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RESUMEN

Introduccidn: El gen UMOD codifica la proteina uromodulina, la cual tiene una funcién crucial
en el funcionamiento renal. Las alteraciones genéticas que afectan a su correcta funcion se
relacionan principalmente con nefropatia tubulointersticial autosdmica dominante (ADTKD),
insuficiencia renal progresiva e hiperuricemia, entre otros fenotipos clinicos variables. En la
poblacién gallega existen mutaciones recurrentes en este gen, este estudio tiene como
objetivo caracterizar fenotipicamente las variantes recurrentes para mejorar el prondstico y las
estrategias de manejo de los pacientes afectados.

Metodologia: Se realizé un estudio de cohorte retrospectivo con 37 pacientes de 15 familias
portadoras de variantes recurrentes en UMOD (p.C255Y y p.Q316P, del transcrito
NM_001008389.3) en una poblacién gallega caracterizada por su alta conservacidn genética.
Se recopilaron datos clinicos, incluyendo funcidn renal, hiperuricemia, hipertensién y presencia
de quistes renales. Los analisis gendmicos se realizaron mediante secuenciaciéon masiva (NGS)
y Sanger, clasificando las variantes segun las guias del ACMG. Las comparaciones estadisticas
se llevaron a cabo mediante pruebas de Mann-Whitney, Chi-cuadrado y Fisher, con correccion
de Benjamini-Hochberg para pruebas multiples.

Resultados: La cohorte incluyd 28 portadores de p.C255Y y 9 de p.Q316P. Ambas variantes
afectan dominios altamente conservados con baja tolerancia a los cambios de aminodacidos, lo
que altera la funcidon de la proteina y tiene efectos clinicos en los pacientes. Se observo
hiperuricemia en el 76% de los portadores de p.C255Y y en el 50% de los portadores de
p.Q316P, mientras que sdlo se asocid la primera variante con episodios de gota. Los quistes
renales y la hipertension fueron identificados en aproximadamente la mitad de los pacientes,
independientemente del tipo de variante. Las curvas de Kaplan-Meier sugirieron una
progresion mas temprana a hiperuricemia y a enfermedad renal crénica avanzada (ERCA) en
portadores de p.C255Y, aunque sin alcanzar significacién estadistica.

Conclusiones: Las mutaciones recurrentes de UMOD en una cohorte gallega revelaron
caracteristicas clinicas compartidas, como hiperuricemia y progresion a ERCA, con una
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variabilidad fenotipica influenciada por la edad y modificadores genéticos adicionales. Estos
hallazgos subrayan el valor prondstico de las correlaciones genotipo-fenotipo y la necesidad de
un manejo clinico individualizado en pacientes con ADTKD.

ABSTRACT

Background: The UMOD gene encodes the uromodulin protein, which plays a crucial role in
renal function. Genetic alterations affecting its correct function are mainly related to
autosomal dominant tubulointerstitial kidney disease (ADTKD), progressive renal failure and
hyperuricaemia, among other variable clinical phenotypes. In the Galician population there are
recurrent mutations in this gene, this study aims to phenotypically characterise the recurrent
variants to improve the prognosis and management strategies of affected patients.

Methods: A retrospective cohort study was conducted with 37 patients from 15 families
carrying recurrent variants in UMOD (p.C255Y and p.Q316P, from transcript NM_001008389.3)
in a Galician population characterised by high genetic conservation. Clinical data were
collected, including renal function, hyperuricaemia, hypertension and presence of renal cysts.
Genomic analyses were performed by NGS and Sanger sequencing, variant classification were
conducted according to ACMG guidelines. Statistical comparisons were performed using
Mann-Whitney, Chi-square and Fisher tests, with Benjamini-Hochberg correction for multiple
testing.

Results: The cohort included 28 carriers of p.C255Y and 9 of p.Q316P. Both variants affect
highly conserved domains with low tolerance to amino acid changes, which alters protein
function and has clinical effects in patients. Hyperuricaemia was observed in 76% of p.C255Y
carriers and 50% of p.Q316P carriers, while only the first variant was associated with episodes
of gout. Renal cysts and hypertension were identified in about half of the patients,
independently of variant type. Kaplan-Meier curves suggested an earlier progression to
hyperuricaemia and advanced chronic kidney disease (CKD) in p.C255Y carriers, although
without reaching statistical significance.

Conclusions: Recurrent UMOD mutations in a Galician cohort revealed shared clinical features,
including hyperuricemia and CKD progression, with phenotypic variability influenced by age

and additional genetic modifiers. The findings highlight the prognostic value of genotype-
phenotype correlations and the need for tailored clinical management in ADTKD patients.

PALABRAS CLAVE

UMOD; uromodulin; recurrent genetic variants; genotype-phenotype correlation; Galician
population; genetics.

KEYWORDS
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population; genetics.

Page 3 of 23



INTRODUCCION
Etiologia de ERC.

La enfermedad renal crénica (ERC) refleja una enfermedad grave, asociada a gran morbi-
mortalidad y creciente gasto presupuestario en salud por paciente. No obstante, a menudo la
etiologia de esta no estd firmemente establecida y, en muchos pacientes, sigue siendo
desconocida®. La etiologia de ERC puede ser tanto factores ambientales como genéticos o la
combinacion de ambos?3. Las patologias renales dentro del grupo de factores genéticos
pueden seguir un modelo de herencia autosdmica dominante o recesiva.

Durante afios se ha descrito un grupo de enfermedades renales autosémicas dominantes que
afecta principalmente a nivel tubular y quistico, caracterizadas por presentar un deterioro
progresivo de la funcidn renal acompafiada de fibrosis tubulointersticial, siendo UMOD uno de
los genes responsables de estas patologias.

Presentacion de UMOD, funcidn y estructura proteica.

