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ARTICLE 1 - RESEARCH

ABSTRACT

Nephronophthisis is a hereditary kidney disease with considerable phenotypic variability,
characterized by chronic tubulointerstitial nephritis and progression to end-stage renal
disease. Approximately 20 genes are associated with either isolated (80-90%) or syndromic
(10-20%) forms, most of which follow an autosomal recessive inheritance pattern. This study
presents the case of an 11-year-old patient, born to healthy non-consanguineous parents,
with chronic renal failure of unknown etiology, associated with polycystic kidney disease.
A genomic analysis was performed with the aim of detecting single nucleotide variants and
copy number variants in a gene panel associated with the clinical suspicion. Two variants
in the NPHP1 gene were identified in a compound heterozygous state: the c.1897_1906del
p-(Thr633LeufsTer37) variant and a deletion involving the entire gene. These findings
suggested juvenile nephronophthisis associated with NPHP1 as the most likely etiological
diagnosis for this patient. For the final classification of the genetic variants, family
segregation information and phenotypic data were integrated, implementing the ClinGen
and ACMG/AMP guidelines, allowing an accurate interpretation of their pathogenicity.

Key words: bioinformatic algorithms, classification guidelines, genomic analyses, nephronophthisis

RESUMEN

La nefronoptisis es una enfermedad renal hereditaria con gran variabilidad fenotipica, que
se caracteriza por nefritis tubulointersticial crénica y progresién hacia enfermedad renal
terminal. Alrededor de 20 genes se asocian a formas aisladas (80-90%) o sindromicas (10-
20%), en su mayoria de herencia autosdmica recesiva. En este estudio se presenta el caso de
un paciente de 11 afios, hijo de padres sanos no consanguineos, con insuficienciarenal crénica
de etiologia desconocida, asociada a poliquistosis renal. Se realiz6 un analisis genémico con
el objetivo de detectar variantes de nucledtido Ginico y variantes en el nimero de copias en un
panel de genes asociado a la sospecha clinica. Se identificaron dos variantes en heterocigosis
compuesta en el gen NPHP1: la variante c.1897_1906del p.(Thr633LeufsTer37), y una
delecién que involucraba al gen completo. Estos hallazgos sugirieron nefronoptisis juvenil
asociada a NPHP1 como diagndstico etioldgico mas probable para este paciente. Para la
clasificacion final de las variantes genéticas, se integré informacion de segregacion familiar
y datos fenotipicos, implementando las guias de ClinGen y ACMG/AMP, lo cual permitié
establecer una interpretacién precisa de su patogenicidad.

Palabras clave: algoritmos bioinformaticos, analisis gendmicos, guias de clasificacion, nefronoptisis
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REPORTE DE UN CASO CLINICO CON DELECIONES EN NPHPI

INTRODUCCION

La nefronoptisis (NFP, OMIM 26100) es una enfermedad
renal quistica autosdmica recesiva, y una de las causas
genéticas mas frecuentes de insuficiencia renal en
nifios/as y adultos jovenes (Wolf, 2015). Los sintomas
clinicos tipicos incluyen poliuria, polidipsia, alteracion
de la reabsorcién de sodio resultante en hipovolemia
e hiponatremia, nefritis tubulointersticial crénica
y progresion a enfermedad renal terminal (ERT)
tipicamente antes de los 30 afios; aunque también se
han informado apariciones mas tardias. La NFP se
sospecha en ausencia de anomalias congénitas de los
rifilones y/o del tracto urinario, y cuando se presentan
signos o sintomas de enfermedad renal glomerular.
La ecografia renal en los estadios iniciales es normal,
o revela cambios inespecificos con un aumento de la
ecogenicidad renal, y en la enfermedad renal avanzada
se muestra una pobre diferenciacion corticomedular;
los quistes corticomedulares aparecen en el 70% de los
pacientes. En el momento de la presentacion inicial,
aproximadamente el 80%-90% de las personas con
nefronoptisis parecen tener NFP aislada (es decir, todos
los hallazgos clinicos evidentes son secundarios a la
disfuncién renal), y aproximadamente entre 10%-20%
de las personas tienen manifestaciones extrarrenales,
que pueden ser indicativas de un cuadro sindrémico
(Stokman et al.,, 2023). Estos sindromes presentan
caracteristicas como retinitis pigmentosa (sindrome
Senior-Loken, MIM: 266900) o hipoplasia del vermis
cerebeloso y otras anomalias multiorganicas (sindrome
de Joubert, MIM: 609583). Otras caracteristicas
extrarrenales incluyen fibrosis hepatica, paralisis de la
mirada, situs inversus y defectos esqueléticos (Simms et
al,, 2011).

