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RESUMEN

La medicina personalizada es una nueva manera de tratar y prevenir enfermedades.
Este tipo de medicina tiene en cuenta factores que hasta ahora no se consideraban
fundamentales para un correcto diagnédstico y tratamiento, como la variabilidad
genética, el estilo de vida o el medio ambiente. El presente Trabajo Fin de Grado
explora este concepto a través de la descripcién del caso de una paciente de 17 afios
con un sindrome extremadamente raro causado por una mutacidn genética
escasamente descrita. Tras un estudio genético exhaustivo, se objetiva una mutacién
en el gen XPO5; gen fundamental para un correcto desarrollo glomerular, pudiendo
explicar asi la aparicidon del sindrome nefrético resistente a esteroides de la paciente.

Tras un seguimiento clinico de 15 afios, y diversos tratamientos diferentes, se ha
conseguido la correcta estabilizacidn de la paciente, logrando no solamente disminuir
la proteinuria, sino adecuando su tratamiento a otros factores con posibles
repercusiones en distintas etapas vitales, como un posible embarazo. La relacién entre
esta mutacion y el sindrome no habia sido descrita nunca anteriormente. Este trabajo
no es solo la descripcion de un caso clinico extremadamente raro, sino una iniciacion a
la investigacion y a la publicacién de articulos cientificos.

n u n u

Palabras clave: “medicina”, “personalizada”, “mutacion”, “gen” “XPO5”.
ABSTRACT

Personalized medicine is a new approach for disease treatment and prevention. This
kind of medicine takes into account various factors that have not been traditionally
considered to be fundamental for a successful diagnosis and treatment, such as gene
variability, lifestyle and environment. The following Final Project explores this concept
by describing the case of a 17-year-old woman, with an extremely rare syndrome
caused by an exceptionally described genetic mutation. After an exhaustive genetic
study, a mutation in XPO5 gene was discovered, being this gene fundamental for a
satisfactory glomerular development, explaining the steroid-resistant nephrotic
syndrome that she presents.

After a long 15 year follow up, and a few different treatments, the patient is currently
stable, with a significant reduction in proteinuria levels, as well as a satisfactory and
safe treatment for all possible stages of development, for example a possible
pregnancy. The link between the mutation and the syndrome she presents has never
been described before. This Final Project is not only a description of an exceptionally
rare clinical case, but an initiation to the processes of investigating and publishing
scientific articles.

e

Key words: “personalized”, “medicine”, “mutation”, “gene”, “XPO5".



INTRODUCCION

Estructura y justificacion del Trabajo

La medicina personalizada o de precision es definida por Precision Medicine Initiative
como "un enfoque emergente para el tratamiento y la prevencion de enfermedades
gue tiene en cuenta la variabilidad individual en los genes, el medio ambiente y el
estilo de vida de cada persona". Este Trabajo Fin de Grado explora este concepto a
través del caso de una paciente de 17 afios con un sindrome, extremadamente raro,
secundario a una mutacidn genética escasamente descrita.

Se trata de una joven, con un sindrome nefrético corticorresistente (SNCR), en la que
se identifica una mutacién en el gen XPO5, el cual es responsable de la regulacion de
otros genes implicados en el desarrollo glomerular.

Este gen XPO5 codifica una proteina requerida para el transporte de pequefios ARN y
proteinas de unidon a ARN bicatenarias, desde el nucleo al citoplasma. Las mutaciones
de XPO5 (exportina 5) han sido asociadas a varias enfermedades, que incluyen
tumores cerebrales entre otras muchas (1), y de forma indirecta con el sindrome
nefrético a través de su papel regulador de las porinas (2).

Nuestro trabajo es el primero en establecer una correlacidn clinica potencial entre una
mutacién en XPO5 y el SNCR, proponiendo ademas una opcidn terapéutica alternativa
a los corticoides, basada en IECAS y AINES, que ha demostrado controlar la
enfermedad de esta paciente a lo largo de mas de una década. Se discute también en
este trabajo la relevancia de este gen en la regulacion de las porinas y se postula un
posible mecanismo asociado a cambios en los microRNA, como mecanismos
relacionados con el cuadro clinico y con la respuesta al tratamiento.

La mera descripcion de la posible relacidén entre la mutacion encontrada en este gen y
el sindrome nefrdtico corticorresistente que presenta la paciente, ayuda a comprender
la importancia de personalizar, tanto la forma de enfocar los casos de distintos
pacientes, como de comprender que no todos ellos son sensibles a los mismos
tratamientos. La medicina esta evolucionando y la medicina personalizada cada vez
tiene una mayor repercusion. Se tiende a avanzar hacia una medicina individualizada y
Unica para cada paciente, donde cada caso debe ser estudiado de forma
independiente para poder ofrecer la major atencion posible a los enfermos.

En cuanto a la estructura de este trabajo cabe destacar que se divide en dos bloques
fundamentales. Un primer bloque en el que se recogen los conceptos tedricos en los
que se basa el caso de esta paciente y que permitirdn posteriormente una correcta
discusion cientifica del mismo. Y un segundo bloque en el que se reflexiona sobre la
importancia de la publicacién cientifica, la validez de los casos Unicos y se describe
propiamente el caso clinico a estudio. Esta descripcion y andlisis del caso se hace por
medio de la redaccion de un articulo cientifico, que ha sido enviado para su
publicacion como trabajo cientifico original a una revista indexada, Journal of Medical
Case Reports. Este articulo se encuentra en la actualidad en la fase de revisores. Cada



uno de los bloques estd estructurado y tiene los correspondientes apartados de
conclusiones y bibliografia, entendiendo como autor del mismo, que debido a la
independencia de los dos bloques es la mejor estructura posible para la comprensién
del mismo.

Finalizamos el trabajo con una apartado de conclusiones globales, de acuerdo al titulo
del mismo y a la experiencia que supone publicar en medicina. Los apartados
generales del trabajo (introduccién y conclusiones) y todo el primer bloque estdn
escritos en espafiol. La parte del segundo blogue que corresponde a la descripcion del
caso clinico se presenta escrito en inglés ya que es el idioma en el que se ha reazalido
la publicacion cientifica, el resto del segundo bloque ha sido desarrollado en espanol.

Bloque 1: Conceptos fundamentales del Trabajo Fin de Grado

Este primer bloque consiste en una tesina que reintroduce conceptos elementales del
sindrome nefrdtico en la infancia y la importancia de la medicina personalizada en el
diagnostico y tratamiento de pacientes con enfermedades raras.

Los principales conceptos que seran desarrollados y facilitaran la compresion de la
segunda parte del trabajo son:

o Elsindrome Nefrético, patogenia y tipos.

o La secuenciacion genética, tipos y principales ventajes e inconvenientes
de cada uno de ellos.

o Los microRNAs y su relacidon con la expresion genética.

o Los Inhibidores de la Enzima Convertidora de Angiotensina (IECAs),
funcién, mecanismo de accion y relacion con el coronavirus.

o Los Antiinflamatorios No Esteroideos (AINES), su mecanismo de accién vy
relevancia en el tratamiento de esta paciente.

Bloque 2: Case report. Scientific article.

En este segundo bloque del trabajo se discute la importancia de la publicacion
cientifica y la validez del estudio de caso Unico. Posteriormente se desarrolla un
articulo cientifico, con todos los apartados propios del mismo, en inglés, que ha sido
enviado a revistas para su publicacidén. Este articulo se basa principalemente en la
descripcién del caso clinico de una paciente de 17 anos, con una enfermedad rara, en
la que se hace una aproximacion clinica personalizada. El seguimiento clinico de una
Unica paciente a los largo de 15 afios, permite disponer de una serie de datos clinicos
relevantes relativos a la respuesta terapéutica.



BLOQUE 1: BASES TEORICAS

1.1.- Introduccidn a la fisiopatogenia del sindrome nefrotico

El sindrome nefrdtico se define como “ un grupo heterogéneo de trastornos
caracterizados por proteinuria abundante con hipoalbuminemia, edema y dislipemia”.

(3)

Previamente a la explicacion del sindrome nefrético y especificamente, del sindrome
nefrético corticorresistente, hay varios conceptos que deben ser desarrollados para
una correcta comprension del mismo.

El primero de ellos es el proceso de formaciéon de la orina. La orina es producida a
partir del ultrafiltrado plasmatico en el glomérulo. Es normal o fisiolégico que haya
presente una pequefia cantidad de proteinas en orina, bien porque hayan sido
producidas en el tejido renal o bien porque provengan directamente del plasma. La
composicion de las proteinas en orina viene regulada por tres procesos, la filtracion
glomerular, la reabsorcion en los tubulos y la secrecion de proteinas a la orina a través
del tracto genitourinario. Sera la disfuncion de estos mecanismos la que suponga un
aumento en la cantidad de proteinas presentes en la orina. (4)

Especialmente relevante para este trabajo es la disfuncion o alteracion de la filtracion
glomerular, y en relacion a la misma, la estructura del capilar glomerular.

La pared capilar glomerular es una barrera cuya funcion principal es impedir el paso de
la mayoria de las proteinas plasmaticas, especialmente las de mayor tamafio
molecular, y permitir el paso de solutos, iones y agua. Para que una sustancia pase al
espacio urinario desde la sangre es necesario que atraviese la barrera de filtracidon
glomerular (BFG). Esta barrera esta formada por:

1. Endotelio fenestrado
2. Membrana basal glomerular (MBG)
3. Hendidura del poro y los podocitos

Los podocitos son un tipo celular altamente diferenciado. Estan presentes en los
glomérulos renales junto a las células endoteliales, las células mesengiales y las células
parietales epiteliales.

Tienen caracteristicas especiales como poseer procesos o pedicelos, que son los
encargados de la formacién de poros de filtracion, mantener la estructura de la MBG o
ser células indivisibles, por lo que, si son lesionadas, se pierden de forma progresiva e
irreversible. Al contribuir a la formacién de la membrana basal glomerular, hay varios
eventos que pueden afectar directa o indirectamente a los podocitos y, en
consecuencia, producir una disfuncién BFG, ya sea por trastornos inmunes o defectos
estructurales intrinsecos.



El Sindrome Nefrotico Sensible a Corticoides (SNSC) y algunos SNRC, principalmente
aquellos que responden a la inmunosupresion, son secundarios a defectos inmunes (5)
(efecto directo de depdsito de anticuerpos, efecto directo del complemento, mediada
por macrofagos, etc.). La mayoria suelen cursar con cambios minimos, la forma de
presentacion y glomerulopatia mas frecuente.

Por lo contrario, se ha sugerido que los sindromes nefrdticos que son resistentes a la
inmunosupresion (SNRC) se relacionan principalmente con defectos primarios en BFG
o podocitos (6,7), como es el caso de la paciente que ha sido seguida por el
Departamento de Pediatria del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla durante
15 afios. A diferencia de las formas corticosensibles de sindrome nefrético, las
variantes corticorresistentes suelen cursar con glomeruloesclerosis segmentaria focal
(FSGS) o esclerosis mesangial difusa (DMS).

