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Resumen

Introduccidn: El Sindrome de Bartter Tipo I11 o Sindrome de Bartter Clasico es una tubulopatia
pierde sal de herencia autosdmica recesiva secundaria a variantes patogénicas en el gen
CLCNKB. Se caracteriza por una amplia heterogeneidad en el fenotipo clinico de presentacion.
Aunque generalmente es una enfermedad con un curso benigno, un porcentaje de pacientes

presentan mal pronostico con progresion hacia una enfermedad renal crénica.
Obijetivos: Describir la evolucion a largo plazo de los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo
I11, asi como analizar los factores que podrian estar relacionados con un peor pronéstico a largo

plazo.

Poblacion y métodos: Se estudié una cohorte de 49 pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Il

procedentes de 44 familias. Se describieron y se compararon las variables clinicas al
diagndstico de la enfermedad y a largo plazo. Asi mismo, se analizaron las variables que
podrian estar relacionados con un peor prondstico. Por ultimo, se realiz6 una descripcion de

las caracteristicas moleculares de cada paciente y se estudio la correlacién genotipo-fenotipo.

Resultados: La mayoria de los pacientes eran espafioles y se diagnosticaron antes de los 2 afios
de edad. Mas de la mitad presentaron un fenotipo clinico de Sindrome de Bartter Clasico,
alrededor de un tercio un fenotipo similar al Sindrome de Bartter Antenatal y sélo un 12% un
fenotipo similar al Sindrome de Gitelman al diagndstico. Sin embargo, tras una mediana de
seguimiento de 12 afios, un tercio de los pacientes presentaban un fenotipo similar al Sindrome
de Gitelman con hipomagnesemia y/o hipocalciuria. Asi mismo, cerca de un cuarto de los
pacientes desarrollé enfermedad renal crénica y un 15% present6 nefrocalcinosis a largo plazo.
Los pacientes que desarrollaron enfermedad renal crénica a largo plazo se diagnosticaron méas
tarde y presentaron una hipokalemia y una alcalosis metabdlica méas severa al diagnéstico. Asi
mismo, aunque la mayoria de pacientes presentaron un crecimiento normal a largo plazo, los
pacientes con retraso ponderoestatural al final del estudio presentaron una kalemia y una
alcalosis metabolica mas severa al diagnostico. El tipo de variante méas frecuente en el gen
CLCNKB fue la missense, la mayoria de los pacientes presentaron la variante p.Ala204Thr en

homocigosis. No se hallé ninguna correlacién genotipo-fenotipo.
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Resumen

Conclusiones: En el Sindrome de Bartter Tipo Il existe una amplia variabilidad tanto en la
presentacion clinica como en la evolucion a largo plazo. El diagnéstico precoz, asi como un
manejo adecuado de las alteraciones hidroelectroliticas, son importantes para evitar las
complicaciones a largo plazo del Sindrome de Bartter Tipo 111, como el deterioro de la funcion

renal o el retraso ponderoestatural.
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I. Introduccién

1. MANEJO TUBULAR DEL AGUA'Y ELECTROLITOS

El rifidn tiene un papel importante en el mantenimiento del homeostasis hidroeléctrica y acido-
base del organismo. Un rifion adulto filtra aproximadamente 150 litros de agua al dia y
alrededor de 20.000 mmol de sodio (equivalente a 1,2 kg de sal) para reabsorberlo
practicamente en su totalidad a la circulacién sanguinea. De manera fisiol6gica, més del 99%
del sodio y agua filtrado por el glomérulo se reabsorbe en el tdbulo mediante distintos
transportadores. Ademas, el transporte activo del sodio es el que arrastra de manera pasiva el
agua. Todo ello requiere en total un alto consumo de energia. EI rifidn, junto con el corazon,
es uno de los 6rganos que requiere un alto consumo metabolico para realizar su funcion,
aproximadamente 440 kcal/kg/dia, el doble del gasto energético que requiere el cerebro, siendo

por lo tanto un 6rgano de gran susceptibilidad en situaciones de isquemia (1-3).

El tubulo esté dividido en cuatro segmentos principales: 1) El tabulo proximal, 2) El asa de
Henle, que se divide en dos segmentos: a) EI segmento descendente fino, b) El segmento
ascendente donde pueden distinguirse a su vez dos segmentos, el segmento fino ascendente y

el segmento grueso ascendente, 3) El tubulo contorneado distal, y 4) El tubulo colector.

En la Figura 1 se representa la reabsorcion de los principales electrolitos en los distintos
segmentos del tabulo. El sodio se reabsorbe en todos los segmentos del tabulo y participa en
muchas ocasiones en el transporte de otros solutos mediante mecanismos de cotransporte o de
antiporte. La gran mayoria del sodio filtrado por el glomérulo se reabsorbe en el tubulo
proximal (60-70%), seguido del segmento grueso del asa ascendente de Henle (20%), del
tibulo contorneado distal (5-10%) y del tubulo colector (5-10%). El agua se reabsorbe en todos
los segmentos salvo en el segmento grueso del asa ascendente de Henle y en el tdbulo
contorneado distal. Finalmente, se elimina por orina el 1% del agua y el 1% del cloruro sédico
filtrados por el glomérulo (4). La alteracion en alguno de los transportadores de sodio a lo largo

del tabulo dara lugar a una tubulopatia pierde sal.
A continuacion, se explican los principales mecanismos de transporte del sodio, del agua y de

otros electrolitos en el tabulo. Asi mismo, se mencionan las principales tubulopatias pierde sal

asociadas a la disfuncién de los transportadores de sodio en cada segmento del tubulo.

25



I. Introduccién

Tibulo proximal
NaCl 60-70%
Agua 60-70%

Potasio Filtracion

100%

Bicarbonato

G:ilrceoasa — Tubulo contorneado distal

rlucos — NaCl 5-10%

A'm.lnoa,c1-dos ~ < Calcio

Acido urico Magnesio
Fosfato

Calcio

— Tubulo colector

Asa descendente de Henle NaCl 5-10%
Agua 20% Agua 20-30%

<
- Urea
Bicarbonato
Segmento grueso del asa ascendente de Henle l

NaCl 20%
Potasio
Calcio Eliminacién por orina
Magnesio NaCl 1%
Bicarbonato Agua 1%

Fig. 1 Representacion esquematica de la reabsorcion del sodio, agua y otros electrolitos a lo largo
del tabulo renal.

En el tabulo proximal se reabsorben la mayoria de los electrolitos filtrados por el glomérulo. La mayoria
del sodio se reabsorbe en el tdbulo proximal (60-70%), seguido en orden por el segmento grueso del
asa ascendente de Henle, el tibulo contorneado distal y el tabulo colector. El 60-70% del agua filtrada
se reabsorbe en el tibulo proximal seguido por el asa descendente de Henle y el tubulo colector donde
se reabsorbe el 20-30% del agua filtrada. EI segmento grueso del asa ascendente de Henle y el tabulo
contorneado distal son impermeables al agua. Finalmente, en la orina definitiva, solamente se elimina
el 1% del sodio y del agua filtrados por el glomérulo. Adaptado de Kleta y colaboradores (5).
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I. Introduccién

1.1. Tubulo proximal

El tabulo proximal tiene un papel importante en la homeostasis hidroelectrolitica, 4cido-base
y nutricional. En condiciones normales, en este segmento se reabsorben el 60-70% del sodio y
del agua, la gran mayoria del bicarbonato, y de otros solutos y nutrientes filtrados por el
glomérulo como la glucosa, los aminoéacidos, el calcio, el magnesio, el fosfato, el acido Urico
y el citrato (6, 7). Asi mismo, se realiza la secrecion de algunos solutos a la luz tubular y se
Ilevan a cabo algunas de las funciones metabdlicas del rifidon y la produccion de hormonas
como la activacion de la 25-hidroxi-vitamina D a 1,25-dihidroxi-vitamina D o la inactivacion
de ambas mediante la enzima 24-hidroxilasa. Ademas, se realiza la gluconeogénesis de forma
paralela al higado, y se producen algunas moléculas como la eritropoyetina (8-12). En Tabla 1
se describen las principales tubulopatias pierde sal del tubulo proximal.

a) Transporte del cloruro sdédico en el tibulo proximal

El sodio es el principal cation del espacio extracelular y generalmente se transporta unido a un
anion. Aungue normalmente se transporta unido al cloro, también se une a otras moléculas
como la glucosa, el fosforo o el bicarbonato, siendo este Gltimo muy importante tanto en el
balance hidrico como en la homeostasis acido-base del organismo. A diferencia del asa de
Henle y del tdbulo contorneado distal, en el tubulo proximal no existen transportadores
especificos de cloruro sédico. Ambas moléculas entran por separado en la célula mediante
distintos transportadores empleando mecanismos activos en cotransporte junto a otros solutos,
0 en antiporte intercambiandose con otros solutos. En la Figura 2 se muestran los principales

transportadores del sodio y del cloro del tdbulo proximal.

El transporte del sodio en el tibulo proximal esta determinado por la bomba Na/K ATPasa (del
inglés, adenosine triphosphatase). Es el principal transportador de sodio que consume adenosin
trifosfato y esta presente tanto en el tibulo proximal como en el resto de los segmentos del
tibulo renal. Esta situada en la membrana basolateral y permite la salida activa de tres

moléculas de sodio al torrente sanguineo en intercambio con dos moléculas de potasio.
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De esta manera, se establece el gradiente electroquimico adecuado con bajo voltaje
intracelular con -70 mV (miliVoltios) con concentraciones bajas de sodio facilitando la entrada

de distintos solutos a través de la membrana apical.

La mayor parte del sodio en la membrana apical del tubulo proximal es reabsorbido por el
intercambiador apical Na/H NHE3 (del inglés, Sodium and Hydrogen Exchanger isoform 3).
El NHE3 pertenece a la familia de los transportadores NHE formado por 9 isoformas (NHE 1-
9) que se expresan en las células epiteliales del rifion y del intestino (13, 14). Aparte del NHE3,
el transportador NHES8 también se expresa en este segmento. En situaciones en las que existe
una disfuncion del NHE3 o una inmadurez del NHE3, como en los recién nacidos, el NHE8
compensa el transporte del sodio (15, 16). EI NHE3 esta codificado por el gen SLC9A3 (del
inglés Solute Carrier Family 9 Member 3 gene) y se expresa de manera abundante en el epitelio
del tabulo proximal, y de manera menos extensa en el asa descendente y ascendente de Henle
y en las células epiteliales del intestino (15, 17-19). Las variantes patogénicas en este gen dan

lugar a la Diarrea Sodica Congénita (20).

La entrada de sodio a través de la membrana apical genera un gradiente electroquimico lumen-
negativo respecto al intersticio estimulando la reabsorcién del cloro via paracelular entre las
células epiteliales, o via transcelular principalmente en antiporte con una molécula base a través
del canal CFEX (del inglés, Chloride Formate Exchanger). Por otro lado, el sodio también es
reabsorbido en cotransporte con el sulfato a través transportador NaS-1 (del inglés, Sodium
Sulfate Cotransporter 1). Este ultimo, precisa de dos intercambiadores de aniones para llevar
a cabo su funcién. Asi mismo, el transporte activo del sodio a través del epitelio del tubulo
proximal genera un gradiente osmético transepitelial que permite el transporte pasivo de agua
a través de los canales Aquaporina Tipo 1 presentes tanto en la membrana apical como
basolateral, siempre manteniendo un fluido intratubular isoosmético (300 mOsm/kg) respecto
al plasma (21-24).
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I. Introduccién

Tabla 1 Principales tubulopatias pierde sal en el tiibulo proximal.

Enfermedad Gen Proteina H Clinica OMIM Ref.
. . Diarrea, acidosis
Dlarr?a_Sodlca SLC9A3 NHES AR metabdlica leve y 616868 (20)
Congenita Na/H N
natriuresis elevada
ACId(.)SIS Tubular Acidosis metabdlica,
Proximal con SLC4A4 NBCelA AR manifestaciones 604278 (25)
Manifestaciones Na/HCO3
oculares, retraso mental
Oculares
i Osteopetrosis,
Osteopetrosis con calcificaciones
Acidosis Tubular CA2 CAIl AR . 259730  (26)
cerebrales, acidosis
Renal L.
metabolica
Raquitismo NaPi-llc Hipercalciuria,
Hipofosfatémico e SLC34A3 Na-P AR/AD nefrocalcinosis, 241530 (27)
Hipercalciuria hipofosfatemia
S. Renotubular de Amidino- Litiasis, disfuncion del
. GATM 134600 (28)
Fanconi 1 transferasa TP, ERC
S. Renotubular de Hipercalcemia,
Fanconi 2 NaPi-1la hipercalciuria, 13388 (31
LC34A1 AR . '
(Hipercalcemia SLC3 Na-P nefrocalcinosis (+/- 616963  32)
Infantil-2) disfuncion del TP)
S. Renotubular Nefrocalcinosis, no (29-
615605
Fanconi 3 EHHADH  EHHAD AD ERC, disfuncion del TP 32)
Hiperinsulinismo
congénito, hipoglucemia (33,
S.Renotubular e/ UNFaA AD neonatal, MODY, %0021 3
Fanconi 4 Ce . .,
litiasis, disfuncion del
TP
Glucosuria Renal  SLC5A2 NSaG(LBITch AR/AD Glucosuria 233100 (35)

S: Sindrome. H: Patron de herencia. AD: autosdmico dominante. AR: autosémico recesivo. MODY: del
acrénimo en inglés Maturity Onset Diabete of the Young. ERC: enfermedad renal cronica. TP: tdbulo proximal.
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PROXIMAL TUBULE CELL BLOOD
\ D

A L
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=l » CI
Apical mer@ane Basolateral membrane

Fig. 2. Principales mecanismos de transporte de cloro, sodio y otros electrolitos en el tubulo
proximal.

El principal estimulo para la reabsorcion apical de sodio es su baja concentracion en el espacio
intracelular generada por la bomba Na/K ATPasa. A) El intercambiador Na/H NHE3 es el principal
transportador de sodio en este segmento. El cloro entra en la célula en intercambio con una molécula
base a través del intercambiador CFEX. La base secretada a la luz se une al hidrogenion (HX) y vuelve
a entrar en la célula permitiendo el reciclaje del conjunto &cido-base, B) El sodio entra en la célula en
cotransporte con el sulfato (SO4%) a través del transportador NaS-1. Para su correcta funcion, precisa
dos intercambiadores de aniones (anion exchangers), C) El sodio entra en la célula en cotransporte con
otro soluto organico. Por otro lado, la carga electronegativa generada en la luz tubular debido a la
entrada de sodio en la célula permite el transporte pasivo paracelular del cloro, D) El sodio intracelular
se reabsorbe hacia el torrente sanguineo a través de la membrana basolateral en intercambio con el
potasio mediante la bomba Na/K ATPasa y el canal NBCelA en cotransporte con el bicarbonato
(HCOs3). Los mecanismos de reabsorcion del cloro en la membrana basolateral no estan bien definidos,
se cree que existen distintos canales de cloro o cotransportadores que reabsorben el cloro en
cotransporte con el potasio. Tanto en la membrana apical como en la basolateral se expresan los canales
de agua Aquaporina Tipo 1 (AQP1) permitiendo mantener el fluido intratubular isoosmotico respecto
al plasma (300 mOsm/kg). Modificado de Curthoys (21).
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La regulacion de la reabsorcion de cloruro sédico en el tubulo proximal permite mantener
el equilibrio del espacio extracelular. Algunas hormonas como angiotensina Il, la endotelina o
el estimulo alfa-adrenérgico estimulan la actividad de la bomba de Na/K ATPasa y otras, como
la dopamina, inhiben su actividad. La angiotensina Il, a través de su receptor AT1 (del inglés
Angiotentsin Il Receptor Type 1), regula la actividad esta bomba dependiendo de la presion

arterial sistémica y de la ingesta de sal en la dieta (36-38).

b) El equilibrio acido-base en el tubulo proximal

Ademas del transporte del cloruro sédico, el tibulo proximal participa en el equilibrio acido-
base del organismo mediante la secrecidon de hidrogeniones a la luz tubular a través de la
membrana apical y la reabsorcion de bicarbonato hacia el torrente sanguineo en la membrana
basolateral. En este segmento del tabulo se reabsorbe alrededor del 80% del bicarbonato
filtrado por el glomérulo (21, 39, 40). Ademas, el bicarbonato, junto con el amonio, el citrato
y el dihidrogeno fosfato, es el principal mecanismo buffer del organismo que evita la
acidificacion sanguinea secundaria a los acidos generados por la dieta (41-43). En la Figura 3
se muestran los principales transportadores del tubulo proximal y los buffers que participan en

la homeostasis acido-base.
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PROXIMAL TUBULE CELL BLOOD
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Fig. 3. Transporte acido-base en el tibulo proximal.

