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al de la construccién de un edificio, de tal modo que

el primer ladrillo es necesario para que se coloque des-
pués el segundo y, sobre este, un tercero, y asi sucesivamente
hasta llegar lo mds cerca posible del final. En el caso de las
tubulopatias, esa «construccion» fue harto dificultosa porque
se requeria una cumplida comprension de la fisiologia tubular
renal, que se amplificé sobremanera cuando se desarrollaron
las técnicas de biologia molecular. Algunos peldafios de la
historia del conocimiento de la hipomagnesemia familiar con
hipercalciuria y nefrocalcinosis (HFHN) se han colocado y
escrito en Espafia. Esta es la historia.

E 1 conocimiento de las enfermedades podria equipararse

SOBRE LA DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD Y
ALGUNOS DE LOS NOMBRES CON LOS QUE SE
NOMINO CUANDO AUN NO SE SABIA SI SE TRATABA
DE UNA ENTIDAD INDIVIDUALIZADA. LOS PRIMEROS
CASOS PUBLICADOS EN ESPANA

Aunque no se citan anomalfas oculares, es posible que
tres trabajos aparecidos a finales de los sesenta y en los
afios setenta contuvieran los primeros casos publicados de
HFHN'3. En 1969, Alfrey y Jenkins escribieron el resumen
clinico de un varén de 16 afios que padecia tetania desde
los cinco!. La magnesemia era muy reducida (0,8 mg/dl),
y el aclaramiento de magnesio, elevado para el grado de
magnesemia (10 ml/min). El joven tenia nefrocalcinosis
radiolégica y poliuria demostrada por un defecto de
concentracion resistente a la pitresina (260 mOsm/l),
lo que parecia contribuir a la hipopotasemia existente
(2,5-3,2 mEq/1), dado el hiperaldosteronismo secundario.
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No habfia hipercalciuria, pero el paciente mostraba datos
compatibles con insuficiencia renal (79 ml/min). En 1972,
Michelis et al. publicaron un articulo basado en los datos
de dos hermanos con nefrocalcinosis, poliuria resistente a
vasopresina e hipomagnesemia (1,1-1,2 mEq/l) secundaria
a una pérdida tubular; uno de ellos padecia convulsiones?.
La bicarbonatemia del primero de los hermanos era reducida
(19 mEq/l) con una cloremia ligeramente elevada (112
mEq/1), pero los valores del otro hermano (22 mEq/l y 105
mEq/l, respectivamente) eran normales. En la prueba de
acidificacion con cloruro aménico el pH urinario se redujo
a 5,5y 5.4, respectivamente, por lo que, sensu stricto, solo
podian tener una acidosis tubular renal distal incompleta®. Es
posible que el primero de los hermanos tuviera una pérdida
proximal de bicarbonato. En todo caso, el tratamiento con
sales alcalinas no influyé en los niveles de magnesemia.
En el tercero de los articulos primigenios, se cita que los
hermanos afectos tenfan una acidosis tubular incompleta
e hipocitraturia, insuficiencia renal moderada y datos
similares a los ya citados®. Es llamativo que algunos de esos
primeros pacientes padecieran pielonefritis agudas?3.

En 1979, aparecid el primer articulo en el que se relaciond la
hipercalciuria con el coloboma macular bilateral*. Sus autores
creyeron que estaban ante una nueva variante del sindrome
oculo-renal, por tener algunas concordancias con el sindro-
me de Lowe. Uno de los dos hermanos, pertenecientes a una
familia consanguinea, tenfa asimismo una pérdida moderada
tubular proximal de bicarbonato. Al coloboma se afladia una
degeneracion tapeto-retiniana.

