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RESUMEN

Se comunican los datos clinicos de una paciente diagnosticada de sindrome de
Bartter aunque, inicialmente se sospeché que estuviera afecta de hipercalciuria
idiopatica y, posteriormente, de sindrome de hiperprostaglandinismo E,. Fue pro-
ducto de un embarazo pretérmino en el que se constaté polihidramnios. Duran-
te los dos primeros afos de vida, a pesar de evidenciarse retraso ponderal im-
portante, poliuria y tendencia especial a la deshidratacion, no tenia hipopotasemia.
El equilibrio acido-base durante ese tiempo fue normal, salvo acidosis metaboli-
ca en los primeros dias de vida. Tras apreciarse hipercalciuria, fue tratada con
tiazidas y dieta pobre en sal. Con este tratamiento se observé con frecuencia al-
calosis hipopotasémica. Posteriormente, la posibilidad técnica de determinar los
niveles de renina y de aldosterona y la eliminacién urinaria de PGE, permitié sos-
pechar el diagnostico. El analisis de la secuencia del DNA mostré que la paciente
es portadora de una mutacién homocigota en el gen KCNJ1, que codifica la sin-
tesis del canal renal de potasio ROMK1. Esta mutacién cambia una C por una T
en el nucledtido 1537 (CGA > TGA) que hace que el codon de arginina en la
posicion 338 se convierta en un codén de terminacion (Arg338Stop) y da lugar
a una proteina truncada. Esta mutacion es la primera vez que se describe en Es-
pafa. La deteccion de esta mutacion confirmé una enfermedad de diagndstico
confuso en los primeros afios de vida.
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ENFERMEDAD DE BARTTER NEONATAL

NEONATAL BARTTER’S DISEASE DIAGNOSED BY DETECTING A MUTATION
IN THE KCNJ1 GENE WHICH CODES FOR THE RENAL POTASSIUM
CHANNEL ROMK1

SUMMARY

We report clinical data of a female patient with Bartter’s syndrome who was
initially diagnosed with idiophatic hypercalciuria and, subsequently, with hyper-
prostaglandin E, syndrome. The patient was born after premature delivery with a
history of polyhydramnios. During the first two years of life, in spite of evidence
for significant failure to thrive, polyuria and special tendency to dehydration, she
had no hypokalemia. The acid-base balance was normal except metabolic aci-
dosis during the first few days after she was born. When hypercalciuria was ob-
served, she was treated with thiazides and a low-salt diet. With such treatment
she frequently showed hypokalemic alkalosis. Afterwards, once it was possible to
determine the levels of renin and aldosterone and the urinary excretion of PGE,,
we suspected the diagnosis. DNA sequencing analysis showed that the patient ca-
rried a homozygotic mutation in the KCNJ1 gene, coding for the potassium chan-
nel ROMK, which results in the premature termination of the protein. It is the first
time that this mutation has been found in Spain. The detection of this mutation

confirmed a disease that was initially of uncertain diagnosis.

Key words: Neonatal Bartter’s disease. KCNJ1 gen. Renal potassium channel

ROMK1.

INTRODUCCION

En 1962, Bartter y cols. comunicaron los datos cli-
nicos correspondientes a dos pacientes afectos de un
nuevo sindrome caracterizado por hipertrofia e hi-
perplasia del aparato yuxtaglomerular, hiperaldoste-
ronismo con presion arterial normal, alcalosis meta-
bolica hipopotasémica y defecto de la capacidad de
concentracién renal resistente a la accion de la pi-
tresina. En ambos sujetos, se demostr6 un incre-
mento de los niveles circulantes de angiotensina;
ademas, la infusién de angiotensina Il produjo un
aumento de la tension arterial considerablemente
menor que el incremento inducido por dosis simi-
lares en sujetos normales’.

