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Cistinosis nefropatica: caso clinico que
ilustra diagnéstico molecular

PAOLA KRALL'*, DANIELA NUALART'"", JEAN GRANDY?

Nephropatic cystinosis: report of one case

Nephropatic cystinosis (NC) is a rare disease associated with pathogenic va-
riants in the CTNS gene, with a common variant that consists of a 57kb-deletion
involving CTNS. Patients with NC that are treated with cysteamine improve
their life quality and expectancy. We report a 12-month-old girl with a poor
growth rate since the 4" month of life. She was admitted to the Hospital with
acute kidney injury, severe dehydration and metabolic acidosis. She was treated
with volume restorative and bicarbonate. Proximal tubulopathy and Fanconi’s
syndrome was diagnosed. Medical treatment improved renal function that was
stabilized in stage 4 chronic kidney disease (CKD). Since infantile NC was sus-
pected, CTNS genetic analysis was considered. Genomic DNA was isolated from
peripheral blood to perform PCR for exons 3-12 in CTNS gene and for the specific
57kb-deletion PCR. Afterwards, variant segregation analysis was performed in
the familiar trio. The genetic analysis showed that the patient was homozygous
for the common 57kb-deletion encompassing CTNS that had been inherited
from her asymptomatic heterozygous parents. The molecular confirmation
allowed genetic counselling for parents and facilitated the access to cysteamine.
Oral treatment with cysteamine resulted in improvement of renal function to
CKD stage 3. After 16 months of treatment the patient shows metabolic stability
and mild recovery of height. Ophthalmologic follow-up detected ocular cystine
crystals 12 months after diagnosis, starting cysteamine drops.
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es una enfermedad autosémica recesiva aso-

ciada a variantes patogénicas en el gen CT-
NS(MIM#606272), codificante para cistinosina,
que funciona como proteina transportadora de
cistina en los lisosomas"?. Cuando la cistinosina
es defectuosa, se acumula cistina que precipita en
forma de cristales, lo que conduce a un deterioro
progresivo de los 6rganos afectados. La frecuencia
de la CN se estima en 1/100.000-200.000 nacidos
vivos y su presentacion clinica es de expresién
variable, destacando los sintomas derivados de la
tubulopatia con el sindrome de Fanconi**. E195%
de los casos de CN se inicia antes de los 6 meses

l acistinosis nefropatica (CN; OMIM#219800)

de vida, que constituye la forma mds severa, dado
que progresa a enfermedad renal crénica (ERC)
terminal en la primera década’.

La CN tiene un manejo sintomdtico de la
ERC vy del sindrome de Fanconi, sin embargo,
actualmente existe un tratamiento especifico
para reducir los niveles de cistina mediante el uso
de cisteamina. Este medicamento fue creado en
1979 y permite la externalizacién de cisteina para
evitar la acumulacién intracelular de cistina® El
uso precoz de cisteamina ha permitido prevenir
significativamente la progresion del dafio renal y
el ingreso a didlisis, mejorando la expectativa de
vida de los pacientes. En Chile no existen registros
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epidemioldgicos sobre la frecuencia de CN en po-
blacién pedidtrica, solo existe el registro de un me-
nor de 15 meses diagnosticado con CN mediante
medicién de concentracién intracelular de cistina
en leucocitos de sangre periférica, quien luego de
2 afos de tratamiento con cisteamina mejoré su
tasa de crecimiento y estabiliz6 su funcién renal,
persistiendo la tubulopatia’.

Espectro de variantes genéticas en CTNS
asociadas a CN

Se han descrito diversas variantes patogéni-
cas en el gen CTNS, que predicen sustituciones
aminoacidicas (missense), codones de término
temprano (nonsense), alteraciones del splicing, asi
como deleciones y duplicaciones®°. Sin embargo,
destaca la alta frecuencia en poblacién europea y
americana, de una delecién de 57kb que abarca
los 10 primeros exones del gen CTNS, causando
nula expresion de la proteina. La frecuencia de esta
variante alcanza a 50% en algunas poblaciones,
probablemente debido a un efecto fundador en
Alemania hace mdas de 1.000 anos*'".

En este articulo se describe una paciente de 12
meses con sospecha de CN, en la que se considerd
realizar un estudio molecular de CTNS para con-
firmar diagndstico, facilitar acceso a cisteamina y
ofrecer asesoramiento genético a los padres.