La secrecion de los hidrogeniones a la luz tubular se realiza mediante los transportadores NHE3 y la
bomba H ATPasa. En la luz tubular, existen cuatro principales mecanismos buffers que permiten la
neutralizacion de los hidrogeniones: a) Se une al citrato trivalente (Citrato®) para convertirlo en
divalente (Hcitrato?) que se introduce en la célula en cotransporte con el sodio por el transportador
NaDC-1 b) El hidrogenién se une al amoniaco (NHs) formando una molécula de amonio (NH4) que es
eliminado por orina ¢) Formacién del fosfato monovalente (H.PO4°) que es eliminado por orina d)
Formacion de diéxido de carbono (CO,) a través de la enzima anhidrasa carbdnica Il (CAIl). EI CO;
entra en la célula, se une al agua y gracias a la enzima anhidrasa carbonica IV (CAIV) se convierte en
un hidrogenion y en una molécula de bicarbonato (H + HCO3). El hidrogenidn es secretado a la luz
tubular y el amonio generado intracelularmente gracias a la unién del amoniaco y el hidrogenion, es
eliminado en intercambio por el sodio a través del transportador NHE3. Por otro lado, el bicarbonato
intracelular es reabsorbido al torrente sanguineo a través del cotransportador NBCelA junto al sodio.
Modificado de Curthoys (21)
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La mayoria de los hidrogeniones se secretan al lumen tubular de manera neutra a través
del intercambiador Na/H NHE3 en la membrana apical que intercambia una molécula de sodio
por un hidrogenion. Asi mismo, el NHE3 también participa en la secrecion del amonio
generado dentro de la célula. Ademaés, en la membrana apical también existe la bomba H
ATPasa que secreta hidrogeniones a la luz tubular. Una vez secretado el hidrogenion a través
de un transportador u otro, se une a distintas moléculas en el lumen tubular que son los
principales buffers del acido del organismo: a) El hidrogenion se une al citrato convirtiendo el
citrato trivalente en divalente, y este Ultimo es transportado al espacio intracelular mediante el
transportador NaDC-1 (del inglés, Sodium Dicarboxylate Cotransporter 1) situado en la
membrana apical, b) El hidrogenion secretado en la luz tubular se une al amoniaco y se
convierte en una molécula de amonio que sera eliminado por orina, ¢) El hidrogenion se une al
fosfato divalente convirtiéndolo en fosfato monovalente, y este Gltimo, ante la imposibilidad
de ser reabsorbido a través del epitelio, se elimina en orina aumentando la fosfaturia, d) El
bicarbonato filtrado por el glomérulo, también se une en el luz tubular al hidrogenién
generando didxido de carbono mediante la accion de la anhidrasa carbénica 11 codificada por
el gen CA2 (del inglés Carbonic Anhydrase 11 gene). El didxido de carbono entra en la célula
epitelial, y al unirse al agua, da lugar a un hidrogenion y a una molécula de bicarbonato gracias
a la accion de la enzima anhidrasa carbénica IV. De este modo, se iniciara el proceso otra vez,
secretando el hidrogenién a la luz tubular través de la membrana apical. La molécula de
bicarbonato generada dentro de la célula se reabsorbe al torrente sanguineo en cotransporte con
el sodio mediante el cotransportador NBCelA (del inglés, Electrogenic Sodium Bicarbonate
Cotransporter 1A) codificado por el gen SLC4A4 (del inglés, Solute Carrier Family 4 Member
4 gene) (7, 19, 21, 42-44). Las variantes en el gen SLC4A4 se dan lugar a la Acidosis Tubular
Renal Proximal con Manifestaciones Oculares y las variantes en el gen CA2 a la Osteopetrosis

con Acidosis Tubular Renal.

a) Transporte de otros solutos en el tabulo proximal

En el tabulo proximal se reabsorbe practicamente la totalidad del fosforo, de la glucosa y
alrededor del 65-70% del calcio filtrado por el glomérulo. El sodio participa en la reabsorcion
de estos solutos. En la Figura 4 se representan los principales transportadores de fosforo, calcio

y glucosa de este segmento.
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Fig. 4. Mecanismo de transporte del calcio, del fésforo y de la glucosa en el tabulo proximal.

Se reabsorbe préacticamente la totalidad del fésforo y alrededor del 65-70% del calcio filtrado por el
glomérulo El sodio entra en la célula en cotransporte con el fosforo a través de los transportadores NaPi-
Ila, NaPi-llc y PiT-2. EI mecanismo de transporte basolateral del fésforo no esta definido. Por otro
lado, el calcio intracelular se reabsorbe hacia el torrente sanguineo en intercambio por el sodio en el
transportador NCX en la membrana basolateral. En este segmento se reabsorbe el 99% de glucosa
filtrada a través de los transportadores SGLT1 (no mostrado en esta figura) y SGLT2. Ambos realizan
el transporte de glucosa en cotransporte con el sodio. Modificado de Curthoys (21).

En la membrana apical existen tres cotransportadores de sodio y de fosforo: 1) NaPi-lla (del
inglés Sodium-Inorganic Phosphate co-transporter Type 11a) codificado por el gen SLC34A1
(del inglés, Solute Carrier Family 34 Member 1 gene), 2) NaPi-lic (del inglés Sodium-
inorganic Phosphate co-transporter Type llc) codificado por el gen SLC34A3 (del inglés,
Solute Carrier Family 34 Member 3 gene), 3) PiT-2 (del inglés, Inorganic Phosphate
Transporter 2) codificado por el gen SLC20A2 (del inglés, Solute Carrier Family 20 Member
2 gene). Las variantes patogénicas en el gen SLC34A3 dan lugar a un Raquitismo
Hipofosfatémico e Hipercalciuria y las variantes patogénicas en el gen SLC34A1 dan lugar al

Sindrome Renotubular de Fanconi 2 o Hipercalcemia Infantil-2.
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El Sindrome Renotubular de Fanconi engloba a un grupo de enfermedades que tienen como
caracteristica comun la disfuncién global del tabulo proximal. Debido a la alta demanda de
energia de este segmento para llevar a cabo sus funciones, este sindrome suele ser secundario
a trastornos primarios que presentan déficit de energia como las cistopatias mitocondriales (45).
Sin embargo, también puede ser debido a defectos primarios del tubulo proximal. Actualmente
se distinguen 4 tipos de Sindrome Renotubular de Fanconi primario. Concretamente, el
Sindrome Renotubular de Fanconi Tipo 2, comentando anteriormente, es debido a variantes
patogénicas en el gen SLC34A1 que expresa el cotransportador de sodio y fosforo NaPi-1la en
la membrana apical. Sin embargo, no todos los pacientes con variantes patogénicas en este gen
presentan disfuncion del tdbulo proximal, por lo que su asociacion con el Sindrome
Renotubular de Fanconi esta cuestionada y a esta entidad también se le denomina
Hipercalcemia Infantil-2. En el Sindrome Renotubular de Fanconi Tipo 1, Tipo 3 y Tipo 4,
aunque el defecto primario no se encuentre en los transportadores que participa el sodio, se
encuentra en el tibulo proximal dando lugar a una disfuncion global de este segmento (27, 46,
47).

En el tubulo proximal también se expresa el intercambiador Na/Ca NCX (del inglés, Sodium-
Calcium Exchanger) en la membrana basolateral que reabsorbe una molécula de calcio en
intercambio por tres moléculas de sodio y presentan un rol importante en la regulacion del
transporte del sodio (48-52). Asi mismo, en este segmento también se reabsorbe el 99% de la
glucosa filtrada por el glomérulo mediante dos transportadores que reabsorben la glucosa en
cotransporte con una o dos moléculas de sodio en la membrana apical: 1) El cotransportador
SGLT1 (del inglés, Sodium-Glucose Transporter 1) codificado por el gen SLC5AL (del inglés,
Solute Carrier Family 5 Member 1), 2) El cotransportador SGLT2 (del inglés, Sodium-Glucose
Transporter 2) codificado por el gen SLC5A2 (del inglés, Solute Carrier Family 5 Member 2)
(53-55). Los pacientes con mutaciones recesivas en el gen que codifica el cotransportador
SGLT2 presentan Glucosuria Renal Aislada (56).

1.2. Asa de Henle

Tras pasar por el tabulo proximal, la orina continta por el asa de Henle. La rama descendente

fina presenta una baja permeabilidad a iones y urea. Sin embargo, es muy permeable al agua
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reabsorbiendo a través de los canales Aquaporina Tipo 1 el 20% del agua filtrada en el
glomérulo. Por tanto, conforme el fluido tubular va descendiendo por la rama descendente, va
perdiendo agua y acumulando iones, lo que hace que, al llegar a la horquilla del asa de Henle,
la orina posea una elevada osmolalidad (1.200 mOsm/kg). Por el contrario, la rama ascendente
de Henle es impermeable al agua. En el segmento fino se reabsorbe de manera pasiva cloruro
sodico a favor de un gradiente de concentracion y en el segmento grueso se realiza el transporte
activo de iones hacia el intersticio. En este ultimo segmento se reabsorbe aproximadamente el
20% del cloruro sodico y el 15% del bicarbonato filtrado por el glomérulo via transcelular, y
el 50-60% del magnesio y el 20% del calcio filtrado via paracelular (57, 58). De esta manera,
se consigue que la orina se diluya y cuando llega al tubulo contorneado distal sea hipoosmolar
respecto al intersticio y al plasma, pasando de una osmolalidad de 1200 mOsm/kg en la
horquilla de Henle a una osmolalidad de alrededor de 200 mOsm/kg. La diferencia de
permeabilidad de agua y solutos entre el segmento ascendente y descendente del asa de Henle
genera un mecanismo de concentracion contracorriente manteniendo un gradiente osmotico
intersticial entre la medula (1200 mOsm/kg) y la corteza renal (200 mOsm/kg). Este
mecanismo permite el proceso de concentracion de orina en el tabulo colector donde se
reabsorbe agua a través de los canales Aquaporina Tipo 2 gracias a la accion de la hormona
antidiurética (59, 60) (Figura 5).

En el asa ascendente de Henle, se reabsorbe alrededor del 20% del cloruro sédico filtrado por
el glomérulo (61). En la Figura 6 se representan los principales transportadores y se sefialan las
principales tubulopatias pierde sal. El cotransportador Na-K-2Cl denominado NKCC2 (del
inglés Sodium-Potassium-2 Chloride cotransporter) realiza el cotransporte de una molécula de
sodio, una de potasio y dos de cloro simultaneamente (62-65). El gradiente electroquimico con
bajo voltaje intracelular (-70 mV) y la baja concentracién de sodio generada por la bomba Na/K
ATPasa situada en la membrana basolateral, son esenciales para el buen funcionamiento de
este contransportador. Ademas, precisa la presencia de los tres iones al mismo tiempo para
realizar el cotransporte (66, 67). En este cotransportador, es donde actla el diurético
furosemida y las variantes patogénicas en el gen SLC12A1 dan lugar al Sindrome de Bartter

Tipo 1 (68). En la Tabla 2 se muestran las principales tubulopatias pierde sal de este segmento.

36



I. Introduccién

Glomérulo NaCl H,O NacCl HZO NaCl NaCl
Intersticio
1\ 1\ 1\ 1\ 300 mOsm/kg 1\ /T\ Intersticio
1 1 | | | 300 mOsm/kg
300 TP NaCl 200 TCD
RS
NaCl AN TC
Corteza 300 N
Médula | NaCl |
] NaCl A 0.0 <1
NaC
P R\ —1 SGAA
aC HO &1 —
Asa H,0 V4 NaCl = ,0 &
descendente de — ™ 600
Z/ u a H,0 <
H,0
€4 Urea Urea £€4—
L
H,0 V4 —— SFAA H,0 €}—
Intersticio
. - 1200 mOsm/kg .. .
Intersticio H.O y’4 Intersticio Intersticio
1200 mOsm/kg 2 1200 mOsmv/kg 120 1200 mOsm/kg
l 1200 | |
\1' \1' Orina definitiva
H,0 H,0
Horquilla del asa
de Henle

Fig. 5. Representacion esquematica del mecanismo de concentracion contracorriente en el asa de
Henle.

Los segmentos representados con una linea roja son impermeables al agua. Los nimeros dentro de los segmentos
representan la osmolalidad urinaria (mOsm/kg). Entre los segmentos tubulares se encuentra el intersticio y se
muestra la osmolalidad que presenta cada zona. La orina, tras ser filtrada por el glomérulo, pasa por los distintos
segmentos del tdbulo renal donde sufre variaciones de la osmolalidad para la formacidn de la orina definitiva en
el tibulo colector (TC) que sera hiperosmética (1200 mOsm/kg) respecto al plasma. Para ello, es muy importante
que exista un gradiente osmolar corticomedular en el intersticio con una médula hiperosmolar (1200 mOsm/kg)
respecto a la corteza (300 mOsm/kg), siendo esta Ultima isoosmética respecto al plasma. Este gradiente se
consigue gracias a dos mecanismos: 1) Las diferencias en la permeabilidad de agua y solutos de cada segmento
tubular, 2) EI mecanismo de concentracion contracorriente en el asa de Henle: el flujo urinario se mueve de manera
paralela, pero en sentido contrario, entre el asa descendente y ascendente de Henle. En el asa descendente, gracias
a su capacidad de reabsorcion de agua sin reabsorcion de solutos, se produce un aumento de concentracién urinaria
alcanzando 1200 mOsm/kg en la horquilla. A medida que sube la orina por el asa ascendente de Henle se va
diluyendo gracias a su impermeabilidad al agua, llegando al tlbulo contorneado distal una orina hipoosmética
(200 mOsm/kg) respecto al plasma. La salida de cloruro sddico sin agua de manera activa al intersticio medular
en el segmento grueso de asa ascendente de Henle (SGAAH) y, de manera menos importante, la salida pasiva de
cloruro sodico en el segmento fino del asa ascendente de Henle (SFAAH), hace que el intersticio se mantenga
hipertonico. Por consiguiente, en el TC se reabsorberd agua hacia el intersticio bajo la accion de la hormona
antidiurética. Este hecho hace que aumente la concentracion de urea en el TC y se reabsorba al intersticio por
difusidn. Igualmente, la urea del intersticio gracias a la diferencia de concentracion respecto a la luz tubular del
asa de Henle, entrara en el SFAAH. A este fendmeno se le denomina recirculacion de la urea que contribuye en
el mantenimiento del intersticio medular hiperténico. De forma paralela, esta hipertonicidad intersticial va a
permitir que en el segmento descendente del asa de Henle se reabsorba agua.
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Fig. 6. Principales transportadores y las tubulopatias pierde sal en el segmento grueso del asa
ascendente de Henle

El gradiente electroquimico con bajo voltaje intracelular generado por la bomba Na/K ATPasa permite
realizar el cotransporte de sodio, potasio y cloro a través del cotransportador Na-K-2Cl NKCC2 en la
membrana apical. En este transportador es donde actla el diurético furosemida y su disfuncion da lugar
al Sindrome de Bartter Tipo I. Asi mismo, el potasio que entra en la célula es reciclado a la luz tubular
mediante los canales de potasio ROMK y maxi-K. Ademas, el reciclaje del potasio genera el gradiente
transepitelial lumen-positivo necesario para la funcion del cotransportador Na-K-2Cl NKCC2. La
disfuncion de los canales ROMK da lugar al Sindrome de Bartter Tipo Il. Por otro lado, el cloro
intracelular se reabsorbe al torrente sanguineo por los canales de cloro CIC-Ka y CIC-Kb, y mediante
el cotransportador CI-K KCC4. La subunidad Barttina es necesaria para que la funcién de los canales
CIC-Kay CIC-Kb sea adecuada. La alteracion en la funcion del canal CIC-Kb da lugar al Sindrome de
Bartter Tipo I11, la alteracion de la funcidn de la Barttina dara lugar al Sindrome de Bartter Tipo IVay
la disfuncion de ambos canales de cloro CIC-Ka y CIC-Kb da lugar al Sindrome de Bartter Tipo IVb.
Entre las células epiteliales, se sitian los canales paracelulares formados por las Claudinas 16 y 19 que
permiten la reabsorciéon de calcio y magnesio via paracelular. Para ello, es necesario el gradiente
transepitelial lumen positivo generado por el reciclaje del potasio a través del ROMK, el transporte
paracelular de retorno a la luz tubular del sodio y la salida al torrente sanguineo del cloro por el canal
CIC-Kb. En la membrana basolateral de la célula epitelial se expresa el Receptor Sensor del Calcio
(CaSR) que regula el transporte paracelular del calcio y magnesio. En situaciones de hipercalcemia, el
CaSR, a través de la Claudina 14, inhibe el canal de potasio ROMK, de manera que se pierde el
gradiente transepitelial lumen positivo bloqueando el transporte paracelular de los cationes divalentes.
Las variantes activantes en gen del CaSR dan lugar a la Hipocalcemia Autosémica Dominante.
Modificado de Curthoys (21).