Se reconocen dos fenotipos clinicos generales basados
en la edad de inicio para la NFP: un fenotipo de inicio
infantil y, mas comtiinmente, un espectro fenotipico de
inicio juvenil, adolescente o adulto. Sin embargo, existe
gran variabilidad inter e intrafamiliar, principalmente
en la tasa de progresion a ERT (Konig et al., 2017; Gupta
et al., 2021; Stokman et al., 2023).

La prevalencia de esta enfermedad poco frecuente
es desconocida. Sin embargo, la incidencia estimada de
NFP en Norteamérica es de entre 1/50.000 a 1/100.000
(Luo vy Tao, 2018). Ademas, es la responsable de entre
el 2,4-15% de casos de ERT en la infancia. No existe
tratamiento especifico, por lo que el abordaje se basa en
el manejo de la insuficiencia renal cronicay el trasplante
renal oportuno (Pitén et al., 2022).

El diagnoéstico de NFP se basa en las manifestaciones
clinicas y se confirma con una prueba genética positiva.
El papel de la biopsia renal en el diagnoéstico sigue
siendo motivo de debate (Luo et al., 2018). A la fecha,
se han identificado variantes genéticas causantes
de esta patologia en 21 genes en el 50-60% de los

individuos afectados con nefronoptisis. La mayoria de
estos genes codifican proteinas ciliares agrupadas en
diferentes localizaciones subcelulares. Dentro de estos,
se encuentran genes mayormente asociados con NFP,
como NPHPi, NPHP4, CEP29o, IQCB1, TMEMG67, INVS,
NPHP3 y genes poco frecuentes asociados a NFP, como
ADAMTS9, ANKS6, CEP83, CEP164, DCDC2, GLIS2, IFT172,
MAPKBP1, NEK8, RPGRIP1L, SDCCAG8, TTC21B, WDR19 y
ZNF423 (Gupta et al., 2021).

Dentro de los casos de NFP juvenil, entre el 20 y 25%
poseen mutaciones que causan pérdida de funcién
en el gen NPHP1. Este gen codifica para la proteina
nefrocistina-1, la cual se expresa principalmente en
las células epiteliales ureterales y en los precursores
tubulares del rifién (Lindstréom et al., 2018), y se localiza
en la zona de transicion de la base ciliar. Esta proteina
desempeila un rol fundamental en la morfologia
adecuada de los cilios (Adamiok-Ostrowska y Piekietko-
Witkowska, 2020),ysehademostradoquelasmutaciones
en este gen alteran su estructura y funcién (Leggatt et
al., 2023). La expresion a nivel proteico es anormal en
células traqueales de pacientes con nefronoptisis, y las
células derivadas presentan algunas anomalias sutiles
de la motilidad ciliar (Fliegauf et al., 2006).

Existen numerosos informes tanto de deleciones
homocigotas como de variantes heterocigotas
compuestas (Otto et al., 2008; Halbritter et al., 2013),
ocasionadas por una variante de pérdida de funcién
junto a una segunda variante, incluyendo aquellas
del tipo missense (Caridi et al., 2006; Otto et al., 2008;
Halbritter et al., 2013).

A continuacién, se describe el caso clinico de un
nifio con diagndstico presuntivo de nefronoptisis de
presentacion infantil.

Presentacion del caso

Se presenta al Hospital Pediatrico Dr. Humberto Notti
de Mendoza, un nifio de 11 afios y seis meses, con
insuficiencia renal crénica de origen desconocido
asociada a poliquistosis renal. Se trata del quinto hijo de
una hermandad de seis, de una pareja referida sana no
consanguinea. No se rescatan antecedentes familiares
renales u otro antecedente de relevancia (Figura 1). El
paciente comienza seguimiento multidisciplinario en
el mencionado nosocomio desde 2021, por detencion
del crecimiento, enuresis secundaria, palidez, astenia y
dolor 6seo, con diagnéstico de anemia y fallo renal. Se
constata al examen fisico sin dismorfias, baja talla (121,8
cm; percentil <3y DE: -2,91) y bajo peso (22 kg; percentil
<3y DE: -2,92) con neurodesarrollo acorde a edad.