Una gran parte de los sindromes nefroticos corticorresistentes son de caracter familiar
o genético como es el caso de esta paciente. En las ultimas décadas ha habido un gran
aumento de trabajos de investigacidn en relacién a esta patologia. Se han identificado
gran cantidad de genes relacionados tanto con la formacion del podocito, como con las
porinas, el citoesqueleto o las mitocondrias que pueden estar implicados en la
aparicion del sindrome nefrético. (3)

La proteinuria es la manifestacion principal de la afectacién glomerular y es un factor
patogénico de disfuncién renal. Un incremento de la pérdida de proteinas urinarias
puede ser resultado principalmente de dos alteraciones de la membrana:

-Una perdida de la carga eléctrica negativa de la pared del capilar glomerular
-Un aumento del tamario de los poros

Normalmente las proteinas que pasan las membrana estan restringidas por el tamafio
o la carga eléctrica. En condiciones normales, las proteinas de tamafo similar a 1gG,
con cargas neutras, no seran filtradas, debido a que son mas grandes que los poros.
Otras como la albumina, a pesar de ser mas pequenas, no podran ser filtradas debido a
gue son repelidas por la carga eléctrica negativa de la pared. (4) Es cuando se produce
una disfuncion de esta memebrana cuando este tipo de moléculas, que previamente
no lograban ser filtradas, comenzaran a pasar a la orina de forma patoldgica.

El sindrome nefrdtico tiene graves consecuencias sobre los paciente siendo comun, en
ausencia de tratamiento, el desarrollo de enfermedad renal terminal. El sindrome
nefrético aparece en cualquier edad, pero es especialmente predominante en nifos,
concretamente en varones ( siendo la prevalencia dos veces mayor en este grupo, a
pesar de que en este caso la paciente sea una mujer). Es importante comprender la
fisiologia del rifidn, la importancia de la integridad de las porinas y los podocitos, y la
etiopatogenia de la proteinuria para comprender el caso de la paciente estudiada y la
justificacion de su tratamiento.



1.2.-. Estudios genéticos, mutaciones y mecanismos de accion.

Los estudios genéticos son hoy en dia técnicas fundamentales para lograr el
diagnostico de paciente con enfermedades raras. Debido a que la paciente presentaba
un sindrome nefrético resistente al tratamiento esteroideo, se decidid proceder a la
realizacion de un estudio genético, con el fin de buscar alguna mutacion que explicase
la aparicidn de este sindrome, y que guiase hacia algun posible tratamiento para el
control de la proteinuria.

La tecnologia de secuenciacion masiva (NGS, Next Generation Sequencing) ha
transformado el estudio de la genética humana. El anadlisis genético mediante NGS
aumenta el conocimiento acerca de las enfermedades de herencia mendeliana y es,
por tanto, una herramienta poderosa para el diagndstico genético y el estudio
etiolégico de multiples patologias. La secuenciacion masiva hace posible el analisis
genético de todos los genes descritos en pocas semanas, disminuyendo el tiempo de
estudio que previamente era de meses, y mejorando la efectividad y eficiencia en el
diagnostico, al identificar un alto numero de variantes de ADN que pueden actuar
como mutaciones patogénicas responsables de la enfermedad o como modificadores
de la expresividad fenotipica. (8, 9)

A pesar de esto, la secuenciacién masiva no ha alcanzado su maximo potencial en la
aplicacidn clinica debido a cuestiones técnicas y regulatorias, como el almacenamiento
de los datos gendmicos del paciente. En la actualidad la capacidad de secuenciar es
mayor que la capacidad para interpretar las variantes que se detectan, siendo los
efectos de las variantes de significo incierto, VUS y de las variantes en regiones
intrénicas un gran desafio para su interpretacion. Por otro lado, confiar
exclusivamente en las herramientas de interpretacion ‘in silico’ es peligroso, y no son
el reemplazo del andlisis de los expertos en la clinica y genética de una enfermedad o
de los estudios funcionales.

Pero parece esperanzador pensar que la integracidon de estos hallazgos genéticos en el
manejo clinico de los pacientes permitird, en un futuro, establecer posibles
tratamientos personalizados, sin olvidar el asesoramiento genético familiar sobre las
bases moleculares concretas.

Tipos de secuenciacion genética (NGS)

NGS permite la secuenciacion de un panel de genes diana (TS, Targeted Sequencing), el
genoma entero (WGS, Whole-Genome Sequencing) o Unicamente la region codificante
del mismo (WES, Whole-Exome Sequecing) en cuestion de dias, dependiendo de la
tecnologia y protocolo utilizado. Esto ultimo también determinara la sensibilidad vy
precision en la deteccidon de variantes. (10,11)

De acuerdo con la literatura, los mejores resultados relativos a la secuenciacion del

exoma se obtienen en pacientes que presentan alguna de las siguientes condiciones:
pertenecen a familias consanguineas; presentan trastornos en el desarrollo intelectual;
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tienen algln progenitor con un fenotipo similar o la herencia muestra un patron
dominante o ligado al cromosoma X. (12)

Es importante conocer las distintas herramientas y analisis de las que se dispone para
aplicarlo al diagndstico clinico:

1. Panel de genes (TS)

Esta técnica permite capturar zonas concretas del genoma (en este caso, genes de
interés) que son secuenciados simultaneamente de una manera econdmica.

Ventajas

Bajo coste de la técnica. Especialmente interesantes por su rapidez y la alta
profundidad de lectura del objetivo. (13)

Por otra parte, la interpretacion de las alteraciones que se descubren es mas
sencilla y se minimizan los hallazgos accidentales.(14)

La aplicacion de paneles de secuenciacion masiva al diagndstico genético
requiere del estudio de los genes asociados a la patologia, del disefo
bioinformatico del panel y de su validacién que permita evaluar los parametros
de calidad del panel (como la reproducibilidad, cobertura media, sensibilidad,
especificidad, detecciéon de delecciones e indels (“insercion o deleccion”)),
previo a su aplicacién en el diagndstico de enfermedades genéticas, pero es
realmente Util para el diagndstico de enfermedades raras. (15)

Desventajas

Dificultad para detectar determinadas alteraciones, especialmente las
variaciones en el numero de copias (CNVs), en regiones con numero
insuficiente de lecturas o con menor cobertura. Esta cobertura menor al 100%
ocurre sobre todo en los primeros exones de genes con regiones ricas en GCs.
(16)

Por otra parte, siguiendo las recomendaciones del American College of Medical
Genetics and Genomics, solo aquellos genes que han sido cientificamente
asociados con una enfermedad deben ser incluidos en el panel de genes. Por
ello, el resultado para un paciente concreto puede no ser concluyente, y
requerir de otro panel de genes, otro método adicional como los arrays de
hibridacion gendmica comparada (aCGH) para la deteccién de CNVs o el andlisis
genético mediante WES o WGS. (17)

Dada la rapidez con la que se identifican nuevos genes asociados a una
enfermedad, es necesaria la actualizacion de los paneles, especialmente en
aquellas enfermedades en las que las bases moleculares no estan del todo
definidas. Incluir nuevos genes en el “pool” que va a amplificarse mediante NGS
evitaria tener que secuenciar todos los genes conocidos mediante WES o WGS.
(18)

III
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2. Secuenciacion del exoma completo (WES)

A pesar de que el exoma supone solo alrededor del 2% del genoma humano, el 85% de
las variantes descritas causantes de enfermedad se encuentran en él. (19)

El objetivo del WES es la secuenciacion de los exones codificantes de todos los genes
conocidos.

Existen también variantes de WES comercialmente denominadas “exoma clinico” (p.e.,
Agilent SureSelect Focused Exome, Illumina TruSight One) que incluyen unos 5.000-
6.000 genes asociados a enfermedad. Es decir, Unicamente cubren el 20% de todo el
exoma Yy requieren, al igual que los paneles de genes, analisis adicionales si no se
encuentra la alteracion causante de la clinica. (20)

Ventajas

WES no solo incluye los exones de aquellos genes asociados al fenotipo en
estudio, sino que también permite la identificacion de nuevos genes en
enfermedades con base molecular desconocida.

El analisis de datos obtenido por WES puede limitarse a los genes de interés, y
posteriormente ampliarse si es necesario, lo que reduce el hallazgo de
alteraciones accidentales o secundarias. No es de extrafiar que se esté
implementando el uso de WES como el primer analisis genético a realizar, ya
qgue hace posible el analisis de trios (secuenciacion del caso indice y sus
progenitores) de una forma rentable, facilitando la interpretacion de los datos y
aumentando el rendimiento diagndstico considerablemente (20-30%). (21,22)

Desventajas

Puede no cubrir partes del exoma que han sido pobremente enriquecidas,
aungue esta cobertura podria mejorarse combinando kits de enriquecimiento.
(23)

Las herramientas que han sido desarrolladas para la deteccion de CNVs
mediante WES siguen sin ser tan precisas como las utilizadas para WGS. (24)

Secuenciacion del genoma completo (WGS)

Ventajas

La secuenciacion del genoma completo tiene la ventaja de una cobertura
continua y la identificacion de variantes a lo largo de todo el genoma,
permitiendo detectar variantes no exdnicas, mejorar la deteccion de las CNVs y
un mayor rendimiento sobre WES. (25,26,27)

La interpretacion de resultados, como en WES, podria dirigirse inicialmente a
las regiones de interés, ya que, a dia de hoy, la interpretacién de variantes en
regiones intrdnicas, intergénicas o reguladoras es dificil a nivel de ADN. (28)
Tales variantes tendrdn gran importancia en un futuro cercano, incrementando
el valor de los datos obtenidos mediante WGS.(29)
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Desventajas

* La mayor limitacion viene determinada por la longitud de lectura de la
secuencia, que al ser de alrededor de 200pb, puede llevar a que la alineacién
ocurra en una region del genoma que no corresponda.

detectar determinadas
alteraciones.

-Solo los genes que
han sido asociados con
una enfermedad
deben ser incluidos en
el panel de genes.

-Necesaria la
actualizacion de los
paneles

exoma que han sido
pobremente enriquecidas.

-Las herramientas que han
sido desarrolladas para la
deteccidon de CNVs
mediante WES siguen sin
ser tan precisas como las
utilizadas para WGS.

Técnica TS WES WGS
Ventajas -Bajo coste -No solo incluye los exones | -Cobertura continuay
de aquellos genes asociados | la identificacion de
-Rapidez al fenotipo en estudio, sino | variantes a lo largo de
que también permite la todo el genoma.
-Alta profundidad de identificacion de nuevos
lectura genes. -La interpretacion de
resultados, podria
-Interpretacién de las | -El andlisis de datos dirigirse inicialmente
alteraciones sencilla obtenido por WES puede a las regiones de
limitarse a los genes de interés.
interés, y posteriormente
ampliarse si es necesario.
Desventajas | -Dificultad para -Puede no cubrir partes del | -Longitud de lectura

de la secuencia, que
puede llevar a que la
alineacidén ocurra en
una regién del
genoma que no
corresponda.

Tras haber comprendido las ventajas y desventajas de cada tipo de secuenciacion
genética, écudl se deberia elegir entonces?

Cuando se comparan todas las opciones, parece claro que la secuenciacién del genoma
completo (WGS) es tedricamente el mejor enfoque, ya que produce un mayor
conjunto de datos sobre el genoma de un individuo. (30)

Sin embargo, obtener una cobertura suficiente incrementa los costes, y el tiempo de
analisis limita su implementacién en el diagndstico genético de rutina y es una técnica
considerablemente mas cara que otras como el WES. (31)

El analisis de paneles genéticos representa una alternativa menos costosa, pero que

solo tendra éxito, si el gen que causa la enfermedad, estd incluido en el panel. La
ventaja es, ademas del corto tiempo de respuesta, que permite una mayor cobertura a
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un coste menor que los enfoques de todo el exoma o genoma y que la focalizacidn
restringida reduce la posibilidad de hallazgos inespecificos o accidentales. (32) Esto es
lo que se realizd en el caso de la paciente a estudio, donde ademas de estudiar los
principales genes relacionados con Sindrome Nefrético Cortico Resistente, se
incorporaron otros genes como el XPO5. La mutacion de este gen habia sido
pobremente descrita y ligada a SNCR anteriormente, pero se decidid incluirlo en el
panel y se descubrid que era este gen el que tenia una mutacién en el caso de esta
paciente, explicando asi la aparicidon del sindrome nefrético.