38



I. Introduccién

Tabla 2 Principales tubulopatias pierde sal en el asa de Henle.

Enfermedad Gen Proteina H Clinica OMIM Ref.

PH, prematuridad,
nefrocalcinosis,
S. Bartter | SLC12A1  NKCC2 AR o o 601678 (68)
alcalosis hipokalemica,

iso/hipostenuria

PH, prematuridad,
nefrocalcinosis,
alcalosis hipokalémica,
S. Bartter Il KCNJ1 ROMK AR o ) 241200 (69)
iso/hipostenuria,
hiperkalemia transitoria

en periodo neonatal

Alcalosis hipokalémica
e hipocloremia severa

S. Bartter Il CLCNKB  CIC-Kb AR ) 607364 (70)
(+/-PH, prematuridad,

nefrocalcinosis)

S. Bartter IVa BSND Barttina AR PH, prematuridad,
nefrocalcinosis,

alcalosis hipokalémica (71-

CLCNKA  CIC-Ka 602522
S. Bartter 1Vb AR severa, 73)
CLCNKB  CIC-Kb o i
iso/hipostenuria,

sordera neurosensorial

PH, prematuridad,
nefrocalcinosis,

S. Bartter V MAGED2 MAGED2 XR alcalosis hipokalémica, 300971 (74)
iso/hipostenuria

transitoria
Hipocalcemia Hipocalcemia,
Autosdmica CASR CaSR AD hipercalciuria +/- 601198 (75)
Dominante alcalosis hipokalémica

S: Sindrome. H: Patrdn de herencia. AD: autosémico dominante. AR: autosémico recesivo. XR: recesivo ligado
al cromosoma X. PH: polihidramnios.
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a) Transporte del cloruro sddico y potasio en el segmento grueso del asa de Henle

Al contrario del sodio y el cloro, aproximadamente el 90% del potasio transportado por el
cotransportador Na-K-2Cl NKCC2 es reciclado al lumen tubular a través de los canales de
potasio ROMK (del inglés, Renal Outer Medullary Potassium Channel) también llamado
Kirl.1 (del inglés, Inwardly Rectifying Potassium Channel Subunit 1.1), y los canales de
potasio Maxi-K (del inglés, large-conductance calcium-activated potassium channel). El canal
de potasio ROMK se codifica por el gen KNCJ1 (del inglés, Potassium Inwardly Rectifying
Channel Subfamily J Member 1) y es el responsable de méas del 80% de la secrecion de potasio
en este segmento. El reciclaje del potasio genera el gradiente transepitelial lumen-positivo
necesario para la reabsorcion de cloruro sodico a través del cotransportador Na-K-2Cl NKCC2
y para el transporte paracelular de cationes en el segmento grueso del asa ascendente de Henle
(67, 76-83). Las variantes patogénicas en el gen KNCJ1 dan lugar al Sindrome de Bartter Tipo
11 (69).

Por otro lado, el cloro que entra en la célula a través del cotransportador Na-K-2ClI NKCC2 se
reabsorbe hacia el torrente sanguineo mediante tres tipos de canales: 1) El cotransportador Cl-
K KCC4 (del inglés, Potassium Chloride Cotransporter 4) que reabsorbe el cloro en
cotransporte con el potasio y esta codificado por el gen SLC12A7 (del inglés, solute Carrier
Family 12 Member 7 gene), 2) El canal de cloro CIC-Ka (del inglés, Chloride Voltage-Gated
Channel Ka) codificado por el gen CLCNKA (del inglés, Chloride Voltage-Gated Channel Ka
gene), 3) El canal de cloro CIC-Kb (del inglés, Chloride Voltage-Gated Channel Kb)
codificado por el gen CLCNKB (del inglés, Chloride Voltage-Gated Channel Kb gene).

El canal de cloro CIC-Ka se expresa sobre todo en la membrana apical y basolateral del
segmento fino ascendente y, en menor medida, en el segmento grueso del asa ascendente de
Henle (84). Por el contrario, el CIC-Kb es el canal de cloro principal del segmento grueso
ascendente, aunque también se expresa en el tibulo contorneado distal y en las celulas alpha-
intercaladas del tabulo colector (85). La subunidad Barttina codificada por el gen BSND (del
inglés Bartter syndrome SensoriNeural Deafness gene) es la subunidad coexpresada en ambos
canales del cloro CIC-Ka y CIC-Kb, y es necesaria para el funcionamiento de los estos canales

de cloro. Al igual que los canales de potasio, el correcto funcionamiento del transporte de cloro
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es esencial para que la reabsorcion de sodio a través del cotransportador Na-K-2CI NKCC2 sea
adecuada. Las variantes patogénicas en el gen CLCNKB son las responsables del Sindrome de
Bartter Céasico o Tipo Il (70). Por otro lado, las variantes patogénicas en ambos genes
CLCNKA y CLCNKB dan lugar al Sindrome de Bartter Tipo Vb, y las variantes en el gen
BSND al Sindrome de Bartter Tipo IVa (71-73).

El Sindrome de Bartter Tipo V es secundario a variantes del gen MAGED?2 (del ingles,
Melanoma Associated Antigen Family Member D2) que codifica el antigeno D2. Este antigeno
es una proteina expresada en el asa de Henle que participa exclusivamente en el periodo
antenatal y neonatal en la regulacién del transporte de sodio en el asa de Henle y en el tabulo
contorneado distal hasta que el mecanismo de transporte de sodio madura. Por lo tanto, la
alteracion en la expresion de esta proteina dara lugar a un Sindrome de Bartter antenatal
transitorio denominado Sindrome de Bartter Tipo V, similar al Sindrome de Bartter Tipo | y
Tipo 11 (74).

b) Transporte de calcio y magnesio en el segmento grueso del asa ascendente de Henle

En el segmento grueso del asa de Henle se reabsorben al torrente sanguineo via paracelular
aproximadamente el 50-60% del magnesio y el 20% del calcio filtrado por el glomérulo. Este
transporte se realiza gracias al gradiente transepitelial de voltaje entre el lumen tubular (voltaje
positivo) y el intersticio (voltaje negativo), generado por la secrecién apical de potasio a través
del canal ROMK a la luz tubular, y por la reabsorcion basolateral de cloro por los canales CIC-
Kb. Ambas acciones son secundarias a la reabsorcion de sodio, cloro y potasio a través del
cotransportador Na-K-2CI NKCC2. Asi mismo, existe un flujo de retorno paracelular de sodio
hacia la luz tubular que también forma parte de la regulacion del transporte paracelular de
calcio y magnesio. Las Claudinas son proteinas que se encuentran en las uniones de las células
epiteliales formando poros. Concretamente en el asa de Henle las Claudinas 16 y 19 forman el
canal paracelular, y la interaccion entre ellas es imprescindible para la correcta regulacion del
transporte de cationes divalentes y otros iones como el sodio y cloro (86-89). Algunos autores
opinan que, mientras que la Claudina 16 es un poro para la absorcion de calcio, la Claudina 19
actla de barrera para disminuir la entrada de aniones a la luz tubular lo que favorece la

reabsorcion de cationes divalentes (86-90).
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Las variantes patogénicas en los genes que codifican las Claudinas 16 y 19 dan lugar a la
Hipomagnesemia Familiar con Hipercalciuria y Nefrocalcinosis (88, 91). El proceso de
reabsorcién de calcio y magnesio via paracelular en el segmento grueso del asa de Henle esta
estrechamente regulada por el receptor sensor del calcio (CaSR, del inglés Calcium Sensor
Receptor) situado en la membrana basolateral, que monitoriza los niveles en plasma de calcio
y regula su excrecion urinaria. La Claudina 14 se expresa en las células epiteliales del asa de
Henle, y en situaciones de hipercalcemia se activa el CaSR que, a traves de esta Claudina,
inhibe el canal de potasio ROMK, altera la funcién del cotransportador Na-K-2Cl NKCC2, e
interacta con las Claudinas 16 y 19 bloqueando la reabsorcion paracelular de calcio y de
magnesio (92, 93). Las variantes activantes en el gen CASR dan lugar a la Hipocalcemia
Autosomica Dominante, en la que ademas de hipocalcemia e hipercalciuria, los pacientes
pueden presentar signos clinicos tipicos del Sindrome de Bartter debido a la disfuncién

secundaria de los principales transportadores de cloruro sddico de este segmento (94, 95).

Por otro lado, la actividad de los transportadores del asa de Henle esta regulada por una familia
de proteinas denominada WNK (del inglés, With-no-Lysine Kinase). Concretamente el WNK
tipo 3 se expresa en las uniones intercelulares del asa de Henle regulando la expresion del

cotransportador Na-K-2Cl NKCC2 en la membrana apical (96).

c) Equilibrio &cido-base en el segmento grueso del asa ascendente de Henle

El segmento grueso del asa de Henle también participa en el mantenimiento equilibrio acido-
base del organismo. Aproximadamente el 15% del bicarbonato filtrado por el glomérulo es
reabsorbido en este segmento y ademas, también participa en la reabsorcion de amonio (59).
En la Figura 7 se representan los principales transportadores de bicarbonato y de amonio en

este segmento.

Dentro de la célula epitelial, la enzima anhidrasa carbonica 1V, a partir de una molécula de
agua y de dioxido de carbono, genera un hidrogenién y una molécula de bicarbonato (H20 +
CO2 - HCOs + H) (97). El bicarbonato se reabsorbe al torrente sanguineo a través de la

membrana basolateral mediante distintos transportadores como el intercambiador CI/HCO3 0
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el cotransportador K-HCO3 (98). Por otro lado, el hidrogenién se secreta a la luz tubular en
intercambio por el sodio por el transportador NHE3 (99). El amonio generado en el tibulo
proximal como mecanismo de tampon en respuesta a la acidosis metabolica, se reabsorbe en el
segmento grueso del asa ascendente de Henle via paracelular, o via transcelular compitiendo
con el potasio en la membrana apical en el cotransportador Na-K-2Cl NKCC2 o en el canal
de potasio ROMK (100, 101). En la membrana basolateral, el amonio compite con el potasio

en la bomba Na/K ATPasa o0 se transporta en intercambio con el sodio en el intercambiador

NHE4 (del inglés Sodium and Hydrogen Exchanger isoform 4) (102).
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Fig. 7. Equilibrio &cido-base en el asa de Henle.

La enzimaanhidrasa carbdnica IV (CAIV), a partir de una molécula de agua y de diéxido de carbono
(CO,), genera una molécula de bicarbonato y un hidrogenion. El hidrogenion se secreta a la luz tubular
en intercambio con el sodio a través del transportador NHE3, y el bicarbonato se reabsorbe en la
membrana basolateral hacia el torrente sanguineo a través del intercambiador CI/HCOs; o el
cotransportador K-HCOs. Por otro lado, el amonio generado como mecanismo buffer en la luz del
tbulo proximal compite con el potasio para entrar en la célula epitelial a través del cotransportador Na-
K-2Cl NKCC2 y el canal de potasio ROMK en la membrana apical, y también se reabsorbe via
paracelular entre las células epiteliales. EI amonio intracelular es posteriormente reabsorbido al torrente
sanguineo en intercambio con el sodio a través del intercambiador NHE4 o de la bomba Na/K ATPasa
en la membrana basolateral. Modificado de Mount (59).
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1.3. Tubulo contorneado distal

El tabulo contorneado distal se extiende desde la macula densa situada al final del asa de Henle
hasta el tubulo colector. Se divide en dos partes: la proximal y la distal (103). Este segmento
es impermeable al agua y tiene un papel importante en la reabsorcion del cloruro sodico y de
los cationes divalentes. La parte distal junto al tabulo colector, son los segmentos sensibles a
la aldosterona. La aldosterona es una hormona secretada en la glandula suprarrenal en
situaciones de hipovolemia e hiperkalemia, y actia a través de los receptores de
mineralocorticoides expresados en la membrana basolateral de este segmento, y en algunas
células epiteliales del tabulo colector, como se comentard mas adelante. En la Tabla 3 se
resumen las principales tubulopatias pierde sal secundarias a la disfuncion de los

transportadores de sodio de este segmento.

a) Transporte del cloruro sédico y del potasio en el tubulo contorneado distal

En el tibulo contorneado distal se reabsorbe el 5-10% del sodio filtrado por el glomérulo (104).
En la Figura 8 estan representados los principales mecanismos de transporte de cloro, sodio y
potasio de este segmento y se sefialan las tubulopatias pierde sal asociadas a estos
transportadores. La bomba Na/K ATPasa situada en la membrana basolateral mantiene una
concentracion intracelular de sodio baja estimulando su transporte a través del cotransportador
NCC (del inglés, sodium chloride cotransporter). Este cotransportador realiza la reabsorcion
de una molécula de sodio y una de cloro en la membrana apical y esta codificado por el gen
SLC12A3 (del inglés, Solute Carrier 12 Member 3). Este transporte se considera silente o
electroneutro, ya que no modifica la carga eléctrica de la luz tubular. Los diuréticos tiazidicos

son los que acttan a nivel de transportador.

Para su funcionamiento, ademas del bajo voltaje intracelular generado por la bomba Na/K
ATPasa, es necesario el reciclaje del potasio hacia el torrente sanguineo en la membrana
basolateral. Para ello, existen varios canales de potasio, entre ellos, el canal Kir4.1 (del inglés,
Inwardly Rectifying Potassium Channel subunit 4.1) codificado por el gen KCNJ10 (del inglés,

Potassium Inwardly Rectifying Channel Subfamily J Member 10) es considerado el mas
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importante. Ademas, el canal Kir4.1. se expresa junto con otros canales como el Kir4.2 y Kir5.1
formando complejos (105-107). Las variantes patogénicas en los genes SLC12A3 y KCNJ10
dan lugar al Sindrome de Gitelman y Sindrome de EAST/SeSAME (del inglés, Epilepsy,
Ataxia, Sensorineural Deafness, Tubulopathy/Seizures,Sensorineural Deafness, Ataxia,
Mental Retardation), respectivamente. Ambos son similares con la excepcién de que, teniendo
en cuenta que los canales Kir4.1 también se encuentran a nivel cerebral, consecuentemente, los

pacientes con el Sindrome de EAST/SeSAME asociaran alteraciones neurologicas (108-110).

Tabla 3. Principales tubulopatias pierde sal en el tibulo contorneado distal

Enfermedad Gen Proteina H Clinica OMIM  Ref.

Alcalosis hipokalémica,

S. de Gitelman SLC12A3 NCC AR . N .
hipocalciuria, hipomagnesemia

263800  (108)

Epilepsia, ataxia, sordera

S. de EAST/ ) : ! 09

612780 :

SeSAME KCNJ10 Kird.l AR neurosm_ensorla}l,ffllcaloms 1278 110
hipokalémica

Alcalosis hipokalémica,
S. Bartter Il CLCNKB CIC-Kb AR hipocloremia severa (+/- PH, 607364 (70)
prematuridad, nefrocalcinosis)

Prematuridad, PH, sordera
S. Bartter IVa BSND Barttina AR _neuro§en_sor|a!, aIcaI03|s_ 602522 b
hipokalémica, hipocloremia, 72)

iso/hipostenuria

S: Sindrome. H: Patrdn de herencia. AD: autosémico dominante. AR: autosémico recesivo. PH: polihidramnios
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Fig. 8. Principales mecanismos de transporte del cloruro sédico y del potasio en el tubulo
contorneado distal y las principales tubulopatias pierde sal.

