudios se enfocaron sobre las nuevas cadenas de colagena a3(1V)
y a4(IV), descritas y secuenciadas por el grupo de Hudson a fines de los afos 80

(Butkowski RJ y col., 1987; Saus J y col., 1988).

Fig. 6.- Micrografia electronica de la MBG de un paciente con SA. Se observa el endotelio
vascular (End) con una célula roja (Er), el epitelio (Ep) y 1a membrana basal glomerular (MBG)
con espacios electroliicidos, laminaciones, granulaciones y engrosamientos (20,000 X).

La cadena a3(IV) mostré6 que presenta el epitope para un autoanticuerpo en el
sindrome de Goodpasture (Butkowski RJ y col., 1987). Los pacientes con SA no presentan
dicho epitope en sus MBG (Kleppel MM y col., 1987), lo cual sugiri6é que la cadena a3(IV)
estaba involucrada en la etiologia del SA. En 1988, tres grupos independientes localizaron

el locus de SA en Xq22-26 (Atkin CL y col., 1988; Brunner H y col., 1988; Flinter FA y
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col., 1989). Sin embargo, fue hasta 1990 cuando Hostikka y colaboradores (Hostikka SL y
col., 1990) por un lado, y Pihlajaniemi y colaboradores (Pihlajaniemi Ty col., 1990) por
otro, reportaron el aislamiento de ¢cDNA de una nueva cadena de coldgena tipo 1V, la
cadena aS5(IV) y su gen localizado en Xq22. Posteriormente, Barker y colaboradores
(Barker D y col., 1990) y Zhou y colaboradores (Zhou J y col., 1991), reportaron las
primeras dos mutaciones en COL4AS5 en dos pacientes emparentados del estado de Utah. A
la fecha, se han detectado mas de 180 mutaciones en el gen COL4AS de pacientes con SA
ligado al X (Krawzak M y Cooper DN, 1997). Los genes COL4A3 y COL4A4, los cuales
inicialmente eran fuertes candidatos para esta enfermedad, fueron localizados mas tarde en
el cromosoma 2, y se demostré que estan involucrados, como una forma rara autosémica
recesiva de este sindrome, al detectarse mutaciones en ambos genes de pacientes con SA

(Fig. 7) (Mochizuki T y col., 1994).

Fig. 7.- Localizacién de los genes de la coldgena IV. Notese la organizacién similar en los
seis genes: ubicacién pareada en tres cromosomas diferentes, arreglo cabeza con cabeza (5'-5)
en todos ellos, regién intragénica de menos de 500 pb. Estas caracteristicas hacen suponer que
tienen un origen comun y se formaron por duplicaciones del gen ancestral.
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IIL.2 Sindrome de Alport ligado al cromosoma X:

II1.2.1 Genética clinica:

El SA se presenta con una frecuencia de 1 en 5,000 nacidos vivos en el estado de
UTHA, USA. Tiene una penetrancia del 100% en varones y del 80% en mujeres. La
ausencia de historia familiar en este sindrome se presenta en el 15% de los casos, lo cual
puede indicar la frecuencia de mutaciones “de novo™.

Atkin y colaboradores, en 1988, sugirieron una clasificacion de esta enfermedad
combinando fenotipos con formas de herencia y formaron asi seis grupos clinicos, ademas
propusieron que los pacientes que llegan a presentar insuficiencia renal terminal antes de
los 31 aifios de edad se deben constderar como tipo juvenil y aquellos que la presenten
después, como tipo adulto. Asi pues, la clasificacion propuesta es la siguiente:

.- Tipo juvenil esporadico con hipoacusia y alteraciones oculares.

IL.- Tipo juvenil con hipoacusia, alteraciones oculares vy ligado al cromosoma X.

MII.-. Tipo adulto con hipoacusia ligado al cromosoma X.

IV.- Tipo adulto sin hipoacusia ligado al cromosoma X

V.- Tipo autosémico dominante con trombocitopatia y sordera.

VI.- Tipo juvenil autosémico dominante con sordera y alteraciones oculares.

Esta clasificacion se ha adoptado ampliamente, sin embargo, se sabe que la
expresion fenotipica es mas compleja, por lo cual, en el diagndstico clinico se debe de
considerar la heterogeneidad genética de la enfermedad, aunque comtinmente es ligada al
X; los varones generalmente presentan una forma del SA mas grave que las mujeres; puede
haber asociacién de defectos en otros 6rganos y existe un amplio rango en la edad de

insuficiencia renal terminal y la sordera. Como se puede observar, la gran heterogeneidad

clinica y genética de la enfermedad hacen dificil el diagnéstico, por lo que Flinter vy
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colaboradores (Flinter FA y col., 1988), propusieron los siguientes criterios clinicos para

diagnosticar el SA:

1) Historia familiar positiva de hematuria y nefropatia progresiva en varones.

ii) Evidencia de dafio en la MBG por microscopia electronica de biopsias renales.
iii) Sordera neurosensorial progresiva de altos tonos.
iv) Alteraciones oculares caracteristicas ( lenticono y maculopatias).

De los criterios anteriores, 1a evidencia del dafio a la MBG es el mas relevante, pues
se han reportado pacientes con SA que no presentan sordera ni dafio ocular e incluso
individuos afectados sin historia familiar positiva de hematuria, pero todos ellos con

cambios caracteristicos en la MBG.

II.3 Estructura Molecular del Gen COL4A5:

II1.3.1 Gen COL4A5:

El gen responsable del SA ligado al cromosoma X, se localiza en el brazo largo del
cromosoma X, en la banda 22 (Xq22), consta de aproximadamente 250,000 pb y 51 exones
con una longitud que varia entre 27 y 213 pb. El exdn | contiene 283 pb que incluyen una
secuencia, hacia el extremo 5°, de 202 pb que no se traduce y otra secuencia de 81 pb que
codifica para el péptido sefial de la proteina (de 26 residuos de largo); el primer intron es
muy largo y el segundo exdn inicia con la secuencia que codifica para el tltimo residuo del
péptido sefial, una secuencia no colagénica de 14 aminoacidos y dos tripletes Gly-Xaa-Yaa.
Los exones 2-47 codifican para el dominio coldgeno de la proteina, aunque el exon 47 se
ubica en el limite de las secuencias que codifican para el dominio colageno COOH vy del
dominio NCI globular de la proteina, el cual es codificado por los exones 48-51. Estos

ultimos son idénticos en tamaifio y localizacion de intrones a los del mismo dominio del gen
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COL4A1 (Zhou I y col., 1994). Debido a que este gen se localiza cabeza con cabeza con ¢l
COL4A6, sc presenta un promotor bidireccional para ambos genes, por lo que se
transcriben sobre cadenas opuestas de DNA. La region intergénica tiene 442 pb y presenta
varios sitios de union a diferentes factores de transcripcion representados por dos cajas
CCAAT 'y dos cajas CTC (secuencias ricas en homopirimidina/purina,
CCCCCTCCCCCCC), ambas localizadas “rio arriba™ de los genes COL4A6 y COL4AS
respectivamente. Ademas existe una caja CTC sobre el primer intrén del COL4AS (Fig. 8).
Los factores de transcripcion que se unen a la caja CTC se denominan CTCBF y factor de
union a CTC. El CTCBF esta compuesto por dos subunidades, de 75 y 85 kD, necesarias

para la interaccion secuencia especifica con la caja CTC (Heikkila P, 1996).