Caso clinico

Lactante de sexo femenino, peso y talla de RN
de 3.190 kg y 49 cm, respectivamente, primera
gestacién de padres sanos no consanguineos, sin
antecedentes familiares de nefropatias, con emba-
razoy parto normales. En el control en policlinico
destacaba curva de crecimiento aplanada entre los
4y 11 meses. Exdmenes a los 9 meses mostraban
anemia con hematocrito de 26% y creatinina 0,9
mg/dl. A los 12 meses present6 fiebre intermi-
tente, decaimiento y disminucién de la diuresis.
Nuevos exdmenes mostraron hematocrito de
23%, creatinina 3,2 mg/dl, y sin foco infeccioso
clinico. Fue derivada a la Unidad de Cuidados
Intensivos Pediétricos (UCIP) en Hospital Exe-
quiel Gonzélez Cortés, al cual llegé normotensa,
con acidosis metabdlica, hemoglobina de 5,9 g/
dL, deshidratacién severa y poliuria. La ecografia
renal no reveld alteraciones. Se compensd con
transfusién sanguinea. Los valores de creatinine-
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mia disminuyeron hasta 0,9 mg/dl, requiriendo
bicarbonato hasta 10 mEq/kg. Se detecté proteinu-
ria y glucosuria. En su conjunto, los antecedentes
mostraron una tubulopatia renal proximal y ERC
etapa 4 con clearance estimado 25-30 ml/min/1,73,
requiriendo potasio, fésforo, calcio y magnesio.
Dado el comportamiento clinico y confirmacién
de aminoaciduria generalizada, se establecid
diagnéstico de sindrome de Fanconi y continué
en tratamiento de ERC etapa 4. Se sospech6 una
causa primaria congénita y se decidié realizar
estudio molecular del gen CTNS para precisar el
diagnéstico y facilitar uso de cisteamina.

Andlisis genético de los exones 3-12 y delecién
de 57 kb del gen CTNS

Se solicité a los padres la firma de consenti-
miento informado, aprobado por el Comité de
Etica Cientifico del Servicio de Salud Valdivia. El
ADN genémico del trio (padre/madre/probando)
fue extraido de linfocitos de sangre periférica y
analizado por PCR en los exones 3-12 (codifican-
tes) del gen CTNS con perfil 95°C x 3 min; 35 ciclos
de 95°C x 1 min, 55° C x 1 min, 72°C x 1 min; 72°
C x 5 min. Ademads, se analiz6 la delecion de 57
kb, mediante PCR especificas denominadas LDM
(423pb) y del microsatélite D175829 (266 pb) con
perfil 94°C x 15min, 30 ciclos de 94° C x 30 seg,
55°Cx40seg, 72° Cx 1 min; 72° Cx 10 min'. Los
productos de PCR se sometieron a electroforesis
en agaros a 2%.

El ensayo de PCR de los exones 3-12 del gen
CTNS demostr6 una amplificacién correcta en las
muestras del padre y madre del probando (Figura
1). Sin embargo, los exones 3-10 no fueron am-
plificados en el probando, por lo que se evalué la
presencia de la delecién de 57 kb. Esta estrategia
consiste en dos ensayos de PCR: la primera reac-
cién contiene partidores externos de la delecién
(LDM), mientras que la segunda reaccién contiene
partidores internos (D175829). El anélisis permi-
ti6 identificar en la paciente la delecién de 57 kb en
homocigosis. Adicionalmente, se confirmé que los
padres de la paciente son portadores heterocigotos
de la delecién (Figura 2).

Evolucion

Con cisteamina (Cystagon®), la paciente
presentd una buena evolucién clinica mejorando
parcialmente la funcién renal estabilizdindose en
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ERC etapa 3, logrando un manejo metabdlico
satisfactorio y recuperacién de peso y talla. El se-
guimiento oftalmolégico revel6 a los 12 meses de
diagndstico, la presencia de cristales de cistina ocu-
lar, por lo que inicié uso de colirio de cisteamina.

Figura 1. Amplificaciéon por PCR de exones 3-12 de CTNS.
Electroforesis en gel de agarosa de productos PCR del padre
(A), madre (B) y caso indice (Q).
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Comentarios

Este caso constituye el primer reporte de un
paciente con sospecha clinica de CN que es con-
firmado mediante un estudio genético-molecular
realizado en Chile. Si bien existen otros 3 casos de
pacientes chilenos reportados, uno de ellos se con-
firmé mediante medicion de cistina intracelular
en el extranjero y no se dispone de informacién
de estudios moleculares en los otros 2 casos”".