En los pacientes afectos, los sintomas clinicos co-
rresponden principalmente a los relacionados con la
hipopotasemia, como debilidad muscular que puede
llegar a tetraparesia flaccida. Otros sintomas son po-
liuria y enuresis nocturna, vémitos, estrefimiento,
apetencia por la sal y retraso del crecimiento. Desde
hace afios se suponfa que la causa primaria debia
ser un defecto en el cotransportador tubular de
sodio, potasio y cloro (Na-K-2Cl) localizado en la
rama ascendente gruesa del asa de Henle?, sobre el
que actdan algunos diuréticos como furosemida y
bumetanida. Hallazgos recientes han establecido la

heterogeneidad genética del sindrome de Bartter per-
mitiendo distinguir entre una forma muy grave de
presentacion antenatal (enfermedad de Bartter neo-
natal) y una forma de aparicién algo mas tardia, du-
rante los primeros anos de la vida (enfermedad de
Bartter «clasica»).

En la enfermedad de Bartter neonatal se han iden-
tificado mutaciones en el gen SLC12A1 (NKCC2), lo-
calizado en 15q15-21, que codifica el cotransporta-
dor luminal Na-K2Cl sensible a bumetanida o
NKCC2? (Bartter neonatal tipo 1) y en el gen KCNJT,
localizado en el cromosoma 11g24-25, que codifi-
ca la sintesis del canal renal de potasio ROMKT
(Bartter neonatal tipo 1)#8. En la enfermedad de Bart-
ter «clasica» (tipo Ill) se han identificado mutacio-
nes en el gen CLCNKB situado en 1p36, codifica-
dor del canal renal de cloro CIC-Kb?. No obstante,
existe otra variedad de enfermedad de Bartter que
se asocia a sordera nerviosa y que depende de mu-
taciones de un gen, atn desconocido, situado en
1p317°,

La mayoria de las mutaciones del gen KCNJT de
pacientes con la enfermedad de Bartter neonatal tipo
[1*> estan localizadas en el exén 5. Este gen, loca-
lizado en 11g24-25, ha sido clonado y secuencia-
do®7. Contiene cinco exones que se utilizan en dis-
tintas combinaciones para producir cinco isoformas
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Tabla I. Determinaciones plasmaticas y urinarias en distintas edades

16 meses 5 anos 11 anos 24 aios
Pcr (mg/dl) 0,45 0,8 0,9 1,05
Ccr (ml/min/1,73 m?) 135 92,8 75,2
PNa* (mEq/I) 142 135 143 143,7
PK* (mEq/|) 4,4 2,7 3,9 3,59
PCI- (mEqg/l) 101 90 106 107,7
PCOH;~ (mEg/l) 21-24 32 - -
PMg (mg/d)) 2,1 2,3 2,4 2,02
Purico (mg/dl) 6,0 6,4 7,2 7,8
Uvolumen (ml/dia) 1.200 3.215 3.060 5.200
Uvolumen (ml/100 ml GFR) = 4,4 5,06 6,77
EFNa (%) - 2,7 0,78 1,42
EFK (%) - 19,2 27,4 26,7
EFCl (%) S 2,3 0,74 1,41
TRP (%) 71,6 85,6 83,6 84,1
UCa (mg/kg/dia) 7,86 n,7 12,7 9,9
UMg (mg/kg/dra) 1,3 3,7 3,5 4,5

Ccr: aclaramiento de creatinina. Pcr, PNa, PK, PCl, PHCO;-, PMg, Purico: Niveles plasmaticos de creatinina, sodio, potasio, cloro, bicarbonato y acido
Grico, respectivamente. EFNa, EFK, EFCI: Excreciones fraccionales de sodio, potasio y cloro, respectivamente. TRP: Reabsorcién tubular de fosfato. UCa

y UMg: eliminacién urinaria de calcio y magnesio, respectivamente.

del canal renal de potasio ROMKT1 que difieren en
el extremo amino. Todas las isoformas comparten los
372 aminoacidos codificados por el exén 5, y se ex-
presan en el rifién, especificamente en la membra-
na apical de las células de la rama ascendente del
asa de Henle asi como también en la nefrona dis-
tal®. ROMK1 es una proteina con dos dominios in-
tramembranarios que contienen el poro o canal y
dos segmentos citosélicos amino y carboxi termina-
les>.

Presentamos una paciente afecta de enfermedad
de Bartter neonatal tipo Il cuyo diagndstico, inicial-
mente incierto, ha sido confirmado tras el hallazgo
de una mutacién en uno de los genes implicados en
la enfermedad.