En su ingreso hospitalario se realizaron mdultiples
estudios complementarios. Los estudios ecograficos
revelaron ecogenicidad aumentada y multiples imagenes
quisticas en ambos rifiones (Figura 2). Los valores de
laboratorio (Hto: 22%, Hb: 7,3 g/dL, creatinina: 6,53 mg/
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Figura 1. Genealogia. Pedigree de la familia del probando. Con la flecha se sefiala el paciente en estudio.
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Figura 2. Ecografia renal. Se evidencian quistes pequefos entre corteza y médula en

ambos rinones, sefalados con flechas.

dL, clearance de creatinina: 10 ml/min/1,73m?, uremia:
2,32g/1, K: 4,2 mEq/L, Na: 143 mEq/L, Cl: 91 mEq/L, Ca:
6,9 mg/dL, P: 4,91 mg/dL, Mg: 1,98 mg/dL, estado acido
base -EAB- venoso: pH: 7,19 - PCO,: 29,7 mmHs - HCO;:
11,6 mmol/l, hormona paratiroidea -PTH: 964 ng/dL,
en orina de 24 h: proteinuria: 16 mg/kg/dia, densidad
urinaria: 1006) fueron compatibles con insuficiencia
renal cronica con requerimiento de terapia de reemplazo
renal mediante Dialisis Peritoneal Continua Ambulatoria
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(DPCA) hasta su trasplante renal con buena respuesta. El
fenotipo clinico y los estudios de imagenes orientaron a
la sospecha clinica de nefronoptisis.

El objetivo de este estudio fue analizar genes
especificos asociados a nefronoptisis en un paciente
con sospecha clinica, empleando diversos métodos
diagndsticos. La caracterizacion molecular de la
enfermedad contribuira a un mejor abordaje terapéutico
y al asesoramiento genético familiar.
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MATERIALES Y METODOS

Bajo previo consentimiento informado para la
realizacion del estudio genémico, se procedi6 a la toma
de muestra sanguinea y extracciéon de ADN. Se realiz6
secuenciacién masiva o Next Generation Sequencing (SM
0 NGS) de exoma completo utilizando el kit de captura
Agilent Sure Select V7. Posteriormente a la secuenciacion,
se realizd el procesamiento bioinformatico de las
lecturas, incluyendo el mapeo y el llamado de variantes
mediante la herramienta ‘“HaplotypeCaller” del Genome
Analysis Toolkit (GATK), lo que posibilitd la generacion
de un archivo en formato VCF. Las variantes fueron
anotadas utilizando los paquetes SnpEff/SnpSift, lo
que posibilité vincular cada variante con informacion
biolégica proveniente de bases de datos externas.
Finalmente, se procedi6 a la priorizacion de variantes
en genes candidatos asociados con la nefronoptisis y sus
diagnosticos diferenciales: AHI1, ANKS6, ARMC/, ARL13B,
ARL6, BoD1, BgD2, BBS1, BBS10, BBS12, BBS2, BBS4, BBS5,
BBS7, BBS9, CC2D2A, CCDC103, CCDC39, CCDC40, CCDC65,
CCNO, CEP104, CEP120, CEP164, CEP290, CEP41, CSPP1,
C21o0rf59, Cs0rf42,CCDC114, CCDCi51, DYX1Ci, DCDC2,
DNAAF1, DNAAF2, DNAAF3, DNAH1, DNAH11, DNAHS5,
DNAHS, DNAI1, DNAI2, DNAL1, DRC1, DYNC2H1, EVC, EVC2,
GASS8, GLIS2, IFT122, IFT14o0, IFT172, IFT80, INPP5E, INVS,
IQCB1, KIAA0586, KIF7, LRRC6, MCIDAS, MKKS, MKS1,
NEK1, NEK8, NMES8, NPHP1, NPHP3, NPHP4, OFD1, PKD2,
PKHD1, RPGR, RPGRIP1L, RSPH1, RSPH3, RSPH4A, RSPHo,
SDCCAGS, SPAG1, TCTNi, TCTN2, TCTN3, TMEMi38,
TMEM216, TMEM231, TMEM237, TMEMé67, TRIM32,
TTC21B, TTC8, WDPCP, WDR19, WDR34, WDR35, WDR60
ZMYND10, ZNF423.