Se observan dos tipos células: la DCT1 y la DCT2 que corresponden a la parte proximal y la distal de
este segmento, respectivamente. En este segmento se reabsorbe el 5-10% del cloruro sddico filtrado por
el glomérulo. La bomba Na/K ATPasa situada en la membrana basolateral mantiene una concentracion
intracelular baja de sodio estimulando el transporte de sodio en la membrana apical. El principal
transportador de sodio en las DCT1 es el cotransportador Na-Cl NCC en la membrana apical. Este
transportador es sensible a los diuréticos tiazidicos. Para su funcionamiento precisa del reciclaje de
potasio hacia el torrente sanguineo a través del canal de potasio Kird.1. La disfuncion del
cotransportador Na-Cl NCC da lugar al Sindrome de Gitelman y la disfuncion del canal Kir4.1. al
Sindrome de EAST/SeSame. En las células DCT2 se expresa el canal de sodio ENaC. Este canal es
sensible al diurético amiloride. En la membrana basolateral de ambas células DCT1y DCT?2 el sodio
intracelular es reabsorbido al torrente sanguineo a través de la bomba Na/K ATPasa, y el cloro a través
del cotransportador CI-K KCC4 y el canal de cloro CIC-Kb. Este tltimo, al igual que en el asa de Henle,
precisa de la subunidad Barttina para su correcta funcién. La disfuncién del CIC-Kb y de la subunidad
Barttina darén lugar al Sindrome de Bartter Tipo 111 (SBIII) y al Sindrome de Bartter Tipo 1Va (SBIVa),
respectivamente. Modificado de Mount (59).
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En la parte distal del tubulo contorneado distal se expresa el canal de sodio ENaC (del inglés
Epithelial Sodium Channel). Se trata, junto al cotransportador Na-Cl NCC, de un canal
importante para el transporte activo transcelular del sodio y no precisa el cotransporte de un
anion para ello. Consecuentemente, se genera un lumen tubular cada mas electronegativo que
estimula la reabsorcion del cloro de manera pasiva via paracelular. El diurético amiloride
inhibe la funcion del canal ENaC (111-114). Las tubulopatias asociadas a la disfuncion de los

canales ENaC se explican en el apartado del tubulo colector.

El cloro que entra en la célula a través del cotransportador Na-ClI NCC, se reabsorbe al torrente
sanguineo mediante el canal de cloro CIC-Kb y el cotransportador CI-K KCC4 (gen SLC12A7)
situados en la membrana basolateral. Al contrario que en el segmento grueso del asa de Henle,
en este segmento no se expresan los canales de cloro CIC-Ka. El canal de cloro CIC-Kb, como
hemos comentado anteriormente, precisa de la subunidad Barttina para su funcionamiento. Por
lo tanto, al igual que en el asa de Henle, los pacientes con variantes patogénicas en los genes
que expresan el canal de cloro CIC-Kb y la Barttina dan lugar a Sindrome de Bartter Tipo 11

y Tipo IVa, respectivamente (115).

El cotransportador Na-Cl NCC esta regulado por dos proteinas, el SPAK (del inglés,
Proline/Alanine-rich Kinase Protein) y el OSR1 (del inglés, Oxidative Stress-Responsive 1
protein) (116). Asi mismo, la actividad de estas dos proteinas esta regulada por la familia de
proteinas WNK, concretamente por el tipo 1 (WNK1), tipo 3 (WNK3) y 4 (WNK4), y a su vez,
la actividad de las WNK esta inhibida por la CUL3 (del inglés, Ubiquitin Ligase Cullin 3) y el
KLH3 (del inglés, Kelch-like-3) (117, 118). Mientras que la WNKZ1 esta situada en el
citoplasma, el WNK3 y el WNK4 se localizan en las uniones intercelulares de las células
epiteliales del tubulo contorneado distal. Regulan el transporte paracelular del cloro, y
secundariamente, la funcién del cotransportador Na-Cl NCC. Los pacientes con variantes
activantes en los genes que codifican las proteinas WNK vy variantes inhibidoras en los genes
que codifican las proteina CUL3 y KLH3 presentan una hiperactividad del cotransportador Na-
CI NCC dando lugar al denominado Pseuhohipoaldosteronismo tipo 2, Sindrome de Gordon o
Hipertension Hiperpotasémica Familiar. Esta entidad se considera el espejo de la tubulopatia
pierde sal Sindrome de Gitelman. Al contrario que esta Ultima, los pacientes presentan

hipertensién, hiperkalemia, acidosis metabdlica e hipercalciuria (117-120).
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b) Transporte del calcio y magnesio en el tibulo contorneado distal

Aproximadamente el 10-15% del calcio filtrado se reabsorbe en el tdbulo contorneado distal.
A diferencia del segmento grueso del asa de Henle, en este segmento el calcio y el magnesio
se reabsorben de manera activa via transcelular. En la Figura 9 se muestran los principales
transportadores de calcio y magnesio. En la membrana apical, el calcio entra en la célula
mediante el canal de calcio TRPV5 (del inglés, Transient Receptor Potential Cation Channel
Subfamily V Member 5). La actividad de este canal esta estimulada por el gradiente intracelular
negativo con bajas concentraciones de sodio generado por la bomba Na/K ATPasa y esta
regulada por la parathormona, la 1,25-hidroxi-vitamina D y la proteina Klotho. El calcio que
entra dentro de la célula epitelial se reabsorbe hacia el torrente sanguineo en la membrana
basolateral gracias al Ca ATPasa y al intercambiador Na/Ca NCX 1 (del inglés, Sodium-
Calcium Exchanger type 1) (121, 122).

Asi mismo, el 5-10% del magnesio filtrado por el glomérulo se reabsorbe via transcelular. En
la membrana apical se reabsorbe a través del canal voltaje- dependiente TRPMG6 (del ingleés,
Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily M Member 6), y una vez en la célula,
es reabsorbido al torrente sanguineo por mecanismos poco conocidos como la proteina ciclina
M2 y el transportador SLC41A1 (del inglés, Solute Carrier Family 41 Member 1). La
reabsorcion del magnesio a través del canal TRPM®6 esta impulsada principalmente por un
potencial de membrana luminal establecido por el canal de potasio Kv1.1 (del inglés,
Potassium Voltage-gated Channel Subfamily A Member 1) y por la actividad de la bomba Na-
K ATPasa situada en la membrana basolateral (123).
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Fig. 9. Principales mecanismos de transporte del calcio y del magnesio en el tibulo contorneado
distal.

En el tubulo contorneado distal se reabsorbe el 10-15% del calcio y el 5-10% del magnesio filtrado por
el glomérulo. Al contrario que en el asa de Henle donde el transporte de cationes divalentes se realiza
via paracelular, en este segmento se realiza via transcelular. El transporte apical del calcio se realiza a
través del canal del calcio TRPVS5 que es estimulado por el gradiente intracelular negativo generado
por la bomba Na/K ATPasa. Su actividad esta regulada por varios mecanismos, entre ellos la proteina
Klotho. Dentro de la célula, el calcio se une a la proteina calbindina que realiza el transporte intracelular
del calcio. Cada molécula de calbindina transporta dos moléculas de calcio. En la membrana basolateral,
el calcio se reabsorbe en intercambio con el sodio a través del intercambiador NCX1, y a través el Ca
ATPasa. Por otro lado, el canal de magnesio TRPM®6 permite la entrada de magnesio desde la luz tubular
a la célula gracias al gradiente eléctrico lumen positivo generado por el canal de potasio Kv1.1 que
secreta potasio hacia la luz tubular. EI mecanismo de transporte del magnesio hacia el torrente
sanguineo en la membrana basolateral no es del todo conocido. Se cree que la proteina ciclina M2 y el
transportador SLC41A1 participan en este transporte (no representado en la figura). Modificado de
Subramanya y colaboradores (121).

1.4. Tubulo colector

El tabulo colector es la parte final de la nefrona y, aunque es el segmento mas corto del tabulo,
es el lugar donde se realiza la regulacién final del sodio y agua permitiendo la emision de la
orina definitiva concentrada. Es un segmento permeable al agua, donde gracias a los canales
de agua Aquaporina Tipo 2 reguladas por la hormona antidiurética, la orina pasa de tener una

osmolalidad de alrededor de 200 mOsm/kg al final del tabulo contorneado distal, a tener una
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osmolalidad de 1200 mOsm/kg en el tibulo colector. Ademas, tiene un papel importante en la
homeostasis acido-base del organismo. En este segmento, se expresan dos tipos de células: las
células principales y las células intercaladas. Asi mismo, dentro de las células intercaladas se
distinguen dos subtipos: subtipo alfa y subtipo beta. Cada tipo de célula desempefia una
funcion diferente. Mientras que las células principales se ocupan de la regulacion del sodio y
agua, las células intercaladas son las que participan sobre todo en la homeostasis acido-base
mediante la secrecion de hidrogeniones y la reabsorcion de bicarbonato. Al igual que la parte
distal del tubulo contorneado distal, el tibulo colector es sensible a la hormona aldosterona que
actla sobre los canales de sodio ENaC. En la Tabla 4 se muestran las principales tubulopatias
pierde sal de este segmento

Tabla 4 Principales tubulopatias pierde sal en el tubulo colector

Enfermedad Gen Proteina H Clinica OMIM Ref.

Pérdida de sal transitoria en periodo
adPHA1 NR3C2 MR AD neonatal con hiponatremia, 177735 (124)
hiperkalemia y acidosis metabdlica

SCNN1A ENaCa Hiponatremia, hipokalemia, acidosis
arPHAl SCNN1B ENacP AR metabdlica, test del sudor positivo, 264350 (125)
SCNN1G ENacy afectacion pulmonar

arPHAL: Pseudohipoaldosteronismo tipo 1 autosémico recesivo. adPHAL: Pseudohipoaldosteronismo tipo 1
autosémico dominante. H: patrén de herencia. AR: autosémico recesivo. AD: autosémico dominante. MR:
receptor mineralocorticoideo.

a) Células principales

Las células principales constituyen el 60% de las células del tabulo colector y su funcion
principal es el transporte de sodio y agua. En la Figura 10 se observan los principales
transportadores de la célula principal. La funcion de las células principales depende de la
actividad de la bomba Na-K ATPasa situada en la membrana basolateral. Esta bomba mantiene
una concentracion intracelular baja de sodio favoreciendo el transporte de sodio desde el lumen

hacia el interior de la célula a través de los canales de sodio ENaC situados en la membrana
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apical (126). Los canales ENaC estan constituidos por tres subunidades (alpha, beta'y gamma),
y a diferencia de otros transportadores de sodio situados en otros segmentos del tdbulo,
solamente realizan el transporte de sodio sin participar secundariamente en el cotransporte o

antiporte de otros solutos (127).

La aldosterona, hormona conocida como ahorradora de sodio, se produce y se secreta en la
corteza de la glandula suprarrenal. Su funcion principal es estimular la reabsorcién hacia el
torrente sanguineo de sodio y agua y, secundariamente, la secrecion de potasio e hidrogeniones
a la luz del tubulo colector. Por lo tanto, en situaciones de hipovolemia, de baja concentracion
de sodio, de hiperkalemia o de acidosis metabdlica existird una liberacion aumentada de
aldosterona en la glandula suprarrenal. Esta hormona se une al receptor mineralocorticoideo
situado en las células principales y activa principalmente los canales de sodio ENaC generando
un gradiente electronegativo en el lumen (128). Con el fin de neutralizar este gradiente, la
reabsorcion de cada molécula de sodio va acoplada a la secrecion de una molécula con carga
positiva 0 a la reabsorcion de una molécula con carga negativa mediante los siguientes
transportadores: a) Secrecion de potasio a la luz tubular través del canal de potasio ROMK
expresado en células principales, y a través de canal BK (del inglés, Big Potassium channel)
expresado tanto en las células principales como intercaladas (129), b) Secrecion de un
hidrogenion al espacio intracelular a través la bomba H ATPasa o el H/K ATPasa en la
membrana apical de las células intercaladas alfa, y c¢) Reabsorcidn de una molécula de cloro a
través del canal CFTR (del inglés, Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator)
en la membrana apical y a través del canal CIC-Kb en la membrana basolateral (130). La
espironolactona, considerado como diurético ahorrador del potasio, inhibe la accién de la
aldosterona, inhibiendo asi la reabsorcién del sodio a través de los canales de ENaC y

secundariamente la secrecién de potasio.
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Fig. 10. Principales mecanismos de transporte en las células principales del tibulo colector.

Se encargan principalmente de la reabsorcion de sodio y agua. La baja concentracion de sodio
intracelular generada por la bomba Na/K ATPasa estimula la reabsorcion de sodio a través de los
canales ENaC en la membrana apical. Su funcion estd regulada por la hormona aldosterona que se
secreta en la glandula suprarrenal y se une al receptor mineralocorticoideo (MR en la figura) activando
estos canales. La disfuncién del canal ENaC da lugar al Pseudohipoaldosteronismo Tipo 1 Autosémico
Recesivo (arPHAL) y la disfuncion del receptor mineralocorticoideo al Pseudohipoaldosteronismo Tipo
1 Autosémico Dominante (adPHAZL). El diurético amilorida inhibe la funcién de los canales ENaC. Por
otro lado, la entrada de cada molécula de sodio en la célula desde la luz tubular esta acoplada a la
secrecion de una molécula de potasio o de un hidrogenién a la luz tubular. La secrecion de potasio se
realiza a través del canal ROMK (expresado en las células principales) o del canal BK (expresado en
las células principales e intercaladas). La secrecion de hidrogeniones se realiza a través de la bomba H
ATPasa o el intercambiador H/K ATPasa en la membrana apical (expresadas en las células intercaladas
alpha, no se representan en esta figura). El diurético espironolactona, considerado como ahorrador del
potasio, inhibe la accion de la aldosterona, inhibiendo asi la reabsorcion del sodio a través de los canales
de ENaC y secundariamente la secrecion de potasio (no mostrado en la figura). La reabsorcion de sodio
hacia el espacio intracelular a través de los canales ENaC aumenta la concentracién de cloro en la luz
tubular, favoreciendo su reabsorcion a través del canal de transmembrana regulador de la fibrosis
quistica (CFTR) y se transporta por la membrana basolateral hacia el torrente sanguineo a través de
canales de cloro CIC-Kb. Por otro lado, en este segmento se expresan las Aquaporinas Tipo 2 (AQP2),
Tipo 3 (AQP3) y Tipo 4 (AQP4). La hormona antidiurética o vasopresina se secreta en la hipofisis y se
une a su receptor V2R (del inglés, Vasopressin Receptor 2) permitiendo principalmente la apertura de
las Aquaporinas Tipo 2. El agua entra en el espacio intracelular por las AQP2, y reabsorbe hacia el
torrente sanguineo por las AQP3 y AQP4 gracias al gradiente osmético entre el lumen y el intersticio.
Modificado de Roy y colaboradores (3).
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Teniendo en cuenta que el tabulo colector es el segmento final del tubulo y que no existe
posibilidad de regulacion mas adelante, los pacientes con defectos de funcidén en los
transportadores de este segmento suelen presentar clinica muy severa. Las principales
tubulopatias hereditarias de este segmento son el Pseudohipoaldosteronismo tipo 1
Autosémico Recesivo (arPHA1L) y el Pseudohipoaldosteronismo tipo 1 Autosémico Dominante
(adPHAL). Mientras que en el arPHAL existe un defecto de funcion en cualquiera de las
subunidades del canal ENaC (ENaC o, ENaC B y ENaC v), el adPHAL es secundario a
mutaciones en el gen NR3C2 (del inglés, Nuclear Receptor Subfamily 3 Group C Member 2)
que codifica el receptor mineralocorticoideo. Los pacientes con arPHAL presentan clinica
severa de deshidratacion y pérdida ponderal con hiponatremia los primeros dias de vida
asociando hiperkalemia y acidosis metabdlica. Ademas, teniendo en cuenta que los canales
ENaC también se expresan en el pulmoén y la piel, estos pacientes pueden presentar
manifestaciones de estos drganos. En el adPHAL, los pacientes presentan manifestaciones
exclusivas renales, siendo una entidad menos severa que la arPHAL y, por razones que no se
conocen, los sintomas se resuelven espontdneamente a lo largo de la infancia (124, 131-133).
Por el contrario, la hiperactividad del canal ENaC secundaria a un hiperaldosteronismo da lugar
al Sindrome de Liddle que, al contrario de lo que ocurre en el pseudohipoaldosteronismo, cursa

con hipertension y pérdida de potasio e hidrogeniones por orina

Por otro lado, en el tabulo colector se realiza la concentracion urinaria para formacion de la
orina definitiva. Para ello, en la membrana apical se expresan los canales de Aquaporina Tipo
2 (AQP2) y en la membrana basolateral la Aquaporina Tipo 3 (AQP3) y la Aquaporina Tipo 4
(AQP4). La hormona antidiurética ADH (del inglés, AntiDiuretic Hormone) también
denominada vasopresina es el principal estimulo para la apertura de estos canales. Esta
hormona es liberada en la hipofisis principalmente en respuesta a cambios en la osmolalidad
sérica 0 en situaciones de hipovolemia y se une al receptor de la vasopresina tipo 2 codificado
por el gen AVPR2 (del inglés, Arginine Vasopressin Receptor 2 gene) de las células principales
permitiendo la reabsorcion de agua principalmente a través de los canales AQP2. La Diabetes
Insipida Nefrogénica es debida a variantes patogénicas en el gen que codifica la Aquaporina
Tipo 2 (gen AQP2) o en el gen AVPR2 (134-137).
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b) Células intercaladas alfa y beta

Las células intercaladas alfa participan en el mantenimiento del equilibrio acido-base en
situaciones de acidosis metabolica. En la Figura 11 se muestran los principales transportadores

de las células alpha del tubulo colector.
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Fig. 11. Principales mecanismos de transporte de las células intercaladas alpha del tibulo colector
(A-1C).