PACIENTE, MATERIAL Y METODOS
Paciente

Recién nacida producto de un embarazo de 30-31
semanas de gestacion, tercero de su madre, en el que
se constat6 la presencia de polihidramnios (abril de
1976). Los padres son primos segundos. El primer
embarazo concluy6 con un feto muerto comproban-
dose, asimismo, la existencia de un gran polihi-
dramnios. El segundo embarazo transcurrié normal-
mente. El peso de la paciente al nacer fue de 1.240
g. Desde los primeros dias de vida se observé una
tendencia manifiesta a la intolerancia alimenticia con
pérdida de peso y cuadros frecuentes de deshidrata-
cion, en los que se comprobé acidosis metabdlica.
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Se constaté proteinuria moderada y glucosuria con
niveles normales de glucemia. Al mes de vida, per-
sistia la glucosuria; los niveles de creatinina y de
iones eran normales, asi como el equilibrio acido-
base. A partir de los dos meses de vida, varios uro-
cultivos fueron positivos a Proteus y Klebsiella. A los
tres meses de vida comenzé a presentar cuadros de
fiebre elevada que cedian a la administracion de agua.
En este momento, se objetiv la existencia de poliu-
ria y de orinas alcalinas y de densidad reducida. El
ascenso de peso era muy lento, de tal modo que a
los seis meses de vida el peso era Gnicamente de
2.400 g; en este momento, los iones y la bicarbo-
natemia eran normales, detectindose una elimina-
cion urinaria de calcio muy incrementada (18,9
mg/kg/dia) e hiperaminoaciduria, persistiendo las
agujas febriles esporadicas. La urografia endovenosa
mostré una buena capacidad de eliminacién del con-
traste y la presencia de megavejiga.

A los 16 meses de vida se realiz6 un estudio mas
amplio de funcién renal en un Centro especializa-
do en nefrologia pediatrica (septiembre de 1977). En
este momento, el peso era de 5.100 g. En los exa-
menes bioquimicos, los niveles de creatinina, iones
y equilibrio acidobase también fueron normales y se
confirmé la hipercalciuria (tabla 1). La capacidad de
acidificaciéon fue normal (pH minimo tras estimulo
con cloruro aménico: 5) y en la sobrecarga hiposa-
lina existia una oferta salina incrementada a partir
del tibulo proximal a las porciones distales de la
nefrona (tabla Il). Se diagnosticé de hipercalciuria
idiopatica y se recomend6 tratamiento con hidro-
clorotiacida y dieta pobre en sal. A los dos afios y
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Tabla Il. Valores obtenidos en las diversas sobrecargas hiposalinas realizadas

17 meses 3 ainos 4,5 anos* 5 afos 15 aios Valores normales**
Ccr (ml/min/1,73m?) - 115,6 121,8 120,8 98,3 124,8 + 25,2
UOsm (mOsm/kg) S 110 50 75 92 48,00 = 14,76
CH,O + CNa % 23,5 43,7 16,2 21,2 15,0 11,58 + 2,92
CH,0 % 14,0 27,3 13,6 1,7 10,7 10,13 £ 2,5
RDNa % 81,1 62,5 83,6 55,0 71,0 88,36 + 1,92
CK % 36,0 - 19,6 41,4 43,9 7,99 = 3,48

Ccr: aclaramiento de creatinina. UOsm: osmolalidad urinaria minima. CH,0 + CNa %: aclaramiento de agua libre + sodio (oferta de sodio del tibulo
proximal a las porciones distales de la nefrona). CH,O: aclaramiento de agua libre. RDNA %: reabsorcion de sodio en las porciones distales de la ne-

frona (CH,Ox 100/CH,O+CNa). CK: aclaramiento de potasio.
*Dieta estricta sin sal.