En caso de utilizar las técnicas WES y WGS se podria dirigir el analisis a unos genes
seleccionados y conocidos y, si no se encuentra nada patogénico, podrian afiadirse
genes novedosos y relevantes haciendo una pequefia modificacion en el andlisis
bioinformatico, ampliando asi la busqueda vy asi solucionar algunas de las desvantajas
gue presentan estas técnicas. En WGS, la cobertura de lectura de todo el genoma
puede permitir la detecciéon de variaciones en el niumero de copias, repeticiones de
tripletes y pequefias delecciones, que pueden contribuir sustancialmente a la carga de
una enfermedad en las que estas alteraciones genéticas son importantes.

Luego todas las técnicas pueden ser utiles y provechosas, pero en este caso se
considerd que el método mas adecuado era el panel de genes, tanto por su coste
como por su rendimiento.

Cabe destacar que en los ultimos anos, los costes han disminuido significativamente,
permitiendo la aplicacion de la secuenciacién masiva al diagndstico clinico. Hace 10
afios la secuenciacion de un millén de pares de bases costaba alrededor de 10005,
mientras que ahora no alcanza 0,10S. En la actualidad, varias casas comerciales
permiten la secuenciacion del genoma completo por menos de 1000S, un logro que
permitird su aplicacion clinica a gran escala, fomentando la comprensiéon de las
enfermedades genéticas y, en Uultima instancia, contribuyendo a la medicina
personalizada de manera importante. (33)

A la hora de calcular los costes hay que tener en cuenta, ademas del proceso de
secuenciacion, el equipamiento y su mantenimiento, el personal técnico para la
preparacion de muestras, interpretacion de datos y realizacion de informes v,
finalmente, el almacenamiento de los datos generados.

La secuenciacidon de los paneles de genes y el exoma completo son las alternativas
menos costosas en comparacion con el genoma completo, aunque esto no implica que
deban ser los elegidos para la practica clinica, ya que el rendimiento diagndstico
también debe ser tenido en cuenta como ya ha sido explicado anteriormente. Este
sera considerablemente mas alto en WGS que en WES y panel de genes, dependiendo
de la poblacion de pacientes. Ademas, si comparamos WGS y WES las diferencias en el
rendimiento serdan minimas, teniendo en cuenta que en el estudio del exoma solo se
secuencian las regiones que codifican proteinas, en el que se cree que ocurren el 85%
de las mutaciones. (34)
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Otro de los parametros a tener en cuenta a la hora de elegir la estrategia a seguir son
la sensibilidad (tasa de falsos negativos) y la especificidad (tasa de falsos positivos). En
principio, la tasa de falsos positivos no es un problema en la secuenciacion masiva,
porque los hallazgos son confirmados, de momento, mediante secuenciacion Sanger.
Es, por tanto, el porcentaje de falsos negativos el principal parametro a tener en
cuenta.

Cuando una enfermedad es causada, principalmente, por pocos genes, pero altamente
penetrantes, como sucede, por ejemplo, en el cdncer de mama hereditario, encontrar
un falso negativo seria inaceptable, mientras que en enfermedades mas heterogéneas
se acepta que haya falsos negativos, porque se esta realizando un diagndstico genético
gue de otra forma, como por secuenciacion Sanger, seria impensable. (35)

Por tanto, como conclusiéon, para cada poblacion de pacientes, la decisién sobre qué
estrategia de secuenciacion utilizar esta basada en los costes, profundidad de lectura 'y
calidad de la secuencia.

Interpretacion de los resultados

La secuenciacion masiva da como resultado alrededor de 10.000 y 1.000.000 de
variantes en WES y WGS, respectivamente. Un filtrado adecuado reduce estos
numeros mediante la distincidn de las alteraciones en patogénicas o benignas. (36)

La asociacion entre una variante y la enfermedad se puede encontrar en la literatura
(ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) y en bases de datos como HGMD
(www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) y ClinVar (www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).

Ademas, los SNV (Single Nucleotide Variant) e indels se priorizan en funcion de la
frecuencia en la poblacion (ExAc, exac.broadinstitute.org), conservacion filogenética
(SiPhy, portals.broadinstitute.org/genome_bio/siphy/index.html) y el potencial efecto
en la funcién o estructura de la proteina (PROVEAN, provean.jcvi.org/; Polyphen-2,
genetics.bwh.harvard.edu/pph2/; MutPred, mutpred.mutdb.org/).

Para la priorizacion de CNVs, existen menos herramientas y se utiliza sobre todo el
tamafio y frecuencia en la poblacion (DGV, dgv.tcag.ca/). Por otro lado, aunque se
sabe que las variantes en regiones de corte y empalme (splice sites) son clinicamente
relevantes, su priorizacion es mas complicada y seria necesario el desarrollo de
mejores herramientas ‘in silico’. (37)

La interpretacion mas completa de las alteraciones encontradas se llevara a cabo no
solo consultando las bases de datos, sino realizando los andlisis funcionales apropiados
gue permitan evaluar el efecto de las variantes sobre, por ejemplo, la expresidon
génica.

Los analisis de segregacion o de trios proporcionaran evidencia adicional de la
asociacion de las variantes con la enfermedad, y si son ‘de novo’ o heredadas.
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Sin embargo, a pesar de la interpretacion, las variantes de significado incierto (VUS)
permaneceran como una de las entidades mas frecuentes. (38)

En el caso de la paciente que presentamos, se detecté una mutacion en
heterocigosidad en uno de los genes candidatos (XPO5, MIM 607845). La mutacidn
consiste en una transicion de una T a una C (c.2976T> C) que, a nivel de proteina,
predice un cambio sindnimo en la posicion 992 ( P.D992D). Su frecuencia en las bases
de datos de poblaciéon es muy baja (MAF: 0,0005; 1000 genomas) y actualmente no
hay evidencia publicada de su implicacion clinica, no hay otros casos clinicos
publicados en los que se haga referencia a pacientes con esta mutacién y el
consecuente sindrome nefrético.

El andlisis “in silico” de este cambio con el programa de prediccion Human Splicing
Finder, no predice un impacto en los sitios de empalme candnico, ni indica que este
cambio de lugar pueda crear un nuevo sitio de empalme criptico. Desde el punto de
vista de la posible patogenicidad, se considera dentro de la categoria de variante de
significado en incierto (VUS). Sin embargo, se ha demostrado que cambios en XPO5,
tanto derivados de una mutacion genética, como de un cambio epigenético, del nivel
de expresion o de modificacion postraduccional, podria afectar la expresion de
microARN (miARN) asociados (ver mas adelante) (39). Por lo tanto teniendo en cuenta
la funcidn del gen mutado, su relacién con las porinas y las podocitos, y el sindrome
nefrético que presenta la paciente, se ve una clara relacion entre las manifestaciones
clinicas de esta paciente y la mutacién de este gen.

Debido a la presencia de la mutacidn y a la posible repercusion clinica que tiene o ha
tenido en la paciente a estudio, se realizd también un estudio genético a los
progenitores. Se detectd la presencia de la misma mutacién en la madre de la
paciente, pero en este caso sin repercusién clinica, con ausencia de proteinuria
significativa. Esta circunstancia, variante VUS heredada de su madre, hace pensar que
la mutacién genética no es el Unico requisito necesario para la aparicion de sindrome
nefrético, sino que hay otros factores que juegan un papel importante en el desarrollo
de la enfermedad. Uno de los factores mas importantes a tener en cuenta son los
microARN.

1.3.- MicroARN

Los microARN (miARN) son un tipo de ARN enddgeno, pequefio y no codificante,
encargados de regular la expresiéon de genes codificantes de proteinas mediante la
union imperfecta a su RNA mensajero (RNAm). Aunque los miARN han sido vinculados
a la regulacién de diversos procesos bioldgicos (40), ha sido recientemente cuando se
ha comenzado a describir y estudiar la funcion especifica de los miARN en el rifdn.

Todavia no se ha logrado identificar por completo el mecanismo de accién de estos
miRNAs o qué determina la interaccion entre ciertos miRNAs y los RNAsm, pero lo que
si se ha demostrado cientificamente es que el miARN identifica el RNAm diana a través
de una secuencia de ocho a nueve nucleétidos, con ayuda de otras caracteristicas
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contextuales (41), y esta interaccion tiene una repercusion en la expresion de ciertos
genes.

Como se ha sido explicado en el apartado anterior del trabajo sobre la etiopatogenia
del sindrome nefrético, los podocitos son células epiteliales altamente especializadas,
fundamentales para la preservacion de la funcion de la barrera de filtracion
glomerular.

Se ha descrito, en estudios recientemente publicados (42), como los miRNAs tienen un
papel importante en la transcripcion de ciertos genes relacionados con los podocitos.
La pérdida o lesion de podocitos son clave en la aparicidon de proteinuria en pacientes
renales y los miRNAs parecen jugar un importante papel en todo este proceso. (43)

A través de la experimentacion con ratones, se ha demostrado que si los ratones
carecen de miRNAs funcionales, en el podocito disminuye la expresién de las proteinas
del diafragma, de nefrina y de podocina (44,45). Esto explicaria la disfuncién de los
podocitos y la consecuente disfunciéon de la membrana de filtraciéon glomerular y
aparicion de proteinuria.

La funcién de miARN es prescindible para el desarrollo inicial de los glomérulos, pero
se ha demostrado que es fundamental para mantener la barrera de filtracion
glomerular integra.

Por tanto, los miARN son pequefios ARN de unos 25 nucleétidos de longitud, no
codificantes, que juegan un papel importante en la regulacién de la expresion génica.
La funcion principal de la proteina codificada por el gen mutado en el caso de la
paciente que presentamos, el gen XPO5, es el transporte de precursores de miARN
(pre-miARN) desde el nucleo al citoplasma (45). Esto apoya la hipdtesis de que el
sindrome nefrético corticorresistente de esta paciente, podria estar relacionado, no
solamente con la mutacién del gen, sino con la expresion de ciertos miRNAs, y su
relacion con una posible disfuncién podocitaria.

1.4.- Mecanismos de acciéon de los Inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA)

Los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) son farmacos que
actuan sobre el sistema renina-angiotensina-aldosterona. Su mecanismo principal de
accion consiste en inhibir la enzima convertidora de angiotensina (ECA) , bloqueando la
transformacién de angiotensina-l a angiotensina-ll, un péptido con importante
actividad vasoconstrictora. Su segundo mecanismo de accién consiste en la inhibicidon
de la degradacién de bradicina, una sustancia vasodilatadora destruida por la ECA. (46)

A través de estos dos mecanismos, los IECAs consiguen producir vasodilatacion, siendo
un farmaco muy util en el tratamiento de patologias como la hipertension. Como
dismuniyen los niveles de angiotensina I, se produce una dilatacidon de la arteriola
eferente, por lo que consecuentemente disminuye la persfusion glomerular y la tasa
de filtracion.
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La accidn hipotensiva que tienen estos farmacos ha sido ampliamente demostrada,
pero también ha sido elemento a estudio durante las ultimas décadas. Para el caso de
esta paciente, es especialmente relevante, la funcidén que tienen estos farmacos en la
reduccion de los niveles de proteinuria.