Se secretan hidrogeniones a la via urinaria a través del H ATPasa o el intercambiador H/K ATPasa. La
secrecion de un hidrogenion genera una molécula de bicarbonato gracias a la enzima anhidrasa
carbonica Il (CAII). El bicarbonato se reabsorbe basolateralmente en intercambio con el cloro a través
del transportador AE1. Modificado de Roy y colaboradores (3).

En la membrana apical se secretan hidrogeniones a via urinaria a través del H ATPasa o el
intercambiador H/K ATPasa. Los genes ATP6V0A4 (del inglés, ATPase H Transporting VO
Subunit A4) y ATP6V1B1 (del inglés, ATPase H Transporting V1 Subunit B1) expresan
distintas subunidades de la bomba H ATPasa. La secrecion de un hidrogenion a la via urinaria
genera una molécula de bicarbonato intracelular gracias a la enzima anhidrasa carbénica Il. La
molécula de bicarbonato generada dentro de la célula es reabsorbida hacia el torrente sanguineo
en intercambio con el cloro mediante el transportador AE1 (del inglés, Anion Exchanger 1)
codificado por el gen SLC4A1 (del inglés, Solute Carrier Family 4 Member 1) (3, 138). Las

54



I. Introduccién

variantes patogénicas en los genes SLC4A1, ATP6VOA4 y ATP6V1BL1 dan lugar a la Acidosis
Tubular Renal Distal (139).

Por otro lado, en las células intercaladas beta, se expresa el intercambiador CI/HCO3
denominado pendrina y el HCOs/Na-Cl denominado NDCBE (del inglés, Sodium-Driven
Chloride/Bicarbonate Exchanger) en la membrana apical, y la bomba H ATPasa en la
membrana basolateral. La reabsorcion del cloruro sodico en el tabulo colector es electroneutra
y esta estimulada por la bomba H ATPasa de la membrana basolateral. La pendrina y el
NDCBE funcionan de manera coordinada, es decir, por cada dos ciclos de la pendrina el
NDCBE realiza un ciclo de manera que se reabsorbe una molécula de sodio, una de cloro y dos
de bicarbonato (3, 140). El cloro se reabsorbe en la membrana basolateral a través de los
canales de cloro CIC-Kb, y el bicarbonato y el sodio a través del cotransportador AE4 (del
inglés, Anion Exchanger 4) (141). En la Figura 12 se muestran los principales transportadores
de las células beta del tabulo colector. El intercambiador pendrina posee un papel importante
tanto en la homeostasis acido-base como en el balance de electrolitos en situaciones de
hipovolemia. En caso de hipocloremia o de pérdidas excesivas de cloro por orina la expresion
de la pendrina estard incrementada, aumentando la reabsorcién de sodio y bicarbonato
secundariamente. Por otro lado, la angiotensina Il y la aldosterona también aumentan la
expresion de la pendrina, y ésta, secundariamente, la expresion de los canales ENaC. Por lo
tanto, ante una disfuncion del canal pendrina existira también una disfuncion secundaria de los
canales ENaC (140, 142, 143).
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Fig. 12. Principales mecanismos de transporte de las células intercaladas beta del tibulo colector
(B-1C).

En las células beta se reabsorbe bicarbonato mediante el intercambiador CI/HCO3 (pendrina) y el HCOs/Na-
Cl (NDCBE) en la membrana apical. La funcién de ambos transportadores esta estimulada por el gradiente
electronegativo intracelular generado por la bomba H ATPasa situada en la membrana basolateral. El
bicarbonato y el sodio se reabsorben basolateralmente al torrente sanguineo a través del cotransportador AE4,
y el cloro a través del CIC-Kb. Modificado de Roy y colaboradores (3).

2. TUBULOPATIAS PIERDE SAL

2.1. Clasificacion de las tubulopatias pierde sal

Las tubulopatias pierde sal (TPS) son un grupo heterogéneo de patologias que, como su nombre
indica, tienen en comdn una pérdida de sal excesiva por orina. Aunque existen numerosas
tubulopatias que afectan al transporte del sodio en el tubulo, las TPS principales son el
Sindrome de Bartter y el Sindrome de Gitelman. El responsable de cada una de ellas es la
disfunciéon de un transportador especifico situado en el asa de Henle y/o en el tabulo

contorneado distal.

Las TPS presentan una gran similitud fenotipica entre ellas, debido a que comparten
mecanismos fisiopatoldgicos que son los causantes de los signos clinicos. La poliuria, el fallo
de medro vy la alcalosis metabdlica con hipokalemia son signos comunes que aparecen de
manera mas o menos severa en cada una de ellas. Ademas, dentro de cada tipo de TPS, existe

una gran heterogeneidad en cuanto a la edad de presentacion clinica y al pronostico, lo que
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hace que en ocasiones resulte dificil diferenciarlas. A lo largo del tiempo se han intentado
clasificar las TPS con el fin de entender la fisiopatologia especifica en cada una de ellas. Las
primeras clasificaciones se realizaron basandose en pruebas funcionales para intentar
identificar los segmentos y transportadores especificos responsables de la pérdida de sal y agua
por orina en cada TPS. Sin embargo, debido a los mecanismos compensatorios de cada
individuo y a los factores medioambientales que podrian modular la excrecién de los
electrolitos, los resultados de estas pruebas eran dificiles de interpretar. Por otro lado, también
se demostrd que algunas tubulopatias pierde sal presentaban disfunciones en transportadores
que eran sensibles a algunos diuréticos (144-146). Por lo tanto, se propuso otra estrategia para
la agrupacion de las TPS basandose en los mecanismos de accion de estos farmacos (147-149).
Por ejemplo, el Sindrome de Bartter Tipo | es debido a la disfuncion del cotransportador Na-
K-2Cl NKCC2 que es sensible al diurético furosemida. Por consiguiente, los pacientes con
Sindrome de Bartter Tipo | presentaran una clinica similar a los pacientes que reciben
furosemida de manera crénica. Esta clasificacion, junto a la biologia molecular que se
desarrolld a partir de la década de los 90, ha facilitado la caracterizacion de los pacientes con
TPS en base a la fisiopatologia y al genotipo de cada una de ellas permitiendo realizar un mejor
manejo terapéutico (144-146, 150-153).

De acuerdo con la clasificacion fisioldgica y farmacologica, las principales TPS pueden
dividirse en tres grupos: 1) Los trastornos del asa de Henle que tienen un efecto similar a la
accion de la furosemida: en este grupo encontramos los trastornos causados por el defecto en
el cotransportador Na-K-2Cl NKCC2 (Sindrome de Bartter Tipo I) o en el canal de potasio
ROMK (Sindrome de Bartter Tipo Il), 2) Los trastornos del tabulo contorneado distal que
tienen un efecto similar a la accién de los diuréticos tiazidicos: en este grupo encontramos los
causados por un defecto en el cotransportador Na-Cl NCC (Sindrome de Gitelman), en el canal
del cloro CIC-Kb (Sindrome de Bartter Tipo I11) y en el canal de potasio Kir4.1 (Sindrome de
EAST/SeSAME), y 3) La disfuncion combinada del asa de Henle y del tabulo contorneado
distal que tienen un efecto similar a la accién de los diuréticos furosemida y tiazida. Este ultimo
grupo es considerado el mas severo de las TPS donde estan el Sindrome de Bartter Tipo 1Va,
el Tipo IVb y el Tipo V (149-154) . En la Tabla 5 se observa la clasificacion de las TPS en
funcidn del segmento afectado, y se representa la similitud entre las TPS y la accién de distintos

diuréticos en transportadores concretos del tabulo.
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Tabla 5. Clasificacion fisiologica y farmacoldgica de las tubulopatias pierde sal. Modificado de

Seyberth (149)
Tipo de TPS Segmento afectado  Proteina Diurético
Trastornos del asa
- SB Tipo | (SLC12A1) SGAAH NKCC2 Furosemida
- SB Tipo Il (KCNJ1) SGAAH/TC* ROMK Furosemida-
amiloride
Trastornos del TCD
- SB Tipo 111 (CLCNKB) TCD/SGAAH* CIC-Kb Tiazida-furosemida
- S. Gitelman (SLC12A3) TCD NCC Tiazida
- EAST/SeSAME (KCNJ10) TCD Kir4.1 Tiazida
Trastornos combinados
- SB Tipo 1VVa (BSND) SGAAH+TCD Barttina Furosemida-tiazida
- SB Tipo Vb CIC-Ka e
(CLCNKA + CLCNKB) SGAHH+TCD + CIC-Kb Furosemida-tiazida
- SB Tipo V£ SGAAH + TCD MAGED2  Furosemida-tiazida

Entre paréntesis se muestra el gen afectado en cada una de las tubulopatias pierde sal.

TPS: Tubulopatia pierde sal. SB: Sindrome de Bartter. SGAAH: segmento grueso del asa de Henle. TC: tlbulo

colector. TCD: tibulo contorneado distal.

*La afectacion de este segmento tubular es menor

£ LLas variantes en el gen MAGED?2 dan lugar a una disfuncién transitoria de los transportadores NKCC2 y NCC
que se resuelve en las primeras semanas de vida

El Sindrome de Bartter fue descrito por primera vez en 1962 por Frederic Crosby Bartter en 2

pacientes varones de 5 y 25 afios con retraso de crecimiento, alcalosis metabdlica

hipopotasémica e hipoclorémica con hiperaldosteronismo, y elevacion de la angiotensina I1.

Desde el punto de vista histoldgico, ambos pacientes presentaban una hiperplasia del aparato

yuxtaglomerular (156). Posteriormente se describieron varios pacientes con clinica similar

diagnosticandose a todos ellos de Sindrome de Bartter (157-159). Los estudios de biologia

molecular realizados a partir de 1996, permitieron conocer que el Sindrome de Bartter es un

58



I. Introduccién

trastorno heterogéneo en el que se produce un defecto en la reabsorcion tubular de sodio,
potasio y cloro secundario a la disfuncion de distintos transportadores. Inicialmente en el afio
1996 se describieron los genes implicados en el Sindrome de Bartter Tipo | (gen SLC12A1) y
Tipo Il (gen KCNJ1) (68, 69). Asi mismo, aunque la primera descripcién de Sindrome de
Gitelman, como entidad distinta del Sindrome de Bartter, se realizd en el afio 1966, en el afio
1996 se establecio que este Sindrome estd producido por variantes en el gen SLC12A3 que
codifica el transportador Na-Cl NCC (160). En el 1997 Simon y colaboradores, encontraron la
causa del denominado Sindrome de Bartter Clasico o Tipo Ill, al detectar variantes en el gen
CLCNKB que codifica el canal del cloro CIC-Kb en una serie de pacientes que no presentaban
alteraciones en los genes implicados en el Sindrome de Bartter Tipo | y 11 (70).

Posteriormente, en el afio 2001 se hallaron variantes en el gen que codifica la subunidad
Barttina (gen BSND) en 5 pacientes pertenecientes a una extensa familia beduina consanguinea
afectados de Sindrome de Bartter que asociaban sordera neurosensorial denominando a este
cuadro Sindrome de Bartter IVa (71, 157). Schlingman y colaboradores, en el afio 2004,
describieron el Tipo IVb tras identificar a un paciente con pérdida salina y sordera que, en
ausencia de variantes en el gen BSND, presentaba variantes tanto en el gen CLCNKB que
codifica el canal del cloro CIC-Kb y en el gen CLCNKA que codifica el canal del cloro CIC-
Ka (73). Méas adelante, se describié que los pacientes con variantes activantes en el gen que
codifica receptor sensor del calcio (gen CaSR) situado en el asa de Henle presentan una clinica
similar al Sindrome de Bartter. Inicialmente a este cuadro se le denomino Sindrome de Bartter
Tipo V o Hipocalcemia Autosémica Dominante, sin embargo, actualmente se considera un
cuadro aparte del Sindrome de Bartter nombrandolo solamente Hipocalcemia Autosémica
Dominante (161, 162). En la actualidad, se llama Sindrome de Bartter Tipo V a la forma severa
de Sindrome de Bartter antenatal que se resuelven en las primeras semanas 0 meses de vida y
que son secundarias a variantes en el gen MAGED?2. Esta entidad, a diferencia de los Tipo I-
IV de Sindrome de Bartter que son autosomicos recesivos, presenta una herencia ligada al X
(74, 154).
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2.2. Presentacion clinica y mecanismos fisiopatoldgicos de las tubulopatias pierde sal
a) Trastornos del asa de Henle

En este grupo se encuentran el Sindrome de Bartter Tipo I'y Tipo Il que son tubulopatias pierde
sal secundarias a la disfuncion del cotransportador Na-K-2Cl NKCC2 y del canal de potasio
ROMK, respectivamente (68, 69). En el caso del Sindrome de Bartter Tipo Il, la funcion
adecuada del canal ROMK es necesaria para que el cotransportador Na-K-2Cl NKCC2
funcione adecuadamente. Por lo tanto, en ambas tubulopatias, la reabsorcion activa del sodio,
potasio y cloro esta disminuida en el asa de Henle. Ademas, teniendo en cuenta que los canales
de potasio ROMK se expresan también en el tubulo colector, los pacientes con disfuncién de
este canal pueden presentar caracteristicas clinicas de disfuncién de este segmento. Ambos
tipos se caracterizan por presentar poliuria desde el periodo prenatal que da lugar a un
polihidramnios con pérdida excesiva de sal, agua y otros iones en orina con un nacimiento
prematuro. Ademas, presentaran una alcalosis metabolica hipokalémica con isostenuria o
hipostenuria (163). Una caracteristica del Sindrome de Bartter Tipo Il es la hiperkalemia
transitoria que presentan los primeros dias de vida. En el tubulo colector, el canal de potasio
BK se expresan junto al canal ROMK en la membrana apical, y ambos se encargan de la
secrecion del potasio a la luz tubular. En el Sindrome de Bartter Tipo Il, el canal BK
compensaré la disfuncion del canal ROMK. Sin embargo, en el periodo neonatal, debido a la
inmadurez del tabulo, no existira esta compensacion, por lo que los pacientes presentaran una
hiperkalemia transitoria. Tras el periodo neonatal, cuando el tibulo madura, estos pacientes
presentaran una hipokalemia menos severa que el resto de tipos de Sindrome de Bartter (163,
164).