**Valores de normalidad en nifios de mas de dos afios de edad de la Unidad de Pruebas Funcionales del Hospital Ntra. Sra. de Candelaria.

medio de edad, se suspendi6 el tratamiento tiazidi-
co (febrero de 1979) por presentar varios episodios
de descenso brusco de peso e hipopotasemia inten-
sa (1,7-2,1 mEqg/l) coincidiendo con cuadros respi-
ratorios vanales. Tras la suspension del farmaco, se
normalizaron tanto la kaliemia como el equilibrio
acido-base, recibiendo tratamiento con una dieta es-
tricta sin sal, como se recomendaba en ese momento
para nifios afectos de hipercalciuria idiopatica seve-
ra'’. Con ese tipo de dieta, se observé disminucion
de la poliuria y de la polidipsia, la calciuria des-
cendi6é desde 27 a 9,2 mg/kg/dia, oscilando la ka-
liemia entre 3,2 y 4,4 mEqg/l. El desarrollo pondero-
estatura y psicomotor se observé deficiente, junto
con un retraso en la edad ésea'. A los cinco anos
(mayo de 1981) se pudo realizar una prueba de con-
centracion con desmopresina (DDAVP), siendo la os-
molalidad urinaria maxima de 178 mOsm/kg.

El manejo renal del sodio investigado mediante
la realizacion de varias sobrecargas hiposalinas ha
sido publicado parcialmente en forma de resu-
men'3. La pérdida proximal de sodio persistia a los
cinco anos, aungue ya no estaba presente en la so-
brecarga realizada a los 15 afios (tabla II). Con res-
pecto al defecto de reabsorcion distal de sodio,
pudo ponerse claramente de manifiesto en la se-
gunda sobrecarga hiposalina, realizada a los tres
afos. Son llamativos los resultados alcanzados en
la tercera sobrecarga, realizada con dieta estricta sin
sal. En este caso, la oferta de sodio del tibulo pro-
ximal a las porciones distales de la nefrona y la re-
absorcion de sodio en ese Gltimo nivel, mejoraron
notablemente alcanzando valores en el limite de la
normalidad (tabla II).

En fin, al detectarse niveles de renina (114,3 ng/ml/h)
y de aldosterona (4.820 pg/ml) muy elevados asi como
una eliminacién urinaria de prostaglandina E, (PGE,)
incrementada (118,4 ng/hora/1,73 m? normal: < 35),
la paciente fue diagnosticada de sindrome de hiper-
prostaglandinismo E,. Una ecograffa renal realizada a

los nueve anos de edad (julio de 1985) mostré la pre-
sencia de nefrocalcinosis. El tratamiento con indome-
tacina y sales de potasio fue discontinuo por proble-
mas familiares. Las determinaciones plasmaticas y
urinarias en distintos momentos de la vida figuran en
la tabla I. En la actualidad, la paciente tiene una in-
suficiencia renal crénica leve.

Amplificacién y secuenciacion del DNA

En nuestro estudio secuenciamos las regiones codi-
ficadoras del gen KCNJ1. EIl DNA genémico se puri-

Fig. 1.—Mutacién en el gen KCNJ1. Se muestra la secuencia par-
cial de la hebra de DNA con sentido de un individuo normal y
del paciente afecto. La base cambiada esta indicada con una fle-
cha. Esta sustitucion cambia el codén CGA (Arg 283) a TGA
(STOP 283).
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Tabla I1l. Mutaciones del gen KCNJT identificadas en pacientes con el sindrome de Bartter neonatal

Mutaciones Nucleétidos afectados Codoén Consecuencia Referencia
1 TaAen776 72 Val — Glu 5
2 G aTen 781 74 Asp — Tyr 5
3 CaGen 798 79 Tyr — STOP 4
4 G aTen 858 99 Trp — Cys 5
5 G aCen 883 108 Asp — His 5
6 CaTen 890 110 Pro — Leu 5
7 TaAen926 122 Val — Glu 5
8 TaAen933 124 Asn — Lys 37
9 G a Aen 1062 167 Gly — Glu 5

10 GaAen 1153 198 Ala — Thr 5
11 CaTen 1202 214 Ala — Val 4
12 CaGen 1218 219 Ser — Arg 4
13 TaGen 1505 315 Val — Gly 5
14 CaTen 1573 338 Arg — STOP 5
15 TaCen 1631 357 Met — Thr 4
16 Inserciéon de una T entre 32-33 Cambio de pauta de 4
652 y 659 lectura a partir del
codén 34
17 Insercién de una C entre 332 Cambio de pauta de 37
1055 y 1056 lectura a partir del
codén 354
18 Delecion de AAAG en 332-333 Cambio de pauta de 4
1557-1560 lectura a partir del
codén 333
19 Delecion de los exones — ROMK2 y ROMK3 38
1y2 no se expresan (?)