Estos medicamentos reducen la ultrafiltraciéon de proteinas glomerulares, con la
consiguiente reduccion de la presion glomerular intracapilar y mejorando la
selectividad del tamano de la barrera glomerular. Se consigue con todo ello limitar las
consecuencias de la sobreabsorcion de proteinas por los tubulos renales, que a largo
plazo es un proceso toxico para los rinones. (47)

Los pacientes con sindrome nefrotico persistente tienen un mayor riesgo de
progresion a insuficiencia renal terminal y eventos cardiovasculares cuanto mayor es el
tiempo de progresién de la enfermedad. (48)Por lo que, el descubrimiento de los
inhibidores de la ECA, supuso una revolucion en la progresion de la enfermedad vy
esperanza de vida de estos pacientes. Ha sido ampliamente demostrada la tendencia
constante a menor proteinuria durante la terapia de inhibicion de la ECA a largo plazo.

Especificamente, debido a que el tratamiento de la paciente a estudio esta basado en
una combinacién de Aspirina con Enalapril, la informacién mas relevante para este
trabajo es la relacionada con este ultimo farmaco.

La terapia con Enalapril disminuye significativamente, tanto la presion arterial, como
la disfuncion selectiva del tamafio de la barrera glomerular, sin cambios significativos
en la hemodindmica renal en pacientes con sindrome nefrotico. El efecto sobre las
propiedades de la barrera glomerular se asocia con una reduccion significativa y
duradera en la excrecidn de proteinas urinarias, que en el caso de nuestra paciente,
persistid durante entre 1 y 2 meses después de la retirada de Enalapril. Cabe destacar
gue, aunque se aprecia reduccion de la proteinuria en un gran elevado porcentaje de
pacientes con este tratamiento, esta reduccion es completamente heterogénea,
respondiendo de forma diferente cada uno de los pacientes en cuanto al nivel de
reduccion de proteinuria. (49)

En gran numero de estudios y series realizadas en la ultima década (55), se demuestra
gue la reduccién duradera en la proteinuria, no se debe a una remisién espontanea de
la enfermedad, ya que no se observa este misma disminucién de la proteinuria en
grupos de control, en los que no se detecta una reduccion en los niveles de proteinas
en orina salvo en los casos de remision espontanea del brote de sindrome nefrético.

Diversos estudios respaldan la posibilidad de que los inhibidores de |la ECA ejerzan un
efecto estructural y duradero sobre la barrera glomerular que puede iniciarse, pero no
se explica completamente, por los cambios a corto plazo en la hemodinamica sistémica
y, posiblemente, globular. (50)
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Algunas de las consideraciones a tener en cuenta en la utilizacion de estos farmacos
son los efectos secundarios y contraindicaciones que presentan. Los principales
efectos secundarios (51) descritos en relacion a estos farmacos son:

* Tos

* Insuficiencia renal aguda

* Hipotension transitoria tras la primera dosis
* Angioedema

* Hipercaliemia

* Exantema cutaneo

Estda ademas contraindicado su uso en el embarazo a partir del segundo y tercer
trimestre. Se ha demostrado que el consumo de estos farmacos durante el embarazo
aumenta el riesgo de partos prematuros y recién nacidos de bajo peso. Hay también
descritos casos de disfuncion renal en el feto, crecimiento intrauterino lento,
oligohidramnios agudo o fallos de osificacion. (52)

En el caso de la paciente a estudio, debido a su sexo y al deseo que la paciente podria
referir en un futuro sobre una posible descendencia, es importante explorar vy
considerar otras opciones terapéuticas para controlar sus niveles de proteinuria en el
caso de una posible gestacion.

Relacion de los IECAS vy la infeccion por Covid 19

Los coronavirus patégenos humanos (SARS-CoV y SARS-CoV-2) se unen a sus células
diana a través de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), que es expresada por
gran cantidad de células epiteliales del organismo humano (pulmon, intestino, rifién, y
vasos sanguineos)(53). La expresion de esta enzima aumenta sustancialmente en
aquellos pacientes que son tratados con inhibidores de la ECA y bloqueadores de los
receptores de angiotensina Il.

Los principales datos que relacionan el consumo de IECAs y la enfermedad por
coronavirus 2019 (COVID-19) fueron recogidos en China entre los afios 2019-2020. Se
han realizado varios estudios relacionados con este tema, pero han sido tres, los que
mas impacto han tenido y en los que mds se ha estudiado la prevalencia de
comorbilidades o la prevalencia de otras patologias en aproximadamente un total de
1200 pacientes.

En el estudio con menor tamafio muestral (52 pacientes) se demostré que las
principales comorbilidades fueron enfermedades cerebrovasculares (en un 22% de los
pacientes) y diabetes (en la misma proporcion). (54)

En otro de los estudios, en el que se incluyeron 1099 pacientes (55), 173 de los cuales
tenian sintomatologia grave, las principales comorbilidades fueron hipertension (7%),
diabetes mellitus (2%), enfermedades coronarias (8%) y enfermedad cerebrovascular
(3%).
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A partir de la obtencién de estos datos, se observd que las principales comorbilidades
que presentaban estos pacientes, tenian en comin que a menudo se tratan con
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) (56). Tanto la diabetes
como la hipertensién pueden ser tratados con IECA, aumentando, por lo tanto, la
expresion de la enzima ECA. ECA también puede incrementarse con tiazolidinedionas e
ibuprofeno.

En consecuencia y segun lo explicado anteriormente, el aumento de la expresion de
ECA facilitaria la infeccion por SARS-CoV-2.

Por lo tanto, se plantea la hipdtesis de que el tratamiento de la diabetes y la
hipertension con farmacos inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
aumenta el riesgo de desarrollar COVID-19 grave y mortal.

En el caso de la paciente a estudio, su tratamiento principal consiste en la combinacion
de Enalapril (IECA) asociado a aspirina, por lo que podria suponer un problema para la
paciente o una mayor probablidad de infeccion, continuar con este tratamiento.

Se hace referencia también a que, segln una busqueda que se realizé en PubMed el 28
de febrero de 2020, no se encuentra ninguna evidencia que sugiera que los
blogueadores de los canales de calcio antihipertensivos aumenten la expresién o
actividad de ACE2. (57). Por lo tanto, éstos podrian ser un tratamiento alternativo. En
este caso, se valord que el riesgo de la paciente no era lo suficientemente alto como
para cambiar el tratamiento con IECA, por lo que continda en la actualidad con el
mismo tratamiento.

Debido a que se demostrd, como se explicard en el articulo cientifico posteriormente,
gue la paciente mantiene un adecuado control de los niveles de proteinuria durante
cortos periodos de tiempo recibiendo Unicamente tratamiento con Aspirina, la opcidn
de utilizar bloqueadores de los canales de calcio, en el supuesto de no poder utilizar
IECASs, no se considerd necesaria en ningin momento.

1.5.- Tratamiento y Mecanismos de accién de AAS

Como ya se ha hecho referencia anteriormente en el trabajo, la paciente a estudio ha
sido tratada a lo largo de 15 afios mediante una combinacién de IECAs y AINEs,
especificamente con Enalapril y Aspirina. Tras haber explicado el mecanismo de accién
de los IECA y la repercusion que tienen los mismos sobre la proteinuria de la paciente,
se procede, a continuacion, a desarrollar de igual forma, tanto el mecanismo de accion
de los AINEs como su repercusion en la funcion renal de la paciente.

Los AINE son un tipo de farmacos que se caracterizan por inhibir la accion de la enzima
cicloxigenasa (COX). La COX es la enzima responsable del paso inicial del metabolismo
del acido araquiddénico a eicosanoides (especificamente relevante para este caso, a
protaglandinas (PGs)).

20



Existen dos isoformas de esta enzima:

-COX-1: se expresa en la mayoria de los tejidos. Es el responsable de la sintesis de PG
con funcion de proteccion de la mucosa gastrica, regulacion de la funcién renal y
agregacion plaquetaria. A nivel renal, COX-1 se expresa en células mesangiales,
musculo liso arteriolar y células endoteliales, células epiteliales parietales de la capsula
de Bowman y conductos colectores corticales y medulares. (58)

-COX-2: se expresa en menos tejidos ( sistema nervioso central, rifidon y aparato
reproductor) y es la principal isoenzima asociada a la inflamacién. Se ha demostrado
gue COX-2 estd presente en los podocitos y las células arteriolares del musculo liso.

Las PG son moléculas de 20 atomos de carbono capaces de regular el tono vascular y
son mediadores de la inflamacion, ademas de estar implicadas en otros procesos como
la homeostasis de sal y agua en el rifidn o la modulacion de la accion hormonal.

Hay distintas prostaglandinas primarias como la PGE2, PGI2, PGD2, PGFla y el
tromboxano A21, que ven reducida su sintesis debido a la inhibicién de la enzima COX.
(59)

Los PG mas importantes en el rifidn son PGE2 y PGI2. Son sustancias vasodilatadoras,
por lo que aumentan el flujo sanguineo renal y la tasa de filtracion glomerular (TFG).
Las PG son encargados a nivel renal de la modulacion de la hemodindmica
microvascular:

* Por un lado los receptores EP2 de protaglandinas y la acumulacion de AMPc
producido tras la activacion de los mismos, median el efecto de PGE2 para
vasodilatar en los vasos sanguineos.

* Por otro lado PGI2 estimula la liberacidon de renina, que a su vez aumenta la
aldosterona. La aldosterona aumenta la reabsorcion de sodio y la secrecion de
potasio en la nefrona distal. PGI2, por lo tanto, estimula la liberacién de renina,
y la inhibicién de la COX, al inhibir la formacién de PGI2, consecuentemente la
suprime. Se ha demostrado que la inhibicion de la COX en el aparato
yuxtaglomerular perfundido aislado de conejo casi elimina por completo la
liberacion de renina en respuesta a la disminucion de la concentracién. (60)

Los PG, son por tanto, vasodilatadores que aumentan por diferentes métodos el flujo
sanguineo renal. Es por ello que mediante la utilizacion de Antiinflamatorios no
esteroideos (AINES) se consigue inhibir la produccion de prostaglandinas, encargadas
de la dilataciéon de la arteriola aferente del glomérulo, y consecuentemente se reduce
el flujo sanguineo en el glomérulo.

Mediante el uso de Aspirina,se consigue entonces una importante reduccion de la

proteinuria, que es finalmente lo que busca el tratamiento combinado en esta
paciente, debido a sus niveles en rango nefrético.
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Hay varios datos importantes a tener en cuenta en relacidn con el tratamiento con
Aspirina en esta paciente que deben ser resaltados:

1- El tratamiento con Enalapril es capaz de descender los niveles de proteinuria de
la paciente hasta unos 70mg/24h, pero es Unicamente la combinacion de
ambos tratamientos (Enalapril + Aspirina) la que consigue descender los niveles
de proteinas en orina por debajo de 30mg/24h.

2- La Aspirina es un farmaco con efectos secundarios importantes, como la lesion
de la mucosa gastrica (60), pero no es teratégeno, por lo que es una buena
opcion de tratamiento para la paciente en caso de gestacion.

3- Se consigue una reduccién de los niveles de proteinas en orina hasta alrededor
de 150mg/24h con tratamiento basado Unicamente en Aspirina, por lo que
consideramos que son niveles aceptables y podria ser el tratamiento mas
acertado para esta paciente en caso de una gestacion de 9 meses, sin
necesidad de ser combinada con otros farmacos.

1.6.- Conclusiones

La relacion de la mutacion genética de la paciente y el sindrome nefrético
corticorresistente ha sido demostrada, observandose la importancia que tiene la
expresion del gen XPO5 en la correcta funcién de las porinas y los podocitos. Otros
factores como la funcion de los miRNAs, pueden ser fundamentales para el desarrollo
del sindrome, por lo que también han sido expicadas y deben tenerse en cuenta.