(g Caja CTC (g Caja CCAAT L Caja GC
COL4A6 = e3> COLL4AS
ox2 ox1 ex1'| ex1
50 246 124 284
192 926 [D 442
' Iﬁ
VN l pad
\/ \\\ // \ // é)
\\h_— 7
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Fig. 8- Esquematizacién del promotor bidireccional para los genes COL4A5 y COL4AG.
Las cajas representan a los exones y las lineas a los intrones. Su tamaiio es en pb. Las areas
sombreadas en los exones representan las secuencias que se traducen. Se observan los
elementos de unién a factores de transcripcién. Las lineas punteadas indican dos promotores
alternativos para el gen COL4A6.
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I11.3.2 mRNA:

El RNA mensajero de la cadena a5(1V) presenta aproximadamente 7 kilobases (kb).
El producto de este mRNA, completamente traducido, mide 1,685 pb y la proteina que
deriva del mismo es de 158 kD. El gen COL4AS5 se expresa en la MBG, aunque se ha
detectado inmunotincidon débil en el tejido conectivo denso, tanto de adultos como de
neonatos, en el pulmon (estroma perialveolar), pancreas (estroma pancreatico), bazo (pulpa
roja) y tincién dudosa en el area perihepatocitica y la basal de la epidermis, todo esto con
anticuerpos monoclonales especificos contra la cadena a5(IV)(Sariola H y col., 1996). Se
sabe que este gen presenta “splicing alternativo” de algunos exones. Saito y colaboradores
(Saito A y col., 1994) reportaron la deteccion de este tipo de “splicing” en el mRNA
obtenido de piel y rifion de un hombre adulto normal. El transcrito que se produce pierde el
exon 50 que cuando se traduce, resulta en una proteina truncada que pierde 84 pb del
dominio carboxi-terminal, incluyendo 5 de sus 12 cisteinas, de tal manera que la cadena no
puede incorporarse a la molécula de triple hélice hasta que el alineamiento de las cadenas
restantes se inicie en el extremo NC1. Por otro lado, se reportd una insercidon de 18 bases
entre los exones 41 y 42 del mRNA de rifion de un paciente con SA. Este exon de 18 pb
esta flanqueado por sefiales de “splice” consenso y codifica para dos tripletes Gly-X-Y sin
alterar el marco de lectura; ademas, se piensa que el “splicing” es tejido especifico porque
esta secuencia no se encontro en los linfocitos del mismo paciente, ni tampoco se reporta el

significado que pueda tener esta secuencia corta (Guo C y col., 1993).
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Fig. 9- RNAm y monémero de a5(IV). A) El RNAm del COL4A5 tiene 7 kb
aproximadamente y 51 exones, se observan las secuencias de inicio y término de la traduccién.
B) La proteina derivada del RNAm mencionado, tiene 1,685 pb que corresponden al péptido
sefial de 26 aa (incluido en el dominio 7S), al dominio colageno de 1,430 residuos con 22
interrupciones no colagenas (rectangulos en blanco de 2 a 11 aa) y al dominio globular NC1 de
229 aa.

I11.3.3 Proteina:

El gen COL4AS codifica para la cadena a5(IV); sin embargo, cada molécula de
coldgena tipo IV (mondmero) esta compuesta por tres cadenas a. La estequiometria de la
triple hélice atin se desconoce y, aunque se ha observado la formacion de homotrimeros y
heterotrimeros entre las diferentes cadenas o, también se ha observado la formacién “in
vitro” de heterodimeros de cadenas al(IV)/aS(1V) y a3(IV)Ya5(IV) (Zhou J y Reeders ST,
1996). La cadena de coldgena oS tipo IV presenta diferentes dominios: en su porcion
amino terminal se encuentra el péptido sefial junto con el dominio 7S, que es rico en
cisteinas y estan formados por 26 aa; el dominio colageno, de 1430 aa con estructura

colagena caracteristica Gly-Xaa-Yaa, presenta 22 interrupciones por secuencias no




colagenas que varian entre 2 y 11 aa y el dominio no colageno carboxilo terminal (NC1) de

229 aa, forma un dominio globular (Fig. 9).

La remocién especifica del péptido sefial crea moléculas maduras, que en el caso de
la aS(IV) es de 1685 aa. El dominio 7S es una region amino terminal corta, no colagénica y
rica en cisteinas. La cuarta cisteina de este dominio se encuentra conservada entre las seis
cadenas o, y es esencial en la formacion puentes disulfuro en el ensamble de tetrameros de
triple hélice.

Las interrupciones no coldgenas presentan un alto grado de conservacion con
respecto a su tamafio y posicién. Tienen un papel funcional importante en la MB, pues
ademas de darle flexibilidad, le confieren regulacion de la presion a que esta sometida vy,
algunas de estas interrupciones, sirven como sitios de union celular o, debido a que
presentan cisteinas, sitios de unién intercatenarios.

Los domintos NC1 de las diferentes cadenas de colagena IV, presentan secuencias
de aa muy conservados, las cuales son tomadas en cuenta para agrupar a dichas cadenas en
dos familias: tipo a1l y tipo a2. Por otro lado, el dominio NC1 presenta doce cisteinas que
se unen por seis puentes disulfuro intracatenarios para formar una estructura simétrica
(hemi-NC1), la cual es importante para la dimerizacion de las cadenas a.,

Todas las cadenas o de la colagena tipo IV se encuentran ampliamente glicosiladas;
presentan alrededor de 50 hidroxilisinas, con sitios de unién para disacaridos a lo largo del
dominio colageno y ademds, a excepcion de la cadena o3(IV), presentan asparaginas con

sitios de glicosilacion en el primer segmento de la triple hélice (Zhou J y Reeders ST,

1996).




II1.3.4 Mutactones en el gen COL4A5:

Actualmente, se han descrito cerca de 200 diferentes mutaciones en pacientes con
SA ligado al cromosoma X (Heikkila Py cols ,. 1996; Tryggvason K y col. 1996, Antignac
C y col. 1994; Renieri A y col. 1996; Knebelmann B y col. 1996; Kawai S y cols 1996;
Lemmink HH y col., 1997; Heiskari N y col., 1997), dichas mutaciones incluyen rearreglos
grandes y pequefios del gen, como deleciones, inserciones, inversiones y duplicaciones, asi
como cambios de una sola base. Se ha reportado la ausencia total del gen en un sélo caso y
también existen reportes en donde la misma mutaciéon puede encontrarse en dos familias
aparentemente no relacionadas. La dispersion de mutaciones en el gen COL4AS se asemeja
a la situacion reportada para la osteogénesis imperfecta, la cual involucra los genes para la
colagena tipo I, y contrasta con otras enfermedades en donde la gran mayoria de los
pacientes comparten una mutacion, como sucede en la acondroplasia.

En la mayoria de los casos, las mutaciones en el gen COL4AS pueden explicar los
cambios estructurales y fisiopatologicos de la MBG. Dichas mutaciones pueden producir
cambios que afectan a la proteina desde la sintesis del transcrito primario hasta la
formacion de enlaces cruzados entre moléculas individuales de triple hélice en el espacio
extracelular. Se sabe que los rearreglos grandes del gen se encuentran en un 10 a 15% de
los casos y que la gran mayoria de las mutaciones reportadas son de tipo puntual. Asi pues,
las mutaciones reportadas a la fecha sobre este gen en la HGMD (Human Gene Mutation
Database Cardiff) muestra que la gran mayoria son mutaciones de sentido erréneo y/o sin
sentido (94), seguidas por pequefias deleciones (41), mutaciones en el sitio de splicing (28),
pequefias inserciones (13), duplicaciones y grandes inserciones (2), rearreglos gruesos

incluyendo inversiones (2) y grandes deleciones (1) (Krawzak M y Cooper DN, 1997). El
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38% de las mutaciones de sentido erroneo, consisten en el cambio de una glicina por
cualquier otro aminoacido (comlnmente arginina, valina, acido glutamico o &cido
aspartico). Este tipo de mutaciones es caracteristico de las enfermedades hereditarias de la
colagena y son responsables del mal plegamiento de la triple hélice y de fallas en las
modificaciones post traduccionales de la proteina; por otro lado, se dice que este tipo de
mutaciones, junto con algunas que se dan en el sitio de splicing, son caracteristicas del SA
tipo adulto o estan relacionadas con la sordera presente en el SA (Heidet L. y col., 1997).
Todas las mutaciones se han ubicado en forma dispersa a lo largo del gen. No se han
detectado puntos calientes en el mismo y son muy pocas las mutaciones idénticas
encontradas en dos 0 mas individuos no emparentados (Tryggvason K, 1996). También se
han descrito deleciones en el extremo 5' del gen COL4AS que involucran al extremo 5' del
gen COL4A6 contiguo (Antignac C y col., 1992; Zhou J y col, 1993). Este tipo de
mutaciones se presentan en pacientes con SA asociado a leiomiomatosis (Fig. 10)

(Tryggvason K y col., 1993).
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Fig. 10.- Deleciones en los genes COL4A5 y COL4A6. A) Representacién esquemdtica de
ambos genes con sus exones, su tamafo y su separacién intragénica; B) deleciones en el
COL4A5 que abarcan los primeros exones del COL4A6 y producen la asociacién SA-
leiomiomatosis esofagica difusa; C) deleciones en ambos genes que abarcan mas alla del exén 3
del COL4AS y son variables en el COL4A5. En estos 4 casos, el fenotipo de los pacientes es de
SA sin asociacién alguna (Tomado y modificado de Heidet L y col., 1997).
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IV. Justificacion:

Debido a que el SA es un padecimiento progresivo y con expresividad variable,
algunas veces el diagnéstico resulta dificil y en ocasiones no logra establecerse. En la
mayoria de los casos es necesario emplear métodos invasivos como la toma de biopsias
renales para llegar al diagndstico; sin embargo, no en todos lo casos se llega a sospechar la
presencia del padecimiento, principalmente en mujeres.