En la Reunion Nacional de Nefrologfa Pedidtrica correspon-
diente a ese mismo afio (Oviedo, 1979), el Grupo de Zaragoza
presenté los dos primeros casos espafioles de «Hipercalciu-
ria idiopdtica renal. Asociacion con coloboma macular»®. Se
sospechd que la hipercalciuria era de origen renal porque el
cociente calcio/creatinina no se modifico tras una sobrecarga
oral de calcio. Los nifios, ademads del coloboma, tenfan mio-
pfa y nistagmo.
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En los afios ochenta y hasta mediados de los noventa se pu-
blicaron bastantes articulos de la entidad firmados en Espaia,
lo que es digno de destacar teniendo en cuenta la rareza del
cuadro que nos ocupa. Estos trabajos correspondian tanto a
nifios como a adultos®!2. La cosa no queda aqui, porque en
1982 Gil-Gibernau, miembro de la Seccién de Oftalmologia
Pediatrica del Hospital de Vall d’Hebron de Barcelona, fir-
mé como primer autor un articulo basado en cuatro casos de
hipercalciuria idiopdtica infantil asociada a miopia bilateral
congénita y coloboma macular atipico. No se determind la
magnesemia de los pacientes, que, por otra parte, tenian ne-
frocalcinosis y defecto de la capacidad de concentracién®s.
El manuscrito tuvo trascendencia, porque en la segunda edi-
cion del reconocido libro de nefrologia pedidtrica editado por
Edelmann Jr. se citaba el sindrome de Gil-Gibernau como un
nuevo cuadro que asociaba hipercalciuria, miopfa y coloboma
macular',

LA ENFERMEDAD SE INDIVIDUALIZA COMO UNA
TUBULOPATIA DISTINTA Y SE LE OTORGA SU
NOMBRE DEFINITIVO. TODO ELLO, POR PARTE DE
AUTORES ESPANOLES

La hipomagnesemia de origen tubular renal estaba sin siste-
matizar bien entrados los afios ochenta. Juan Rodriguez So-
riano et al., en 1987, en un articulo antolégico describieron
que, al menos, debian considerarse tres causas hereditarias de
hipomagnesemia causadas por sendos defectos en la reabsor-
cion tubular renal de magnesio, a saber, la hipomagnesemia
aislada familiar, la hipomagnesemia-hipopotasemia familiar
o sindrome de Gitelman que se confundia con frecuencia con
el sindrome de Bartter y la hipomagnesemia-hipercalciuria
familiar, de la que se habian descrito al menos 15 pacientes, a
los que los autores afiadieron tres nuevos casos'®. Sobre esta
dltima entidad, los autores escribieron que «la hipomagne-
semia se acompafiaba siempre de hipercalciuria y nefrocal-
cinosis. Las anomalias oculares tales como la miopia y el
nistagmo horizontal estdn, a menudo, presentes. La hiper-
magnesiuria es de una mayor relevancia que en las entidades
previas y refleja un Tm de reabsorcion de magnesio reducido.
El defecto debe estar situado en la rama ascendente del asa
de Henle e implicar el transporte tanto de calcio como de
magnesio». En efecto, poco después se demostraria que el
defecto estd ubicado donde habian intuido Rodriguez Soriano
et al. Unos afios después, los mismos autores estudiaron el
defecto de acidificacidon existente en esta tubulopatia'®. Las
pruebas destinadas a estimular la capacidad de acidificacion
distal mostraron un descenso del pH urinario (4,7-5,6), pero la ex-
crecién de amonio estaba reducida (26-46 (tmol/min por 1,73 m?,
35-54 umol/100 ml tasa de filtrado glomerular). Ademds, la
pCO, urinaria no se elevé adecuadamente después de una
sobrecarga de bicarbonato sédico (gradiente de pCO, ori-
na/sangre: 1,3-17,7 mmHg). Los autores argumentaron que
este trastorno en la capacidad de acidificacién distal podia
explicarse por un defecto tanto en la transferencia tubular de
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amoniaco como en la secrecién de hidrogeniones en el ducto
colector medular, causado probablemente por una nefropatia
intersticial medular.

En 1995, Manuel Praga et al. publicaron los datos clinicos y
bioquimicos correspondientes a ocho pacientes pertenecien-
tes a cinco familias. Los autores comprobaron que en esta
tubulopatia, de herencia autosémica recesiva, existe un dete-
rioro progresivo de la funcién glomerular renal y que el dafio
tubular no recidiva tras el trasplante'. El titulo de su articulo
es el que ha pasado a la posteridad dando el nombre definitivo
a esta enfermedad, es decir, «Hipomagnesemia familiar con
hipercalciuria y nefrocalcinosis».

