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Atypical hemolytic uremic syndrome associated with mutation of diacilglycerol kinase epsilon
gene. Report of 2 cases in The National Institute of Child Health — BrehAa, Lima.
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RESUMEN

Introduccién: El sindrome urémico hemolitico atipico (SUHa) asociado a mutacién del gen diacilglicerol
quinasa épsilon (DGKE) es una entidad clinica de trasmision autosémica recesiva, nueva, con escasos
reportes a nivel mundial y una incidencia del 27% de los SUHa expresados en el primer afio de vida y
50% de los casos familiares. Todos los pacientes van a ERC-5 en la segunda década de la vida. No
existe evidencia de recurrencia de la enfermedad en injertos renales de pacientes trasplantados con esta
mutacion.

Objetivos: Reportar 2 casos (hermanos) en edad pediatrica con SUHa asociado a mutacion del gen
DGKE.

Reporte de casos: Se revisa historia clinica de pacientes con diagnoéstico de SUHa asociado a mutacion
DGKE y se describe su evolucion clinica en el Instituto Nacional de Salud del Nifio. (Brefia)

Paciente varén de 4afos 3meses de edad, procedente de Huancayo, segundo hijo de pareja joven no
consanguinea, con SUH recurrente desde los 8 meses, con hematuria, proteinuria nefrética e hipertension
arterial durante periodos asintomaticos. Hermana de 13 afios con sindrome nefrético, debut a los 5 afios y
ERC-4, hematuria, HTA y proteinuria nefrética a la actualidad. Con estudio genético familiar que confirma
la mutacién de los dos alelos del gen DGKE en el paciente y su hermana y solo compromiso de uno de los
alelos en los padres.

Conclusiones: Se reporta una nueva variante de mutacion en gen DGKE segun resultado de estudios
genéticos, siendo a su vez los primeros casos que se reportan en nuestro pais.

Palabras claves: Sindrome urémico hemolitico atipico, Diacileglicerol kinasa epsilon.

SUMMARY
Introduction:  Atypical  haemolytic  uremic
syndrome (aHUS) associated with mutation of the

A boy of 4 years old, from Huancayo, second
child of a non-consanguineous young couple, with
recurrent HUS since 8 months, with hematuria,

diacylglycerol kinase epsilon gene (DGKE) is a
new clinical disease, which is autosomal recessive,
with few reports in the world and an incidence of
27% of the aHUS expressed in the first year of life
and 50% of family cases. All patients go to ERC-5
in the second decade of life. There is no evidence
of recurrence of disease in renal grafts of patients
transplanted with this mutation.

Objectives: Report of 2 cases(siblings) in pediatric
age with aHUS associated with mutation of the
DGKE gene.

Cases report: A clinical history of patients with
a diagnosis of aHUS associated with a DGKE
mutation is reviewed and their clinical evolution is
described in the National Institute of Child Health
(Brefia).

nephrotic proteinuria and arterial hypertension
during asymptomatic periods. A 13-year-old sister
with nephrotic syndrome at 5 years of age and now
in CKD-4, hematuria, hypertension and nephrotic
proteinuria, with a family genetic study confirming
the mutation of the two alleles of the DGKE gene in
the patient and his sister; and only commitment of
one of the alleles in the parents.

Conclusions: We report a new variant of DGKE
gene mutation as a result of genetic studies, being
in turn the first cases reported in our country.

Key Words: Atypical Haemolytic uremic syndrome,
Diacilglycerol kinase epsilon.

1 Servicio Nefrologia Instituto de Salud del Nifio (Lima Pera).

2 Servicio Genética y E.Il.M.Instituto de Salud del Nifio (Lima Peru).
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INTRODUCCION

El sindrome urémico hemolitico atipico (SUHa)
es una microangiopatia tromboética rara vy
de presentacion severa, caracterizado por la
triada de anemia hemolitica microangiopatica,
trombocitopenia e injuria renal aguda, debido a
dafio endotelial y depdsitos de trombos de fibrina y
plaquetas en la microvasculatura renal.’