Actualmente se sabe cuales son los genes responsables de la enfermedad, pero aun
es escasa la informacion sobre las mutaciones que la provocan. La biusqueda de mutaciones
o de marcadores moleculares y el conocimiento basico de las enfermedades, es uno de los
objetivos mas importantes de la medicina actual. Esto adquiere ain mads importancia
cuando repercute en una aplicacion directa sobre el diagndstico temprano, prondstico,
deteccion de portadores y la aplicacién potencial para tratamientos futuros. Por lo tanto,
encontrar las mutaciones en los pacientes con enfermedades progresivas, invalidantes vy

letales como el SA, se convierte en un objetivo primordial.




V. OBJETIVOS:

V.1 General:

Detectar y caracterizar las mutaciones responsables del sindrome de Alport en

pacientes mexicanos y determinar si existe correlacion entre el cuadro clinico de los

pacientes y el tipo de mutacion.

V.2 Particulares:

¢ Identificar y caracterizar las mutaciones en el gen COL4AS de pacientes mexicanos con

SA.

o Identificar los sitios en donde ocurren con mayor frecuencia las diferentes mutaciones:
"puntos calientes”.
o Correlacionar el tipo de mutacion con el cuadro clinico de los pacientes.

o Establecer el diagnostico presintomatico en las familias informativas.




VI. MATERIAL Y METODOS:

VI.1 Diserio del estudio:

Estudio prolectivo, transversal y descriptivo.

V1.2 Estrategia general:

« Se captaron pacientes diagnosticados clinicamente y por estudios de laboratorio y gabinete
con SA, tomando en cuenta los criterios propuestos por Flinter y colaboradores (Flinter FA y
col., 1988).

e Se procedio a la obtencion de DNA a partir de linfocitos de cada paciente por medio del
método de extraccion fendlica ( Miller y col., 1988), y se determino la pureza del DNA por
espectrofotometria.

e Se buscaron las mutaciones amplificando 22 exones del gen COL4AS, por la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis, 1990), y se analizaron por la formacion
de polimorfismos conformacionales de cadena sencilla (SSCP) ( Orita y cols, 1989).

e Una vez detectadas las posibles mutaciones, se caracterizaron por el método de secuenciacion
por cadena de terminacion ( Sanger y cols, 1977).

e Las mutaciones que crearon o eliminaron sitios de corte para endonucleasas especificas, se
sometieron a analisis por restriccion de los productos de PCR tanto en el caso indice como en

sus familiares de primer grado.




Estrategia general

Seleccion de
pacientes

Extraccion de DNA Sintesis de
oligonucleotidos iniciadores

Reaccion en cadena de
la polimerasa
(PCR)

Analisis de polimorfismos
conformacionales de

hebra sencilla
(SSCP)

Secuenciacion
Analisis familiar por
enzimas de restriccion
Asesoramiento

genético
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VI.3 Estudio clinico:

En el presente trabajo se incluyeron pacientes con diagnostico clinico de SA segun los
criterios establecidos por Flinter y colaboradores (Flinter FA y cols, 1988). Dichos pacientes se
captaron en diferentes hospitales de tercer nivel de la Ciudad de México ( INNSZ, INP, INCICH,
CMNSXXI y HPEMEX). La muestra consto de 25 casos indice con SA mas sus familiares de

primer grado. A cada familia se le realizo historia clinica y arbol genealogico.

VI.3.1 Criterios de Inclusion:
Pacientes con diagnostico de SA, que cumplian al menos dos de los criterios propuestos

por Flinter y sus familiares de primer grado.

V1.3.2 Criterios de Eliminacién:
Pacientes en los cuales se presento alguna falla técnica durante el proceso del estudio que

provoco pérdida irrecuperable de la muestra de DNA.

V1.3.3 Criterios de Exclusion:
Pacientes transfundidos en los altimos tres meses 0 que se encontraran bajo tratamiento

médico que pueda interferir en este estudio.

VI.4 Estudio Molecular:

VI.4.1 Extraccion y purificacion de DNA (Miller y col., 1988):

Se colectd una muestra de 10 a 15 ml. de sangre periférica de cada paciente y de sus
familiares de primer grado en tubos de ensayo con EDTA al 5% como anticoagulante. Las

muestras se centrifugaron a 3,000 rpm durante 20 min. Se tom¢ la capa de linfocitos y se paso a
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un tubo de ensayo. Los linfocitos extraidos se lavaron por agitacion vigorosa con 5 ml de
amortiguador para lisis de células rojas (RCLB), el cual contiene: Tris-HCI 10mM pH 7.6,
MgCl, SmM y NaCl 10 mM,; la mezcla anterior se centrifugé a 3,000 rpm/10 min, se decanto el
sobrenadante y el boton se lavé nuevamente en la misma forma. Posteriormente, se realizo la
hidrélisis de linfocitos por incubacién a 42°C por 12 horas con 1.5 ml de amortiguador para lisis
de células blancas (WCLB), que contiene: Tris-HCI 10 mM pH 7.6, EDTA 10mM pH 8.0, NaCl
50 mM, SDS 0.2% y proteinasa K 200 mg/ml. El DNA se purificé lavando el hidrolizado dos
veces por medio de agitacion-centrifugacion con 3 ml de Fenol saturado pH 7.6, un lavado con 3
ml de Fenol-Cloroformo (v/v) y dos lavados con 3 ml de Cloroformo-alcohol isoamilico (24:1
v/v), siempre recuperando el sobrenadante para lavarlo con el siguiente reactivo. Finalmente, el
DNA se precipito con una solucion de Cloruro de sodio 60 mM en Etanol absoluto a -20°C. El
DNA se recupero con un asa de vidrio y se enjuagé con etanol al 70%. Posteriormente se dejo
secando hasta la evaporacion total del etanol y se resuspendio en 200 pl de agua bidestilada
estéril. Por altimo se cuantifico por espectrofotometria a una longitud de onda (1) de 260 nm. Se

cuantifico la concentracion de impurezas como fenol y proteinas a una A de 240 y 280 nm

respectivamente. Se considerd como criterio de pureza el cociente DO7g/DO240 v
DO260/DO2g0 mayor o igual a 1.6, y menor de 2.0. La concentraciéon de DNA en pg/ul se
obtuvo multiplicando el valor de DO5g( por 0.05 (constante) y por la dilucion empleada (1:200):

Concentracion de DNA (pg/ul) = (DO9g0)(dilucion)(50 ug de DNA);
en donde 50 pg de DNA= 1 DO»¢)

Se verifico la integridad del DNA extraido en un gel de agarosa al 0.7% tefiido con
bromuro de etidio (5 mg/ml). La electroforesis se corrié a 100 volts por 20 minutos y se observd

en un transiluminador con luz ultravioleta.




V1.4.2 Preparacién de oligonucleétidos:

Los oligonucledtidos iniciadores o primers que se utilizaron en este analisis fueron
donados por la Dra. Corinne Antignac del INSERM, Unidad 423, Hospital Necker,Paris, Francia,
y se disefiaron segun las secuencias descritas por Zhou y colaboradores (Zhou J. y col., 1993,

1994). Las secuencias de cada "primer" son las siguientes:

Exon Secuencia de oligonucledtidos Tamaiio
1F 5'TCA ATT GGT TAG AGC CAG CC-3'

IR 5' AGC GTG AAA GAG CGG TGA TG-3' 195 pb.
3F S'TTA CCT TTC ATT CTC ATT TA-3'

3R 5'ATC ATG TTG ACC AAC CAG TA-¥ 143 pb.
SF 5'GTT TAAGGA TTT TAT TTC TT-3'

5R S'CATTTC ACT TTT TAC TTT GA-3' 100 pb.
6F 5'ATT ATA CAT GTG TTA TGT CG-3'

6R 5'TCC ATT TAA TCT TGG GTA GT-3' 123 pb.
7F 5'TCCATG CTCTTT ATT TTT AA-3'

7R 5" AAA ATT TGG GAT TAT GAT GA-3' 113 pb.
9F 5' AGA ACT TCC ATT GAT GGC TTC T-3'

9R 5'GTATCC AGT GATTTTCTT TTT T-3' 129 pb.
30F STTT AAACTG TAT TTATTTCTT A-3

30R 5'TAG AGT AAA TGT GCA TTT TGT A-3' 168 pb.
31F 5'CTT ATT AAT ATT GAT ATT GTA TT-3'