Debido a las caracteristicas de la paciente, mujer joven de 17 anos, y la situacion
sanitaria actual, se ha considerado relevante y oportuno explicar el papel de los IECAs
en el tratamiento de la paciente, sus efectos secundarios, contraindicaciones y la
relacion de los mismo con la infeccion por coronavirus. Se ha procedido también a
explicar el mecanismo de accion y la importancia del uso de Aspirina en esta paciente.

Para otros aspectos mas especificos se remite a las conclusiones del articulo cientifico
del bloque 2.
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BLOQUE 2: PUBLICACION DEL CASO CLiNICO

2.1.- Publicar un trabajo cientifico

Un Trabajo Fin de Grado (TFG) no es un original para una revista biomédica. Su
estructura tiene notables diferencias y ademas debe adaptarse a la normativa
especifica de cada universidad. Salvadas las diferencias de estructura, estilo y forma de
redaccion del contenido del TFG, deben ceiiirse a las mismas normas y reglas de
cualquier publicacidén cientifica.

La realizacién de un trabajo de investigacion y su publicacion forman parte integral de
nuestro proceso basico de formacion como estudiantes universitarios. Es importante
gue los alumnos conozcamos la relevancia de la publicacién y del correcto proceso de
Redaccidn Cientifica.

Publicar es parte del proceso de investigar

Investigar y publicar son dos actividades estrechamente relacionadas, son la cara y la
cruz de una misma realidad. Los proyectos van mas alld de la entrega de resultados.
Los investigadores no solo deben producir conocimiento, sino difundirlo. Es esto lo que
hace a la comunidad académica una gran productora de saber, cuyo soporte principal
es el texto escrito. Los investigadores, por lo tanto, deben gestionar de forma
permanente y variada la divulgacion general y especializada de los hallazgos, lo cual
implica pasar por la escritura de diversas maneras.

Las tres claves para conseguir publicar

Independientemente de con qué método se evallen los trabajos, publicar puede ser
muy relevante para cualquier estudiante o investigador. Es una forma objetiva de
evaluar el trabajo de los mismos y recibir retroalimentacion tanto positiva como
negativa de expertos en esa area de conocimiento. Nos planteamos realizar este
trabajo fin de grado a partir de la elaboracién de una publicacién cientifica
considerando tres claves:

Primera clave: interés para el Editor y el lector

Lo que nos planteamos publicar tiene que ser original y novedoso, no debe haber sido
publicado antes. Orientamos una busqueda bibliografica exhaustiva y, no encontramos
un trabajo similar al nuestro o al que en un primer momento teniamos en mente.

El enfoque y los resultados consideramos que tienen relevancia para mejorar la
atencién de los pacientes. Si no la tuviese, no interesaria al Editor ni al lector.
Adicionalmente, consideramos que nuestros hallazgos son importantes porque
cambian el conocimiento actual respecto al sindrome nefrético corticorresistente.

Segunda clave: Calidad

La Calidad del disefio y la metodologia del estudio son, junto a la reproducibilidad del
mismo (Calidad cientifica), los elementos imprescindibles para publicar. En nuestro
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caso tratandose de un caso Unico hemos tenido que justificar la validez del caso Unico.
Por otro lado habiendo encontrado un defecto genético de significado incierto hemos
tenido que recurrir a justificaciones muy basicas, como es la posible alteracion de
micro RNAs, sin haber reazalido estudios en este sentido. Es importante también la
forma de redactar, con brevedad, claridad y de forma adecuada a las normas de la
revista (Calidad formal).

Tercera clave: elegir la revista adecuada

Dado que sigue imperando la validez de un trabajo sustentada en el factor de impacto,
hemos preparado el manuscrito para la revista de mayor factor de impacto que tenga
un tema y un enfoque compatibles con el mensaje de nuestra investigacién. Si no lo
aceptan, por lo menos esperamos tener las correcciones necesarias para revisar el
manuscrito y enviarlo después a otra de la lista con menor factor de impacto.
Inicialmente optamos por enviar la publicacién a Pediatric Nephrology, la revista de
mayor impacto en el area de nefrologia pediatrica. Dado que el trabajo se trata de un
caso Unico, el editor de la revista no considerd pasarlo a revisores y nos ofrecio
publicarlo en una revista menor con un escaso indice de impacto de 0,2 (Q4 en la
clasificacion de SCImago Journal Rank y no considerado en Journal Citation Report).
Posteriormente enviamos el articulo a la revista Journal of Medical Case Reports,
JMCR, una revista con menos factor de impacto que Pediatric Nephrology pero que se
adecla mas a las caracteristicas del articulo al tratarse de un caso Unico. Esta revista
estd en Q3 y tiene unos factores de impacto de 0,73 en Scopus y Q3 y Fl 0,26 en
SCimago Journal Rank. Actualmente se encuentra en fase de revisores tras haber sido
aprobada por el editor.

2.2.- Validez del estudio de caso unico (n = 1 6 n-de-1)

Muchos profesionales de la salud reconocen que la practica de la medicina deberia
basarse en una medicina individualizada. Este tipo de medicina consiste en tratar a
cada paciente como un sujeto individual a estudio, y consecuentemente, determinar
objetiva y empiricamente la mejor terapia para su beneficio.

Los ensayos n-de-1 se centran en la intervencién o6ptima para un solo paciente,
alejandose, por tanto, de la generalizacion. En ocasiones esta aproximacion es la Unica
posible debido a las particularidades del caso clinico (p.ej. en enfermedades ultra-
raras). Es necesario tener en cuenta que este tipo de estudio es especialmente
compatible con la finalidad de la practica clinica: el cuidado de pacientes de forma
individual y personalizada.

La medicina individualizada expone, por consiguiente, que es necesario reconocer y
adaptarse a las caracteristicas Unicas de cada paciente, particularmente a nivel
genético, y tratar de individualizar consecuentemente la atencion que les damos como
profesionales.
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Los estudios n-de-1 son una forma prometedora de avanzar en el conocimiento
cientifico y un método para obtener informacion sobre la efectividad del tratamiento
comparativo entre una amplia variedad de pacientes.

Existe una corriente de pensamiento, cada vez mas extendida, que expone que el
desarrollo de intervenciones médicas que funcionan de manera generalizada para la
mayoria de las afecciones crénicas comunes es excepcionalmente dificil, y que, con
demasiada frecuencia, ha demostrado ser poco productivo. (1)

La generalizacion de los resultados ha sido un tema de gran importancia historica y
clinica en el diseno y la realizacion de ensayos clinicos. Especialmente relevante ha sido
si estos ensayos clinicos sugieren que una nueva intervencion tiene utilidad. Pero la
variabilidad entre sujetos e intervenciones hace que la generalizacién de ciertas
terapias sea dificultosa, por lo que en ciertas situaciones los ensayos de n-de-1 pueden
ser los mas provechosos.

Ventajas de los ensayos n-de-1:

* Pueden tener un disefio algo heterogéneo (por ejemplo, el nimero y la
duracion de los periodos de tratamiento con diferentes farmacos, como es el
caso de la paciente a estudio). Dicha heterogeneidad, a menudo, no se tolera
en los protocolos de ensayos basados en una gran poblacién, donde se enfatiza
la uniformidad para evitar la confusion de las generalizaciones.

* Los pacientes involucrados en los ensayos n-de-1 obtienen un beneficio
inmediato del ensayo. Esto es diferente a muchos ensayos clinicos en los que,
segun el protocolo y el disefio utilizado, un individuo puede haber recibido
placebo durante todo el ensayo.

* El tiempo vy los gastos asociados a la realizacion de ensayos n-de-1 es mucho
menor. (2,3)

Desventajas:

* (Cada estudio y sus resultados son unicamente aplicables al paciente a estudio.
No se puede consecuentemente generalizar los resultados de un solo andlisis
de caso Unico a toda la poblacidn.

* La correlacion en las series medidas. Dado que los datos se recopilan en un solo
individuo, con intervalos cortos de tiempo, las observaciones tomadas en
puntos de tiempo adyacentes o cercanos exhibiran fuertes correlaciones. (4).
Por el contrario, serd posible ver mucha variacion en las medidas si los periodos
de tiempo entre observaciones son muy largos, debido al azar y a que los datos
pertenecen a una Unica persona.

Por tanto éicdmo se puede intentar solventar alguna de las desventajas que presentan
los estudios de caso Unico?
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Aunque los ensayos n-de-1, por definicidn, evitan aparentemente la consideracién de
los efectos a nivel poblacional de una intervencion, no necesariamente tiene por qué
ser asi.

Si se realizan multiples ensayos n-de-1, que investigan los mismos tipos de
intervenciones, es posible realizar estudios conjuntos o meta-analiticos de los datos
generados a partir de esos ensayos. Esto sirve para, en primer lugar, mejorar la
atencién médica de los pacientes y, en segundo lugar, identificar caracteristicas
comunes entre los pacientes que finalmente responden mejor a una intervencidn
particular. (5,6)

Esto se consigue anotando y contrastando las caracteristicas de cada paciente, para
posteriormente, identificar aquellas caracteristicas distintivas entre los pacientes que
obtuvieron mejores resultados en una intervencién especifica. Si se encuentra dicha
caracteristica comun a todos los pacientes con un tratamiento satisfactorio, se puede
utilizar esta informacioén en un futuro. (4)

Este tipo de analisis de datos comienza de una manera pequefia y enfocada,
observandose al individuo de manera individualizada. Luego avanza hacia
caracteristicas observadas en varios de estos individuos, lo que beneficiaria a un grupo
mucho mas grande de pacientes, a pesar de la falta de generalizacién inmediata de los
resultados.

Aplicaciones presentes y futuras de los estudios de caso Unico

Los ensayos n-de-1 pueden ser valiosos para evaluar las indicaciones para un
medicamento o intervenciéon. Si, por ejemplo, se considera que un medicamento
originalmente disefiado para su uso en el tratamiento de una patologia especifica
puede ser valioso para tratar a un paciente con otra patologia, se podria probar el
medicamento compardndolo con un tratamiento estandar en pacientes individuales.

Si la evidencia sugiere que el medicamento tiene potencial para tratar esta nueva
patologia, se podrian realizar, posteriormente, ensayos mas grandes, tradicionales
para investigar el medicamento para un uso mas generalizado. (4)

Avanzar hacia un sistema de atencion de la salud mas individualizado y basado en
estudios de caso Unico no solo sirve para tratar de forma mas personalizada a cada
paciente, sino que también permite a la comunidad cientifica evolucionar e innovar en
relacidn a diferentes tratamientos o intervenciones. Los resultados de estudios n-de-1
no solo son de beneficio inmediato para el paciente, sino que, como ha sido explicado
anteriormente, el meta-analisis de varios de estos estudios puede ayudar a identificar
caracteristicas en aquellos pacientes respondedores al tratamiento, que pueden ser
posteriormente posiblemente informadas al resto de la poblacién.

Los estudios de caso Unico seran una opcidn interesante y muy valida en el futuro pero
también juegan un papel fundamental actualmente, especialmente en las
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enfermedades raras como la que presenta la paciente a estudio, con una forma no
habitual de sindrome nefrdtico cortico-resistente.

2.3.- Case Report: Steroid-resistant nephrotic syndrome
successfully controlled with aspirin and angiotensin-converting
enzyme inhibitors in a pediatric patient with XPO5 mutation.