Este trabajo esta centrado en las manifestaciones fenotipicas causadas por alteraciones en el
gen UMOD. Este gen codifica la proteina uromodulina (también conocida como la
glucoproteina de Tamm-Horsfall), y es expresada especificamente a nivel renal ®.

En condiciones fisioldgicas, la uromodulina es la proteina mds abundante en orinay es
secretada por las células epiteliales de la rama ascendente gruesa del asa de Henle de manera
bidireccional hacia la orina y la circulacién®. La uromodulina puede encontrarse polimerizada
formando filamentos, o en su forma no polimérica®. Esta forma no polimérica tiene diferentes
funciones renales y sistémicas, por lo que es importante su lugar de accién*®. Las principales
funciones de esta proteina son la regulacion del transporte idnico en el rifidn, la homeostasis
urinaria, asi como a nivel sistémico como pone de manifiesto Trachtman H® en su estudio.
Adicionalmente, la uromodulina tiene un efecto protector frente la nefrolitiasis por calcio y las

infecciones del tracto urinario, con un papel crucial en la inmunomodulacidn local y sistémica’™
9

Su estructura proteica diferencia cuatro dominios similares a EGF (EGF-like |, EGF-like Il, EGF-
like Il y EGF-like 1V), un dominio con 10 cistinas conservadas (D10C), y una zona pelucida (ZP)
bipartida en ZP-N y ZP-C'*%*, Estos dominios permiten uniones que hacen que la proteina se

pliegue tridimensionalmente y forme su estructura funcional y polimerizacion”11:1214.15,

Impacto molecular de las alteraciones genéticas en UMOD.

Las mutaciones en el gen UMOD pueden causar defectos en la estructura, maduracién,
secrecion y/o funcién de uromodulina, dependiendo del tipo de variante y del dominio o
dominios que estén afectados. Gran parte de las alteraciones patogénicas en este gen afectan
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a la correcta conformacion estructural, resultando una proteina anémala. Esta proteina
andmala es retenida y acumulada en el reticulo endopldsmico, provocando muerte celular en
el tubulo renal”!®?, Este fendmeno puede desencadenar en estrés del reticulo endoplasmico,
activacion de respuestas inflamatorias, fibrosis intersticial renal y disfunciones mitocondriales
secundarias’!®, esto junto a la expresion reducida compensatoria del cotransportador sodio-
potasio-cloruro (Na*-K*-2Cl) (NKCC2)”**1°, contribuye al incremento en la reabsorcién
proximal de urato y deterioro progresivo de la funcidn renal por el estrés oxidativo que
conlleva la acumulacién de esta proteina anédmala, culminando en hiperuricemia, episodios de
gota, fibrosis y fallo renal”*® (Figura 1).

Fenotipo asociado a las alteraciones genéticas en UMOD.

En la literatura se ha asociado una gran variabilidad fenotipica con las alteraciones en UMOD,
incluso entre individuos portadores de la misma alteracién. No obstante, hay otros factores
modificadores genéticos y ambientales que pueden influir en la presentacién y progresion de
la enfermedad.

Los pacientes portadores de alteraciones en UMOD, a nivel clinico y analitico, pueden
presentar una disminucidn de la excrecién fraccionada de urato, lo que provoca hiperuricemia,
y afectacién glomerular esporddica con manifestaciones como microhematuria. La proteinuria
suele ser leve o ausente. También se han observado la aparicidon de quistes renales en
pacientes con alteraciones en este gen, aunque en mucha menor medida que otras
manifestaciones como hiperuricemia?®24,

Por otro lado, se ha observado que los individuos con mutaciones en UMOD alcanzan la
enfermedad renal en etapa terminal entre las edades de 25 y 70 afios o mas, y aquellos con
antecedentes de gota experimentaron su aparicion entre las edades de 3 y 51 afios segun el
estudio de Ayasreh N et al.2>%,

Los estudios clinicos han demostrado que las biopsias renales de pacientes afectados revelan
fibrosis intersticial y atrofia tubular, lo que confirma el patrén de dafio tubulointersticial
asociado a estas mutaciones?’.

ADTKD-UMOD. Principal enfermedad renal hereditaria asociada a UMOD.

Los genes asociados al desarrollo de nefropatia tubulointersticial autosémica dominante
(ADTKD) son HNF1B, MUC1, REN, SEC61A1 y UMOD. Todos manifiestan variabilidad fenotipica
entre ellos (diabetes, cancer hepatico, quistes renales y alteraciones psiquiatricas, entre otras),
siendo ADTKD la manifestacion comun que los relaciona, pero con penetrancia incompleta.

Las variantes identificadas en el gen UMOD se relacionan mayoritariamente con ADTKD>7-28-32,
Los pacientes con ADTKD-UMOD muestran un curso progresivo de insuficiencia renal con inicio
temprano de hiperuricemia y, aunque una gran mayoria de casos se presentan de forma
asintomatica, también se ha descrito el desarrollo de gota?®30-32,

Mutaciones recurrentes de UMOD.

Estudios recientes en poblaciones cerradas han identificado varias mutaciones recurrentes en
UMOD. Estas mutaciones recurrentes son de particular interés debido a su alta prevalencia en
poblaciones especificas y su asociacién con fenotipos clinicos severos’. El estudio de
mutaciones recurrentes ofrece una ventana Unica para entender los mecanismos patogénicos
subyacentes a la funcién del gen alterado, caracterizar las manifestaciones fenotipicas,
estableciendo una correlacidn entre la mutacién genética y la progresion de la enfermedad, y
desarrollar estrategias terapéuticas dirigidas.
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Se ha descrito una asociacion entre la edad de aparicidon de la enfermedad renal en etapa final,
la mutacién UMOD subyacente y el dominio en el que se encuentra la mutaciéon®2. En este
sentido analizar las mutaciones en el gen UMOD y su relacidn con las enfermedades renales
hereditarias proporciona una base sélida para la identificaciéon temprana, el diagndstico
genético y el manejo clinico de estos pacientes.