fico a partir de sangre del paciente afecto utilizando
el kit QlAamp DNA Blood y siguiendo las instruccio-
nes del fabricante (Qiagen). Los exones 4 y 5 del gen
KCNJ1 se amplificaron mediante PCR utilizando DNA
genémico y pares de cebadores disefiados a partir de
la secuencia publicada del gen>7. El analisis de la se-
cuencia del DNA de los productos de la PCR se rea-
liz6 mediante el método de terminacién de la cade-
na con dideoxinucleétidos utilizando un secuenciador
automético ABI Prism modelo 3700 (Applied Biosys-
tems). La mutacion se confirmé secuenciando varios
productos de PCR amplificados de manera indepen-
diente a partir del DNA genémico.

RESULTADOS

El gen que codifica la proteina humana ROMK
(KCNJ1) produce cinco mRNAs distintos por «spli-
cing» alternativo de sus cinco exones’. Estos cinco
mRNAs comparten un exén comdan, el exén 5, que
codifica la mayor parte de la proteina. El producto
mayor, ROMK1, comienza en un codén de inicia-
cion presente en el exén 4 y contiene 391 aminoa-
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cidos. Basandonos en la secuencia de ROMKIT,
hemos utilizado cebadores para amplificar la se-
cuencia codificadora de los exones 4 y 5 a partir de
DNA genémico de nuestro paciente. El analisis de
la secuencia del DNA amplificado mostré la pre-
sencia de una mutacién homocigética que cambia
una C por una T en el nucleétido 1573 (fig. 1). Esta
mutacion hace que el codén de la arginina en la
posicion 338 de ROMK1 se convierta en un codén
de terminacién prematura (CGA-TGA). La proteina
ROMK1 sintetizada en este caso careceria de 53
aminoacidos del extremo carboxilo.

DISCUSION

Inicialmente, la paciente presentaba varios datos
clinicos compatibles con el diagnéstico de enferme-
dad de Bartter neonatal como parto prematuro, po-
lihidramnios retraso ponderal, poliuria con tenden-
cia facil a la deshidratacion e hipercalciuria. El
retraso en el diagnoéstico de la paciente obedece a
varios factores. En su aio de nacimiento, era dificil
tanto la determinaciéon de los niveles de renina y de



aldosterona como la cuantificaciéon de la elimina-
cion urinaria de PGE,. Tampoco se habia implanta-
do en nuestros hospitales la practica de la ecogra-
fia renal que hubiera demostrado la existencia de
nefrocalcinosis. No obstante, la principal objecién
al diagnostico era la ausencia tanto de alcalosis hi-
popotasémica en situacion basal como de un ma-
nejo distal de cloro y sodio alterado en las porcio-
nes distales de la nefrona. Incluso, en los primeros
dias de vida tuvo acidosis metabdlica. En publica-
ciones previas, se cita como algunos pacientes afec-
tos de sindrome de Bartter debutaron con acidosis
metabdlica en lugar de alcalosis''® e, incluso, fue-
ron diagnosticados de acidosis tubular renal 1518,
La presencia de acidosis metabdlica, al menos en
las primeras semanas de la vida, ha sido observada
en pacientes con enfermedad de Bartter neonatal
tanto en el tipo 1'® como en el 11", Ademas, algu-
nos de los pacientes con sindrome de Bartter teni-
an normo o hiperkaliemia'® 182021 "En algunos casos,
incluso, la hipopotasemia apareci6é a los 4 o a los
11 afos de edad'®. Por otra parte, la alteracion en
el manejo proximal renal del sodio observada en
nuestra paciente, al menos, en los cinco primeros
afos de vida, ha sido descrita en algunos sujetos
diagnosticados de sindrome de Bartter, asociada'® o
no?? a un defecto de reabsorcion distal. Esa situa-
cion de acidosis metabdlica y pérdida salina, inclu-
so con hiperpotasemia, que se ha comunicado en
algin paciente con enfermedad de Bartter neonatal
tipo 1'% es similar a la descrita en el pseudohipoal-
dosteronismo primario.