SE DESCUBRE QUE LA HIPOMAGNESEMIA FAMILIAR
CON HIPERCALCIURIA Y NEFROCALCINOSIS
ES LA PRIMERA TUBULOPATIA CAUSADA POR
LA DISFUNCION DE UNAS PROTEINAS QUE SE
EXPRESAN EN EL ESPACIO PARACELULAR DE LA
RAMA ASCENDENTE DEL ASA DE HENLE

Desde principios de los setenta se sabia, mediante estudios de
micropuncion, que el magnesio se reabsorbe de forma predo-
minante en la rama ascendente del asa de Henle!”'®. En 1982,
Shareghi y Agus demostraron en ese segmento tubular que la
presencia de un voltaje transepitelial positivo es una fuerza
importante que favorece la reabsorcidn neta de magnesio, cal-
cio y potasio® (figura 1). Asimismo, mediante estudios de mi-
cropuncion, se supo que cantidades importantes de magnesio
(50-60 %) se reabsorben en la rama ascendente gruesa del asa
de Henle en comparacion con las de sodio (20-25 %) o calcio
(30-35 %)®. A principios de los noventa se disponia de la su-
ficiente informacion para saber que el magnesio se reabsorbe
por la via paracelular®?! (figura 1). Solo faltaba conocer si
esa reabsorcidn estaba favorecida por la accidn de determina-
das proteinas. En efecto, en 1999, Simon et al. describieron
la existencia de una proteina, la paracelina-1, que es necesaria
para la reabsorcion tubular paracelular de magnesio®. Esta
proteina estd localizada en las zonas de union estrechas (tight
Jjunction), es decir, las estructuras intercelulares que permiten
un contacto intimo entre las células epiteliales adyacentes. En
el mismo estudio firmado por Simon et al., se establecié que
mutaciones en el gen PCLN-I que codifica la paracelina-1
eran las causantes de la HFHN?22, Al comprobarse que la
paracelina-1 es un miembro de la familia de las claudinas,
pasé a denominarse claudina-16 (gen CLDN16). Digamos, de
paso, que el nombre de claudina es un homenaje a la doctora
Philippa Claude, que en los afios setenta estudid, mediante la
ayuda del microscopio electrénico, las estructuras intercelu-
lares conocidas como «zonula occludens»?.

Cuando ya se crefa que se conocia todo sobre la enfermedad,
surgieron dos hechos que precisaban una cumplida explica-
cion. En primer lugar, la descripcidn realizada por Loris et al.,
basada en su serie constituida por nueve casos, en la que se
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Figura 1. Representacion esquematica del transporte de
iones en la rama ascendente gruesa del asa de Henle.

La Na*,K* ATPasa basolateral introduce K* en la célula y extrae
Na* de esta utilizando la energia aportada por la hidrélisis del
ATP. El gradiente de concentracién resultante permite la accion
del cotransportador i6nico apical, NKCC2, que introduce Na*,
K+y CIen la célula. Para que NKCC2 sea mas eficaz, se precisa
gue la luz tubular sea positiva, por lo que sale K* de la célula (se
recicla) mediante la accion del canal ROMK (Renal Outer
Medullary K+ Channel). El CI- sale de la célula gracias a la me-
diacion de los canales de cloro CIC-Ka y CIC-Kb. Para que CIC-
Kay CIC-Kb actuen, se precisa la actividad de una subunidad-B
denominada barttina. La activacién del receptor sensible a cal-
cio (CaSR) por elevadas concentraciones de calcio extracelular
inhibe la actividad del canal ROMK. En circunstancias normales,
gracias a la diferencia de potencial positiva que se consigue con
la actividad conjunta de los canales y los transportadores antes
citados, se favorece la reabsorcion paracelular de calcio y mag-
nesio a través de las zonas de unién estrechas (tight junction)
selectivas para cationes. Esta reabsorcién esta regulada por las
claudinas 16y 19.

citaba que, en los pacientes espafioles, la frecuencia de alte-
raciones oculares era inusitadamente elevada (81 % frente a
24 % en pacientes procedentes de otros paises)®. En segundo
lugar, la observacion de que existian pacientes con HFHN
que no tenian mutaciones en el gen CLDNI6. En este sen-
tido, fue llamativo el hecho de que los pacientes espafioles
con HFHN, excepto muy pocos?*?, no tuvieran mutaciones
en dicho gen?.

En 2006, Konrad et al. resolvieron la cuestion al identi-
ficar que los pacientes portadores de mutaciones en el gen
CLDN19, otro miembro de la familia multigénica de las clau-
dinas, padecian hipomagnesemia, enfermedad renal crénica
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(ERC) y anomalias oculares graves®. El producto del gen, la
claudina-19, realiza su funcion, como la claudina-16, en las
uniones estrechas del tibulo renal y la retina.