Puede tener causa genética o autoinmune que
conduce a la activacion patologica de la cascada
del complemento. Estudios mendelianos han
determinado mutaciones en los genes que
codifican los factores reguladores de la cascada
del complemento: Factor B (CFB), Factor H (CFH)
anormalidades genéticas en genes relacionados a
FH del complemento (CFHR1 y CFHR5), los cuales
estan localizados cerca del CFH en el cromosoma
1932, asi como rearreglo genémico entre CFH y
CFHR1 o CFHR5. También se han descrito en los
ultimos afios anticuerpo antiCFH, Factor | (CFl),
y componentes del complemento 3 (C3), proteina
cofactor de membrana (MCP) y trombomodulina
(THBD). Muchos de ellos son trasmitidos como
rasgos autosémico dominantes con penetrancia
baja y solo las mutaciones recesivas en CFH y MCP
son trasmitidas con penetrancia alta.?

La importancia de esta patologia se basa en la
morbilidad asociada y las consecuencias funestas
sobre la funcion renal, con un 50% de riesgo de
progresion a enfermedad renal crénica y hasta el
25% de riesgo de muerte.3

Sin embargo casi la mitad de los SUHa de
causa primaria no tienen alteracion genética ni
inmunolégica predecible, por lo que el paradigma
donde se sefala que el SUHa esta asociado solo a
mutaciones en la cascada del complemento ha sido
cambiada recientemente.2

Ultimos reporte de estudios pediatricos en la
materia sefialan a las mutaciones en el gen DGKE,
que codifica la proteina diacilglicerol kinasa épsilon
(DGKE), la cual no es componente del sistema de
complemento, como causa de SHUa de transmision
autosdémica recesiva.l-4

El DGKE es una quinasa lipidica intracelular
que se encuentra en las céulas endoteliales del
capilar glomerular, podocitos, plaquetas y células
mononucleares periféricas y se encarga de fosforilar
al acido araquiddnico, portador de diacilglicerol
(AADAG), a acido fosfatidico (PA), primer paso
en la resintesis del ciclo del inositol fosfato (PI)
Figura 1. La falta de fosforilacion del AADAG genera
sobreactividad del mismo.3

Figura 1: Ciclo de la Fosfatidilinositol. (ref 2,3)
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Figure 1 | The phosphatidylinositol cycle regenerates Pl from PA at the plasma membrane. DGKE
phosphorylates AADAG to regulate AADAG levels. The remainder of the cycle that ultimately
regenerates Pl takes place in the endoplasmic reticulum, Abbreviations: AADAG, arachidonic
acid-containing diacylglycerol; DGKE, diacylglycerol kinase ¢; IP3, inositol 1,4,5-triphosphate;

PA, phosphatidic acid; Pl, phosphatidylinositol; PIK, phosphatidylinositol kinase;

PIP phosphatidylinositol 4-phosphate; PIPK, phosphatidylinositol 4-phosphate Kinase; PIP2,
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; PKC, protein kinase C; PLC, phospholipase C. Permission
obtained from Nature Publishing Group @ Lemaire M. et al. Nat. Genet. 45, 531-536 (2013).
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Figura 2: Consecuencias de la deficiencia de DGKE. (ref 2-3)
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EL AADAG activa a la proteina quinasa C (PKC),
que tiene efectos protrombdticos severos sobre
el endotelio y podocitos, lo cual podria explicar la
microangiopatia trombdtica en individuos con este
defecto. Asi mismo, aumenta la actividad catalitica
de la fosfolipasa A (PLA), la que genera respuesta
inflamatoria, vasoactiva y protrombdtica sobre
el endotelio. Su sobre activacion incrementa la
actividad del receptor transitorio potencial canal 6
(TRPCSG) en la células epiteliales de los podocitos
ocasionando una alteracion de la organizacion del
cito esqueleto con pérdida de fibras de actina que
conduce a desfacelamiento de los pies podocitarios,
expresandose en proteinuria nefrotica y esclerosis
Figura 2 La disfuncidon de podocito que lleva a
proteinuria de rango nefrético también predispone
a los pacientes al desarrollo de microangiopatia
trombotica renal (MATR).3:6

El fenotipo de estos pacientes con SUHa asociado
a mutaciones en DGKE es variable, inician su
expresion clinica durante el primer afo de vida
con episodios de recurrencia, que no responde a
infusion de plasma fresco congelado ni eculizumab,
persistencia de hipertensién arterial, micro
hematuria y proteinuria, (en su mayoria en rango
nefrético) durante la etapa de “resolucion” del
cuadro agudo, pudiendo desarrollar eventualmente
sindrome nefrético, ausencia de alteraciones del
complemento y progresion a enfermedad renal
créni‘c‘:a terminal durante la segunda década de la
vida.