Antes de tener constancia de los hallazgos gené-
ticos que han explicado la diversidad fisiopatologi-
ca del sindrome de Bartter, a mediados de los anos
80 se intenté definir un nuevo trastorno denomina-
do como sindrome de hiperprostaglandinismo E,?3-26
en el que se incluirfan los recién nacidos con ca-
racteristicas clinicas y bioquimicas de enfermedad
de Bartter neonatal. Seyberth y cols. sugirieron que
la anomalia fundamental, en estos casos, seria una
hiperproduccion renal y sistémica de prostaglandi-
nas?. Las diferencias con el sindrome de Bartter ra-
dicarian en un defecto llamativo en la capacidad de
concentracion consistente en isostenuria??®, una mar-
cada reduccion de la sintesis de la proteina de
Tamm-Horsfall?* y una reabsorcion distal de cloro
normal?3. Curiosamente, tres de los cinco pacientes
de la publicacién original??® tendrian valores de re-
absorcion distal de cloro por debajo de lo normal si
los comparamos con los registrados en nuestros pro-
pios controles (< 85,2%)?”. En todo caso, Rodriguez
Soriano considera que los diferentes mecanismos fi-
siopatolégicos observados en nifos con enfermedad
de Bartter neonatal obedecerfan a mutaciones en los
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genes que codifican las proteinas NKCC2 y ROMK1,
por lo que no estaria justificado emplear el término
de sindrome de hiperprostaglandinismo E,'. La hi-
perproducciéon de prostaglandinas en esos pacientes
serfa secundaria a la hipokaliemia crénica y al ex-
ceso de angiotensina 111928,

La pérdida de funciéon de ROMKT1, debida a mu-
taciones en el gen KCNJT (tabla Ill), altera la capa-
cidad para reciclar el potasio desde las células hacia
la luz tubular, con lo que la concentracién del po-
tasio luminal es demasiado baja para mantener la
actividad del cotransportador luminal Na-K-2CI?°. La
consecuencia es pérdida salina, contracciéon de vo-
lumen, incremento de la sintesis de renina, hiperal-
dosteronismo secundario e incremento de la reab-
sorcion de sodio en las porciones distales de la
nefrona en intercambio por potasio e hidrégeno que
son secretados, con la consecuencia de alcalosis hi-
potasémica e hiperproduccién de prostaglandinas. El
incremento de secrecion de PGE, agravaria la situa-
cién mediante la estimulacién por una via indepen-
diente del eje renina-aldosterona®®3' y la inhibicion
tanto de la actividad del canal ROMK132 como del
transporte de cloro y sodio en la rama ascendente
gruesa del asa de Henle®.

Nuestra paciente es portadora de una mutacién
homocigética que cambia una C por una T en el nu-
cledtido 1573 (fig. 1). Esta mutacion hace que la ar-
ginina en la posicion 338 de ROMK1 se convierta
en un codon de terminacién prematura, por lo que
se suprimen 53 residuos de la porcién carboxiter-
minal. Dicha mutacién, descrita previamente en una
familia de origen belga, puede alterar la fosforila-
cién por parte de la tirosina kinasa de la tirosina
337°. La importancia de esta fosforilacion se desco-
noce hasta el momento. Sin embargo, estudios re-
cientes indican que el extremo carboxilo de ROMKT
(aminoacidos 332 al 391) constituye un dominio ne-
cesario para la funcion del canal®.

Los hallazgos genéticos que han explicado la di-
versidad fisiopatolégica del sindrome de Bartter jus-
tifican que, en sentido estricto, en los casos en los
que se ha encontrado una mutacién causal, deba
emplearse, con mayor propiedad, el termino enfer-
medad de Bartter®, por lo que deberia reservarse la
expresion sindrome de Bartter para aquellos casos
en los que aln no se ha detectado ninguna muta-
cién3® Las muestras de DNA obtenidas de pacientes
clinicamente diagnosticados de sindrome de Bartter,
permiten realizar el diagnéstico molecular que pre-
visiblemente, en un futuro préximo, permitird ofre-
cer alternativas terapéuticas a estos enfermos. En fin,
es posible que esta alternativa diagnéstica sea (til,
asimismo, para realizar el diagnéstico prenatal de
esta enfermedad tubular renal.
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