La prostaglandina E2 (PGEZ2) presenta un papel importante en la patogenia de los trastornos
del asa de Henle, sobre todo en los primeros dias de vida, donde la hipovolemia secundaria a
la poliuria puede suponer un riesgo elevado de complicaciones en los pacientes prematuros. El
cotransportador Na-K-2Cl NKCC2 se expresa a lo largo de todo el segmento grueso del asa
ascendente de Henle, incluyendo en la zona distal donde se encuentra la macula densa. La
méacula densa forma parte del aparato yuxtaglomerular. Este aparato se encarga de la

retroalimentacion tubuloglomerular, y estd constituido por la macula densa, por las células
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yuxtaglomerulares de la arteriola aferente y por las células mesangiales extraglomerulares
(165). La mécula densa esta formada por un grupo de células epiteliales hiperplasicas, y su
funcidn es la secrecién de la PGE2 dependiendo de la concentracion de sodio y cloro en la luz
tubular del segmento grueso del asa de Henle y, de manera menos importante, en el inicio del
tibulo contorneado distal. En la pared de la arteriola aferente también se encuentran las células
granulosas yuxtaglomerulares donde se sintetiza la renina. En situaciones de hipovolemia
donde existe una disminucion de la concentracion de sodio y cloro en la luz tubular, la macula
densa expresa la enzima ciclooxigenasa tipo 2 liberando PGE2, lo que estimula la
vasodilatacion de la arteriola aferente y estimula la secrecion de renina en las células
yuxtaglomerulares activando secundariamente el sistema renina-angiotensina-aldosterona.
Concretamente en los trastornos del asa, la macula densa esta intacta, sin embargo, en
situaciones en las que existe una disfuncion del cotransportador Na-K-2Cl NKCC2 como en el
Sindrome de Bartter Tipo I, no entrara sodio ni cloro en las células epiteliales por lo que la
macula densa estimulara la secrecion de la PGE2. Tras la activacion del sistema renina-
angiotensina-aldosterona, la hormona aldosterona activaré la reabsorcion de sodio a travées de
los canales ENaC en el tubulo colector con el fin de aumentar la volemia y la filtracion
glomerular. Ademas, por razones de electroneutralidad, la reabsorcion de sodio en el tibulo
colector esta acoplada con la secrecién de hidrogeniones y de potasio a la luz tubular dando
lugar a alcalosis hipokalémica pudiendo desencadenar efectos graves en el sistema
cardiovascular y neuromuscular (166-169). En la Figura 13 se representa la macula densa con

sus principales componentes.

La enzima ciclooxigenasa tipo 2, responsable de la formacion de la PGE2, se expresa en las
células epiteliales del segmento ascendente del asa de Henle, de la macula densa y del tabulo
colector (170). La PGE2, aparte de estimular la secrecion de renina, actla a través de sus
receptores que se expresan tanto en el segmento grueso del asa ascendente de Henle y en el
tibulo colector, e inhibe la accion que tiene la hormona antidiurética. Esta hormona, estimula
la reabsorcion de cloruro sodico en el segmento del asa de Henle para mantener el mecanismo
de concentracion contracorriente, y activa la reabsorcién de agua a través de los canales de
agua Aquaporina tipo 2. Por lo tanto, la hipersecrecion de la PGE2 en las TPS, al inhibir la
accion de la hormona antidiurética, empeorara la poliuria y la pérdida de sal, dando lugar a una

Diabetes Insipida Nefrogénica Secundaria (171-173). Por otro lado, también se ha planteado
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que, en el Sindrome de Bartter, al igual que en el postoperatorio de los pacientes intervenidos
de estenosis pieloureteral que presentan poliuria posterior a la desobstruccion, el alto flujo de
orina que llega al tubulo colector altera la expresion de los canales de agua Aquaporina tipo 2
en la membrana apical, lo que empeorara la poliuria dando lugar a una Diabetes Insipida
Nefrogénica Secundaria (174, 175). En la Figura 14 se representa de manera esquematica la

funcion de la PGE2 en la patogenia de los trastornos del asa de Henle.

Final de asa de Henle/Inicio del
tubulo contorneado distal

Arteriola
aferente

Macula densa:
secrecion PGE2

Arteriola
eferente

Células
yuxtaglomerulares:

secrecion de renina Células mesangiales

extraglomerulares

Mesangio
; Capilares
Cépsula de P
glomerulares
Bowman

Fig. 13. El aparato yuxtaglomerular.

El aparato yuxtaglomerular es una estructura que se encarga de la retroalimentacion tubuloglomerular
para mantener el flujo sanguineo renal. Esta constituido por tres componentes: 1) Méacula densa: células
hiperplasicas del epitelio al final de asas de Henle y el inicio del tubulo contorneado distal donde se
secreta la prostaglandina E2, 2) Las células yuxtaglomerulares en la arteriola aferente donde se secreta
la renina, y 3) Las células mesangiales extraglomerulares: células que se continian con el mesangio y
son el punto de conexién entre la macula densa y las células mesangiales intraglomerulares. Aunque se
desconoce su funcion exacta, se cree que participa en la produccién de matriz mesangial, de citoquinas,
de eritropoyetina y ademas contienen actina y miosina por lo que se contraen tras recibir el estimulo de
la angiotensina Il. Adaptado de Palmer y colaboradores (165).
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Fig. 14. Funcion de la prostaglandina E2 en los trastornos del asa de Henle.

La disfuncién del cotransportador Na-K-2Cl NKCC2 en el segmento grueso del asa ascendente de
Henle disminuye la entrada de cloruro sédico en las células epiteliales de la macula densa simulando
un estado de hipovolemia y falta de perfusion renal. En consecuencia, la macula densa estimula la
secrecion de la prostaglandina E2 (PGE2) a través de la enzima ciclooxigenasa tipo 2 (COX2),
aumentando la secrecion de renina en las células yuxtaglomerulares con la consiguiente activacion del
sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA). La aldosterona estimula la reabsorcion del sodio a
través de los canales de sodio ENaC en el tubulo colector, y por motivos de electroneutralidad, se secreta
potasio por los canales ROMK e hidrogeniones a través de la bomba H ATPasa lo que dara una alcalosis
metabolica e hipokalemia. Por otro lado, la PGE2 inhibe la accion de la hormona antidiurética (ADH)
por lo que no podra estimular la reabsorcion de cloruro sédico en el asa de Henle favoreciendo la pérdida
salina por orina. Ademas, debido a la disfuncion del cotransportador Na-K-2Cl NKCC2 se perdera el
gradiente osmotico intersticial corticomedular necesario para mantener el mecanismo contracorriente.
Todo ello inhibira la reabsorcion del agua en el tabulo colector a través de los canales Aquaporina tipo
2 empeorando la poliuria en las TPS.
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Otro efecto fisiopatoldgico secundario a los mecanismos de compensacion es la hiperalciuria
y la nefrocalcinosis que presentan los pacientes con trastornos del asa de Henle. Debido al
defecto de funcion del cotransportador Na-K-2Cl NKCC2, el potencial transepitelial luminal
positivo necesario para el transporte paracelular de cationes estara disminuido (150, 176). Por
lo tanto, el calcio y el magnesio que llegan al tibulo contorneado distal seran reabsorbidos por
mecanismos diferentes (177). En las tubulopatias pierde sal, existe una hipertrofia
compensadora en los segmentos anteriores y posteriores del segmento afectado. En la Figura
15 se representa de manera esquematica la hipertrofia compensadora de los segmentos no

afectados en cada tubulopatia pierde sal (155).

En los trastornos del asa, existira una hipertrofia del tibulo contorneado distal y del tabulo
colector. Por un lado, la hiperactividad del cotransportador Na-Cl NCC en el tabulo
contorneado distal y la de los canales ENac compensara la pérdida de sodio por orina. Por otro
lado, existird un aumento de la actividad del canal de magnesio TRPM6 en el tubulo
contorneado distal que se encarga de reabsorber magnesio en la membrana apical,
compensando asi la pérdida renal de magnesio. Por lo tanto, la hipomagnesemia no es un
hallazgo frecuente en los pacientes con trastornos del asa. Sin embargo, no existe este
mecanismo compensatorio para el calcio. Debido a la hiperactividad compensadora del
cotransportador Na-Cl NCC en el tubulo contorneado distal con el fin de compensar las
pérdidas de sal en los trastornos del asa, la concentracion intracelular de sodio es alta, lo que
inhibira la reabsorcion del calcio a través de la membrana basolateral por el intercambiador
Na/Ca NCX1. Todo ello da lugar a una alta concentracion intracelular de calcio, disminuyendo
la entrada de calcio por la membrana apical a través del canal TRPV5. Por lo tanto, los
pacientes con trastornos del asa presentaran hipercalciuria y nefrocalcinosis, incluso durante la

infancia, con riesgo de desarrollar osteopenia a largo plazo (155).
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Fig. 15. Representacion esquematica de la hipertrofia compensadora de los segmentos no
afectados en cada tipo de tubulopatia pierde sal.

A) Paciente sano, B) Paciente con trastorno del tibulo contorneado distal (TCD): debido al defecto
del cotransportador Na-Cl NCC, existird una hipertrofia del tubulo colector (TC) con una
hiperactivacion de los canales de sodio ENaC y de potasio ROMK. Ademas, también existird una
hipertrofia del segmento grueso del asa de Henle (SGAAH) con la hiperactivacion por fosforilacion (P)
del cotransportador Na-K-2Cl NKCC2, y C) Paciente con trastornos del asa de Henle: debido al
defecto del cotransportador Na-K-2CI NKCC2, se dard una hipertrofia del TCD aumentando la
actividad del cotransportador Na-ClI NCC y una hipertrofia del TC con una hiperactividad de los canales
de sodio ENaC y de potasio ROMK. Adaptado de Seyberth (155).

b) Trastornos del tubulo contorneado distal

En este grupo se encuentran el Sindrome de Bartter Tipo 111 secundario al defecto del canal del
cloro CIC-Kb, el Sindrome de Gitelman secundario al defecto del cotransportador Na-ClI NCC,
y el Sindrome EAST/SeSAME debido al defecto de los canales de potasio Kir4.1. A pesar de
que en el Sindrome de Bartter Tipo Il y en el Sindrome de EAST/SeSAME los pacientes no
presentan un trastorno primario en el transporte del sodio, presentaran secundariamente una
disfuncion del transportador Na-Cl NCC lo que dara lugar a pérdidas excesivas de sal por orina
(70, 108, 109, 155, 166).

Los trastornos que afectan exclusivamente al tubulo contorneado distal, como el Sindrome de
Gitelman, difieren de los trastornos de asa en la edad de presentacion clinica. Generalmente,
son considerados como tubulopatias relativamente benignas que no presentan tanta poliuria
como los trastornos del asa y estan asintomaticos los primeros afios de vida, incluso, en
ocasiones hasta la edad adulta. En la edad adulta, estos pacientes presentan fatiga muscular,

avidez por la sal, calambres y tetania. La hipocalciuria e hipomagnesemia es una caracteristica
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del Sindrome de Gitelman (178-185), y en el Sindrome de EAST/SeSAME los pacientes
presentaran sintomas similares al Sindrome de Bartter Tipo Il asociados a ataxia, epilepsia y
sordera neurosensorial (106, 110). En los trastornos del tabulo contorneado distal, la capacidad
de concentracion de orina suele estar conservada ya que al no existir un defecto exclusivo del
asa de Henle, no se altera el mecanismo de concentracién contracorriente (163, 166). Ademas,
la hipersecrecion de la prostaglandina E2 es menor, teniendo en cuenta que la mécula densa se
situa sobre todo al final del segmento grueso del asa de Henle y, en menor medida, al inicio
del tubulo contorneado distal (163). Asi mismo, existird una hipertrofia compensadora del
tibulo colector y del asa de Henle con una hiperactivacion de sus canales. La hiperactividad
del cotransportador Na-K-2Cl NKCC2 aumenta el potencial transepitelial luminal positivo y
estimulara la reabsorcion paracelular de calcio y magnesio. Por lo tanto, estos pacientes
presentaran hipocalciuria. Por otro lado, la pérdida de funcion concomitante del canal de
magnesio TRPMBG en el tdbulo contorneado distal dara lugar a una hipomagnesemia (150, 155,
186)

Mientras que el Sindrome de Gitelman se considera que es el prototipo de un trastorno del
tibulo contorneado distal, en el Sindrome de Bartter Tipo Il1, debido a que los canales de cloro
CIC-Kb se expresan tanto en el asa de Henle como en el tibulo contorneado distal, existe una
afectacion de ambos segmentos (187). En el asa de Henle se expresan ambos canales de cloro
CIC-Ka y CIC-Kb, y en el tibulo contorneado distal se expresa exclusivamente el canal CIC-
Kb. Ante un defecto del canal CIC-Kb, en el asa de Henle el CIC-Ka ayudard a compensar su
funcién mientras que en el tdbulo contorneado distal no existira este mecanismo de
compensacion. Es por ello, que el Sindrome de Bartter Tipo I, es considerado sobre todo una
tubulopatia del tabulo contorneado distal, donde la hipercalciuria y la nefrocalcinosis no son
frecuentes, ya que el mecanismo de reabsorcion paracelular del calcio en el segmento grueso
del asa ascendente de Henle no esté tan afectado (178, 188). Ademas, debido a la afectacion
mixta de ambos segmentos tubulares, y dependiendo del grado de afectacion, existe una gran
heterogeneidad en la presentacion clinica pudiendo presentar signos clinicos de disfuncion de
un segmento u otro. Por lo tanto, los pacientes pueden presentar un fenotipo mas similar a un
trastorno del asa con presentacion antenatal con polihidramnios y poliuria fetal, o un fenotipo
tipo Sindrome de Gitelman con hipomagnesemia e hipocalciuria. Ademas, es posible que exista

una variabilidad interindividual en los mecanismos de compensacién lo que podria explicar
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también la heterogeneidad clinica en el Sindrome de Bartter Tipo 111 (179). Por otro lado, los
pacientes con disfuncion del canal de cloro CIC-Kb presentan una mayor hipocloremia y
alcalosis metabdlica que el resto de tipos de Sindrome de Bartter. Teniendo en cuenta que el
canal de cloro CIC-Kb también se expresa en la membrana basolateral de las células
intercaladas del tabulo colector, su defecto podria secundariamente dar lugar a una disfuncion
del intercambiador pendrina CI/HCOs situado en la membrana apical empeorando la alcalosis

metabolica y la hipocloremia en estos pacientes (179, 189).

c) Trastornos combinados de asa de Henle y del tubulo contorneado distal

En un tercer grupo estan el Sindrome de Bartter Tipo IVa que se debe a un defecto en la
subunidad Barttina, y el Tipo Vb secundario a un defecto de ambos canales del cloro CIC-Ka
y CIC-Kb (71-73, 155, 166, 190). Teniendo en cuenta que los canales de cloro CIC-Kb estan
presentes en el segmento grueso del asa de Henle y en el tibulo contorneado distal, son
trastornos que afectan a ambos segmentos (178). Ambas entidades, al igual que el Sindrome
de Bartter Tipo | y Tipo Il, se manifiestan también desde la etapa prenatal con un
polihidramnios importante debido a la poliuria fetal, que frecuentemente conlleva un parto
prematuro, con pérdidas renales excesivas de sal y de agua, debido a la hipersecrecion de la
PGE2 en la méacula densa. Por otro lado, ambos canales del cloro son esenciales para el
transporte de iones en la stria vascularis del oido interno, por lo tanto, los pacientes con
Sindrome de Bartter Tipo IV asocian sordera neurosensorial (72, 73, 190, 191). Al igual que
en el Sindrome de Bartter Tipo 111, debido a los mecanismos de compensacion de la pérdida de
cloro a través de otros canales en el asa de Henle, la presencia de nefrocalcinosis e
hipercalciuria es variable en estos pacientes. Igualmente, la hipokalemia, la alcalosis
metabolica y la hipocloremia son mas severos que en el resto de tipo antenatales de Sindrome
de Bartter (189). Aunque son considerados los tipos de Sindrome de Bartter méas severos con
evolucion mas rapida hacia una enfermedad renal cronica, se ha observado que también existe
heterogeneidad en la presentacion clinica y que el prondstico es variable (192). Por ultimo, en
este grupo también se clasifica el Sindrome de Bartter Tipo V, que se trata de una forma
transitoria de Sindrome de Bartter antenatal secundaria a la disfuncion de la proteina MAGED?2.

Estos pacientes presentaran un polihidramnios severo y a un parto prematuro con resolucién
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espontanea las primeras semanas de vida, generalmente alrededor de la fecha prevista para el
parto a término (74, 154). La proteina MAGED?2 se expresa en el asa de Henle y en el tabulo
contorneado distal, y regula durante el periodo antenatal y neonatal la funcion de los
cotransportadores Na-K-2Cl NKCC2 y Na-Cl NCC hasta que el mecanismo de transporte del
sodio en el tubulo madura. Al igual que en el Sindrome de Bartter Tipo Il y IV la presencia de

hipercalciuria y nefrocalcinosis es variable.