En los ultimos 25 afos, nuestro equipo se ha centrado en estudiar y establecer el mapa
genético de las enfermedades hereditarias en Galicia dividiendo en tres grandes grupos:
enfermedad quistica, enfermedad glomerular y enfermedad tubulointersticial. Este estudio
completo engloba 2538 familias y 4094 individuos estudiados genéticamente, con el objetivo
de establecer una correlacién genotipo-fenotipo. Dentro del grupo de enfermedades
tubulointersticiales se caracterizaron genéticamente 371 familias y 81 con ADTKD, de las
cuales 31 son familias con mutaciones en el gen UMOD. Dicho estudio identifica la presencia
en la poblacién gallega de dos variantes genéticas recurrentes responsables de la mayoria de
los casos de ADTKD sin relacién familiar (gen UMOD: p.C255Y y p.Q316P, transcrito
NM_001008389.3). En este articulo se establece una correlacién genotipo fenotipo en 37
pacientes de 15 familias no relacionadas dentro en la comunidad gallega, con el fin de
establecer patrones fenotipicos asociado a la presencia de dichas variantes.

METODOLOGIA
Participantes del estudio y caracterizacion clinica.

Se trata de un estudio de cohorte retrospectivo, multicéntrico, observacional, en el que se
analizé la cohorte NefroCHUS de 4094 pacientes con sospecha de patologias renales
hereditarias. Esta cohorte estd formada por pacientes provenientes de diferentes centros
hospitalarios de toda Espaiia, con un enriquecimiento en poblacidn gallega.

Se seleccionaron aquellos pacientes que cumplian los criterios de inclusion: (1) prueba
genética solicitada por un nefrélogo; (2) sospecha clinica inicial de ADTKD; (3) secuenciacion
genética al menos de los genes asociados a ADTKD (HNF1B, MUC1, REN, SEC61A1 y UMOD); y
(4) paciente portador de alguna de las dos mutaciones mas recurrentes del gen UMOD en la
comunidad gallega, p.C255Y o p.Q316P.

Se seleccionaron 37 pacientes en total, provenientes de 15 familias. 10 de estas familias portan
la alteracidn p.C255Y, y las 5 restantes, p.Q316P.

Para la caracterizacion clinica de los pacientes de este estudio se recopilaron datos clinicos
como hipertension, filtrado glomerular estimado (Fge), estadio de ERC, hiperuricemia
(considerada cuando los niveles de acido Urico en suero son mayores de 7 mg/dl), excrecién
fraccional de acido urico, episodio de gota, presencia de quistes renales, albuminuria,
hematuria, tipo de terapia renal sustitutiva y trasplante renal.

Andlisis molecular.

El ADN de los pacientes fue extraido de leucocitos de sangre periférica mediante los kits
comerciales Chemagic Blood 1k-3k usando el robot de extraccion Chemagen (PerkinElmer,
Waltham, Massachusetts, USA) y Ql/Aamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany),
siguiendo los protocolos recomendados por los fabricantes. La calidad y concentracién del
ADN extraido se evalué mediante Qubit 3 fluorometer, kit Broad Range (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).
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Todos los pacientes incluidos en esta seleccién de pacientes se estudiaron genéticamente, ya
sea mediante la técnica de secuenciacion masiva de ADN, Next-Generation Sequencing (NGS),
o mediante secuenciacion, con la técnica de secuenciacidn Sanger. Siempre que la tecnologia
lo ha permitido, los casos indices de cada familia han sido estudiados genéticamente con la
tecnologia NGS (en el 86,67% de los casos indices, 13/15 probandos).

La técnica de NGS empleada en los pacientes de este estudio es la secuenciacion de un panel
de genes conocidos asociados a las patologias renales tubulares y quisticas mas prevalentes®,
Con la secuenciaciéon mediante NGS de estos genes se obtiene la secuencia de los exones y
regiones flanqueantes de estos genes seleccionados. De esta manera se identifican las
variantes puntuales, pequefias inserciones/deleciones (indels) y la presencia de variantes
estructurales (Copy Number Variants, CNVs). Las lecturas de secuenciacién crudas se
procesaron de acuerdo con las guias de buena practica de GATK y se alinearon con el genoma
humano de referencia (GRCh37) utilizando la versién 0.7.17-r1188. Las lecturas de baja calidad
se eliminaron del conjunto de datos primario con la versién 0.20 de fastp. La llamada de
variantes se realizd con GATK version 4.1.9., Pindel versién 0.2.5b9 y ExomeDepth version
1.1.15, de acuerdo con las recomendaciones de buenas practicas. La anotacién de variantes se
llevd a cabo mediante un proceso interno, combinando anotaciones genéticas funcionales de
SnpEff y ANNOVAR para recuperar frecuencias poblacionales (1000 Genomes Project, gnomAD
y una base de datos interna, entre otras), puntuaciones de prediccion funcional (SIFT, CADD,
etc.) e informacién clinica de bases de datos como ClinVar y OMIM.

La secuenciacién Sanger es una técnica de secuenciacion dirigida en la que se secuencian
regiones de interés mas cortas de ADN con una alta precisién. Esta técnica es la empleada en
la mayoria de los familiares de los casos indices para estudiar la segregacién de las alteraciones
candidatas. Al identificar la variante candidata de causar patologia en el caso indice, se puede
dirigir la secuenciacion a esa region e identificar de forma mas rdpida si los familiares son
portadores de esta.

Caracterizacion de las mutaciones identificadas.

Las variantes fueron clasificadas por dos genetistas especializados en enfermedades renales
hereditarias independientemente siguiendo las guias y recomendaciones del Colegio
Americano de Genética Médica (ACMG)>*.

Se llevd a cabo una busqueda bibliografica para las dos variantes recurrentes de este estudio
usando diferentes herramientas de busqueda como PubMed, ClinVar, Human Gene Mutation
Database (HGMD) y MetaDome con el propdsito de determinar si han sido previamente
reportadas, su implicacién molecular y sus asociaciones fenotipicas.