Abstract

We present a single-case study of a 17-year old woman with steroid-resistant
nephrotic syndrome (SRNS) and a potentially pathogenic mutation in XPO5 gene, a
known porine regulator. Proteinuria was successfully controlled with low-dose aspirin
and the angiotensin-converting enzyme inhibitor (ACEl) enalapril, for more than a
decade. The significance of the clinical observation is derived from a structured
research based on a single case study. Every time (four times) the treatment was
removed, nephrotic range proteinuria reappeared in few weeks, reassuring the clinical
relevance of the stated treatment (ACEl plus acetylsalicylic acid (AAs)) in controlling
the patient’s proteinuria within normal range. The case exposes the importance of
defining gene mutations and their clinical correlation, and most importantly,
alternative treatments that could be helpful in the control of proteinuria in SRNS.

Introduction

The diagnosis and management of steroid-resistant nephrotic syndrome (SRNS)
remains a challenge to pediatric nephrologists. Identification of an underlying genetic
basis allows clinical observations in molecularly defined patient cohorts, which impacts
prognosis and treatment (1). Indeed, several reports so far indicate that children with
SRNS caused by mutations in some genes (i.e. NPHS1 and NPHS2), do not respond to
immunosuppressive treatment (2-5), whereas some with an underlying mutation in
WT1 appear to respond to treatment with cyclosporine (6).

Over 30 monogenic genes have been identified in various subcellular compartments of
the glomerular podocyte (7-11), playing a critical role in mitochondrial function, actin
cytoskeleton dynamics, cell-matrix interactions, slit diaphragm, and podocyte
integrity, which revealed these glomerular epithelial cells as the critical site of SRNS
(12-14).

Whereas mutations in the nuclear pore genes NUP9 and NUP205 have been associated
with podocyte dysfunction and nephrotic syndrome, there are no reported mutations
in XPO5 encoding the nuclear export protein exportin 5, a known porine regulator (15).
We present a single-case study of a 17-year old woman with SRNS and a potentially
pathogenic mutation in XPO5 gene successfully controlled with aspirin and enalapril
for more than a decade. The case exposes the importance of defining gene mutations
and their clinical correlation, and most importantly, the proposed alternative
treatments that could be helpful in the control of proteinuria in SRNS. Moreover, initial
testing for gene mutation in children with SRNS may obviate the need for biopsy.
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Methods: Case report and single-case study design

This study is based on the follow-up of a 17-year-old woman with SRNS in the Pediatric
Nephrology Division of the Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, from 2003 to
2020.

The structure of this research consists on a single case study with an ABABABABAB
design, A being the phases where the patient had no treatment, and B the stages
where the patient was being treated. According to the design, the treatment has been
inserted and removed in four occasions, all of them coinciding with the different stages
in child development: child (age 4), pre-puberal (age 8), adolescent (12) and adult (17)
(Figure 1).

During the more than fourteen-years follow-up, quantification of albuminuria, blood
urea and serum creatinine measurements were performed regularly to monitor kidney
function and relapses of the nephrotic syndrome. Normal proteinuria was considered
for Alb < 30 mg/24 h and/or Alb/Cr < 30 mg/g.

The diagnosis of SRNS was made at the age of two years, as she did not respond to the
standard steroid therapy with oral prednisone 60 mg/m2/d for 4 weeks. Blood urea
and serum creatinine were normal. Other investigations included hepatitis B and C
serology, human immunodeficiency virus 1 and 2 serology, and complement C3 and C4
levels and antinuclear antibody assays.

As the family refused renal biopsy and the patient was clinically stable and well
controlled, we considered the possibility of starting treatment with low-dose aspirin
(100 mgr/day) plus enalapril 2 mgr/day and prolonged alternate day course of
prednisone at 40 mg/m2. Proteinuria disappeared (< 30 mg/24 h) in two weeks thus
we considered the possibility of a SRNR sensitive to enalapril plus aspirin then
removing corticosteroids from the treatment. Under this combined treatment, both 24
hours-urine albuminuria and albumina creatinine ratio (Alb/Cr in mg/g) were
maintained always within normal ranges. Periodically the treatment regimen was
reevaluated with suppression and re-introduction of the drugs according to the
albuminuria range. Low-dose aspirin dose has been consistent throughout the follow-
up, whereas enalapril doses were increased every time the treatment was removed
and reintroduced to the patient. The dose of enalapril used for this patient was
approximately 0.1-0.2 mg/kg/day, 2 mg from onset to first removal at the age of four,
4 mg from age four to age 12, and 8 mg from age 12 to age 17.

Every time the combined treatment (enalapril plus aspirin) was removed, significant
proteinuria closed to the nephrotic range reappeared in few weeks, reassuring the
clinical relevance of the stated treatment in maintaining the patient’s albuminuria
within normal range (Alb < 30 mg/24 h and/or Alb/Cr < 30 mg/g). Although just based
on clinical criteria, we observed that the combined treatment with both drugs
normalizes the albuminuria with no apparent side effects. With the results of the
genetic study (see below), at the age of 16 we reassessed the benefits of treatment
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taking into account the impact that ACEls could have on the patient’s offspring
because of the drug’s teratogenic effect.

A treatment based only on aspirin was able to maintain proteinuria out of the
nephrotic range with significant albuminuria of 100-150 mg/24h with no clinical
manifestation. Incidentally in 2010, at the age of 7, the winter after the 2009 influenza
A (HIN1) epidemia she was treated only with enalapril for over 6 months as a
prevention for Reye Syndrome. Levels were also under the nephrotic range, with
albuminuria (50-70 mg/24 h), and no clinical repercussion.

As the identification of an underlying genetic basis parallel to the clinical observations
could have an impact on genetic assessment and counseling, prognosis and treatment,
and moreover, in order to explain the putative mechanisms for the excellent response
of the patient to enalapril and aspirin, an extended mutation panel for SRNS was
designed (table 1).

A mutation in heterozygosity was detected in the candidate’s gene XPO5 (MIM
607845), which consists of a transition from a T to a C (c.2976T> C) that, at the protein
level, presumably produces a synonym change at position 992 (p.D992D). Its frequency
in population databases is very low (MAF: 0.0005; 1000 genomes) and presently there
is no published evidence of its clinical implication.

Discussion

This is the first clinical case description of a patient with nephrotic-range-proteinuria
resistant to steroid treatment, secondary to a mutation in the nuclear exportin-5
XPO5, successfully controlled with enalapril plus aspirin for more than a decade. XPO5
encodes nuclear export protein exportin-5, fundamental in nuclear exportation along
with nucleoporins. XPO5 is expressed throughout renal development, and in adult rat
glomeruli, exportin 5 colocalized in podocytes with synaptopodin, a marker of primary
and secondary podocyte foot processes. The pattern has been described for many
other products of genes that when mutated cause SNRS. There are several mutations
that have already been described in the porines NUP9 and NUP205, as possible
etiologies of SNRS (16).

The change in heterozygosity detected in the candidate gene XPO5 (MIM 607845),
consists of a transition from a T to a C (c.2976T> C), and although at the protein level
presumably produces a synonym change it could have pathogenic effects. The in silico
analysis with the prediction program used (Human Splicing Finder) does not predict an
impact on canonical splicing sites, nor does it indicate that this change of place may
create a new cryptic splicing site. However, any alterations of XPO5, resulting from
genetic mutation, epigenetic change, abnormal expression level or post-translational
modification, could affect microRNAs (miRNA) expression. miRNAs are conserved small
non-coding RNAs that play an important role in the regulation of gene expression and
participate in a variety of biological processes. The transportation of precursor miRNAs
(pre-miRNAs) from the nucleus to the cytoplasm by XPOS5 plays a critical role in miRNA
biogenesis (17).
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miRNA function is dispensable for the initial development of glomeruli but it has been
demonstrated to be critical to maintain the glomerular filtration barrier (18).

Our description not only widens the discussion of possible etiologies of SRNS within a
potential clinical involvement of XPO5, but also clinically demonstrates the success of a
specific treatment in the control of the proteinuria. Reducing the urinary loss of
plasma proteins may diminish the risk of nephrotic complications in SRNS patients.
Besides ACE inhibitors have been shown to lower protein excretion based on its effects
on intraglomerular pressure (19). ACEls decrease bradykinin breakdown, which also
stimulates the synthesis of other vasodilatory prostaglandins by the cyclooxygenase
enzyme (20).

In addition, there are different studies that demonstrated that inhibition of the renin
angiotensin system by ACEI further influences microRNAs (miRNA) expression in blood
(21).

Aspirin has been reported to modify the course of glomerulonephritis, probably by
altering renal hemodynamics, platelet aggregation, and mesangial proliferation. The
major mechanisms underlying its benefits are the inhibitory effects on platelet
activation and prostanoid biosynthesis induced by COX-1 and COX-2 inactivation (22).
miRNAs are newly proposed mediators of the effects of aspirin (23).

In our patient, albuminuria, when treated with low-dose aspirin, was consistently
higher than albuminuria when treated with enalapril alone or the combination of both
drugs. The concomitant use of ACEls and low-dose aspirin is recommended for any
diabetic patient with microalbuminuria or macroalbuminuria because these drugs
result in renal and cardiovascular benefits (24,25).

Although we did not study the mechanisms described above (changes in renal
hemodynamics or in the glomerular filtration barrier), the design (ABABABABAB) of our
single case study has successfully proven the efficacy of the combined treatment with
low-dose aspirin and enalapril in the control of proteinuria. Every time the treatment
was retired nephrotic range proteinuria levels reappear. The treatment has been
withdrawn and reintroduced in four occasions, seeing the correlation that existed
between periods of proteinuria up to 5 grams per day (when the patient had no
treatment), to protein levels below 30 mg/24h when the patient was under treatment
with the combination of enalapril and aspirin. Albeit a putative pharmacological
interaction between NSAIDS and ACEls is plausible, we have not observed loss of the
antiproteinuric properties of the ACEls in our patient.

Furthermore, secondary effects of these drugs have to be taken into consideration
when dealing with specific patients. In our patient ACEls have proven to be the best
alternative to steroids, but they have a demonstrated teratogenic effect (26). Maternal
medication with an ACE inhibitor in the first trimester is associated with increased risk
of a major congenital malformation (27). Consequently, in a young woman with a
future desire to have offspring, we considered the need to explore an alternative
treatment during a potential future pregnancy. Even though the combination of
enalapril plus aspirine was the most successful treatment, a treatment based only on
low-dose aspirine has also proven to control proteinuria levels in a tolerable range
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throughout a possible pregnancy. It is important to note that strict monitoring of
patient’s basal proteinuria in absence of ACEls is mandatory previously to a pregnancy,
in order to avoid confounders of a possible pre-eclampsia. As when treated just with
low-dose aspirin her albuminuria is significant (aprox. 100 mgr/24h), we must inform
and prevent a possible induction of premature labor in a patient with no preeclampsia
but significant proteinuria due to her renal pathology.

Genetic studies were also performed in the patient’s parents, finding out that the
patient inherited the mutation in XPO5 from her mother. Further studies showed
normal renal function and no significant proteinuria in the mother, thus the detected
mutation in XPO5 is not the unique factor involved in the etiology of this patient’s
SRNS. Therefore, other factors, such as miRNAs, should be considered. However, our
study supports the combined treatment of enalapril plus low-dose aspirin for the SRNS
due to mutations in the nuclear pore complex (28).