Para el screening de Variantes en el Niimero de Copias
(o CNVs, del inglés copy number variants) se utilizaron
los algoritmos bioinformaticos DECoN y ONCOCNV.

Las variantes candidatas fueron clasificadas a partir
de las guias de ACMG/AMP (Richards et al., 2015) y las
actualizaciones y recomendaciones de ClinGen (https://
clinicalgenome.org/working-groups/sequence-
variant-interpretation/) en el caso de variantes
puntuales (SNVs, del inglés single nucleotide variants)
y pequefias inserciones y deleciones (indels, del inglés
insertions and deletions) y las recomendaciones y guias
del ACMG-ClinGen (Riggs et al., 2020) en el caso de las
CNVs.

Los hallazgos detectados a través de la secuenciacion
exémica fueron validados. La variante de secuencia,
que consistia en una delecién de 10 pb, se confirmd
por secuenciacién por Sanger siguiendo el protocolo
de Soliman et al. (2012). Los cebadores se disefiaron
utilizando Primer-BLAST (Ye et al., 2012). La secuencia
de los cebadores utilizados se detalla en la Tabla 1. Las
amplificaciones de ADN se realizaron en reacciones de
50 nl, utilizando la ADN polimerasa PFU (Inbio Highway,
Argentina). Los productos de PCR se purificaron en un
gel de agarosa utilizando el kit de recuperaciéon de ADN
PuriPrep-GP Kit (Inbio Highway) y fueron secuenciados.
La delecion, que involucraba aparentemente a todo el
gen, fue confirmada mediante un experimento disefiado
especificamente por PCR en tiempo real cuantitativa
(qPCR) para determinar la dosis alélica del gen NPHP1.
Esto se realizd bajo la inspiracion del protocolo
empleado por Chen et al. (2020) con un cambio en el
disefio de cebadores. Los oligonucleétidos se encuentran
descriptosenlaTabla2. Lasamplificacionesserealizaron
utilizando el kit GoTaq qPCR Master Mix (Promega, WI,
EEUU). Las condiciones de ciclado térmico estuvieron
compuestas por: 2 min a 50 °C, seguido de un paso
inicial de desnaturalizacion durante 10 min a 95 °C, 40
ciclos de 15 s a 95 °C y 1 min a 60 °C. Los experimentos
se llevaron a cabo por duplicado. La cuantificacion

Tabla 1. Secuencia de los cebadores para confirmar la pequena delecion de 10 pb del gen NPHPI.

Cebador Secuencia 5'-3’
Forward AATGGCACCCTCCATCCTAC
Reverse TGAAAAGGCAAAAGCGACTCTGT

Tabla 2. Secuencia de los cebadores para confirmar la delecion del gen NPHPI completo.

Cebador

Secuencia 5'-3’

Forward (delecion)

Reverse (para ambos)

CCAGAAGGTGACGCCATCG
AGTGACAGTATGGAACAGAACCA

Lugones A.C. et al. BAG XXXVI (1): 9-18; Jan.-July 2025.
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relativa en la expresion génica se determiné utilizando
el método 224¢t (Livak y Schmittgen, 2001). Utilizando
este método, se obtuvieron los cambios en la expresion
génica normalizados a un gen de control interno, GAPDH.

RESULTADOS
Diagndstico Genético

En primer lugar, el analisis de los datos de secuencia-
cion del exoma completo del caso permitié identificar a
la variante NM_ 001128178.3:¢c.1897_1906del - p.(Thr-
633LeufsTer37) en el gen NPHP1 en aparente homocigo-
sis. Se trata de una delecidn de 10 pb que se predice que
causa un corrimiento del marco de lectura con la poste-
rior apariciéon de un codén stop prematuro. La variante
se clasificd en primera instancia (agosto de 2022) como
de significado incierto (VUS) aplicando los siguien-
tes criterios segun las guias mencionadas previamente
(Richards et al., 2015):

- Variante que resulta en la pérdida de menos del 10%
de la proteina, se predice que escapa al mecanismo
NMD (Nonsense Mediated Decay) vy la pérdida de funcién
proteica constituye un mecanismo conocido asociado al
desarrollo de patogenicidad en este gen (criterio PVS1__
Moderate).