Andlisis estadistico.

La significancia estadistica de los resultados se evalud en variables nominales mediante el test
de Chi-cuadrado o test exacto de Fisher para variables con una frecuencia mayor o menor a 5,
respectivamente, y para variables cuantitativas, el test Mann—Whitney—Wilcoxon a través de
RStudio. Debido al pequefio tamafio muestral, los p-valores se ajustaron usando el método
Benjamini-Hochberg para controlar la tasa de falsos descubrimientos (False Discovery Rate,
FDR). Este p-valor ajustado es el g-valor, se considera que alcanza la significancia estadistica
cuando g-valor es mayor de 0,05.

En las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier se aplicd el test estadistico de log-rank para
estudiar las diferencias entre los tipos de variantes y establecer el p-valor.
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RESULTADOS

Se seleccionaron y analizaron 37 pacientes provenientes de 15 familias con Enfermedad
Tubulointersticial Renal Autosdmica Dominante (ADTKD) portadoras de mutaciones en el gen
UMOD, y provenientes de diferentes hospitales de Galicia. Estos pacientes se dividieron en dos
subcohortes De ellas, 10 probandos y 18 familiares presentan la mutacion p.C255Y (todos los
individuos portan la alteracidn en heterocigosis, menos un familiar (F4.S3) que porta la
variante en homocigosis), mientras que 5 probandos y 4 familiares portan la mutacion
p.Q316P (en heterocigosis). Las distribuciones de las edades en ambos grupos son similares,
(Figura 2A), esto hace que las manifestaciones clinicas de ambas subcohortes sean
comparables.

La aparicion de hiperuricemia es una de las caracteristicas mas representativas para el
diagnéstico clinico de esta patologia, es por esto por lo que se estudié la relacidn de esta
aparicion en funcidn de la edad para cada una de las variantes mediante una curva de
supervivencia Kaplan-Meier (Figura 2B). Al estudiar estadisticamente las diferencias entre las
dos variables por el test de log-rank, se obtuvo un p-valor de 0,1040.

La evolucion a ERCA es una de las caracteristicas de los pacientes con alteraciones en UMOD,
debido al deterioro progresivo de la funcién renal. Es por esto que, en la Figura 2C se puede
apreciar que la ERCA no se da en ningln caso menor de 38 afios, y a partir de esta edad hay un
continuo descenso de la curva de supervivencia para ambas alteraciones.

La Figura 2D representa la distribucion de los diferentes estadios de ERC en cada subcohorte. A
pesar de que no se encuentran diferencias estadisticamente significativas para el estadio de
ERC (Tabla 1), en la Figura 2D se observa que, mientras que los pacientes portadores de la
variante p.C255Y tienen una mayor frecuencia en el estadio 3b, los portadores de p.Q316P
tienen menor representacion en este estadio. Por lo que, si que podria haber una tendencia
con respecto a la progresion de la patologia.

La Tabla 1 representa la estadistica descriptiva de las caracteristicas observadas en los
pacientes de esta cohorte junto con sus proporciones, mientras la Tabla 2 detalla las
caracteristicas observadas en cada paciente.

Alteracion UMOD c.764G>A (p.C255Y).

A nivel molecular la alteracion p.C255Y esta clasificada como probablemente patogénica. Esta
afecta al dominio D10C, este dominio se encuentra altamente conservado, por lo que las
alteraciones genéticas que lo afectan tienen alta probabilidad de tener un impacto en su
funcion®%:36, Al estudiar la tolerancia al cambio del aminoacido de referencia en la posicién
255 con MetaDome®’, vemos que este es intolerante al cambio, con una puntuacién de
tolerancia de 0,22 (las puntuaciones menores de 0,7 son consideradas intolerantes al cambio
de aminoacido), por lo tanto, esta alteracion recurrente que cambia el residuo de cistina por el
de tirosina, tiene un impacto negativo a nivel proteico®.

Esta es la variante mads recurrente en nuestra cohorte gallega de pacientes con sospecha de
enfermedad renal hereditaria, con un total de 28 pacientes portadores. De estos, el 64,29%
son varones (18/28).

12 pacientes presentan hipertension arterial (HTA) (44,44%), ya sea en el momento del
diagndstico o en el transcurso de la enfermedad. Ademas, el 77,77% de los pacientes mostraba
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algun grado de ERC (considerado a partir de estadio 2, incluido) al momento del estudio, con
una media de 57 afios. 8 pacientes (33,33%) han progresado a ERCT, iniciando didlisis a una
edad promedio de 61 afios.

Destaca el caso de la paciente F4.S3, portadora de la alteracién p.C255Y en homocigosis. F4.S3
comenz6 terapia renal sustitutiva (TRS) a los 46 afios, una década o mas de adelanto que el
resto de los pacientes con TRS de la cohorte (Tabla 2). Esto sugiere que las alteraciones en
homocigosis se asocian con un progreso mas acelerado y severo de la patologia renal.

Un 76% de los casos cumplieron los criterios de hiperuricemia (19 de 25 pacientes). El
diagndstico de hiperuricemia e inicio de tratamiento con alopurinol se realizé a una edad
media de 41,38 afios (rango: 16-67 afios). El sedimento urinario fue generalmente anodino,
con solo 4 casos de albuminuria (17,39%) y 2 casos de microhematuria (8%). Ademas, se
observé desarrollo de quistes en el 48% de los pacientes.

Dentro del 32% de pacientes con gota, la edad media en la que aparecié el primer episodio de
gota es 38,43 afios (rango: 22-63 afos). En la Figura 3 se puede apreciar la curva de
supervivencia de las edades asociadas al primer episodio de gota. A pesar de comenzar en
edades adultas tempranas, hay varios pacientes de avanzada edad que no han desarrollado
gota, lo que podria interpretarse como que este evento no esta altamente asociado a la edad.