Conclusions

Identification of an underlying genetic basis of SRNS could have a significant impact in
prognosis and treatment, and initial testing for gene mutation in children with SRNS
may obviate the need for biopsy. XPO5 mutations should be considered in the
pathogenesis of SRNS. We demonstrated a clinical respond to a combined treatment
of ACEls and aspirin. A consistent withdrawal and introduction of the treatment
throughout different child ages shows the importance of these drugs in an effective
control of proteinuria.
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Table 1.- SRNS panel genes classified by their function and possible repercussion.
Extended mutation panel for SRNS including genes and their functions. Only genes and
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Gene Actin Cell-matrix | Slit Mitochondrial | Encoding | Other
function cytoskeleton interactions | diaphragm | function of Porins functions
dynamics and and
podocyte regulators
integrity
Genes ACTN4 ITGA3 NPHS1 coQ2 NUP205 ARHGDIA
ANLN ITGB4 NPHS2 coQ6 NUP93 CFH
ARHGAP24 LAMB2 PLCE1 PDSS2 XPOS5 CRB2
INF2 EMP2 LMX1B CUBN
MYO1E WDR73 PTPRO
WDR73 CD2AP SCARB2
TRPC6 SMARCALI
WTI
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Figure 1.- Proteinuria range and treatment follow-up. Proteinuria (vertical bars) during
the follow-up and moments of implementation and withdrawal of treatment (arrows).
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DISCUSION GENERAL

El presente Trabajo Fin de Grado es un claro ejemplo sobre la utilidad que tiene la
medicina personalizada. El elemento principal del trabajo es un estudio de caso Unico,
en el que se expone el caso de una paciente del Servicio de Pediatria del Hospital
Universitario Marqués de Valdecilla de 17 afios. La paciente, que presenta un sindrome
nefrético corticorresistente secundario a una mutacién ultrarrara en el gen XPO5,
identificada gracias a métodos de secuenciacion genética, ha sido seguida durante mas
de una década y controlada satisfactoriamente gracias a un tratamiento basado en
IECAs y AINES. Los aspectos mas especificos del caso clinico se han discutido en el
apartado anterior.

Otros aspectos relevantes estan ligados a la utilidad del propio trabajo. Para la
realizacion de este trabajo Fin de Grado ha sido necesario haber adquirido e integrado
informacién sobre diferentes cursos del Grado de Medicina. Desde conceptos
obtenidos los primeros anos sobre ciencia basica, hasta la forma de atender pacientes
o la empatia lograda durante los ultimos afios de estudio. El Trabajo Fin de Grado es un
proyecto fundamental para la finalizacion de los estudios universitarios. No
Unicamente por ser un requisito académico indispensable, sino porque es necesario
para una correcta comprension global del grado.

Este trabajo ha sido la oportunidad perfecta para reflexionar sobre aspectos
fundamentales de la Medicina y especialmente la investigacién. Ha sido necesario
hacer un repaso importante sobre asignaturas de toda la carrea, permitiéndome
apreciar y dar la importancia que tienen a cada una de ellas:

- Han sido fundamentales tanto la asignatura de Genética (para comprender las
mutaciones y la repercusion de las mismas o los métodos de secuenciacion
genética), como Bioquimica (los microRNAs o las estructuras moleculares de las
proteinas).

- Fisiologia Humana para entender los mecanismos fisioldgicos del rifion y la
repercusion que puede tener una alteracion de los mismos. La funcion de las
porinas, la membrana de filtracion o los mecanismos que influyen en el filtrado
glomerular son también conceptos adquiridos mediante el estudio de esta
asignatura.

- Bioestadistica y Epidemiologia para comprender la importancia de los estudios de
caso Unico (como el realizado en esta paciente) y valorar los aspectos mas
importantes sobre el consentimiento informado o la importancia del comité de
ética. En este caso fue éticamente necesario para la realizacion del articulo obtener
un consentimiento informado, pero también fue importante para mi saber que la
familia estaba de acuerdo y totalmente dispuesta a ayudar en la realizacion del
mismo.

- Haber estudiado tanto Farmacologia Basica como Clinica han sido necesario para
conocer los mecanismos de accién y el por qué de la eleccibn de estos
medicamentos para el tratamiento de esta paciente.
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- La asignatura de Ginecologia y Obstetricia para darme cuenta de la repercusion
gue podria tener el consumo de IECAs durante el embarazo en la correcta
formacién del feto.

- La asignatura de Nefrologia para comprender la repercusion que la mutacion del
gen de la porina tiene a nivel renal y el por qué del sindrome nefrdético en esta
paciente.

- Por ultimo la asignatura de Pediatria, que permite adquirir una visién global sobre
la salud del nifio. Aprender a tratar a cada paciente seguln sus caracteristicas,
acercandome en este caso a comprender mejor el concepto de medicina
personalizada. Me ha ayudado especialmente a entender la situacion de
vulnerabilidad de los nifios y las importantes repercusiones que tiene una correcta
actuacion médica a edades tempranas en la salud y esperanza de vida de los
mismos en un futuro.

A partir de este trabajo he podido, por lo tanto, adquirir una visién global de la
medicina y darme cuenta de la necesidad de aplicar conocimientos adquiridos en
diferentes disciplinas para poder alcanzar una atencion sanitaria exitosa.

Por otro lado he podido acercarme al proceso de investigaciéon y ver en primera
persona como es el desarrollo de publicacién de un articulo en una revista cientifica.
He podido comprender todo el trabajo y tiempo que lleva. No solamente es
complicado obtener una hipdtesis interesante inicial, sino que también hay que
estudiar mucho sobre el tema, dedicarle mucho tiempo a la paciente (en este caso ha
sido estudiada durante mas de 15 anos) y escribir y reescribir el articulo hasta expresar
de la forma mas adecuada posible tu hipdtesis y la evidencia encontrada. Es
importante el rigor en la estructura, redaccién y presentacion no solo de los
resultados, sino también de apartados como la bibliografia o los aspectos éticos y
formales (autoria, financiacion, conflicto de intereses, etc.)

Ha sido especialmente interesante ver que el trabajo que supone realizar el articulo, es
valorado por las revistas. A pesar de que rechacen el articulo, inicialmente se envid
para publicar en otra revista, y opinen que necesita cambios, muestran interés por el
mismo.

Por ultimo, la realizacion del Trabajo de Fin De Grado, y en especial si esta ligado a una
publicacion en una revista cientificia, es un proceso donde se integran muchos
aspectos de la medicina y la investigacidn, que experimentados en primera persona
suponen un proceso de aprendizaje muy importante para el futoro ejercicio de la
profesion médica.
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CONCLUSIONES

1.- La mera descripcién estructurada de un caso clinico ayuda a comprender la
importancia de personalizar muchos aspectos de la medicina.

2.- Una adecuada aproximacion fisiopatoldgica y de seguimiento clinico es suficiente
para conseguir personalizar muchos tratamientos.

3.- En la actuliadad la genética permite conocer aspectos individuales que pueden
ayudar a mejorar el disefio de las estrategias de tratamiento.

4.- La realizacién de un trabajo de investigacion y su publicaciéon forma parte integral
del proceso basico de formacién de los estudiantes universitarios.

5.- Es imprescindible que los alumnos conozcan la importancia de la publicacién y del
correcto proceso de Redaccion Cientifica.
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ANEXO | : Case Report: Steroid-resistant nephrotic syndrome successfully controlled
with aspirin and angiotensin-converting enzyme inhibitors in a  pediatric patient with
XPO5 mutation. Journal of Medical Case Reports (JMCR). Fase de revisores.
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ABSTRACT

Background: Identification of the underlying genetic basis of steroid-resistant
nephrotic syndrome could impact in prognosis and treatment. Whereas mutations in
the nuclear pore genes have been associated with podocyte dysfunction and
nephrotic syndrome, there are no reported mutations in the porine regulator XPO5.
Case presentation: We present a single-case study of a 17-year old woman with
steroid-resistant nephrotic syndrome and a potentially pathogenic mutation in XPO5
gene, encoding the nuclear export protein exportin 5 a known porine regulator.
Proteinuria was successfully controlled with low-dose aspirin (100 mg/day) and the
angiotensin-converting enzyme inhibitorenalapril (0.1-0.2 mg/kg/day), for more than
a decade. The significance of the clinical observation derives from the structured
research based on our single case study. Every time (four times) the treatment was
removed, nephrotic range proteinuria reappeared in few weeks, reassuring the
clinical relevance of the stated treatment (enalaril plus acetylsalicylic acid) in
controlling the patient’s proteinuria within normal range.

Conclusions: The case exposes the importance of defining gene mutations and
their clinical correlation, and most importantly, alternative treatments that could be
helpful in the control of proteinuria in steroid-resistant nephrotic syndrome. We
discuss that mutated XPOS5 could participate in the pathogenesis of the steroid-
resistant nephrotic syndrome by deregulating porines, but also disturbing the
transportation of precursor microRNAs from the nucleus to the cytoplasm.
Treatment with aspirin and enalapril has not only effects regulating renal
hemodynamics and intraglomerular pressure, but also modulating microRNAs

expression.
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INTRODUCTION

The diagnosis and management of steroid-resistant nephrotic syndrome (SRNS)
remains a challenge to pediatric nephrologists. Identification of an underlying
genetic basis allows clinical observations in molecularly defined patient cohorts,
which impacts prognosis and treatment (1). Indeed, several reports so far indicate
that children with SRNS caused by mutations in some genes (i.e. NPHS1 and
NPHS2), do not respond to immunosuppressive treatment (2-5), whereas some with
an underlying mutation in WT1 appear to respond to treatment with cyclosporine (6).
Over 30 monogenic genes have been identified in various subcellular compartments
of the glomerular podocyte (7-11), playing a critical role in mitochondrial function,
actin cytoskeleton dynamics, cell-matrix interactions, slit diaphragm, and podocyte
integrity, which revealed these glomerular epithelial cells as the critical site of SRNS
(12-14).

Whereas mutations in the nuclear pore genes NUP9 and NUP205 have been
associated with podocyte dysfunction and nephrotic syndrome, there are no
reported mutations in XPO5 encoding the nuclear export protein exportin 5, a known
porine regulator (15).

We present a single-case study of a 17-year old woman with SRNS and a
potentially pathogenic mutation in XPO5 gene successfully controlled with aspirin
and enalapril for more than a decade. The case exposes the importance of defining
gene mutations and their clinical correlation, and most importantly, the proposed
alternative treatments that could be helpful in the control of proteinuria in SRNS.
Moreover, initial testing for gene mutation in children with SRNS may obviate the

need for biopsy.

METHODS: Case report and Single-case study design
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This study is based on the follow-up of a 17-year-old woman with SRNS in the
Pediatric Nephrology Division of the Hospital Universitario Marqués de Valdecilla,
from 2003 to 2020.

The structure of this research consists on a single case study with an
ABABABABAB design, A being the phases where the patient had no treatment, and
B the stages where the patient was being treated. According to the design, the
treatment has been inserted and removed in four occasions, all of them coinciding
with the different stages in child development: child (age 4), pre-puberal (age 8),
adolescent (12) and adult (17) (Figure 1).

During the more than fourteen-years follow-up, quantification of albuminuria, blood
urea and serum creatinine measurements were performed regularly to monitor
kidney function and relapses of the nephrotic syndrome. Normal proteinuria was
considered for Alb < 30 mg/24 h and/or Alb/Cr < 30 mg/g.

The diagnosis of SRNS was made at the age of two years, as she did not respond
to the standard steroid therapy with oral prednisone 60 mg/m2/d for 4 weeks. Blood
urea and serum creatinine were normal. Other investigations included hepatitis B
and C serology, human immunodeficiency virus 1 and 2 serology, and complement
C3 and C4 levels and antinuclear antibody assays.