La presencia de micro hematuria, hipertension
arterial y proteinuria en rango nefrético persistente
en pacientes asintomaticos con mutaciones en
DGKE conlleva a la pregunta si esta mutacion
puede conducir a enfermedad renal crénica sin la
presencia del cuadro de SUHa. De la misma forma
se esta relacionando al DGKE en la patogenia de
diversas enfermedades glomerulares.”-9

Existe diversidad de hallazgos con respecto a la
activacion del sistema del complemento en este
tipo de pacientes, con uniformidad de consenso
de su escasa contribucion en la fisiopatologia de
esta enfermedad en la mayoria de casos.%12 Sin
embargo hay reportes de casos donde se sefala la
presencia concomitante de mutaciones de DGKE
con otras mutaciones del complemento, lo que
explicaria los niveles bajos de C3 en este tipo de
pacientes.3

Se ha determinado ausencia de recurrencia en
injertos renales de diversos pacientes trasplantados,
lo que mejora el prondstico de los mismos.*

La incidencia de este SHUa asociado a mutacién
del gen DGKE asciende al 27% de los casos en el
primer afio de vida y 50% de los casos familiares
presentados en este grupo de edad.®

Las Dbiopsias renales muestran la tipica
microangiopatia trombdtica del SUHa (edema
endotelial, hipercelularidad glomerular, interposicion
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de células mesangiales dentro de las células
endoteliales, desdoblamiento de la membrana basal
glomerular con desfacelamiento de los procesos
podocitarios, que produce la proteinuria nefrética.?

Existe escasos reportes de ésta mutacion a nivel
mundial, desde el afio 2013 en que Lemaire et
al. reportaron los primeros casos.?2 Es por ello
que consideramos importante el reporte de estos
pacientes con mutacién familiar comprobada del
gen DGKE de trasmisién autosémica recesiva.

Reporte de Casos

Lactante de sexo masculino de 18 meses de edad
procedente de Huancayo, centro del Peru, segundo
hijo de una pareja no consanguinea, producto de
parto por cesarea por circular de corddn, nacido
a término con peso: 3380g, buen apgar, y sin
hospitalizaciones perinatales. Adecuado desarrollo
psicomotor. Vacunas completas .A los 8 meses de
edad cursd con infeccién urinaria por Escherichia
coli, recibiendo tratamiento con amikacina por 5
dias en forma ambulatoria. En los examenes de
laboratorio se encontré6 hematuria microscopica,
hemoglobinuria, proteinuria hasta 2+, hemoglobina
de 7g/dl microcitica hipocrémica y plaquetopenia de
29000, sin estudios médicos posteriores.

Alos 15 meses de vida presenta cuadro de diarrea
sin moco ni sangre asociado a fiebre, tratado con
trimetropin sulfametoxazol via oral por 3 dias. Al
tercer dia presenta epistaxis y edemas de cara
y miembros inferiores, anemia y plaquetopenia
manejadas con transfusion de 1 paquete globular
y 2 unidades de plaquetas, injuria renal aguda no
oligurica, que no requirié dialisis, hipoalbuminemia,
hipertrigliceridemia, = haptoglobina  consumida,
proteinuria 3+, hematuria, hemoglobinuria y DHL
aumentado. Ecografia renal normal. Coprocultivo
negativo a salmonella, shigella y Vibrio cholerae.
Lamina periférica anisocitosis 2+, macrocitosis1+,
microcitos1+, algunos hematies fragmentados,
no células atipicas leucocitarias, plaquetas con
recuento disminuido y macroplaquetas 1+. Es
catalogado como sindrome urémico hemolitico
tipico, se estabiliza cuadro y es dado de alta.

A los 18 meses de edad ingresa al Instituto
Nacional de Salud del Nifio por presentar sindrome
urémico hemolitico asociado a sindrome nefrético
con hipertension arterial. Es manejado soélo con
restriccion hidrica y enalapril como antihipertensivo
inicialmente y luego como antiproteinurico. No
recibe transfusion de hemoderivados.

Ante cuadro de recurrencia de SUH se amplian
estudios de secundarismo con resultados negativos,
con presencia de C3 ligeramente bajo durante
cuadro agudo y luego normalizacion del mismo.

Se realiza biopsia renal evidenciandose glomérulos
aumentados de tamano con expansién mesangial
discreta. Arteriolas con hiperplasia concéntrica de
la capa media y edema de células endoteliales;
cambios compatibles con SUH atipico.