Variabilidad intrafamiliar de p.C255Y. Familia F4.

De estos pacientes portadores, 13 pertenecen a la familia F4, esta presenta antecedentes de
hiperuricemia y Enfermedad Renal Crénica Terminal (ERCT), condiciones que, probablemente,
estan asociadas a esta mutacion. 2 personas de esta familia han tenido un trasplante renal. A
nivel intrafamiliar observamos caracteristicas con una gran prevalencia familiar, como un
filtrado glomerular estimado menor de 90 ml/min/1.73m? indicativo de enfermedad renal.

Adicionalmente se ha encontrado variabilidad en cuanto al desarrollo de hiperuricemia,
observandose esta caracteristica en pacientes de distintas edades.

También se observa cierta variabilidad asociada a la edad en cuanto a otras caracteristicas, en
las que aproximadamente la mitad de los familiares con mayor edad presentan la
caracteristica y la otra mitad de familiares mas jovenes, no. Siendo estas caracteristicas: la
llegada a Enfermedad Renal Crénica Avanzada (ERCA) (los individuos menores de 54 afios en
esta familia no han progresado a ERCA), TRS (en esta caracteristica la edad de corte son los 60
afios), presencia de quistes renales (con una edad de corte de 54 afios).

Cabe destacar también que 6 miembros de esta familia son ademds portadores de una
alteracion patogénica en heterocigosis del gen PKHD1, c.383delC, p.Thr128fs (F4.S1, F4.52,
F4.56, F4.57, F4.S9 y F4.513). Alteraciones en este gen estan asociadas con principalmente con
el desarrollo de quistes renales con una herencia principalmente autosémica recesiva, aunque
se ha descrito fenotipo quistico también en pacientes con alteraciones en heterocigosis®. En la
familia F4 hay un total de 5 individuos con quistes renales, de los cuales 3 de ellos son
portadores de la alteracion en PKHD1. Es por esto que no podemos confirmar ni descartar que
esta alteracion en PKHD1 module la aparicidon de quistes renales en los pacientes portadores
de alteraciones en UMOD y PKHD1.

Alteracion UMOD c.947A>C (p.Q316P).

Por otro lado, la alteracion p.Q316P también es clasificada molecularmente como
probablemente patogénica. Afecta al domino EGF-like IV1®22, este dominio estd altamente
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conservado e interviene en las uniones bisulfato que contribuyen a la estructura
tridimensional de la uromodulina®®. Esta posicidon también es intolerante al cambio con una
puntuacidn de tolerancia de 0,36%.

Esta variante la encontramos en 9 pacientes, de los cuales el 66,67% son varones (6/9). En esta
cohorte se observé un mayor porcentaje de pacientes con HTA, presente en 5 pacientes
(62,5%). Al momento del diagnédstico, el 50% de los pacientes presentaba cierto grado de ERC
(considerado a partir del estadio 2, incluido), a una edad media de 54 afios. Hasta la fecha, tres
pacientes (75%) han alcanzado la ERCT, con inicio de TRS a una edad media de 63,67 afios.

El 50% de la cohorte cumplié criterios de hiperuricemia. El diagndstico de hiperuricemiay el

inicio de tratamiento con alopurinol se dieron a una edad media de 49,33 afos (rango: 32-60
afios). Hasta el momento, no se han registrado episodios de crisis gotosa en estos pacientes,
aunque si existen antecedentes familiares de gota.

En cuanto al sedimento urinario de esta segunda cohorte, fue también anodino, con
microalbuminuria presente en 3 de los 8 pacientes (uno de ellos con CAC >300 mg/g) y solo un
caso de microhematuria. De manera similar a la primera subcohorte, se observé desarrollo
quistico en el 50% de los pacientes.

Variabilidad intrafamiliar de p.Q316P. Familia F12.

La familia F12 tiene el mayor nimero de integrantes portadores de p.Q316P, consta de 5
pacientes, y 4 de estos presentan HTA. En esta familia se aprecia también el efecto de la edad
asociado al deterioro renal, ya que los 2 integrantes mas jovenes de la familia sélo presentan
fenotipo patoldgico en cuanto a HTA, sin ninguna caracteristica adicional, mientras que los
pacientes de mas edad presentan un filtrado glomerular de 35,2 ml/min/1,73m?; quistes
renales; hiperuricemia; y han alcanzado ERCA.

DISCUSION

Este es un estudio retrospectivo sobre las variantes recurrentes en UMOD de una cohorte de
poblacién gallega cerrada desde el punto de vista genético. El estudio de la poblacidn gallega
es de un alto valor en cuanto a la caracterizacién de variantes recurrentes y de correlaciones
genotipo-fenotipo, ya que la region de Galicia se encuentra geograficamente localizada en el
oeste de Espafia, y barreras geograficas han proporcionado un alto nivel de conservacion
genética, etnicidad y consanguinidad34°,

Las alteraciones estudiadas se encuentran localizadas en posiciones muy poco tolerantes al
cambio¥, altamente conservadas 1®*2y con una funcidn estructural'®!33>3¢ es por esto por lo
gue, aunque se trata de una alteracidon que cambia Unicamente un aminodcido por otro, las
variantes tienen un efecto patogénico, y resultan en manifestaciones renales en los pacientes,
ya que la proteina no puede estructurarse tridimensionalmente de manera correcta, y su
funcioén se ve alterada.

Con los datos clinicos obtenidos de esta cohorte, es notable que estas alteraciones en el gen
UMOD tienen ciertos fenotipos comunes, confirmando el importante papel del gen en
procesos como el transporte y absorcion de acido urico, formacidn de quistes y funcion
renales, que puede derivar con los afios a un deterioro renal temprano.
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De toda la cohorte, tan solo F4.5S3 porta la alteracién p.C255Y en homocigosis, tanto en este
estudio como en otros anteriores se ha observado que las alteraciones bialélicas en este gen
producen un desarrollo més agresivo y temprano de las manifestaciones clinicas® .