31R 5'GTT TAAAGT TTT CTC TGA TTT 3' 225 pb.
36F 5'ATATTA TAT ACT ACATAT TTT CAA 3’

36R 5'CTA AAA CTA TAT GCC AAA GAT 3' 191 pb.
38F 5'TCATTT TTA AAT TGA GCT CTT TAC 3'

38R 5" AAC AGC AAACTG TTATTT TTC ATG 3' 141 pb.
39F 5'GGT GTA ACCTGC TGT ACT CAATT 3'

39R 5' AAT AGG AAA AAT GAA AAA CTA CAG 3 155 pb.
40F 5'TGT TTT GTT TTG TTT TGT ACT CTG 3'

40R 5'TTG ATT TAG CAT GTT TTA TTA AGG 3' 108 pb.
42F S5ATG TCG TCATTTGCT GTG GATTA 3

42R 5'CAT CAG ATA TCT ACT TCC ATT TCC 3' 194 pb.
43-44F 5'GTA ACATTA ATG ATG ATT TTATTT ATT C-3'

43-44R 5'TAT AAC TAT CTT CAG GAA TAA GTC 3' 336 pb.
45F 5§ CCCTTC AAATTTGTG TGT TTT GTC 3'

45R 5' GAT AAT AAA GAT GAT CTG CAT TGG 3' 189 pb.
46F 5'TAT TTG AAT GCC TCATTC TTT TCC 3'

46R 5" ACC AACAGCATG TTT TACTTG TC 3 155 pb.




Exon Secuencia de oligonucleotidos Tamariio
47F 5'TCT TGT ATACTG ATT ATT TCG TGG 3'

47R 5'CAG TAG GAA ATT AGATATTGA TTA 3' 273 pb
48F 5'CTT TACTGT TTT CTC TCC AAATCT 3

48R 5' AAA AGT CAC AGC TAA ATC AAT GCC 3' 242 pb
49F SATTATGTTCCTTCTCCTTTTCCTT 3

49R 5' ATG ACA AAT GCA AGG AAG AGT GTA 3 175 pb
S0F 5'TTG CGG CACATT TTTCCTTGT CTT 3'

S0R 5'GGA CCT GAATTA AAGCTATAAGCA 3 232 pb
SIF 5'GAT CTGATTGTCTTATTT CTT ATT 3'

S5IR 5' TAA AGT TGG GGA CAA TGA GAG AG-3' 191 pb.

VI1.4.3. Amplificacion del gen COL4AS por PCR (Mullis y col., 1990):

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) permite la amplificacion en forma
exponencial, de un fragmento de DNA. Se empled el DNA de cada paciente como molde y los
oligonucleotidos arriba mencionados del gen COL4AS para amplificar cada exon. La mezcla de

reaccion para PCR se prepard de la siguiente manera:

Reactivo Volumen [Stock] [Final]
H,O 17.075 wl

Amortiguador taq 25 ul 10 X 1 X
ATGC (bases) 0.25 pul 10 mM c/u I mM c/u
Oligonucleodtido F 1.0 ul 10 pmol/ul 10 pmol
Oligonucledtido R 1.0 pul 10 pmol/ul 10 pmol
Taq Polimerasa/Stoftel 0.175 ul 10 U/ul 1 U
MgCl, 20 ul 25 mM 2 mM
DNA 1.0 ul 100 ng/ul 100 ng

Los reactivos se mezclaron siempre en el mismo orden.




& Se coloco el DNA de cada paciente en un tubo de reaccion y después se le adiciond la mezcla

de reaccion.

& Dicha mezcla se homogeneizé suavemente por agitacion y se colocd en un ciclador térmico

(Thermal Cycler 9600 de Perkin Elmer) con el siguiente programa:

Proceso

Desnaturalizacion

Desnaturalizacion
Alineacion
Extension

Desnaturalizacion
Alineacion

Extension

Incubacion

Temperatura
94°C
94°C
48°C
72°C
94°C
55°C

72°C

4°C

Tiempo

2 min.

20 seg.
20 seg.
20 seg.

12 seg.
20 seg.

| min.

Permanente.

Ciclos

Una vez que concluyo la amplificacion, se tomaron 7ul del amplificado y se mezclaron

con 3ul de colorante acarreador para verificar el producto amplificado por electroforesis en gel

de agarosa al 2.5 %, con un corrimiento a 100 volts por 15 min. El gel se tifié con 1ul de

Bromuro de Etidio (5mg/ml), y se observo en un transiluminador (con luz UV). Se utilizé 1ug del

marcador de pesos moleculares DNA Leader 100 pb (Boehringer Mannheim) para cotejar el

amplificado.
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VI1.4.4 Deteccién de mutaciones por SSCP (Orita y col., 1989):

El SSCP es una técnica que se ha empleado para explorar pequefios fragmentos de DNA
(de hasta 700 pares de bases), tiene una eficacia para detectar de un 80-85% de secuencias
polimorficas que varien hasta por una sola base y se basa en el movimiento electroforético de la
conformacion tridimensional que adoptan las cadenas sencillas del DNA. Para este fin, se
requirié la elaboracion de un PCR marcado (en este caso isotOpicamente), y su corrimiento
electroforético en un gel no desnaturalizante con temperatura y voltaje controlados. La técnica

consistio en lo siguiente;

o Se mezclaron los siguientes reactivos en el mismo orden que a continuacidon se muestra para

cada tubo de reaccion.

Reactivo Volumen Stock Final
H>O 6.1 ul
Amortiguador taq. 1.0 ul 10X I X
ATG (bases) 0.1l 10 mM c/u 1 mMc/u
Oligonucleédtido F 0.4 ul 10 pmol/ul 0.4 pmol
Oligonucledtido R 0.4 ul 10 pmol/ul 0.4 pmol
Taq Polimerasa /Stoffel 0.1 ul 10 U/ul 1 U
MgCly 0.8 ul 25 mM 4 mM
[a-32P] dCTP 0.1l 10 mM I mM
DNA o amplificado 1.0 ul 100 ng/ul 100 ng

¢ De la misma forma que para el PCR, se adiciond primero ¢l DNA de cada paciente a los tubos
de reaccion y posteriormente, la mezcla de reaccion radioactiva.

¢ Esta mezcla se sometié a amplificacion utilizando el programa ya mencionado.
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Una vez terminada la amplificacion con marca radioactiva, se tomaron 1.5ul del amplificado
y se colocaron en tubos nuevos de reaccion con 9ul de solucion STOP, la cual contiene:
Formamida al 95%, azul de bromofenol al 0.05%, Xilencianol al 0.05% y EDTA 20 mM. Esta
mezcla se desnaturalizé a 99°C por 10 min.

Se saco la muestra desnaturalizada del ciclador (a 99°C) y se coloco en un baiio de hielo para
provocar un choque térmico que permitié obtener la conformacion tridimensional de las
cadenas abiertas del amplificado.

Inmediatamente después, se corrieron 2ul de cada muestra en un gel de poliacrilamida al 10%
con glicerol al 10% a 25°C y 250 volts por 20 horas en amortiguador TBE 0.8 X.

Una vez concluida la electroforesis, el gel se coloco sobre papel filtro y se cubrio con papel
Egapack para secarlo a 80°C por 1 hora en un secador de geles.

Posteriormente, el gel se coloco en un cartucho de rayos X y se expuso de 12 a 24 hrs. con
pelicula Kodak X-OMAT para obtener su autoradiografia y observar su patrén de movimiento

electroforético.

VI1.4.5 Secuenciacion (Sanger y cols, 1977):

Al igual que la PCR, en la secuenciacion la sintesis de DNA se inicia a partir de un
oligonucleétido, de tal manera que la DNA polimerasa avanza a lo largo del DNA molde

incorporando nucledtidos a la cadena naciente; alguno de estos nucleétidos debe estar marcado y

los otros modificados (dideoxi), de tal suerte que la sintesis se detiene a diferentes longitudes y

de manera aleatoria segun el nucledtido modificado que se incorpore. Para obtener informacion

de la secuencia, se realizan cuatro reacciones por separado, utilizando un analogo inhibitorio por

reaccion (ddATP, ddTTP, ddGTP y ddCTP). Cuando las muestras se analizan por electroforesis

desnaturalizante y autoradiografia (si se utilizd un marcado isotdpico), se observan una serie de

bandas en diferentes longitudes que corresponden a la localizacion de cada uno de los
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aminoacidos incorporados, debiéndose leer este conjunto de bandas en direccion 5' - 3' de
acuerdo al oligonucledtido utilizado.