Ante evidencia clara de SUH atipico, se decide realizar
estudio familiar a pesar de estar asintomaticos,
encontrandose: padre de 39 afnos de edad sin
hematuria, proteinuria ni hipertensién arterial,
madre de 33 afios con hemoglobinuria persistente,
no proteinuria ni hipertension arterial y 1 hermana
de 13 anos actualmente, quien presenté sindrome
nefrético a los 5 afios de edad, con hematuria y
corticoresistencia quien se encuentra desde el 2016
en insuficiencia renal cronica. En su ultima evaluacion
en junio 2018: Peso 30.3 kg, talla 138 cm (desnutrida
crénica compensada, con Z Score Talla -2.22), PA
105/75, depuraciéon de creatinina 28.5 ml’/1.73 m2
(ERC estadio 4), proteinuria 79 mg/h/m2, hematuria
persistente y en tratamiento de soporte para su
insuficiencia renal cronica.

El estudio genético realizado en el University of
lowa Hospitals and Clinics por el Dr. Richard Smith,
mostré que el paciente presentaba ausencia del gen
DGKE que codifica la diacilglicerolquinasa épsilon
Tabla I.

Se descarté mutacién en los genes de los factores
reguladores del complemento e implicados en
SUHa: CFH, CFI, MCP (CD46), CFB, CFHRS5, C3,
THBD, PLG y ADAMTS13.

El estudio en los padres mostré6 que ambos eran
portadores de mutacién del gen DGKE (madre:
NM_003647:c.157delG, p.Asp53Thrfs*116
y el segundo allelo normal y en el padre:
NM_003647:c.888+1G>C vy el otro allelo normal) y
la hermana, igual que el paciente, tenia alteracion
en los dos allelos con ausencia del gen de DGKE.
Tabla I.

El paciente se controla regularmente, habiendo
evidencia de actividad renal (hematuria vy
proteinuria). En su ultimo control ambulatorio en
junio 2018 con 4afios 3meses de edad, talla 97cm,
peso 15.6 Kg (desnutrido crénico compensado, Z
Score talla -1.85), PA 90/60, proteinuria 103 mg/h/
mt2, creatinina 0.37 mg/dl, hematuria, Hb 12 gr/dl,
plaguetas 278000. Recibe prednisona y enalapril.
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TABLA.I Resultados de Panel Genético Renal.

Gene Allele 1 Allele 2 Result
: *
DGKE NM _003647:c.157delG. p. Asp53Thrfs*116 nomal allele Puibopaic
DGKE NM_003647:¢.888+1G>C normal allele Pathogenic
( CFHRL?}E{;TH! ) normal allele normal allele no deletions or duplications
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DISCUSION

El caso presentado es de un paciente con SUHa
asociado a mutaciéon del gen DGKE, sin ninguna
intercurrencia expresada en la etapa neonatal,
que antes de los 12 meses de vida presenta un
cuadro compatible probablemente con SUH:
anemia, trombocitopenia, pero sin datos de funcién
renal que completaria la triada, ademas hematuria
y proteinuria asociada a un proceso infeccioso
urinario que fue el gatillante y a la vez el distractor
en la expresién clinica misma.2 Posteriormente
a este evento no hubo seguimiento y el paciente
se mantiene asintomatico segun lo referido por la
familia.

A los 15 meses de vida presenta diarrea aguda
infecciosa asociada a anemia, trombocitopenia
y retencién nitrogenada, el cual fue catalogado
como sindrome urémico hemolitico tipico. La falta
de seguimiento y el desconocimiento de la familia
acerca de los hallazgo laboratoriales encontrados
previamente generan retraso del verdadero
diagndstico.

A los 18 meses de edad presenta sindrome
edematoso que motivd la consulta médica,
encontrandose la triada clasica de SUH, proteinuria
en rango nefrético, hipertension arterial y C3 y C4
normal. Ante episodios repetidos de sindrome
urémico hemolitico, inicio del cuadro antes del
primer afo de vida y ausencia de evidencia de
alteracién de la via del complemento, se decide
ampliar estudios con biopsia renal, en la cual se
evidencia hiperplasia de la capa media arteriolar
compatibles con microangiopatia trombotica,
hallazgos reportados en los multiples estudios de
los casos de SUHa,. El estudio se complementa
con el estudio genético familiar, donde se confirma
la mutacién en el gen DGKE.2:3

Lo anterior explica el cuadro clinico del paciente y
las recurrencias gatilladas por diferentes cuadros
infecciosos. La mutacién en el gen DGKE del
paciente se expresa fenotipicamente como
SUHa de inicio precoz antes del primer afio de
vida con persistencia de hematuria, proteinuria
e hipertension arterial durante los episodios no
agudos evidenciados durante seguimiento.®

El SUHa asociado a mutacién de DGKE es el
responsable del 50% de los casos familiares de
presentacion infantil antes del 2 afios de edad'!,
como ocurre en el caso del nifio.