A pesar de la diferencia de tamafo de las dos subcohortes, se puede apreciar ciertas
similitudes y diferencias entre los pacientes portadores de estas. Dentro de las semejanzas, y
en consonancia con la literatura sobre el fenotipo asociado a las alteraciones en UMOD, mas
de la mitad de los pacientes presentan hiperuricemia (76 y 50%, respectivamente). Se observa
presencia de quistes renales y HTA en aproximadamente la mitad de los portadores para
ambas alteraciones. Aproximadamente la mitad de los pacientes llegaron a ERCA (con mayor
representacién en la poblacién de edad mas avanzada), y han necesitado un tratamiento renal
sustitutivo.

El estudio de Moskowitz JL et al.3? compara el fenotipo de varias alteraciones en UMOD,
incluidas las alteraciones, p.C255Y y p.Q316P. Estos pacientes presentan principalmente
hiperuricemia, gota (en menor proporcion) y llegan a enfermedad renal terminal. En este
estudio se observd que la alteracion con la que los pacientes llegaban mas tarde a enfermedad
renal terminal era p.Q316P32. En nuestra cohorte no se aprecian diferencias estadisticas entre
las alteraciones. Aun asi, (Figura 2C) los portadores de p.Q316P tardan mas en llegar a ERCA,
siendo el primer caso a los 46 afios, mientras que el primer caso de los portadores de p.C255Y,
fue a los 38 afios. Cabe destacar que como esta caracteristica estd relacionada con el deterioro
renal debido a multiples factores y asociado directamente con la edad.

En la Figura 2B se puede apreciar que la presencia de hiperuricemia es una caracteristica que
puede darse en distintas etapas de la vida, en algunos pacientes tuvo una aparicién en etapas
tempranas de la vida, mientras que, en otros, se diagnosticé mas avanzada la edad. Y a pesar
de que hay diferencias en el tamafio de las subcohortes, se observa cierta tendencia con un p-
valor cercano a la significancia (0,1040) a que la variante p.C255Y esta asociada con una
anterior aparicién de hiperuricemia en los pacientes.

En la Tabla 1 no hay diferencias estadisticamente significativas entre estas variantes
recurrentes, pero aun asi se aprecian cierta tendencia de los pacientes con p.C255Y a tener
estadios mayores de ERC, mientras que la mayoria de los portadores de p.Q316P (37,5%),
contintan con un flujo glomerular estimado normal (estadio ERC 1) (Figura 2D).

Es conocido que el dominio D10C es crucial para mantener la correcta estructura
tridimensional de la proteina, de hecho, el grupo de Ma L et al.'® estudiaron las diferencias in
vivo entre una alteracion dentro del dominio (p.C217G) y fuera de este (p.C126R), concluyendo
gue cuando el dominio D10C se ve alterado, tiene mayores efectos deletéreos a nivel
apoptético, de retencidn en el reticulo endoplasmatico, se reducia la translocacién a la
superficie apical y su liberacion extracelular!®*>, Esto coincide con lo observado en nuestra
cohorte, en la que los pacientes con la alteracidon en este dominio estan en estadios de ERC
mayores (Figura 2D).

Los datos disponibles se observa un mayor porcentaje de pacientes portadores de p.Q316P
sometidos a TRS y a trasplante renal (Tabla 1). Estas altas proporciones puede deberse a que
hay pocos pacientes con informacidn al respecto de estas caracteristicas, por lo que los
porcentajes pueden sobreestimarse.

Es destacable que, siendo la fraccidon de excrecién de acido Urico relevante, esta no suele
solicitarse de forma rutinaria en los pacientes teniendo informacion en 8 de los 37 pacientes.
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También cabe destacar a nivel clinico que el tipo de TRS mas empleado en los pacientes es la
hemodidlisis, usada en 9 pacientes en total de esta cohorte (7 de ellos portan la alteracion
p.C255Y, y 2, p.Q316P). Por otro lado, la didlisis peritoneal es la empleada en 2 pacientes, uno
de cada tipo de alteracidn.

El desarrollo de hiperuricemia ha sido la caracteristica con mayor variabilidad intrafamiliar en
ambas alteraciones. También se observan diferencias entre aquellos familiares mas jévenes y
mayores, habiendo desarrollado estos uUltimos ciertas caracteristicas asociadas a la edad como
quistes o deterioro de la funcidn renal, siendo probable que los individuos mas jévenes
desarrollen esta sintomatologia con el tiempo (especialmente en la familia F12). Estos datos
aportan informacidon prondstica asociada a estas variantes recurrentes. Pero esta correlacion
con la edad no se observa en todos los casos, por ejemplo, F8.52 presenta una sintomatologia
mas severa y temprana que F8.51, a pesar de ser mas joven.

En ambas subcohortes, el interrogatorio guiado reveld sintomas como polidipsia y poliuria,
aunque parece estar subestimado el aumento en el volumen urinario y la mayor ingesta
hidrica, debido a la baja autopercepcidn de estos sintomas, que han sido constantes en la vida
de estos pacientes.

La principal debilidad de este estudio es que, a pesar de que las dos subcohortes estan
formadas por pacientes con edades comparables, la diferencia de tamafio entre estas hace
gue no se pueda hacer una comparacidn correcta en ciertas caracteristicas con menos
informacion.

Entre los puntos fuertes del estudio destaca la observacion clinica de dos variantes recurrentes
en una cohorte cerrada. Esto aporta y enriquece el conocimiento sobre sus caracteristicas al
reunir un gran numero de pacientes portadores de la misma alteracidn genética. Otro punto
fuerte es el detallado fenotipaje de los pacientes, gracias al cual se obtiene valiosa informacién
clinica que permite ahondar en este conocimiento sobre las variantes recurrentes.