Los productos amplificados de las muestras que mostraron cambios por el analisis de
SSCP, se purificaron por medio de columnas Quiagen, las cuales eliminan los restos de bases,
enzima y sales del DNA de doble cadena amplificado y recuperan un 80% del producto de PCR
de hasta 500 pb. Una vez limpias, las muestras se secuenciaron directamente con un secuenciador
de DNA automatizado de Applied Biosystems (modelo 373A) y un protocolo de secuenciacion
ciclica dideoxi, de acuerdo a las instrucciones del fabricante, con ambos oligonucleotidos y

analogos de bases (dideoxi) marcados con diferentes fluorocromos.
VI.4.6 Andlisis con endonucleasas de restriccion.:

Este tipo analisis se llevo a cabo en los productos de PCR de aquellos pacientes que
presentaron una mutacion que crea o restringe un sitio de corte para una enzima especifica, con
el fin de observar la segregacion de la mutacion en la familia involucrada. La reaccion de

digestion se llevo a cabo en tubos de reaccion con la siguiente mezcla:

Reactivo Concentracion
Producto de PCR 1 ug
Enzima S5U
Amortiguador de la enzima 1X

H,0 Aforar a 50 ul

La restriccion anterior se realizo en el producto de PCR del paciente y de sus familiares
de primer grado, ademas de un control negativo para cada enzima utilizada. La mezcla de
restriccion se incubd de 2 a 12 horas a 37°C. Posteriormente, se tomaron 20 pl del producto
restringido para analizarlos en electroforesis de poliacrilamida.
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El exon 30 se restringio con la enzima Saw96 1 y se observo en un gel de poliacrilamida al
16% a partir de Acril-bisacrilamida 38:2 y como marcador de pesos moleculares (MPM) el
Leader de 20 a 200 pb, con incrementos de 20 en 20 pb. El exdn 42 se restringio con la enzima
Alu 1y se analizé en un gel de Acril-bisacrilamida (29:1) al 9.2% junto con el MPM Leader de

100 a 1,500 pb, con incrementos de 100 en 100 pb.

VII. Analisis de resultados:

El trabajo se analizo en forma descriptiva.




VIII. Resultados:

VIII.1 Estudio clinico:

Se captaron 25 casos indice con diagnostico clinico de SA, provenientes de los
departamentos de Nefrologia de diferentes centros médicos del Distrito Federal. Asi pues,
11 de estos casos (44%) fueron referidos del Instituto Nacional de la Nutriciéon "Salvador
Zubiran" (INNSZ); 9 (36%) del Instituto Nacional de Pediatria (INP); 4 (16%) de diferentes
hospitales de especialidades del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) y 1 (4%) del
Hospital Regional Sur de Petroleos Mexicanos (PEMEX).

En cuanto a la distribucion por edad y sexo, 16-(64%) fueron varones y 9 (36%)
mujeres; 11 (44%) se encontraban entre la primera y segunda década de la vida 'y 14 (56%)
en la tercera década o mas de la vida (Tabla 2).

Se analizaron las historias clinicas y se construyeron los arboles genealogicos de
cada paciente para documentar el patrén de herencia, confirméndose en 14/25 casos
familiares un patrén de herencia dominante ligado al cromosoma X (HDX). El resto fueron
casos aislados, por lo que no fue posible confirmar el patron de herencia, aunque todos
ellos reunian varios de los criterios mencionados por Flinter (ver tabla 2). Sélo un caso no
presentd historia familiar de hematuria, aunque si presentd nefropatia progresiva,
insuficiencia renal terminal (IRT) en la 3* década de la vida, sordera y lesiones oculares.
Por dltimo, en el paciente 71Al se observé hematuria microscopica al igual que en su
madre y hermana; sin embargo, la microscopia de luz de la biopsia renal no mostro
alteraciones; este caso indice presenta nefropatia progresiva, pero no otros signos del SA.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes se muestran en la tabla 2.
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VIII.2 Estudio Molecular:

VIII.2.1 Extraccion del DNA:

Se formo un banco de DNA constituido por los 25 casos indice y 71 famihares de

primer grado. Todas las muestras tuvieron una concentracion que vario entre 1 y 2 pg/ul

(Fig. 11).

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de cada paciente captado en este estudio.

Historia Nefropatia IRT’ Lesiones  Alteraciones
Paciente  Sexo”  familiar de progresiva  (Década) auditivas oculares
hemafuriaz _

1Al M HDX + 1 + +
32Al M HDX + 2° No No
40Al M No + 3 + +
41Al M HDX + 3¢ + No refiere
45A1 M 1 hermano + 2° No No refiere
46Al M HDX + 3° + No refiere
47Al F HDX No No + No
48Al M HDX + 3 + +
S0Al F 1 hermano + 3 No refiere No refiere
51Al F 1 hermano No No No No
S8Al M HDX + 2? + +
62Al M Mad y Tia + 2° + +
63Al M 1 hermano + 2¢ + +
65Al F HDX + No No No
67Al F HDX + 3? + No refiere
68Al M HDX + No No No
70Al M HDX + 3? + +
71Al M Mad y hna. + No No No
74Al F Mad y hna. + 1? + No refiere
79Al F Pad y hna + * No No refiere
84Al F Mad y hnos + No No refiere  No refiere
87Al F HDX + No No No
90Al M Mad y hna + 1? No refiere  No refiere
93Al M HDX + 2! + +
97Al M HDX + - + +

'™M: Masculino; F: Femenino. "HDX: Herencia dominante ligada al X; Mad: Madre, Pad: Padre; hna(os):
Hermana (os). *IRT: Insuficiencia renal terminal.
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VIII.2.2 Preparacién de Oligonucledtidos:

Se prepararon los 22 pares de oligonucledtidos iniciadores o "primers” antes
mencionados, a una concentracién de 10 pmol/ul y se almacenaron a -20°C. Los

oligonucledtidos para los exones 43 y 44 se sintetizaron juntos debido a su tamafio y

cercania.

Eig. 11.- Integridad del DNA. Electroforesis en gel de agarosa al 0.7% del DNA genémico de
diferentes pacientes con SA (carriles 1-6). Nétese que la migracién de todas las muestras esta
antes de las 23 Kb. El marcador de pesos moleculares (MPM) es el Lambda/Hind III.

40




VII1.2.3 Amplificacién del gen COL4A5 por PCR:

Se lograron establecer las condiciones para amplificar todos los exones antes
mencionados. Las variantes en cuanto a la temperatura media (Tm) o de alineacidn para los

diferentes programas de PCR y para cada exon se resumen en la tabla 3.

l Tabla 3. Condiciones para la amplificacion de cada exon del gen COL4AS. I
Proceso Temperatura Exones
Desnaturalizacion 94°C Todos.

58°C 1

55°C 9,39, 40, 45, 46
Alineacién 49°C 3,6,36,43-44,47,48,49, 50, 51

48°C 38,42

46°C 5,7, 30, 31
Extension 72°C Todos.

Como se puede observar en la tabla anterior, cada exon presentd condiciones
propias de amplificacion. La figura 12 muestra el producto de PCR de los exones 30 y 31,
de 194 y 225 pb respectivamente, en donde se pudo apreciar la limpieza del amplificado

sin presencia de bandas inespecificas.
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VIII.2.4 Deteccién de mutaciones por SSCP:

Por esta técnica se localizaron cambios conformacionales en cuatro exones
diferentes, en el DNA de un total de 4 casos indice no relacionados. Uno de ellos se
localizo en el exdn 1, el cual codifica para el péptido sefial de la proteina y tres en la region
del dominio colageno (exones 30, 39 y 42)(Fig. 13).Esto resulta en un 16% de posibles

mutaciones encontradas en la poblacion analizada.

Fig. 12.- PCR para los exones 30 (194 pb) y 31 (225 pb). Carriles 1-5, exdn 30; carriles 6-
10, ex6n 31 (Bromuro de Etidio, MPM, Leader 100 pb).