Sin embargo el cuadro de SUH no es la Unica
expresion clinica de la mutacion del gen DGKE.
Se reportan pacientes con proteinuria en rango
nefrético y a veces sindrome nefrético sin episodios
de hemolisis reportados previamente que progresan
a enfermedad renal crénica durante la segunda
década de vida, hallazgos clinicos expresados
en la hermana del paciente. Sin embargo nuestro
paciente presenta proteinuria en rango nefrotico
que podria ser la expresion de un desfacelamiento
podocitario y de la estructura del cito esqueleto
secundaria a sobreexpresion de PKC.”9

El tratamiento de estos pacientes solo es de manejo
delasintomatologiay complicacionesconcomitantes,
pues no hay medicamentos probados especificos
para esta deficiencia enzimatica. Existen lineas
de investigacion dirigidas a controlar la Sobre
activacion de AADAG y PKC.14.15

El pronéstico de estos pacientes en relacién a la
funcién renal es pobre, sin embargo no existen
reportes de recurrencia de la enfermedad en los
rifiones trasplantados de los pacientes afectos.’4

Los casos que se presentan, segun las series
fenotipicas de SUHa sefaladas en MIM (Tabla 1I),
se tratan de casos con susceptibilidad al SUH tipo
7 atipico del tipo recesivo, MIM 615008, localizado
en el cromosoma 17922 y que pueden causar
sindrome nefrético (como ocurre con la hermana).

La madre y el padre son portadores sanos de la
mutacion del gen DGKE, y el paciente como la
hermana son heterocigotos compuestos (2 alelos
mutados o anormales) diferentes en un mismo
locus, uno en cada cromosoma, segun revelan los
resultados de estudios genéticos realizados.

Cabe sefalar que al paciente se le realizaron los
estudios del panel genético renal de factores
reguladores del complemento (10 genes) que
como se mencioné previamente se descartaron
mutaciones en dichos genes. El estudio también
incluyo screening para variacion del numero de
copias (CNV) sobre la region CFHR-CFHR1 usando
pruebas de Amplificacion Mdltiple de Ligacion
dependiente (MLPA) Tabla I.

La nueva variante c.157delG, p.Asp53Thrs*116
es localizado en el exén 6 del gen DGKE vy la
significancia funcional de esta variante no es
conocida y es predictivo como resultado en un
alelo nulo. La nueva variante que afecta al sitio de
empalme, C888+1G>C esta localizado en el intron
4 del mismo gen, lo que sugiere una alteracion del
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sitio del dador, afectando el sitio del corte y empalme
para la union de exones. Estos hallazgos sugieren
que el paciente es nulo para el gen DGKE.

Hay una mutacion heredada de ambos padres
(portadores sanos), pero que es diferente en la
madre y el padre. Al ser heredados al hijo causan
1 mutacién doble (recesiva), lo mismo ocurre para
la hermana quien no tuvo clinica de SUHa, tal
como se sefala en una subpoblaciéon de pacientes
quienes exhibieron patrones clinicos e histoldgicos
de glomerulonefritis membrano-proliferativa
o glomeruloesclerosis focal segmentaria sin
microangiopatia trombotica.16:18

CONCLUSIONES:

1.- La presencia de la mutacién familiar en el
gen DGKE no es reportado en forma frecuente
y su prondstico conlleva enfermedad renal
cronica terminal en la segunda década de la vida,
independientemente de la expresion clinica inicial.

2.- Se reporta una nueva variante de mutacioén en
gen DGKE segun resultado de estudios genéticos,
siendo a su vez los primeros casos que se reportan
en nuestro pais.

NUESTRO AGRADECIMIENTO ESPECIAL AL
DOCTOR RICHARD JH SMITH DIRECTOR OF
THE MOLECULAR AND OTOLARYNGOLOGY
AND RENAL RESEARCH LABORATORIES, U.
OF IOWA HEALTH CARE, USA.
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