Con todo esto se puede relacionar la manifestacion de caracteristicas como el desarrollo de
hiperuricemia (llegando en algunos casos a tener episodios de gota), quistes renales y
deterioro de la funcién renal con alteraciones en el gen UMOD. Incidiendo en las alteraciones
recurrentes estudiadas, se ha observado que los pacientes portadores de p.C255Y tienden a
presentar hiperuricemia a edades mds temprana que los portadores de p.Q316P y solo
presentaron episodios de gota los portadores de p.C255Y. A pesar de que no se aprecia
ninguna tendencia en cuanto a una edad mas temprana o tardia de llegada a ERCA, se observa
una mayor incidencia de los portadores de p.C255Y en estadios 3a, 3b y 4. Estas diferencias
podrian ser debidas a que la estructura proteica se ve alterada en diferentes grados, ya que las
alteraciones se encuentran en distintos dominios.

La correlacion genotipo-fenotipo de este estudio es de gran importancia prondstica al
proporcionar informacion sobre cdmo podria evolucionar la patologia renal en pacientes
portadores de estas variantes recurrentes. Como perspectiva futura, se podria hacer una
comparacién de otras variantes en UMOD, y asi conocer las particularidades que pueda
presentar cada una. O incluso, ampliar el estudio a variantes en otros genes asociados a
ADTKD, comparando el fenotipo de los pacientes, y estableciendo nuevas correlaciones
genotipo-fenotipo para esta patologia.
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TABLAS Y FIGURAS

Caracteristicas

N

Sexo (varén) n/N (%)

Edad actual mediana (Q1, Q3)
HTA n/N (%)

Hiperuricemia n/N (%)
Episodio de gota n/N (%)
Quistes renales n/N (%)
Albuminuria n/N (%)
Hematuria n/N (%)

ERCA n/N (%)

Terapia renal sustitutiva n/N (%)
Trasplante renal n/N (%)
Estadio de ERC n/N (%)

1

2

3a

3b

4

5

Tabla 1. Descripcion estadistica de las manifestaciones clinicas de los pacientes con alteraciones
recurrentes en UMOD en funcidn de su alteracidn. Los p-valores comparan las dos alteraciones

Total

37
24/37 (64,86)

53,96 (40,72, 66,06)

17/36 (47,22)
23/33 (69,70)
8/31(25,81)
16/33 (48,48)
7/31(22,58)
3/33(9,10)
18/35 (51,43)
11/28 (39,29)
6/28 (21,43)

7/35 (20)
4/35 (11,43)
5/35 (14,29)
8/35 (22,86)
6/35 (17,14)
2/35 (5,71)

Alteracién
p.C255Y

28

18 / 28 (64,29)
56 (40,50, 65,00)
12 /27 (44,44)
19 / 25 (76,00)
8 /25 (32,00)
12/ 25 (48,00)
4/23(17,39)
2/ 25 (8,00)
14 /27 (51,85)
8/24(33,33)
4 /25 (16,00)

4/27(14,81)
4/27(14,81)
4/27(14,81)
7/27(25,93)
4/27(14,81)
2 /27 (7,40)

p.Q316P

9

6/9 (66,67)
50 (46,00, 69,00)
5/8(62,5)
4 /8 (50,00)
0/6(0,00)
4 /8(50,00)
3/8(37,50)
1/8(12,50)
4/8(50,00)
3/4(75,00)
2/3(66,67)

3/8(37,50)
0/8(0,00)
1/38(12,50)
1/8(12,50)
2/8(25,00)
0/8(0,00)

p-value

0.9
>0.9
0.4
0.2
0.11
>0.9
0.2
>0.9
>0.9
0.3
0.11
0.4

recurrentes usando en datos cuantitativos el test de Mann—Whitney—Wilcoxon y para datos categdricos

el de Chi-cuadrado o test exacto de Fisher para variables con una frecuencia de mas o menos 5,
respectivamente; los g-valores son los p-valores corregidos con el test de Benjamini-Hochberg

(correccion de la tasa de falsos descubrimientos para pruebas multiples). HTA: Hipertension arterial;
ERCA: Enfermedad Renal Crdnica Avanzada; n representa el nimero de sujetos con la caracteristica; N
representa el nimero de sujetos totales con informacion sobre esa caracteristica.

g-value

>0.9
>0.9
0.7
0.6
0.6
>0.9
0.6
>0.9
>0.9
0.6
0.6
0.7
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Excrecion

. Hiper- f Edad Epi- Quis- Eda Terapia Eda _

Pa- Se- nggl Cambio Cambio HT E;t(a:dlo uricemia s;acmonal diagnostico sodio Ediasi;i%r tes Albumi- Hema- ER- d renal Tipo d T{::te
ciente Xxo (afios) ADN aa A (Fge) (SUA acido trico de hiperuri- de gta rena- nuria turia CA ER- sustitu- TRS TR ?enal