VII1.2.5 Caracterizacion de mutaciones por Secuenciaciéon.:

La caracterizacion de las posibles mutaciones por medio de la técnica de
secuenciacion detect6 lo siguiente: 1) Mutacion G5X en el exén 1 del paciente 2Al y su

madre (1Al), dada por una transversion de T por G que conduce al cambio del codén para
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la glicina localizada en la posicion S por un codon de terminacion (Fig. 14). 2) Mutacion
G822R en el exon 30 del paciente 40Al, en donde se provoca el cambio de una glicina por
arginina en la posicién 822 y se elimina un sitio de restriccion para Sau96 1 (Fig. 15); 3)
Mutacion 42sp G—C en el exon 42 del paciente 65Al, donde el cambio de G por C altero
el sitio de "splicing" para el intron 42 y produjo un sitio de corte para A/u | (Fig. 16); 4) se
detectd una mutacion homocigota silenciosa en el exon 39 del paciente 41Al (E1171E)

(Fig. 17).
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Fig. 13.- Andlisis de diferentes exones del gen COL4AS por SSCP. A) Exén 1, paciente 1Al; B) exon 30 del
paciente 40Al; C) exon 39 del paciente 41Al, D) exén 42 del paciente 65Al. La flecha indica el cambio de
movilidad comparado con los demas carriles que corresponden al corrimiento de otros pacientes.

VIII1.2.6 Andlisis con endonucleasas de restriccion.:

El analisis de secuenciacion reveld que la mutacion observada en el exon 30 (de
168 pb) del gen COL4AS5 del paciente 40Al, elimina un sitio de corte para la enzima Sau96

[. Este exon presenta seis sitios de corte para dicha endonucleasa, de tal manera que se




generan siete fragmentos: 2 de 9 pb, 2 de 18 pb y tres de 33, 34 y 47 pb respectivamente. La
figura 18 muestra un gel de poliacrilamida 38:2 al 16%, en el cual se observa la digestion
de dos muestras control (carriles 1 y 3), que presentan tres bandas (47, 34 y 33 pb); y del
caso indice, en donde la mutacion elimina el sitio de corte para el fragmento de 33 pb el
cual queda unido con uno de 9 pb para formar una banda de 42 pb. La imagen que se
observa en el gel, es de las bandas de 47, 42 y 34 pb respectivamente, con lo que se
corrobor¢ dicha mutacion.

Otra de las mutaciones caracterizada por secuenciacion, la 42sp G—C , mostré que
se crea un sitio de corte para la enzima A/u I. Observamos también que dicha mutacion es
heterocigota, por lo cual se realizd el analisis por digestion enzimatica para este exon en la
familia y detectamos que la madre y la paciente presentan un sitio de corte que produce un
fragmento de 165 pb y uno de 29 pb (que no se observa en el gel), ademas de presentar el
otro alelo intacto (banda de 194 pb), por lo cual comparten la misma mutacién. La hermana

es homozigota para el alelo normal, al igual que el control femenino sano (Fig. 19).

VIII.2.7 Asesoramiento genético:

El asesoramiento genético se otorgd con certeza a todas las familias que contaron
con una mutacion caracterizada. En aquellas familias donde se observé un patron de

herencia dominante ligado al X, también se brindo asesoramiento genético.
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Fig. 18.- Restriccion con Sau96 1. Carriles | y 3, muestras control de una mujer y un
hombre sanos para el exén 30 del COL4AS, en los que se observan los fragmentos de 47,
34 y 33 pb que se forman después de la digestion con Sau96 I; carril 2, muestra del exén 30
del paciente 40Al en donde se elimino el sitio de restriccién para Sau96 | en el fragmento
de 33 pb, el cual queda unido a 9 pb formando la banda de 42 pb que se observa en el gel,
ademas de las bandas de 47 y 34 pb. MPM: Leader 20 pb. Tincion de plata,
acril/bisacrilamida 38:2 al 16%.
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Fig. 19.- Restriccion con Alu I. Productos de PCR para el exén 42 (194 pb) del COL4A5 de
diferentes muestras de DNA digerido con Alu I. Carril 1: Hermana; carril 2: madre; carril 3:
caso indice; carril 4: control femenino; carril 5: Fago Lambda. Nétense las bandas de los
carriles 2 y 3 que corresponden al alelo normal (194 pb) y al alelo mutado (165 pb) con sitio de
corte para Alu I. MPM: Leader 100pb. Bromuro de etidio, acril/bisacrilamida 29:1 al 9.2%.
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IX. Discusion:

El SA es una enfermedad hereditaria de la colagena tipo [V que muestra una gran
variabilidad tanto clinica como genética. Se presenta como una enfermedad renal
hematurica que generalmente se asocia con sordera y dafio ocular. La coldgena IV es el
principal componente de las membranas basales de ciertés estructuras de los organos arriba
mencionados. Estd compuesta por seis diferentes cadenas alfa, las cuales estan codificadas
por genes ubicados en tres cromosomas diferentes. La forma mas comin del sindrome se
presenta en forma dominante ligada al sexo (HDX), pero también se han reportado
pacientes con SA que presentan un patron de herencia autosémico dominante o recesivo e
incluso aquellos que no presentan antecedentes heredofamiliares de hematuria, de los
cuales se dice que adquirieron una mutacion “de novo”. A pesar del gran avance en el
conocimiento de esta enfermedad, el diagnostico clinico atn es dificil de elaborar debido

" principalmente a la heterogeneidad de la que hablamos arriba y a otros factores como son:
el desconocimiento mismo de la enfermedad y la falta de infraestructura adecuada para el
diagnostico molecular o para la realizacion del analisis por microscopia electronica de las
biopsias renales de los pacientes. Este ultimo sustenta el diagnostico clinico de SA por el
analisis de la ultraestructura de las MBG. La desventaja de esta técnica radica en que
presenta todos los riesgos que acarrean las técnicas invasivas, ademas de que la
interpretacion de las imagenes histologicas debe realizarse por un médico especializado y
con la experiencia suficiente para apreciar los rasgos caracteristicos del dafio a la MBG que
se generan por este padecimiento. Por otro lado, es necesario el apoyo de un genetista para

elaborar el pedigri del paciente y describir la forma de herencia del padecimiento, ademas
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de conjuntar los estudios nefrologicos e histopatologicos para confirmar el diagnostico.
Debido a lo anterior, el SA es una enfermedad subdiagnosticada en paises como el nuestro.
Se sabe de su existencia desde principios de siglo, cuando Hurst y Guthrie estudiaron a una
gran familia mormona (familia P), en el estado de Utah, con nefritis hematdrica hereditaria.
En 1927, Alport consideré a esta enfermedad como un sindrome, al observar que los
varones jovenes ademas presentaban sordera que acompafiaba a la nefritis (Gregory M y
col., 1996). Con el desarrollo de la microscopia electronica, a principios de los afios 70, se
observaron cambios ultraestructurales en la membrana basal de estructuras del oido interno
(6rgano de Corti) y en las MBG de biopsias renales de pacientes con SA; por lo cual se
penso en la posibilidad de que algun gen o genes que codificaran para las proteina
importantes de la estructura o el metabolismo de la membrana basal, podrian estar
involucrados en esta enfermedad (Tryggvason K, 1996). Por otro lado, en 1971 se observo
que la MBG contiene un tipo de colagena, a la cual se le denomino como tipo IV y se
observo que actita como armazon de la membrana basal. Asi mismo, fue hasta 1978 cuando
se definié que la familia P presentaba un patron de herencia dominante ligado al
cromosoma X (Hassted SJ y Atkin CL, 1983). Diez afios mas tarde se localizo el locus del
SA en Xq22 (Flinter FA y col., 1988), reportandose las primeras mutaciones en COL4AS5
en 1990 y 91 (Barker D y col., 1990; Zhou J y col., 1991). En la década de los afios 80 se
identificaron y clonaron los genes para las cadenas mas abundantes de colagena 1V, la
al(IV) y a2(IV) y se asignaron al cromosoma 13. Ademas, se identificaron también las
cadenas a3(IV) y a4(IV) y se secuenciaron parcialmente (Butkowski RJ y col., 1987; Saus
J'y col., 1988); pero se localizaron mas tarde en el cromosoma 2 y fue hasta 1994 cuando
se reportaron las primeras mutaciones en dichos genes que producen formas autosomicas
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raras del SA (Mochizuki Ty col., 1994). Como en muchas otras enfermedades, los avances
en el conocimiento del SA se han dado de manera intermitente y se ha acentuado en los
altimos cuatro afios, a raiz de la secuenciacion completa del COL4AS en 1994 (Zhou J y
col., 1994). Sin embargo aliin no se ha estimado la prevalencia de este sindrome en la
poblacion general y solo se ha estimado la frecuencia genética para la isla de Rodas en 1 de
cada 10,000 nacidos vivos y la prevalencia en la poblacion del estado de Utha, USA, en 1
de cada 5,000 nacidos vivos (Gregory M y col., 1996). En Meéxico se desconoce la
frecuencia de esta enfermedad y se le confunde con alguna otra nefropatia hematurica, con
infecciones de vias urinarias o puede pasar inadvertida, sobre todo en las mujeres. Por otro
lado, es necesario observar la microscopia electronica de las biopsias renales de los
pacientes con sospecha de este sindrome para valorar y diagnosticar adecuadamente estos
casos, lo cual se dificulta en muchos centros hospitalarios, incluso de tercer nivel, por
carecer de la infraestructura adecuada o los insumos necesarios para la realizacion de esta
técnica de costo elevado en nuestro pais. Los paises desarrollados han implementado
técnicas para el diagnostico de estas enfermedades hereditarias combinando la genética con
la biologia molecular, de tal manera que se han desarrollado estrategias para localizar con
exactitud a los alelos mutados y sustentar las implicaciones que puedan tener en la
etiologia de la enfermedad. Por otro lado, la identificacion directa de las mutaciones provee
una contribucion significante al entendimiento de los mecanismos patogénicos de la
enfermedad, puede utilizarse como una herramienta diagndstica confiable o para estudios
epidemioldgicos cuando se extiende a grandes series de pacientes, aunque después de
alcanzar esta meta se tenga que pensar en la sensibilidad, el costo y la factibilidad para