- Variante que posee baja frecuencia poblacional en la
basededatosde gnomAD 4.1(sinreportede homocigotas,
criterio PM2_ Supporting).

Ademas, al no encontrarse descripta en la literatura,
fue considerada una variante novel. Sin embargo, el 15 de
julio del 2023 un laboratorio reportd dicha variante como
probablemente patogénica en la base de datos clinica
ClinVar, aunque sin ningtin tipo de descripcion adicional.

Dado que no se presentaba consanguinidad en la

Lugones A.C. et al. BAG XXXVI (1): 9-18; Jan.-July 2025.

familia y se trataba de una enfermedad poco frecuente,
la probabilidad de que el paciente hubiera heredado la
misma mutacion de ambos padres era baja. Ademas, la
técnica de secuenciacion exdmica utilizada en este caso
no permite detectar con precisién deleciones de gran
tamafio. Por ello, se decidi6 ampliar la investigacion
mediante una metodologia més adecuada para confirmar
la presencia de la variante en homocigosis. Asimismo, en
la literatura existen reportes de CNVs en este gen, lo que
reforzo la importancia de profundizar en la evaluacion
del caso. De esta manera, el analisis bioinformatico de
CNVs a partir de los datos del exoma completo, permitid
detectar una delecion en el otro alelo, que involucraba al
gen completo de 81.217 pb aproximadamente (Figura 3).
Para esta delecion, de acuerdo a las normas de HGVS e
ISCN, se utiliza la siguiente nomenclatura:

seq[GRCh38] del(2)(q13q13) NC_000002.12:8.
(?_110.123.799) (110.205.016_ ?)del.

Dicha delecién se identifico en heterocigosis en
el brazo largo del cromosoma 2. La regién gendmica
involucrada en este rearreglo se inicia en la posicién
110.123.799 y tiene un extremo final en la posicion
110.205.016 aproximadamente, resultando en una
monosomia parcial del cromosoma 2 de alrededor de
0,08 Mb (los puntos de ruptura son aproximados debido
alas limitaciones de la metodologia de andlisis).

Lavariante se clasific6 como patogénica, aplicando los
siguientes criterios, basados en las guias mencionadas
previamente (Riggs et al., 2020):

- La delecién hallada incluye genes codificantes
de proteinas u otros elementos funcionalmente
importantes conocidos (criterios 14A; 3A).

- Se trata de una variante que solapa completamente
con una region gendmica recurrente establecida como
haploinsuficiente (criterio 24).

Cecturas promedio de cada region (n' oe leciuras)
.
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Figura 3. Grdafico de puntos que representa la profundidad promedio de lectura del gen NPHPT y sus genes vecinos. Las
lecturas del probando se muestran como puntos azules, mientras que las de los controles (individuos sanos) se representan
con cruces grises. Se observa una disminucion notable en la profundidad de lecturas en la region correspondiente al gen
NPHPI en la muestra del probando (indicada con puntos rojos), en comparacion con los controles (Cl a C5). Cada punto

refleja el nUmero de lecturas por regién dentro del kit de captura.
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- No se dispone de informacién sobre la herencia o
ésta es poco informativa. El fenotipo del paciente no es
especifico, pero es consistente con lo que se ha descrito
en casos similares (criterio 5G).

Cabe destacar que se estudiaron otras variantes
tanto de secuencia como en el nimero de copias en
genes asociados al diagnéstico presuntivo, las cuales
resultaron no poseer significancia clinica para el caso,
descartando otras posibles causas genéticas.

Finalmente, los hallazgos del analisis del exoma
completo sugirieron que el diagndstico etioldgico para
este cuadro clinico era nefronoptisis juvenil asociada a
NPHP1, de herencia autosémica recesiva.