Un afio después, se comprobé que, en condiciones fisiologi-
cas, la claudina-19 actiia como una barrera selectiva a los catio-
nes en las tight junctions y regula la permeabilidad a los cationes
monovalentes y divalentes®. En 2008, Hou et al. demostra-
ron que la claudina-16 interactda con la claudina-19%, de tal
modo que esta asociacidn confiere a las uniones estrechas la
capacidad de contener un mecanismo selectivo en la reabsor-
cién de cationes®.

LA MAYORIA DE LOS PACIENTES ESPANOLES CON
HIPOMAGNESEMIA FAMILIAR CON HIPERCALCIURIA
Y NEFROCALCINOSIS SON PORTADORES DE LA
MISMA MUTACION EN EL GEN CLDN19. EL EFECTO
FUNDADOR

Hasta la fecha solo se han descrito unas pocas mutaciones en
el gen CLDN19%32% (figura 2). El estudio original de Kon-
rad et al. incluia a siete pacientes espafioles pertenecientes a
distintas familias a los que se detecté una misma mutacién
en homocigosis, p.G20D (c.59G>A), en el gen CLDNI9, a
la que denominaron mutacién espafiola/hispanica®. La mu-
tacion da lugar al cambio de glicina por dcido aspdrtico en

Espacio
paracelular

Citosol p.G130D

COOH

Figura 2. Mutaciones descritas en el gen CLDN19%323 y sy
localizacién en el modelo de claudina-19.

La proteina estd compuesta por cuatro dominios transmem-
brana, dos segmentos extracelulares y los extremos amino y
carboxilo intracelulares (figura adaptada de Godron??).
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la posicion 20 de la claudina-19 que altera el péptido sefial y
hace que la proteina mutante quede retenida dentro de la célu-
la y no llegue a su localizacion habitual, que es la membrana
celular, donde se localiza fisiolégicamente la proteina nor-
mal®*, Konrad et al. sugirieron que p.G20D es una mutacién
fundadora, es decir, que se origind en un antepasado comun.
La otra alternativa es que la mutacién apareciera en un sitio
propenso a mutarse (hot spot), en cuyo caso los individuos
con la mutacién pueden no estar relacionados y la secuencia
del ADN alrededor de esta varia. Por el contrario, cuando se
trata de una mutacion fundadora, estd ubicada en una regioén
del cromosoma idéntica a la del «sujeto fundador».

Vargas-Poussou et al. publicaron un estudio en el que des-
cribieron otros dos pacientes espafioles no relacionados y
13 franceses, pertenecientes a 12 familias, con la mutacién
p.G20D, la mayoria en homocigosis*. Las familias que pro-
venian del suroeste de Francia eran de origen espafiol. Los
datos obtenidos mediante un andlisis de microsatélites en
estas familias son consistentes con el efecto fundador®. Pos-
teriormente, nuestro grupo ha publicado los resultados del
estudio de una cohorte espafiola compuesta por 34 pacientes
con HFHN, 20 niflas y 14 nifios, miembros de 30 familias
aparentemente no relacionadas®-*. Los datos clinicos de es-
tos pacientes muestran un alto riesgo de progresion hacia la
ERC terminal (62 % con deterioro de la funcién renal y 20 %
trasplantados), que concuerda con lo observado en la serie de
los pacientes franceses®.

Nuestros resultados también estdn de acuerdo con los del
grupo francés en el alto porcentaje, 88 % y 91 %, respectiva-