Como se ha comentado previamente, existe una alta heterogeneidad clinica entre pacientes con
la misma TPS. Igualmente, en muchas ocasiones, las distintas TPS son indistinguibles ya que
similares. A continuacion, en la Tabla 6 se resumen las caracteristicas clinicas y bioquimicas
mas importantes de las principales TPS como el Sindrome de Bartter y Sindrome de Gitelman
(162). En resumen, y por lo general, la edad de diagnostico es mas tardio en el Sindrome de
Bartter Tipo 111 (antes de los 5 afios de edad) y en el Sindrome de Gitelman (en la adolescencia
0 en la edad adulta) que en el resto de tipos de Sindrome de Bartter. Sin embargo, existen casos
de Sindrome de Bartter Tipo I, Tipo Il y Tipo IV con diagnostico tardio, y casos de Sindrome
de Gitelman con diagndstico en los primeros afios de vida (163, 179, 187, 193-197). En los
tipos antenatales de Sindrome de Bartter, el polihidramnios suele detectarse entre la semana 20
y 30 de gestacion, y suele ser mas precoz en el Sindrome de Bartter Tipo | y Tipo Il que en los
Tipos IV y V (74, 154, 189, 198). La alcalosis metabdlica, la hipokalemia y la hipocloremia
son signos bioquimicos comunes en todos los tipos, aunque es mas severa en el Sindrome de
Bartter Tipo Ill. En este tipo de Sindrome de Bartter también se puede hallar una
hipomagnesemia al igual que en los pacientes con Sindrome de Gitelman (179). Asi mismo, en
el Sindrome de Bartter Tipo Il puede existir acidosis con hiperkalemia de manera transitoria
en el periodo neonatal (199). Mientras que la hipercalciuria y la nefrocalcinosis son muy
frecuentes en el Sindrome de Bartter Tipo |y Tipo Il, su frecuencia es variable en los Tipos IlI,
IV y V, vy esta ausente en el Sindrome de Gitelman (182, 189). Ademas, los pacientes con
Sindrome de Bartter Tipo Il pueden presentar hipocalciuria simulando un fenotipo Gitelman
(179). La enfermedad renal cronica se ha descrito en todos los tipos de Sindrome de Bartter,
salvo en el Tipo V que es un trastorno transitorio. Generalmente, se considera que el Tipo IV
es el que peor prondstico presenta con una evolucion mas rapida hacia una enfermedad renal
cronica (179).
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Tabla 6. Caracteristicas clinicas y bioquimicas de las principales tubulopatias pierde sal. Modificado de Konrad et al (162).

Caracteristica S. Bartter | S. Bartter 11 S. Bartter 111 S. Bartter IVay IVb S. Bartter V S. Gitelman
Edad diagndstico Prenatal Prenatal 0-5 afos Prenatal Prenatal Adolescente, adulto
Polihidramnios Severo Severo Ausente 0 moderado Severo Muy severo Ausente
Edad gestacional,
semanas, mediana 32 (29-34) 33 (31-35) 37 (36-41) 31 (28-35) 29 (31-37) A término
(P25-P75)
Poliuria, .
. . Debilidad, calambres,
I hipocloremia, L. : ;
Poliuria, . . . L . Poliuria, avidez por la sal, astenia,
. . . alcalosis, Hipokalemia, Poliuria, hipocloremia . . LS )
Sintomas hipocloremia, acidosis e hinocloremia v alcalosis alcalosis severa hipocloremia, polidipsia, parestesias,
principales alcalosis, . . P y y aKc C alcalosis, palpitaciones, hipokalemia,
. . hiperkalemia severas, fallo de medro hipokalemia . i S .
hipokalemia o hipokalemia alcalosis, hipomagnesemia,
transitoria K 9
hipocalciuria
neonatal

Calciuria Elevada Elevada Variable Variable Elevada Baja
Nefrocalcinosis Frecuente Frecuente Raro, moderado Raro, moderado Raro, moderado Ausente

Otros

Hipomagnesemia,
hipocalciuria

Sordera
neurosensorial, riesgo
alto de ERC

Grande para la
EG , cuadro
transitorio

S: Sindrome. ERC: Enfermedad renal crénica. EG: edad gestacional.
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3. SINDROME DE BARTTER TIPO III

El Sindrome de Bartter Tipo Il o Sindrome de Bartter Clasico, es secundario a variantes en el
gen CLCNKB que codifica el canal de cloro CIC-Kb. Este canal esta situado principalmente en
la membrana basolateral del asa de Henle y del tubulo contorneado distal, aunque también se
expresa en las células epiteliales del tlbulo colector. En este apartado se explican los aspectos
clinicos, el diagndstico diferencial y el tratamiento en el Sindrome de Bartter Tipo Ill. Asi
mismo, se describen las caracteristicas estructurales y funcionales del canal del cloro CIC-Kb,
las caracteristicas moleculares y la correlacion genotipo-fenotipo del Sindrome de Bartter Tipo
1.

3.1. Signos clinicos y alteraciones hidroelectroliticas en el Sindrome de Bartter Tipo 111

El Sindrome de Bartter Tipo Il1 se caracteriza por su amplia heterogeneidad en la presentacion
clinica. Generalmente, se diagnostica en la primera infancia, antes de los 5 afios de edad, sin
polihidramnios ni clinica durante el periodo neonatal. El signo clinico més frecuente en estos
pacientes es el fallo de medro asociado a poliuria y a polidipsia con alcalosis metabdlica,
hipokalemia e hipocloremia. Sin embargo, ademas del fenotipo clasico descrito, alrededor de
un 30% de los pacientes presentan un fenotipo similar al Sindrome de Bartter antenatal (Tipo
I, Tipo Il, Tipo IVa, Tipo 1Vb) con polihidramnios y clinica severa desde el periodo antenatal
o neonatal. No obstante, el polihidramnios suele desarrollarse de manera mas tardia que en los
tipos antenatales de Sindrome de Bartter, alrededor de las 28 semanas de gestacion, por lo que
la prevalencia de prematuridad en el Sindrome de Bartter Tipo 11l es mas baja que en el resto
de tipos. Por el contrario, alrededor de un 10% de los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo
Il presenta un fenotipo similar al Sindrome de Gitelman con presentacion mas tardia,

hipocalciuria y/o hipomagnesemia (179, 187).

Al igual que en el resto de tipos de Sindrome de Bartter, la hipokalemia y la alcalosis
metabdlica es una de las caracteristicas principales del Sindrome de Bartter Tipo 11l. Ambos
son el reflejo del hiperaldosteronismo cronico de estos pacientes secundario a la contraccion

del volumen extracelular. Ademaés, la hipokalemia cronica puede estar asociada a
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complicaciones severas como temblor, calambres, parestesias, debilidad muscular, arritmias
cardiacas, rabdomidlisis, convulsiones e incluso a la muerte subita en algunos casos, sobre todo
cuando la kalemia se encuentra por debajo de 3 mEg/l (200-204). Por lo tanto, en los pacientes
con Sindrome de Bartter es indispensable realizar un seguimiento cardiol6gico sobre todos en

aquellos que presenten una hipokalemia sintomaética (162).

Una de las caracteristicas de los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Ill, frente a los tipos
antenatales I y I1, es la hipocloremia y la alcalosis metabodlica severa que presentan (179, 189).
Asi mismo, en el Sindrome de Bartter Tipo IVa, donde existe una disfuncién primaria de la
subunidad Barttina necesaria para el funcionamiento del CIC-Kb, y el Sindrome de Bartter
Tipo 1Vb donde existe una disfuncién de ambos canales del cloro CIC-Ka y CIC-Kb, la
hipocloremia es habitualmente menor que en el resto de tipos antenatales de Sindrome de
Bartter (179, 189). Este hecho se ha atribuido, ademas de a la disfuncion de los canales de cloro
propias de la enfermedad, a la disminucion secundaria del intercambiador CI/HCOs3
denominado pendrina situada en las células intercaladas beta del tdbulo colector, y a la
disfuncion del intercambiador AE1 CI/HCO3z expresada en las células intercaladas alpha, que
empeoran la hipocloremia y la alcalosis metabdlica en los pacientes con Sindrome de Bartter
Tipo 111 (85, 178, 190, 205).

En el Sindrome de Bartter Tipo Ill, la disfuncion secundaria del cotransportador Na-K-2Cl
NKCC2 situado en el asa de Henle da lugar a una disminucién de la reabsorcién paracelular
del calcio, lo que aumentaré la hipercalciuria favoreciendo el desarrollo de la nefrocalcinosis.
Sin embargo, en las distintas series de pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Il el porcentaje
de pacientes con hipercalciuria es variable situdndose entre un 10 y un 50%, y alrededor de un
15% desarrollan nefrocalcinosis a lo largo de la evolucion de la enfermedad. (189, 193, 195).
La variabilidad en la calciuria y en el desarrollo de nefrocalcinosis se ha atribuido a la
variabilidad interindividual que podria existir en los mecanismos de compensacion de la
pérdida de cloro por orina en el asa de Henle a través de otros canales de cloro, como el CIC-
Ka o el cotransportador KCI (166, 178, 206).
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3.2. Diagnostico diferencial del Sindrome de Bartter Tipo 111

Dentro del diagndstico diferencial del Sindrome de Bartter Tipo Ill se incluyen todas las

tubulopatias pierde sal mencionadas previamente, incluyendo el resto de tipos de Sindrome de

Bartter, asi como otras patologias que pueden presentar clinica similar al Sindrome de Bartter.

En la Tabla 7 se mencionan los principales patologias con las que se debe realizar un

diagnostico diferencial en el Sindrome de Bartter dependiendo el signo clinico principal. A

continuacion, se explican algunas de las patologias:

La diarrea clorada congénita es una enfermedad autosémica recesiva secundaria a
variantes en el gen SLC26A3 (del inglés, Solute Carrier Family 26 Member 3 gene). Este
gen codifica el intercambiador CI/HCOz que se expresa en el epitelio del ileon y colon.
Estos pacientes durante el embarazo suelen presentar polihidramnios, generalmente leve,
asociado a una dilatacién de asas intestinales a partir del segundo trimestre del embarazo.
Ademas, en el periodo posnatal presentan una pérdida intestinal de cloro y de sodio,
asociado a alcalosis metabolica e hipokalemia. En la orina de estos pacientes se suele

observar niveles bajos de cloro (207).

El Sindrome de pseudo-Bartter se define como una alcalosis metabolica hipoclorémica
con hipokalemia en ausencia de tubulopatia (208). Un ejemplo es la Fibrosis Quistica,
que se debe a alteraciones de la proteina CFTR situada en la porcién apical del epitelio
de glandulas sudoriparas, pulmon, sistema digestivo, aparato reproductivo y tubulo
colector regulando el transporte de sodio y cloro (209). En la Fibrosis Quistica la perdida
excesiva de sodio, cloro y agua a través del sudor pueden condicionar deshidratacion
hiponatrémica e hipoclorémica, lo cual produce disminucién del filtrado glomerular
activando el sistema renina-angiotensina-aldosterona y dando lugar a una hipokalemia
con alcalosis metabolica (210). En general, esta forma de presentacion es rara y se ha
descrito sobre todo en nifios con Fibrosis Quistica menores de dos afios (208). En esta

entidad, al contrario que en el Sindrome de Bartter, el cloro en orina esté bajo.
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Tabla 7. Diagnostico diferencial en el Sindrome de Bartter Tipo IlI

Signos clinicos principales

Diagnéstico diferencial

Caracteristicas clinicas

Sindrome de pseudo-Bartter:
pérdidas extrarenales de sal,
alcalosis e hipokalemia sin

tubulopatia

- Diarrea clorada congénita

- Fibrosis quistica

- Abuso de laxantes

Dilatacion asas intestinales, diarrea,
cloro bajo en orina
Cloro bajo en orina

Cloro bajo en orina

Pérdida de sal por orina

Pseudohipoaldosteronismo Tipo I*

Acidosis metabolica, hiperkalemia

Pérdida de sal por orina
aumentada con alcalosis

metabdlica e hipokalemia

- Sindrome de Gitelman
- Nefropatia por HNF1B

- Sindrome de HELIX
- Sindrome de EAST/SeSAME

- Hipocalcemia AD

- Uso de diuréticos

Hipocalciuria, Hipomagnesemia
Malformacién renal, quistes, MODY?5,
hipomagnesemia

Hipercalcemia, hipohidrosis, ictiosis
Ataxia, convulsiones, sordera, retraso
mental

Hipocalcemia, normo/hipercalciuria,

Pérdida variable de cloro por orina

Alcalosis metabélica sin

pérdida de sal por orina

- Hiperaldosteronismo Familiar
- S. exceso de mineralocorticoides
- Sindrome de Liddle

Hipertension, renina |
Hipertension, renina/aldosterona |

Hipertension, renina/aldosterona |

Nefrocalcinosis

- Acidosis Tubular Renal Distal
- Hipomagnesemia Familiar con

Hipercalciuria

Acidosis metabolica

No alcalosis ni hipokalemia, ERC

Poliuria

- S Exceso de Mineralocorticoides Hipertensién arterial, renina/
aldosterona |

- Enfermedad de Dent S. Fanconi, proteinuria tubular
No polihidramnios, polidipsia

- Diabetes Insipida Nefrogénica

deshidratacion, Osmolalidad orina baja

Polihidramnios

- Aneuploidias
- Malformaciones gastrointestinales

- Diarrea clorada congénita

Cariotipo anormal
Presentacion variable

Dilatacién de asas intestinales

AD: autosémico dominante. ERC: enfermedad renal crénica. S: Sindrome. HNF1B: hepatocyte nuclear factor 1 beta. MODY?5:
maturity onset diabetes of the young type 5. HELIX: hypohidrosis, electrolyte imbalance, lacrimal gland dysfunction, ichthyosis,
xerostomia. EAST/SeSAME: epilepsy, ataxia, sensorineural deafness, tubulopathy/seizures, sensosrineural deafness, ataxia,
mental retardation, electrolyte imbalance.

* Esta tubulopatia se explica en el apartado 1.4
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Por otro lado, no se debe olvidar que el abuso de laxantes, diuréticos y vomitos de
repeticion presentes en los trastornos alimentarios pueden dar lugar a un Sindrome de
pseudo-Bartter con alcalosis metabdlica e hipokalemia. En el caso del abuso de laxantes
y vomitos de repeticion existe una pérdida extrarrenal de cloro por lo que el cloro en

orina estara bajo. En el caso de abuso de diuréticos el cloro en orina serd variable.

Otras tubulopatias o enfermedades renales: en este grupo se encuentran otras
patologias que cursan con natriuria elevada que pueden presentar clinica similar al
Sindrome de Bartter con pérdida de sal por orina con alcalosis metabdlica hipokalémica.
En pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Il que se diagnostican en adolescencia e
incluso en la edad adulta, el diagnostico diferencial debe realizarse con el Sindrome de
Gitelman, patologia en ocasiones indistinguible del Sindrome de Bartter Tipo Ill. Por
otro lado, no se debe olvidar, que algunos pacientes con nefropatia por variantes en el
gen HNF1B (del inglés, hepatocyte nuclear factor 1 feta) que presentan, entre otros,
malformaciones renales, quistes renales, hiperuricemia, diabetes tipo MODY5 e
hipomagnesemia, pueden presentar alcalosis metabolica hipokalémica por alteracion de
la trascripcién de algunos trasportadores tubulares a nivel distal (211). Ademas, otras
tubulopatias en las que se puede observar una natriuria con alcalosis metabdlica e
hipokalemia son: el Sindrome de HELIX (del inglés, Hypohidrosis. Electrolyte
imbalance, Lacrimal gland dysfunction, Ichthyosis and Xerostomia) debido a variantes
en el gen CLDN10 (del inglés, Claudin 10) (212, 213), el Sindrome de EAST/SeSAME
(gen KCNJ10), y la Hipocalcemia Autosomica Dominante que es secundaria a
variantes activantes en el gen receptor sensor del calcio CASR.