Confirmacion de las variantes por métodos alternativos
Confirmacion de la SNV

En virtud de los hallazgos obtenidos a partir del
experimento de secuenciacion masiva, se procedid
a realizar la confirmaciéon de ambas variantes por
métodos alternativos. Como se muestra en la Figura 4, la
secuenciacion por Sanger confirmé la presencia de una
delecién de 10 pb en el gen NPHP:. Sin embargo, a pesar
de tratarse de una delecién que deberia alterar el marco
de lectura, no se observd un corrimiento en el mismo,
sugiriendo un alelo en homocigosis.

Confirmacion de la CNV

El experimento de qPCR, disefiado para detectar la
delecion que involucraba al gen completo, permitié
confirmar que efectivamente el gen NPHP1 en el
paciente presentaba menos dosis alélica comparada con
la muestra control (Figura 5). Cabe destacar que esta
técnica no permite definir exactamente los puntos de
ruptura de esta variante, pero sugirié que probablemente
se extienda mas alla de los extremos del gen.
Finalmente, mediante = ambos  experimentos
(secuenciacion por Sanger para la pequeiia delecion y qPCR
paraladelecion del alelo completo) se evidencié que ambas
variantes estaban presentes en el paciente estudiado, en la
configuracién alélica exhibida en la Figura 6.

Segregacion de variantes

Para evaluar la segregacion de las variantes en la familia,
se estudiaron a la madre y a las dos mujeres menores de
la hermandad. Los resultados del experimento de qPCR
mostraron que la delecién del gen completo estaba
presente Unicamente en el probando y no se detectd
en ninguna de sus familiares sanas evaluadas, ya que
presentaron dosis alélica similar al control (Figura 7A).
Es importante mencionar, que no fue posible estudiar
al padre del paciente (por haber fallecido en 2020, sin
referencia de patologia relacionada a la del probando) ni
al resto de sus hermanos.

TGGAAAGTTATC JACTGACTTCC|TTAAGCAAAACCAAGAA

Figura 4. Electroferograma de la secuenciacion por Sanger del probando correspondiente a la region del exon 20 donde
se detecto la pequena delecion por NGS. Se observa una delecion homocigota de 10 pares de bases, sin evidencia de
corrimiento en el marco de lectura. La flecha sefala la ubicacion precisa de la delecion: NC_000002.12:g.110123920_110123929del

(NM_001128178.3:c.1897_1906del).
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Figura 5. Cuantificacion alélica mediante gPCR. Se observa
una disminucién en la dosis alélica del probando en
comparacion con el control (individuo sano). El gen GAPDH se
utilizé como control endégeno (housekeeping). El ensayo se
realizé por duplicado.

En cuanto a la delecién de 10 pb, se confirmé por
secuenciacion de Sanger que tanto la madre como una
de las hermanas del probando eran portadoras sanas
(Figura 7B), lo que es consistente con un patron de
herencia autosémica recesiva.

Reclasificacion de las variantes

Luego del estudio de los familiares disponibles, se
procedié a reclasificar las variantes detectadas en el
paciente. En relacion a la delecién g.(?_110.123.799)__

Secuencia WT: TGGAAAGT I.-‘\']'('!.\(."I GACTTCC|TTA

Secuencia mutada: TGGAAAG I"[':\'I'L‘}'I TAAGCAAAACCAAGAA
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(110.205.016__?)del, la herencia resulté no informativa.
Si bien la clasificacién inicial (agosto de 2022) de la
variante fue patogénica, no se adicionaron criterios
extra.