llevar a cabo el proceso de rastreo a esos niveles. El diagnostico molecular del SA
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comienza por definir clinicamente el fenotipo del paciente, ademas de realizar un analisis
genético de certeza en los familiares. En el SA ligado al sexo comunmente se emplea ¢l
analisis de ligamiento genético, que trata de localizar y evidenciar al gen afectado
utilizando marcadores cromosémicos, como una herramienta para el diagnostico preclinico
y de portadoras debido a su eficiencia y rapidez, aunque en muchas ocasiones sélo basta el
analisis genético familiar. Posteriormente pueden elegirse diferentes estrategias de
deteccidon de mutaciones, tomando en cuenta el sexo del paciente. La deteccion de
mutaciones por Southern blot se emplea cominmente para identificar grandes mutaciones
en genes nuevos, o poco estudiados, y también para analizar muestras de mujeres; también
se han empleado otras metodologias como: PCR, RFLPs (fragmentos de longitud
polimorfica variable), CMC (corte del desapareamento quimico), DGGE (electroforésis en
gradiente desnaturalizante), SSCP y el PTT (prueba de proteina truncada) como
herramienta diagndstica en el SA, aunque la deteccion de una mutacion se debe
complementar con su caracterizacion por medio de la secuenciacion del fragmento
involucrado y, posteriormente se pueden elaborar protocolos para observar la segregacion
de la mutacion en los miembros de la familia. De aqui la necesidad de analizar a las
familias con SA de nuestro pais, pues a la fecha no existen reportes en la literatura de
grupos mexicanos o extranjeros que se ocupen de esta enfermedad en México, a excepcion
de los trabajos publicados por Garcia-Torres, en relacion al SA asociado a leiomiomatosis
esofagica difusa (Garcia-Torres R y Guarner V., 1983; Garcia-Torres R y Orozco L, 1993).
En este sentido, este es el primer trabajo que se realiza sobre el analisis molecular de
familias con SA en nuestro pais con la ayuda de los departamentos de Nefrologia de

diferentes centros hospitalarios de tercer nivel para el reclutamiento de los pacientes con
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SA ligado al cromosoma X. En algunos de ellos no se logro establecer el patron de herencia
debido a los escasos antecedentes familiares; sin embargo, no se descartd la postbilidad de
una herencia dominante ligada al sexo en ninguno de ellos, pues ninguno presentd
transmision hereditaria de varon a varén, aunque quedd abierta la posibilidad de
presentarse una transmision de tipo autosomico en alguna de las familias. De los 16 casos
restantes, 14 tuvieron un patron de herencia HDX y sélo uno de ellos no cont6 con historia
familiar de hematuria, pero si presento insuficiencia renal terminal en la tercera década de
la vida, acompafiada de sordera y miopia (Tabla 2). Sin embargo, a este paciente (40Al) se
le encontré una mutacion en el exon 30 del COL4AS, lo que confirmé el diagnostico y la
forma de herencia.

La busqueda y caracterizacion de mutaciones en las enfermedades hereditarias
representa una herramienta de gran ayuda para el conocimiento, diagnostico y posible
tratamiento de ellas. Sin embargo, muchas de estas enfermedades presentan grandes
dificultades para su estudio debido, principalmente, a la naturaleza propia del gen
involucrado. En el SA no se ha documentado una correlacion genotipo fenotipo a la fecha.
Renieri y col., reportan que las mutaciones de sentido erroneo se asocian
significativamente con la IRT en varones mayores de 31 afios, pero esta asociacion no es
significativa entre las mujeres con SA; ademds comentan que ¢l SA de tipo adulto se
relaciona mas con mutaciones que afectan a las glicinas y que las mutaciones que alteran el
marco de lectura junto con rearreglos mayores del gen causan el SA de tipo juvenil (Renieri
Ay col., 1996). Por otro lado, Kawai y col., en un estudio multicéntrico hecho en pacientes
japoneses, observan mutaciones que provocan el cambio de una glicina por un mismo

aminoécido en diferentes pacientes y en diferentes posiciones, es decir, en un paciente
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Gly383Asp, y en otro Gly772Asp; sin embargo, ¢l primero presento sordera y
anormalidades de la retina y el segundo no, pero ambos presentan IRT de tipo juvenil
(Kawai Sy col., 1996). En otro estudio sobre 131 pacientes franceses no emparentados con
SA, Knebelmann y col., encuentran todos los diferentes tipos de mutaciones en pacientes
con SA tipo juvenil, pero en el tipo adulto sélo observaron sustituciones de glicinas y
mutaciones en el sitio de splicing, lo cual concuerda con lo reportado por Renieri y otros
autores. Sin embargo, también observa que las consecuencias clinicas de las mutaciones de
sentido erroneo junto con las que se dan en los sitios de splicing, son dificiles de predecir
(Knebelmann B y col., 1996). Actualmente, se han descrito cerca de 200 diferentes
mutaciones en pacientes con SA ligado al cromosoma X (Heikkila P y col., 1996;
Tryggvason K y col., 1996; Antignac C y col., 1994; Renieri A y col., 1996; Knebelmann B
y col., 1996; Kawai S y col., 1996; Lemmink HH y col., 1997; Heiskari N y col., 1997), de
las cuales la gran mayoria pertenecen a mutaciones puntuales de diferentes tipos y solo el
10% son grandes deleciones (Krawzak M y Cooper DN, 1997).Las mutaciones del gen
COLA4AS se han clasificado en tres tipos. El primer tipo involucra a grandes deleciones del
gen, lo cual puede provocar la ausencia completa, o de una gran parte de la cadena
a5(IV).En poblaciones caucasicas, se ha detectado un 10 a 15% de estas mutaciones, pero
los reportes de poblaciones japonesas no informan este tipo de mutaciones (Kawai Sy col.,
1996). En el segundo tipo de mutaciones se incluyen las pequefias deleciones o inserciones,
ademas de mutaciones de sentido erréneo y en el sitio de splicing. Este tipo de mutaciones
provocan la formacion de proteinas truncadas o cortas y pueden afectar al dominio NC1
por corrimiento del marco de lectura, lo cual altera la formaciéon de dimeros en la
produccion de la MB; ademas estas cadenas cortas pueden afectarse en las modificaciones
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postraduccionales, la formacion de la triple hélice y su secrecion al espacio extracelular. El
tercer tipo incluye a las mutaciones puntuales o de bases simples, las cuales estan
involucradas en la funcion anomala de la cadena o5(1V) y representan la mayoria de
mutaciones reportadas en esta enfermedad. Todas las mutaciones se han ubicado en forma
dispersa a lo largo del gen y, recientemente, se han elaborado analisis sistematicos de
mutaciones puntuales para los 51 exones del COL4AS por medio de PCR-SSCP (Renieri A
y col., 1996; Knebelmann B y col., 1996; Kawai S y col., 1996). Sin embargo, en todos los
estudios se reporta un 50% de pacientes con SA sin detecciéon de mutaciones. Entre las
causas por las cuales no se detecta la mutacion responsable de la enfermedad en todos los
pacientes, se encuentra el radio de deteccion de mutaciones del SSCP que es de
aproximadamente el 80% (Grompe M, 1993) vy la falta de analisis de la region promotora
del gen o de los intrones (Renieri A y col., 1996; Knebelmann B y col., 1996; Kawai S y
col., 1996) e incluso del splicing alternativo (Guo C y col., 1993), o la accion de uno o
varios genes, desconocidos aln, sobre esta enfermedad (Reniert A 'y col., 1996). Por otro
lado, no se han detectado puntos calientes y son muy pocas las mutaciones idénticas
encontradas en dos o mds individuos no emparentados.