As the family refused renal biopsy and the patient was clinically stable and well
controlled, we considered the possibility of starting treatment with low-dose aspirin
(100 mgr/day) plus enalapril 2 mgr/day and prolonged alternate day course of
prednisone at 40 mg/m2. Proteinuria disappeared (< 30 mg/24 h) in two weeks thus
we considered the possibility of a SRNR sensitive to enalapril plus aspirin then
removing corticosteroids from the treatment. Under this combined treatment, both
24 hours-urine albuminuria and albumina to creatinine ratio (Alb/Cr in mg/g) were

maintained always within normal ranges. Periodically the treatment regimen was
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reevaluated with suppression and re-introduction of the drugs according to the
albuminuria range. Low-dose aspirin dose has been consistent throughout the
follow-up, whereas enalapril doses were increased every time the treatment was
removed and reintroduced to the patient. The dose of enalapril used for this patient
was approximately 0.1-0.2 mg/kg/day, 2 mg from onset to first removal at the age of
four, 4 mg from age four to age 12, and 8 mg from age 12 to age 17.

Every time the combined treatment (enalapril plus aspirin) was removed, significant
proteinuria closed to the nephrotic range reappeared in few weeks, reassuring the
clinical relevance of the stated treatment in maintaining the patient’'s albuminuria
within normal range (Alb < 30 mg/24 h and/or Alb/Cr < 30 mg/g). Although just
based on clinical criteria, we observed that the combined treatment with both drugs
normalizes the albuminuria with no apparent side effects. With the results of the
genetic study (see below), at the age of 16 we reassessed the benefits of treatment
taking into account the impact that ACEls could have on the patient’s offspring
because of the drug’s teratogenic effect.

A treatment based only on aspirin was able to maintain proteinuria out of the
nephrotic range with significant albuminuria of 100-150 mg/24h with no clinical
manifestation. Incidentally in 2010, at the age of 7, the winter after the 2009
influenza A (H1N1) epidemia she was treated only with enalapril for over 6 months
as prevention for Reye Syndrome. Levels were also under the nephrotic range, with
albuminuria (50-70 mg/24 h), and no clinical repercussion.

As the identification of an underlying genetic basis parallel to the clinical
observations could have an impact on genetic assessment and counseling,
prognosis and treatment, and moreover, in order to explain the putative
mechanisms for the excellent response of the patient to enalapril and aspirin, an

extended mutation panel for SRNS was designed (table 1).
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A mutation in heterozygosis was detected in the candidate’s gene XPO5 (MIM
607845), which consists of a transition from a T to a C (c.2976T> C) that, at the
protein level, presumably produces a synonym change at position 992 (p.D992D).
Its frequency in population databases is very low (MAF: 0.0005; 1000 genomes) and
presently there is no published evidence of its clinical implication.

DISCUSSION

This is the first clinical case description of a patient with nephrotic-range-proteinuria
resistant to steroid treatment, secondary to a mutation in the nuclear exportin-5
XPO5, successfully controlled with enalapril plus aspirin for more than a decade.
XPO5 encodes nuclear export protein exportin-5, fundamental in nuclear exportation
along with nucleoporins. XPO5 is expressed throughout renal development, and in
adult rat glomeruli, exportin 5 colocalized in podocytes with synaptopodin, a marker
of primary and secondary podocyte foot processes. The pattern has been described
for many other products of genes that when mutated cause SNRS. There are
several mutations that have already been described in the porines NUP9 and
NUP205, as possible etiologies of SNRS (16).

The change in heterozygosis detected in the candidate gene XPO5 (MIM 607845),
consists of a transition from a T to a C (¢c.2976T> C), and although at the protein
level presumably produces a synonym change it could have pathogenic effects. The
in silico analysis with the prediction program used (Human Splicing Finder) does not
predict an impact on canonical splicing sites, nor does it indicate that this change of
place may create a new cryptic splicing site. However, any alterations of XPO5,
resulting from genetic mutation, epigenetic change, abnormal expression level or
post-translational modification, could affect microRNAs (miRNA) expression.
mMiRNAs are conserved small non-coding RNAs that play an important role in the

regulation of gene expression and participate in a variety of biological processes.
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The transportation of precursor miRNAs (pre-miRNAs) from the nucleus to the
cytoplasm by XPOS5 plays a critical role in miRNA biogenesis (17). miRNA function
is dispensable for the initial development of glomeruli but it has been demonstrated
to be critical to maintain the glomerular filtration barrier (18).

Our description not only widens the discussion of possible etiologies of SRNS within
a potential clinical involvement of XPO5, but also clinically demonstrates the
success of a specific treatment in the control of the proteinuria. Reducing the urinary
loss of plasma proteins may diminish the risk of nephrotic complications in SRNS
patients. Besides ACE inhibitors have been shown to lower protein excretion based
on its effects on intraglomerular pressure (19). ACEls decrease bradykinin
breakdown, which also stimulates the synthesis of other vasodilatory prostaglandins
by the cyclooxygenase enzyme (20). In addition, there are different studies that
demonstrated that inhibition of the renin angiotensin system by ACEI| further
influences microRNAs (miRNA) expression in blood (21).

Aspirin has been reported to modify the course of glomerulonephritis, probably by
altering renal hemodynamics, platelet aggregation, and mesangial proliferation. The
major mechanisms underlying its benefits are the inhibitory effects on platelet
activation and prostanoid biosynthesis induced by COX-1 and COX-2 inactivation
(22). miRNAs are newly proposed mediators of the effects of aspirin (23).

In our patient, albuminuria, when treated with low-dose aspirin, was consistently
higher than albuminuria when treated with enalapril alone or the combination of both
drugs. The concomitant use of ACEIs and low-dose aspirin is recommended for any
diabetic patient with microalbuminuria or macroalbuminuria because these drugs
result in renal and cardiovascular benefits (24,25).

Although we did not study the mechanisms described above (changes in renal

hemodynamics or in the glomerular filtration barrier), the design (ABABABABAB) of
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our single case study has successfully proven the efficacy of the combined
treatment with low-dose aspirin and enalapril in the control of proteinuria. Every time
the treatment was retired nephrotic range proteinuria levels reappear. The treatment
has been withdrawn and reintroduced in four occasions, seeing the correlation that
existed between periods of proteinuria up to 5 grams per day (when the patient had
no treatment), to protein levels below 30 mg/24h when the patient was under
treatment with the combination of enalaprii and aspirin. Albeit a putative
pharmacological interaction between AAS and ACEls is plausible, we have not
observed loss of the antiproteinuric properties of the ACElIs in our patient.

Furthermore, secondary effects of these drugs have to be taken into consideration
when dealing with patients. Although in our patient ACEIls have proven to be the
best alternative to steroids, we specifically discussed the different treatment options
with the family, that refused the renal biopsy from the beginning of the follow-up.
When the patient was over tweleve years old, was specifically informed about the
topics related with her treatment. We first informed about the potential risks of
aspirin for Reye’s syndrome whereas child the seasonal influenza vaccine was
administered from the beginning of the treatment with aspirin, and then informed
about the potential teratogenic effect of ACEls in pregnant women (26). Maternal
medication with an ACE inhibitor in the first trimester is associated with increased
risk of a major congenital malformation (27). Consequently, in a young woman with
a future desire to have offspring, we considered the need to explore an alternative
treatment during a potential future pregnancy. Even though the combination of
enalapril plus aspirin was the most successful treatment, a treatment based only on
low-dose aspirin has also proven to control proteinuria levels in a tolerable range
throughout a possible pregnancy. It is important to note that strict monitoring of

patient’s basal proteinuria in absence of ACEIs is mandatory previously to a
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pregnancy, in order to avoid confusers of a possible pre-eclampsia. As when treated
just with low-dose aspirin her albuminuria is significant (aprox. 100 mgr/24h), we
must inform and prevent a possible induction of premature labor in a patient with no
preeclampsia but significant proteinuria due to her renal pathology.

Genetic studies were also performed in the patient’s parents, finding out that the
patient inherited the mutation in XPO5 from her mother. Further studies showed
normal renal function and no significant proteinuria in the mother, thus the detected
mutation in XPOS5 is not the unique factor involved in the etiology of this patient’s
SRNS. Therefore, other factors, such as miRNAs, should be considered. However,
our study supports the combined treatment of enalapril plus low-dose aspirin for the

SRNS due to mutations in the nuclear pore complex (28).

CONCLUSIONS

Identification of an underlying genetic basis of SRNS could have a significant impact
in prognosis and treatment, and initial testing for gene mutation in children with
SRNS may obviate the need for biopsy. XPO5 mutations should be considered in
the pathogenesis of SRNS. We demonstrated a clinical respond to a combined
treatment of ACEls and aspirin. A consistent withdrawal and introduction of the
treatment throughout different child ages shows the importance of these drugs in an

effective control of proteinuria.
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Table 1.- SRNS panel genes classified by their function and possible repercussion.
Extended mutation panel for SRNS including genes and their functions. Only genes
and functions most relevant to the case study are included. Ref. National Center for
Biotechnology Information. 2020. Gene. [ONLINE] Available at:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene. [Acessed 3/15/2020]

Gene Actin Cell-matrix | Slit Mitochondrial | Encoding | Other
function cytoskeleton | interactions | diaphragm function of Porins functions
dynamics and and
podocyte regulators
integrity
Genes ACTN4 ITGA3 NPHS1 coQ2 NUP205 ARHGDIA
ANLN ITGB4 NPHS2 coQe NUPS93 CFH
ARHGAPZ24 LAMB2 PLCE1 PDSS2 XPO35 CRB2
INF2 EMP2 LMX1B CUBN
MYO1E WDR73 PTPRO
WDR73 CD2AFP SCARB2
TRPC6H SMARCALI
WT1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene

O J oy U W

OO OO U U OO BB BB DWWWWWWWWWWNDNDNDNDNDNDNDNNDNNDNNRERRRRRRERERERRE
GO WNREFPOWOWO-JOHUPDd WNEFEFOWOW-TITOHOUPd WNREFPOWOJIOHUDdWNREPEOWOWOJOUPDdWNE OWOWTO U D WNEFE O W

Proteinuria levels and treatment follow-up

>3000
NEPHROTIC RANGE
PROTEINURIA
=
&
)
E 300-3000
=
H
g
&
30-300
030
' | I | Illll n lllllll
2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8

Enalapril »m
Enalapril + Aspirin

Treatment withdrawal »

Prednisone -

Treatment withdrawal »

Enalapril + Aspirin »b

Prednisone + Enalapril + Aspirin

85 9 95 10 105 11 11,5 12 12,5 13 135 14 145 15 1

Age (years)

Enalapril + Aspirin ‘

Treatment withdrawal

Enalapril + Aspirin

Figure 1.- Proteinuria range and treatment follow-up.

Proteinuria (vertical bars) during the follow-up and moments of implementation and

withdrawal of treatment (arrows).

e}

5

Treatment withdrawal

.
@
V.
@

Aspirin

Enalapril + Aspirin

wn
-

=



Table Click here to access/download;Table; TABLE.doc %

Table 1.- SRNS panel genes classified by their function and possible
repercussion.

Extended mutation panel for SRNS including genes and their functions. Only
genes and functions most relevant to the case study are included. Ref. National
Center for Biotechnology Information. 2020. Gene. [ONLINE] Available at:

https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene. [Acessed 3/15/2020]

Gene Actin Cell-matrix | Slit Mitochondrial Encoding Other
function cytoskeleton interactions | diaphragm function of Porins functions
dynamics and and
podocyte regulators
integrity
Genes ACTN4 ITGA3 NPHS1 coQ2 NUP205 ARHGDIA
ANLN 1TGB4 NPHS2 c0Q6 NUPS3 CFH
ARHGAP24 LAMB2 PLCE1 PDSS2 XPOS5 CRB2
INF2 EMP2 LMX1B CUBN
MYO1E WDR73 PTPRO
WDR73 CD2AP SCARB2
TRPC6 SMARCALI
WTI
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