En cuanto a la variante ¢.1897_1906del, inicialmente
clasificada como de significado incierto en agosto de
2022, dos criterios fueron reevaluados. Por un lado,
se analiz6 la segregacion familiar para determinar
si se podria aplicar el criterio PP1 (proveniente de la
guia de ACMG/AMP para la clasificaciéon de variantes:
cosegregacion con enfermedad en muiiltiples miembros de
la familia afectados en un gen que se sabe definitivamente
causa la enfermedad). A partir de las especificaciones por
expertos para sordera, como modelo de aplicacién de los
criterios ACMG/AMP para enfermedades autosémicas
recesivas, la variante alcanzo6 un puntaje de 0,25 (Oza et
al., 2018). Con ello, la variante no consiguié el valor del
nivel inferior para la aplicacion del criterio PP1, por lo
tanto, no se aplicé. Por otro lado, la variante se encontrd
en un paciente acompafiado de una variante patogénica
(CNV descripta en este estudio), situacién aplicable al
criterio PM3 (criterio proveniente de la guia ACMG/
AMP: para trastornos recesivos, detectados en trans con
una variante patogénica). La variante fue identificada en
trans, confirmada mediante los experimentos de qPCR
y secuenciacion de Sanger, analisis que corroboraron la
presencia de dos alelos distintos. Por lo tanto, de acuerdo
con las especificaciones del SVI Clingen para PM3, la
variante alcanzé un valor de 1 punto y se aplic el criterio
PM3 con la fuerza moderada por defecto. Con ese puntaje,
la variante mantuvo su clasificacién de VUS. Asimismo,
se analiz6 la alta probabilidad a posteriori (PostP) de

Del 10 Pb

El

(8]

Del gen completo

c P

Figura 6. Visualizacion del disefio del experimento. Se observa el esquema de la configuracion alélica de las
dos deleciones detectadas en base a ambos experimentos, Sanger y gPCR.
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Figura 7. A- Cuantificacion alélica obtenida a partir de gPCR. El ensayo fue realizado por duplicado. C: Control, P: Probando,
I115: Hermana 1, llI7: Hermana 2, 113: Madre. B- Electroferogramas de la secuenciacion por Sanger de la delecion pequeha del

gen NPHPI. P: Probando, llI5: Hermana 1, llI7: Hermana 2, 113: Madre.

que la variante fuera la causante de la enfermedad, ya
que se evaluaron otras causas genéticas de la patologia
(estudio de Panel de Genes asociados a nefronoptisis) y
éstas fueron descartadas. Con lo cual, en una discusion
multidisciplinaria con los médicos tratantes, se convino
que, tanto por la evoluciéon del paciente como por el
fenotipo especifico manifestado, la nefronoptisis por
NPHP1 resulté ser la causa mas plausible. Asimismo, la
evidencia indirecta (no presentar variantes patogénicas
o probablemente patogénicas en otro loci) apoyé la
asignacion de patogenicidad de las variantes en un locus
especifico. Por lo tanto, de forma conservadora se aplicd
el criterio PPy (criterio de la guia ACMG/AMP: el fenotipo
del paciente o los antecedentes familiares son altamente
especificos de una enfermedad con una tnica etiologia
genética) en su fuerza por defecto de “Supporting”
(Biesecker, 2024).

Finalmente, la delecién de 10 pb en el gen NPHP1 se
reclasific6 sumando los siguientes criterios: PVS1_
Moderate, PM2_ Supporting, PM3, PP4; alcanzando un
valor de acuerdo al modelo de Tavtigian et al. (2020) de
6 puntos, clasificacion de probablemente patogénica
(noviembre de 2024).

Tratamiento, evolucion y sequimiento

Desde el punto de vista clinico, el paciente recibié un
trasplante renal en marzo de 2023 y ha evolucionado

favorablemente con buena adherencia a controles
y tratamiento, manteniendo en la actualidad su
funcién renal conservada. Se encuentra recibiendo la
inmunosupresién indicada por el trasplante (tacrolimus,
micofenolato sddico y meprednisona, esta Gltima a dosis
baja). No ha presentado episodios de rechazo.

En los aflos post trasplante no ha sufrido episodios de
infecciones urinarias, uno de los principales indicadores
de patologia urolbgica. Tampoco se ha evidenciado
proteinuria en los andlisis de orina, manifestacién que
puede asociarse a recurrencia de glomerulopatia. Estos
datos refuerzan el diagnéstico de nefronoptisis como
causa de la enfermedad renal que lo llevé a cronicidad y
terminalidad.

Luego del trasplante y a raiz de los resultados
obtenidos del estudio genético, el paciente fue valorado
por oftalmologia, con resultados de fondo de ojos
normal y retina sin particularidades, sin presencia de
signos sugestivos de retinosis pigmentaria hasta la
fecha. Queda atn pendiente el electrorretinograma.