9 (mg/dl)) (%) cemia gota 9 les CA tiva S
Fis1 | H |65 c764G>A | D% s | aban) S(9) 5,98 50 s 52 s N N s 62 | N N N | N
F281 | H | 57 c764G>A | DO 1N | 289 S(7.3) NA 49 s 50 N N N N N N N N | N
F2s2 | H | 20 c764G>A | BP0 1N | 1(90) S(98) NA 15 N N N N N N N N N N | N
F3s1 | H | 40 c764G>A | D% s | sa(soe) | s(11) 497 35 N N s N N N N N N N | N
Fast | M | 71 c764G>A | DC%° 1N | abas) S (>7.5) NA 53 N N s N N s 61 s HD 72 | N
Fas2 | M | es c764GoA | D% s | 5(19) N (6,4) NA N N N s N s s 59 |s HD 68 | N
F4s3 | M | 64 OTBIGA | PO s | 4(<20) S (®) NA 47 N N s N NA s 46 | s HD 47 |'s
Fasa | H | 6 c764G>A | DO 1N | agen S@1) NA 48 N N NA N N s 47 |s DP 58 | s
Fas5 | H | 60 c764GoA | DO s | s(19) S (85) NA 36 N N s NA N s 57 |s HD 60 | N
F4.S6 | H 54 C.764G>A $'C255 s | 407 S(9,2) 4 23 s 23 s s N s 47 | N N N N
F4.S7 | H 53 C.764G>A $'C255 N | 2(6) N (6,2) NA N N N N N N N N NA N N N
F4.S8 | H 48 C.764G>A $'C255 N | 190 S (57,5) 47 31 N N N N N N N N N N N
F4s9 | M | 38 C.764G>A $'C255 N | 21 N (5,2) 7,27 N N N N N N N N N N N N
54'51 H 37 C.764G>A $'C255 NA | NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA | NA | NA NA NA | NA
PST I w | s c764GoA | DO I N | 2e2) 5(9) NA 16 N N N N N N N NA NA NA | NA
2SI m | eo c764GoA | DO 1N | aban) N (4,9) 73 53 N N N N N N N N N N | N
;4'51 Ho| 21 C.764G>A $'C255 N | 190 N (6,8) NA N N N N N N N N N N N | N
F5.51 | H | 43 c764G>A | D28 s | 3p(3g) S (10,3) NA 30 N N N N N s 41 | N N NN
F5.52 | H | 42 c764G>A | D25 1N | 3p (34 s, NA 22 s 22 s N N s 39 | N N NN
F553 | H | 40 C.764G>A $'C255 N | 3a(59) S (10,2) NA 33 s 28 N N N N N N N N | N
F6S1 | M | 67 C.764G>A $'C255 s | 5(<0) NA NA NA s NA s NA N s 52 | s HD NA | s
F6.52 | H 64 C.764G>A 5'0255 s | 3a@47) S(8,7) 7,98 55 N N s NA N N N N N N N
Fr.s1 | H | 71 c764G>A | DO N | 4 22) S(13,2) NA 57 N N s N N s 57 | s HDD | NA | 'S
F8st | M | 65 c764G>A | BC%5 s | 3a(s3) S (12,3) 2 52 s 63 s s s N N N N N | N
F8S2 | H | 42 c764G>A | DCZS N | 3p4a2) s (1) NA 31 s 31 N s N s 38 | N N NN
F8s3 | M | 41 c764G>A | BP0 1N | 1(00) NA NA NA NA NA NA NA NA N N NA NA NA | NA
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Fost | M | 76 c764G>A | D% I | ab(a0) S(89) NA 66 NA NA N s N s 74 | N N N | N
F0S 1w | 3 c764GsA | DO s | 420 N (6.2) NA 67 N N N N N s 7% | s HD NA | N
'1:"'3 H | e coarasc | B8 s | 5«0 S@87) NA 60 N N s N N s 60 | S HD 63 | s
F128 1w |7 coarasC | B8 s | 487 | s88) NA N N N s s N s 55 |s DP 63 | s
P28 I H | ee coaasC | BOBIE | s | 42 S (8.13) NA 56 N N s s N s 59 |s HD 65 | N
;12'3 H | 47 coa7ac | B8 s | sa(sse) | s(8.26) NA 32 NA NA s N N s 46 | N N N | NA
P I - c947ac | B¥IE N | 1 (500) N (5,9) NA N N N N N s N N NA NA NA | NA
225 1w 18 coa7asc | BIE s | 1500 N (6,3) NA N NA NA N N N N N NA NA NA | NA
P38 1w | e c947aC | B¥1E | Na | NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA | NA | NA NA NA | NA
P48 1w | s0 coa7asc | BHIE 1N | 100 N (4,7) NA N N N N N N N N NA NA NA | NA
P88 I m | a6 coa7asc | B8 1N | sb22) | N@9) NA N N N N s N N N NA NA NA | NA

Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas de la cohorte de pacientes con alteraciones recurrentes en UMOD.
estimado (calculado con CKD-EPI); SUA: acido urico en suero; ERCA: enfermedad renal crénica avanzada; TRS: terapia renal sustitutiva; H: hombre; M: mujer; S: si; N:

ERC: enfermedad renal crénica; Fge: filtrado glomerular

no; NA: no hay datos disponibles; HD: hemodialisis; HD-D: hemodialisis domiciliaria; DP: didlisis peritoneal. *Paciente con alteracion en homocigosis.
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Figura 1. Esquema sobre la patofisiologia de alteraciones en UMOD. A la izquierda, se representa la
restringida expresién de UMOD a la rama ascendente de Henle y las primeras secciones del tubulo
contorneado distal. A la derecha, los procesos alterados debido a la expresién de UMOD mutante.
Adaptado de Mabillard, H. et al. (2023)”. RE: Reticulo endoplasmatico; NKCC2: cotransportador sodio-
potasio-cloro (Na*-K*-2Cl"); uUMOD: UMOD en orina.
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Figura 2. (A) Distribucion de la edad en la cohorte de variantes recurrentes de UMOD dividido por tipo
de variante. Las medianas de la edad en ambos grupos son muy similares y no se aprecian diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos (ns), con un p-valor de 0,9222. (B) Representacion
del diagndstico de hiperuricemia en funcidn de la edad para cada variante mediante una curva de
supervivencia Kaplan-Meier, con el test de log-rank se calcula un p-valor de 0,1040, por lo que las
diferencias no son estadisticamente significativas. (C) Representacidn de pacientes en ERCA en funcion
de la edad para cada variante mediante una curva de supervivencia Kaplan-Meier, con el test de log-
rank se calcula un p-valor de 0,4156, por lo que las diferencias no son estadisticamente significativas. (D)
Pacientes en cada estadio de ERC divididas por el tipo de alteracion.
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Figura 3. Curva de supervivencia tipo Kaplan-Meier en la que se representa la edad a la que ocurrid el
primer episodio de gota. Ningln paciente de la alteracion p.Q316P presentaron episodios de gota.
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