El SA es una enfermedad que a causado un gran interés a nivel mundial por todas
las caracteristicas mencionadas con anterioridad. En este trabajo detectamos un 16% de
mutaciones en el total de nuestra poblacion. Tomando en cuenta que sélo analizamos el
43% del gen COL4AS (22 exones) y que solo el 60% de los casos indice presentaron un
diagnostico certero de SA-HDX, podemos decir que el radio de deteccién de mutaciones
por SSCP que obtuvimos es muy parecido al reportado en la literatura internacional. En ese
sentido, observamos una sustitucion heterocigota en el codén numero 5, que codif;ca para
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la primera glicina de la proteina, la cual es una transversion de G por T en la base numero
13. Esta mutacion produce un codon de terminacion (TGA) en el primer exon del gen
COLA4AS de un adolescente de 15 afios con miopia y sordera (paciente [Al, tabla 2); no se
ha descrito en la literatura y posiblemente provoca la ausencia de la cadena a5(IV) en la
MBG, debido a que este exon codifica para el péptido sefial de la proteina. Esta mutacion
podria explicar el cuadro clinico del paciente que, de acuerdo a los criterios de Atkin
(Atkin y col., 1988) es un SA de tipo juvenil. Otra nueva mutacion que reportamos aqui, es
una mutacién puntual que provoca el cambio de glicina por arginina en el exon 30 del
COLA4AS. Este tipo de mutacion esta reportada con mayor frecuencia, aunque en diferentes
posiciones. Como ya se menciono con anterioridad, alteran el funcionamiento de las MBG
y se dice que comunmente son detectadas en pacientes con SA tipo adulto. En nuestro caso
esta mutacion, G822R, fue detectada en un paciente masculino de 52 afios de edad, que
presentd insuficiencia renal terminal en la 3* década de la vida y datos clinicos de
hipoacusia y alteraciones oculares (paciente 40Al, tabla 2), lo cual concuerda con los datos
clinicos de otros pacientes reportados en la literatura con una mutacion similar
(Knebelmann B y col., 1996). Esta mutacién fue corroborada gracias al analisis con la
endonucleasa Sau96 [(Fig. 18).

Las mutaciones en el sitio aceptor o donador de splicing se han relacionado con el
SA de tipo adulto en la mayoria de los reportes (Renieri A y col., 1996, Knebelmann B y
col., 1996; Kawai S y col, 1996). En este trabajo se detectd este tipo de mutacion
heterocigota en la primer base del intrén 42 del DNA genomico de una adolescente de 14
afios de edad con antecedentes heredofamiliares de hematuria persistente (paciente 65Al,
tabla 2). Esta mutacion no ha sido reportada a la fecha y puede provocar la pérdida del
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exon 42, con lo cual se genera una proteina truncada que distorsiona la estructura de la
MBG. Un aspecto importante de esta mutacion es que crea un sitio de corte para la enzima
Alu 1, con la cual se logro el analisis de segregacion de la mutacion en la familia. En este
caso, después de la digestion enzimatica del producto de PCR, observamos que el patron
electroforético del caso indice, que consistio en la presencia de una banda de 165 pb, y un
fragmento de 192 pb que corresponde al alelo normal, es similar al de su madre (portadora
obligada), pero no al de su hermana (Fig. 19). La altima mutacion que informamos aqui, es
una mutacion de tipo puntual que no afecta al producto protéico final, por lo cual a este
tipo de mutaciones (silenciosas) se les denomina "variantes raras” o secuencias que no
provocan SA. Se piensa que estas secuencias pueden ser polimdrficas y la mutacion que
afecta a la proteina puede localizarse en otro sitio, por lo cual estos pacientes deben ser
sometidos al analisis completo del gen (Renieri A y col., 1996; Knebelmann B y col., 1996;
Kawai Sy col., 1996). La sustitucion silenciosa que aqui reportamos, resultd de un cambio
de A por G en la posicion 3715, que corresponde al codon 1171 que codifica para
glutamina, en un paciente con historia familiar de hematuria con lesiones auditivas ¢ IRT
en la tercera década de la vida. Esta mutacion fue reportada previamente por Knebelman en
un paciente con historia familiar positiva de hematuria con sordera e IRT en la 2 década de
la vida, ademds de que este paciente compartid otras dos mutaciones en los exones 33 y 41
que consistieron en el cambio de una glicina por valina, en el primero, y de glicina por
glutamina en el segundo(Knebelman B y col., 1996).

Como hemos observado, son muchos los esfuerzos que se han hecho para conocer y
entender a las enfermedades hereditarias desde diferentes puntos de vista, sin embargo, es

dificil comprender los mecanismos de accion y afeccion de muchas enfermedades como el
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SA. Actualmente, los estudios para comprender los mecanismos moleculares de accion en
las enfermedades hereditarias, se estan dirigiecndo hacia las secuencias intronicas, como en
el caso de la hemofilia A y la ataxia de Friedreich, en las cuales se postula que actuan como
secuencias que proveen estabilidad al DNA y que la alteracion de éstas puede ser
responsable de un buen porcentaje de mutaciones en algunos genes (Naylor ] y col., 1993;
Campuzano V y col., 1996).

El diagnostico molecular tiene grandes ventajas sobre las técnicas invasivas que se
emplean comunmente para diagnosticar el SA, no soélo por la rapidez y exactitud de las
pruebas, sino también por la informacion que arrojan sobre el conocimiento mismo de la
enfermedad, pues cabe mencionar que en éste sindrome aun no se ha encontrado una
relacion directa entre alguna mutacion especifica y su frecuencia en la poblacion ni
tampoco una correlacion fenotipo-genotipo, pues aun es escasa la informacion que se tiene
sobre las mutaciones que se han localizado en forma dispersa sobre este enorme gen.

De acuerdo a nuestros resultados, creemos que la técnica de PCR-SSCP es
adecuada para el rastreo sistematico de mutaciones puntuales en amplificados de hasta 350
pb y que debemos analizar las regiones faltantes del gen en este estudio para poder
aumentar el nimero de mutaciones detectadas, ademas de seguir intentando el desarrollo
de protocolos en los cuales se puedan combinar diferentes técnicas moleculares para un
analisis sistematico con un mayor rango de deteccion de mutaciones que nos ofrezca

mayores posibilidades en el conocimiento de esta enfermedad.
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X. Conclusiones:

e Cada exén utilizado presentd caracteristicas particulares de amplificacion para el
analisis molecular.

e Con el analisis de 22 exones del gen COL4AS se detectéo un 16% de mutaciones en la
poblacidn estudiada, que proporcionalmente es similar a lo reportado en la literatura.

o Se detectaron tres mutaciones nuevas: G5X en el exon 1, el cual codifica para el péptido
sefial de la proteina; G822R en el exdn 30, ubicado en el dominio colageno de la
proteina y 4126+1G—C, que cambia el sitio donador de splicing en el intron 42 del
dominio colageno.

e Se observé una sustitucion silenciosa, previamente reportada en la literatura (Q1171Q),
en uno de nuestros pacientes.

¢ No se detectaron “puntos calientes” en el gen.

¢ La mutacion G822R concuerda con el fenotipo descrito en la literatura (mutaciones en
glicinas detectados en adultos con sordera), pero la 4126+1G—C, que modifica el sitio
de splicing y comunmente se describe en adultos, se detectdo en una adolescente con
hematuria persistente.

e Se observo la segregacion de la mutacion 4126+ 1G—C en la familia de la paciente 65Al
por medio del analisis con la enzima 4/u 1y se brindd asesoramiento genético a la

misma.
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e La estrategia utilizada en este trabajo permitié confirmar el diagnostico de SA-HDX en
un paciente sin historia familiar de hematuria, por medio de la deteccion de una
mutacién “de novo” (G822R).

e Es necesario realizar el analisis completo del gen en todos los pacientes para intentar
localizar y caracterizar un mayor numero de mutaciones. Asi mismo, €s necesario €l
andlisis de las secuencias intrénicas y reguladoras del gen para conocer mas de esta
enfermedad y poder aplicar otro tipo de estrategias para apoyar el diagnostico molecular
del SA.

e Las herramientas de biologia molecular resultaron ser un método potente, especifico y
sensible en el diagnostico del SA, debido a que no se encontraron mutaciones en los

pacientes con patron de herencia HDX dudoso.
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