DISCUSION

Dentro de las patologias renales de origen genético, la
nefronoptisis es una de las causas mas frecuentes de
insuficiencia renal (Arango, 2023). Sin lugar a dudas,
obtener un diagnéstico preciso permite un seguimiento
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y asesoramiento oportuno del paciente. La importancia
de estudiar genéticamente a estos pacientes es crucial
para practicar una verdadera medicina personalizada.

Dentro de los genes asociados a esta enfermedad,
NPHP1 resulta un gen desafiante a la hora de ser
estudiado, no sélo por su longitud sino porque en sus
extremos contiene regiones repetitivas que impiden
un correcto mapeo/alineamiento con el genoma de
referencia.

En la bibliografia, se ha sefialado que los diagndsticos
clinicos de pacientes con deleciones en NPHP1 presentan
un riesgo significativo de subdiagnéstico de la
enfermedad asociada en la practica clinica (Snoek et al.,
2018).

Por otro lado, es importante destacar el valioso
significado de seguir profundizando en variantes que
despiertan interés. En este caso particular, se analizé a
un paciente con una variante en aparente homocigosis
detectada por secuenciacion masiva. La evidencia indica
que cuando se detectan variantes en homocigosis sin
antecedentes de consanguinidad, es altamente probable
estar ante la presencia de una deleciéon solapante del
otro alelo. Esto derivé en el estudio de deleciones en el
gen completo, descritas en la literatura para NPHP1, con
lo cual se descartd la primera hipétesis, que consistia
en que la variante estuviera en homocigosis y llevé a
proponer un modelo de heterocigosis compuesta de una
delecién de 10 pb y una de aproximadamente 0,08 Mb en
el otro alelo.

Es importante estudiar la presencia de CNVs al
identificar variantes raras en homocigosis cuando
no se refiere consanguinidad o pertenencia a una
comunidad cerrada. Los algoritmos bioinformaticos,
como los mencionados en materiales y métodos, para
la deteccion de CNVs pudieron certificar que la nueva
hipétesis planteada era correcta. Sin embargo, estos
no dejan de ser un cribado que debe ser confirmado
por una técnica Gold Standard. Lo recomendado para
estos casos es realizar un estudio de MLPA (Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification) o Array CGH
(Comparative Genomic Hybridization). Debido a la falta
de cobertura por la obra social del paciente y al alto
costo de este tipo de estudios, se optd por un método
alternativo para poder confirmar la aparente delecion
del gen completo que los algoritmos informaticos
detectaron en una primera instancia. Es asi que, bajo
la inspiracion del gran trabajo de Chen et al. (2020), se
logré verificar a través de una qPCR que efectivamente
unodelosdosalelosestabacompletamente delecionado.
Es importante sefialar que, para una caracterizacion
completa del paciente, seria ideal complementar
este andlisis con técnicas validadas para establecer
genotipos complejos como el presente caso.

Se estudiaron también a los familiares del probando
para poder evaluar la segregaciéon de ambas variantes
en la familia. Esto result6 de vital importancia, ya
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que permitio reclasificar a las variantes y sumar mas
evidencia que apoyara un diagndstico genético. De
todas maneras, el estudio funcional de la delecion
de 10 pb, seria de utilidad para poder sumar atin mas
evidencia. Asimismo, en este trabajo se ha demostrado
la manera de utilizar las herramientas bioinformaticas
en combinacidn con técnicas moleculares para arribar a
un diagnéstico confiable.

Por otro lado, se ha realizado una implementacion
rigurosa de las guias de ACMG/AMP, las revisiones
por ClinGen y paneles de expertos para la clasificacion
de las variantes detectadas. Estas herramientas de
interpretacion del diagnéstico son indispensables para
el abordaje posterior del tratamiento y seguimiento del
paciente.

Finalmente, y a modo de conclusién, en pacientes
con fenotipos asociados a tan amplia heterogeneidad
genética y fenotipica, la identificacion de la etiologia
genética del cuadro permite establecer un prondstico,
adecuar el seguimiento y el eventual tratamiento
especifico. La comunicacién fluida y el intercambio
entre los médicos tratantes y el equipo de diagnéstico es
fundamental para alcanzar mejores resultados para los
pacientes y sus familias.
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