La delecién de 57 kb es comtn en poblacién
europea, de la cual la poblacién chilena es descen-
diente, pues el andlisis de marcadores moleculares
ha demostrado que posee 52% de composicién
genética de origen europeo'. Por lo tanto, resul-
ta razonable priorizar el andlisis de la delecién
para diagnéstico molecular de CN en Chile. En
Latinoamérica, la deleciéon ha sido identificada
en 13/35 pacientes de Brasil y en 3/9 pacientes de
México'>'s.

La literatura destaca un andlisis que compard
centros de paises desarrollados (PD) y de paises
en vias de desarrollo (PVD), entre ellos Chile, y
sugiere que las mayores discrepancias se encuen-
tran en el manejo clinico de la CN: solo 54% de los
pacientes en PVD reciben el firmaco, presentando
una evolucién comparable a la de pacientes en PD
hace 30 afios". El andlisis destaca la importancia de
acceder al tratamiento antes de los 2,5 afios, para
lograr una significativa sobrevida de la funcién
renal. Esto es posible aumentando los esfuerzos

Figura 2. PCR especifica de la delecién 57kb. Electroforesis en
gel de agarosa de productos PCR para LDM y el microsatélite
D175829. En el carril 1: estandar de 100 pb (banda gruesa
500 pb); carril 2: caso indice; carril 3: padre; carril 4: madre;
carril 5: individuo control (no pertenece al grupo familiar).
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para lograr una pesquisa y diagndstico oportuno.
Si bien existen dos métodos para diagnéstico de
CN, analitico y molecular, estos son realizados
en el extranjero y el caso descrito en este articulo
pretende destacar que es viable de implementar
en Chile con un costo accesible.

Consejo genético y diagndstico prenatal

La CN es una enfermedad muy rara, pero las
parejas con antecedentes de hijos con diagndstico
o sospecha de CN debieran poder acceder a un
estudio molecular de precisién para confirmar
diagnoéstico y tener asesoramiento genético, dado
que el riesgo de recurrencia en una nueva gestacién
de padres heterocigotos es 25%. Existe un ndmero
limitado de casos, inferior a 2%, en que solo uno
de los padres es portador de la mutacién, que es
heredada por el hijo afectado y el otro alelo pre-
senta una mutacién de novo, o bien el hijo afectado
tiene una disomia uniparental del alelo afectado.
En ambos casos, el riesgo de recurrencia disminuye
amenos de 1%.

Los sintomas de CN empiezan durante los
primeros meses de vida y la posibilidad de realizar
un diagnéstico temprano en etapa de RN permi-
tiria un monitoreo y terapia sintomatolégica mas
oportunos. Actualmente, si se conoce la alteracién
molecular subyacente, es posible realizar diagnds-
tico prenatal con vellosidades coridnicas o amnio-
centesis, asi como diagndstico preimplantacional.

Manejo terapéutico

La confirmacién de este diagnéstico debiera
acompaiiarse con el acceso universal y oportuno
al tratamiento acorde a la sintomatologia. En
la actualidad, la cisteamina es el tinico firmaco
disponible para el tratamiento de la CN. Ademas
de la férmula en cdpsulas orales, se ha desarro-
llado el formato en colirio para contrarrestar la
acumulacién de cristales en la cérnea y prevenir
la fotofobia'®. A nivel renal, el tratamiento con
cisteamina ha demostrado retardar la progresién
a ERC terminal y, cuando el paciente presenta un
clearence de creatinina menor a 20 ml/m/1,73 m?,
es necesario considerar el trasplante renal. De
acuerdo a la literatura, el trasplante con donante
vivos, incluidos portadores heterocigotos, tiene
buenos resultados, aunque se desarrollardn otras
complicaciones multisistémicas'.

Existen diversas lineas de investigacién que
abren otras posibilidades de terapia en CN, como
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modelos murinos de cistinosis que han respondido
favorablemente al tratamiento con células madre
modificadas genéticamente para reponer la cis-
tinosina®. Asimismo, resulta esencial definir las
bases fisiopatoldgicas de la CN, para identificar
blancos especificos y disminuir o revertir el dafio
celular®.
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