mente, de pacientes que presentan anomalias oculares severas
como miopfa magna, nistagmo y coloboma. En contraste, los
nueve pacientes con mutaciones en el gen CLDNI6 estudia-
dos por el grupo francés, la mayoria de los cuales proviene del
norte de Africa, no tienen anomalias oculares. El andlisis de
mutaciones en nuestra cohorte mostré que todos los pacientes
tienen mutaciones en el gen CLDNI9. La mutacién p.G20D se
detect6 en 93 % de los pacientes no relacionados y estaba pre-
sente en homocigosis en el 83 % de los casos****. Ninguno de
nuestros pacientes mostré mutaciones en CLDN16. De hecho,
como se ha indicado mds arriba, solo conocemos la existencia
de tres pacientes espafioles con una mutacion en ese gen>%, En
nuestro estudio, determinamos los haplotipos de pacientes y fa-
miliares genotipando los tres microsatélites (D1S463, D1S193,
D1S447) que flanquean el locus CLDN19 utilizados previa-
mente en la cohorte francesa® y cuatro polimorfismos de un
solo nucleétido (SNPs, rs10890211, rs11210708, rs7548008,
rs12141833) situados en los intrones 3 y 4 del gen*3** (figura
3). Los resultados de estos andlisis mostraron que los alelos
con la mutacién p.G20D exhiben un haplotipo comun que se
hereda con esta. Nuestros resultados, junto con los resultados
previos de otros pacientes espaifioles o de origen espafiol, in-
dican la existencia de un efecto fundador responsable de la
HFHN en Espaiia. La region alrededor de la mutacién p.G20D
compartida por los distintos pacientes es relativamente grande
(unos 500 a 1000 kb), por lo que podemos suponer que la mu-
tacion fundadora se origind recientemente, quizds hace unos
cientos de afios, en un antecesor comun a todas estas fami-
lias. El hecho de que la mayoria de nuestros pacientes presente
la misma mutacion en el gen CLDN19 facilita el diagndstico
molecular de la enfermedad en nuestro pais. El andlisis de la

p.Gly20Asp

rs10890211
rs11210708

rs7548008

rs12141833

>
>

g 4,4 kb

D1S463  D15193™>+.
| |

le——

180Kb , |
500 kb

Figura 3. Region del cromosoma 1p34.2 que contiene el locus CLDN19.
Se indica la posicién de los marcadores utilizados en el genotipado. Los microsatélites, que flanquean el gen, estan indicados en la
parte inferior de la figura. Los SNPs estan indicados en la parte superior, en los intrones 3y 434,
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mutacién p.G20D debe ser la primera exploracién genética en
pacientes con HFHN.

La patogénesis de la ERC en pacientes con HFHN es una in-
cognita. No se ha podido establecer una correlacion entre el
grado de la nefrocalcinosis y la progresion hacia la insuficien-
cia renal crénica. Sin embargo, se ha sugerido que el efecto de
las mutaciones en CLDN16 en la funcién de claudina-16 puede
ocurrir durante el desarrollo del rifién y que, por tanto, la tem-
prana progresion hacia la ERC puede ser debida a un desarrollo
anormal del rifién seguido por fibrosis y nefrocalcinosis***. Los
resultados de un estudio realizado en un grupo de 71 pacientes
con mutaciones en CLDN16 mostraron que los pacientes con
mutaciones que dan lugar a una pérdida completa de funcién
de la claudina-16 en ambos alelos presentan los sintomas de
la enfermedad a una edad mas temprana que los que tienen, al
menos, un alelo mutante con funcién parcial; ademds, los pa-
cientes que tienen mutaciones con pérdida completa de funcién
progresan mas rapidamente hacia la ERC®. Es decir, la funcién
residual de algunos mutantes de claudina 16 retrasa la progre-
sién hacia la ERC. En comparaciéon con CLDNI6, en el que se
han identificado 40 mutaciones distintas, solo se han descrito 13
mutaciones en CLDNI9. Todavia no se han publicado correla-
ciones genotipo-fenotipo en pacientes con mutaciones en este
ultimo gen. Resultados recientes sugieren que los pacientes con
HFHN que presentan mutaciones en CLDNI9 tienen un mayor
riesgo de desarrollar ERC que los pacientes con mutaciones en
CLDNI16%. Sin embargo, estos resultados hay que tratarlos con
cautela, ya que la mayoria de los primeros son portadores de la
mutacién p.G20D que supone una pérdida completa de funcién.

En relacion con las manifestaciones extrarrenales, los pacien-
tes con mutaciones en CLDN9 presentan, en la mayoria de
los casos, anomalias oculares severas que no se observan en
pacientes con mutaciones en CLDN16%32%5_ Esta diferencia
se podria explicar porque la claudina-19 se expresa, también,
de manera prominente en el epitelio pigmentario de la retina
fetal, mientras que la expresion de claudina-16 en dicho epi-
telio es muy baja?®. Por otra parte, en unos pocos pacientes
con mutaciones en CLDNI9 se han descrito manifestaciones
neuromusculares®>*. Esto se ha relacionado con las anoma-
lias en el comportamiento observadas en un modelo de ratén
deficiente en claudina-19%". La claudina-19 también se expre-
sa en las uniones celulares de las células de Schwann, por lo
que mutaciones en el gen que la codifica podrian dar lugar a
deficiencias en el sistema nervioso periférico®.
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