El Hiperaldosteronismo Familiar, a diferencia del Sindrome de Bartter Tipo Ill, no
existe una pérdida excesiva de sal por orina. Sin embargo, al igual que en Sindrome de
Bartter Tipo Ill cursa con alcalosis metabolica e hipokalemia, ademas de una
hipertensién arterial y una renina baja. Existen cuatro tipos: 1) Hiperaldosteronismo
Familiar Tipo 1: secundario a variantes en el gen CYP11B1 (del inglés, Cytochrome
P450 Family 11 Subfamily B Member 1), 2) Hiperaldosteronismo Familiar Tipo 2:
secundario a variantes en el gen CLCN2 (del inglés, Chloride Voltage-Gated Channel 2
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gene), 3) Hiperaldosteronismo Familiar Tipo 3: secundario a variantes en el gen KCNJ5
(del inglés, Potassium voltage-gated Channel subfamily J Member 5 gene), y 4)
Hiperaldosteronismo Familiar Tipo 4: secundario a variantes en el gen CACNA1H (del
inglés, Calcium voltage-gated Channel subunit Alphal H). En este mismo grupo, se
encuentran, el Sindrome de exceso aparente de mineralocorticoides, que se debe a
variantes en el gen HSD11B2 (del inglés, Hydroxysteroid 11-Beta Dehydrogenase), y el
SCNN1A, SCNN1B y SCNN1G)

La Diabetes Insipida Nefrogénica bien por mutaciones en el gen del receptor de la
hormona antidiurética (gen AVPR2) o en el gen de la Aquaporina Tipo 2 (gen AQP2) es
otra entidad a tener en cuenta dentro del diagnostico diferencial. Los pacientes con
Diabetes Insipida Nefrogénica habitualmente nacen a término con un peso normal y no
presentan polihidramnios durante el embarazo. Aunque pueden presentar clinica de
deshidratacion desde el nacimiento, generalmente se diagnostican a lo largo del primer
afio de vida tras episodios de deshidratacién severa con hipernatremia, estancamiento
ponderoestatural, retraso psicomotor, poliuria-polidipsia importante. A diferencia del
Sindrome de Bartter 111, estos pacientes presentan una poliuria importante por pérdida de
agua por orina, pero la natriuresis y la excrecion de potasio en orina son normales (215).
No debemos olvidar que sobre todo los tipos antenatales de Sindrome de Bartter Tipo |
y Il pueden presentar una Diabetes Insipida Nefrogénica Secundaria debido a que la
hipersecrecion de la PGE2 inhibe la accion de la hormona antidiurética empeorando la

poliuria y la pérdida de sal (171-173).
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- Enfermedad de Dent: La Enfermedad de Dent-1 es una tubulopatia secundaria a
variantes en el gen CLCNS5 (del inglés, Chloride Voltage-Gated Channel 5) que codifica
el canal del cloro CIC-5 (del inglés, Chloride Channel 5). Este canal controla la
excitabilidad de su membrana, participa en el transporte transepitelial y en la
acidificacion de los endosomas. Estos canales estan presentes predominantemente en el
tabulo proximal, y en menor medida, en el tabulo colector y en el segmento grueso del
asa de Henle (216). La Enfermedad de Dent-2 es secundaria a variantes en el gen OCRL
(del inglés, Oculocerebrorenal Syndrome gene) que codifica la enzima inositol
polifosfatasa-5 fosfatasa, necesaria para la regulacion del transporte vesicular entre los
compartimentos intracelulares y la membrana citoplasmética, asi como para el
remodelaje de la actina del citoesqueleto. Se expresa practicamente en todos los tejidos,
exceptuando las células hematopoyéticas. En la nefrona esta presente en el glomérulo,
en el tbulo proximal, rama gruesa ascendente, tabulo distal y tabulo colector (217, 218).
La amplia expresion tanto del canal del cloro CIC-5 como del inositol polifosfatasa-5
fosfatasa a lo largo del tabulo puede explicar la variabilidad fenotipica observada en la
Enfermedad de Dent, que puede ir desde un trastorno exclusivamente proximal hasta un
trastorno mixto proximal y distal, incluyendo signos clinicos similares el Sindrome de
Bartter, asi como un deterioro de la acidificacion distal de la orina (219-221). Los
pacientes con Enfermedad de Dent-1, con la edad, pueden presentar hipokalemia con
pérdidas renales de sodio y potasio por orina con un hiperaldosteronismo secundario,
poliuria y bicarbonato normal en plasma. Por lo tanto, asociado a la hipercalciuria y
nefrocalcinosis, pueden presentar una clinica que se asemeja al Sindrome de Bartter. Sin
embargo, a diferencia del Sindrome de Bartter Tipo Ill, en la Enfermedad de Dent los
pacientes presentan desde el inicio signos clinicos de Sindrome de Fanconi completo o
incompleto dependiendo de la severidad en cada caso, y, ademas, una proteinuria de bajo

peso molecular lo que podria ayudar a diferenciar una entidad de otra (222).

- Otras tubulopatias que cursan con nefrocalcinosis. Aparte del Sindrome de Exceso
Aparente de Mineralocorticoides comentado previamente, en este grupo se encuentran la
Acidosis Tubular Renal Distal (genes SLC4Al, ATP6VOA4 y ATP6V1B1). Esta

enfermedad, a diferencia del Sindrome de Bartter, cursa con acidosis metabdlica. Por
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otro lado, la Hipomagnesemia Familiar con Hipercalciuria, donde existen variantes
en los genes que codifican las claudinas 16 y 19 (gen CLDN16 y gen CLDN19) necesarias
para la reabsorcion de calcio y magnesio en el asa de Henle. Estos pacientes no presentan
alcalosis metabolica ni hipokalemia y desarrollan una enfermedad renal cronica a largo

plazo.

- Finalmente, no se deben olvidar otras malformaciones que se asocian a polihidramnios
durante el embarazo como por ejemplo las aneuploidias, que presentaran un cariotipo
anormal, y las malformaciones gastrointestinales como por ejemplo la atresia de es6fago

que tendran una presentacion clinica variable.

3.3. Tratamiento en el Sindrome de Bartter Tipo 111

a) Tratamiento prenatal

Los embarazos con polihidramnios severo tienen un riesgo elevado de terminar en un parto
prematuro con todas las complicaciones que ello conlleva (223). En algunos casos de tipos
antenatales de Sindrome de Bartter se han empleado estrategias terapéuticas con el fin de
reducir la cantidad de liquido amnidtico como el amniodrenaje o la administracion de
antiinflamatorios no esteroideos a la madre durante el embarazo (224-226). Hasta la actualidad
no existen casos de Sindrome de Bartter Tipo Il en los que se hayan empleado estas terapias,
probablemente debido al polihidramnios menos severo y mas tardio con respecto a los tipos
antenatales. No debemos olvidar los efectos secundarios derivados del amniodrenaje como la
muerte fetal o la prematuridad en el 1,5-3% (227, 228). Asi mismo, la administracion de
indometacina a la madre presenta riesgos en el feto como el cierre de ductus arterioso que
ocurre en alrededor del 50% de los casos cuando se realiza en la semana 32 de gestacién , o la
enterocolitis necrotizante que presenta una incidencia del 17% de los neonatos nacidos
prematuramente en la primera semana tras la exposicion a la indometacina frente al 6%

observado en los controles (229).
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b) Tratamiento posnatal

El tratamiento del Sindrome de Bartter Tipo Il se basa en la administracion de suplementos
orales de sodio y potasio, y en la inhibicién de la funcion de la prostaglandina E2 mediante
antiinflamatorios no esteroideos. EI Sindrome de Bartter es una tubulopatia pierde sal donde la
pérdida de sal es la responsable de la hipovolemia y de las alteraciones hidroelectroliticas
derivadas del hiperaldosteronismo cronico (5). Por lo tanto, el suplemento oral con cloruro
sodico o la ingesta de sal en la alimentacién y la hidratacion con agua ayudan a mantener el
volumen extracelular mejorando las alteraciones hidroeléctricas (230). Por otro lado, la
prescripcion de suplementos con cloruro potésico, ademas de aconsejar la ingesta de alimentos
ricos en potasio, también es un pilar fundamental en el tratamiento del Sindrome de Bartter
para evitar los complicaciones asociadas a la hipokalemia severa como la paralisis o las
arritmias cardiacas (195). En general se recomienda mantener una kalemia alrededor de 3
mEq/l al igual que en el Sindrome de Gitelman (162, 182). Sin embargo, cabe recordar, que el
potasio ingerido es excretado en orina en pocas horas y que puede presentar efectos secundarios
como Ulceras gastricas, vomitos o diarreas por lo que se debera hallar el equilibrio entre el
beneficio y los efectos secundarios ajustando la dosis en cada caso (5, 162). Por otro lado, en
aquellos casos en los que exista una hipomagnesemia deben administrarse suplementos orales

teniendo en cuenta que la hipomagnesemia puede agravar la hipokalemia (162).

Al igual que en el resto de tipos de Sindrome de Bartter, el uso de los antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs), como los inhibidores de la accion de la prostaglandina E2, son un pilar
fundamental en el tratamiento del Sindrome de Bartter Tipo Il1. En todos los tipos de Sindrome
de Bartter se ha observado que la poliuria y las alteraciones hidroelectroliticas, y en el caso de
los nifios, el crecimiento, mejoran tras el inicio de los AINEs (231-234). Los principales AINEs
empleados son la indometacina (1-4 mg/kg/dia dividido en 3 o 4 dosis), el ibuprofeno (15-30
mg/kg/dia dividido en 3 dosis) y el celecoxib (2-10 mg/kg/dia dividido en 3 dosis) (162). Los
dos primeros inhiben de manera no selectiva tanto la enzima ciclooxigenasa tipo 1 (COX1)
como la ciclooxigenasa tipo 2 (COX2), y el celecoxib es un inhibidor selectivo de la COX2.
El empleo crénico de los inhibidores no selectivos como la indometacina y el ibuprofeno se

han asociado a efectos secundarios gastrointestinales como Ulceras gastricas o enterocolitis
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necrotizante en los recién nacidos. Hasta un tercio de los pacientes con Sindrome de Bartter
desarrollan Ulcera géstrica o gastritis cronica en alguin momento de la evolucion (235, 236).
Por lo tanto, es recomendable el uso de un protector gastrico junto a los AINEs como los
inhibidores de la bomba de protones o los antagonistas Hz. A su vez, los inhibidores de la
bomba de protones aumentan el riesgo de hipomagnesemia, por lo que debera seleccionarse un
protector gastrico u otro dependiendo de cada paciente (162, 237). Por otro lado, es conocida
la relacion entre el uso de AINEs y la nefrotoxicidad, sobre todo en los pacientes que reciben
altas dosis por su efecto analgesico (238). Aunque en el Sindrome de Bartter Tipo 1l no se ha
demostrado ninguna relacion entre las alteraciones histoldgicas y el uso cronico de los AINEs,
es recomendable su empleo con precaucion siempre ajustando la dosis en cada paciente (239).

Por el contrario, los inhibidores selectivos de la COX2, en general presentan un menor riesgo
de efectos secundarios gastrointestinales. Sin embargo, algunos farmacos como el rofecoxib
presentan un riesgo aumentado de eventos cardiovasculares. Entre todos, el celecoxib ha
demostrado ser el mas seguro en este sentido (240). Existen pocos datos sobre el uso de los
inhibidores de la COX2 en pediatria. En un estudio de pacientes reumatoldgicos, se ha
observado que presentan menos efectos secundarios gastrointestinales que el naproxeno para
tratar el dolor (241). Hasta la actualidad, aunque existen casos aislados de Sindrome de Bartter
que han empleado los inhibidores de COX2 con éxito, su seguridad no esta del todo demostrada
(242). En un estudio se ha observado que los pacientes con Sindrome de Bartter en los que se
emplea rofecoxib los pacientes presentan, aunque en rango normal, una tension arterial elevada
(242). Por tanto, se deben de tener en cuenta los riesgos especificos de cada farmaco e

individualizar su uso a en cada paciente.

Algunos autores sugieren el uso de inhibidores del sistema renina-angiotensina-aldosterona o
de diuréticos ahorradores de potasio para mejorar la kalemia (179, 195, 242-244). EI Sindrome
de Bartter es una tubulopatia pierde sal donde el mecanismo principal para mantener la volemia
es el sistema renina-angiotensina-aldosterona. Por lo tanto, estos farmacos deben emplearse
con precaucion ya que pueden empeorar la natriuria y la hipovolemia, por lo que se debera
valorar su uso sobre todo en aquellos pacientes que presentan sintomas severos de hipokalemia

como la parélisis o las arritmias, entre otros (245).
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En el Sindrome de Bartter Tipo Il se han descrito casos aislados de déficit de hormona de
crecimiento. Se desconoce si el déficit de hormona de crecimiento es un trastorno intrinseco
de la enfermedad, o si es secundario a las alteraciones metabolicas que ocurren en la
enfermedad. Por un lado, la alcalosis metabdlica y la hipokalemia severas en el Sindrome de
Bartter Tipo Ill en comparacion con otros tipos | y Il se han relacionado con el retraso de
crecimiento. En este sentido, también se ha sugerido que la hipersecrecion de la prostaglandina
E2 genera una resistencia a la accion de la hormona de crecimiento contribuyendo al retraso
de crecimiento (195). En este sentido, previo al inicio del tratamiento con hormona se
recomienda optimizar el control metabdlico y mejorar, en la medida de lo posible, las
alteraciones hidroelectroliticas (162).

Finalmente, en general en el Sindrome de Bartter, la eficacia del uso de tiazidas con el fin de
disminuir la calciuria no esta demostrada. Ademas, teniendo en cuenta la fisiopatologia del
Sindrome de Bartter, donde la hipertrofia compensadora del resto de segmentos es necesaria
para compensar la pérdida de sal por orina, no tiene sentido prescribir este farmaco. Asi mismo,
concretamente en el Sindrome de Bartter Tipo 111, donde existe también una disfuncién del
tibulo contorneado distal, la funcién del canal Na-Cl NCC estara también inhibida por lo que
estos diuréticos no realizaran su funcién en este segmento. Por lo tanto, su empleo no se

aconseja en ningun tipo de Sindrome de Bartter (162).

3.4. Estructuray funcién del canal de cloro CIC-Kb

En el Sindrome de Bartter Tipo Il existe un defecto en el canal del cloro CIC-Kb. Este canal
pertenece a la familia de los canales de cloro CIC que fue descrita por primera vez por Jentsch
y colaboradores (246). Varios canales de esta familia dan lugar a diversas enfermedades
hereditarias como el Sindrome de Dent (CIC-5), la osteopetrosis (CIC-7) o el propio Sindrome
de Bartter Tipo Il (CIC-Kb) (247, 248).

Los canales CIC estan formados por dos subunidades o poros proteicos (mondmeros) situados

perpendiculares a la membrana plasmatica formando un dimero. Cada subunidad consta de 18

hélices alfa (A-R) formada por dos mitades orientadas de manera antiparalela (hélices alfa A-I
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y hélices alfa J-R). Ademas, cada mondmero forma su propio e independiente poro (protoporo)
realizando el transporte del cloro de manera independientemente. Sin embargo, ambas
subunidades tienen una superficie de contacto entre ellas, denominado interfase, que se sitda
en la membrana plasmatica y es necesaria para el correcto funcionamiento de los monoémeros.
Esta zona de interfase estd constituida por las hélices alfa G y H. El canal CIC-Kb es sensible
al calcio extracelular, de forma que cuando este cation se une a las zonas de unién en el canal,
facilita su activacion y apertura aumentando la conductancia del cloro. Por otro lado, las dos
mitades de cada subunidad envuelven un centro comun con el fin de reunir a los amino&cidos
de los extremos de las hélices alfa creando un gradiente electrostatico positivo para el paso del
cloro (249, 250). Ademas, cada mondémero consta de una region amino y carboxilo terminal
que se sittan dentro de la célula de manera antiparalela con respecto a las dos subunidades. En
la region carboxilo terminal existen dos dominios CBS (del inglés, Cystathionine-Beta-
Synthase). Entre ambos dominios CBS existe una hendidura donde se encuentra el aminoacido

aspartato o la asparagina.

Aunque su funcion adn no esta clara, se cree que los dominios CBS pueden ser un punto de
unién para los ligandos implicados en el transporte del cloro desde el citoplasma hacia la
membrana para su posterior activacion o apertura (251, 252). Entre ambas mitades de cada
poro existen tres puntos de unidn del cloro: Stint, Scen y Sext. Los nombres de estos puntos de
union se corresponden a sus posiciones dentro de la membrana. Mientras que Sint esté expuesto
al fluido intracelular, Scen esta dentro de la membrana o en el centro del poro, y Sext esta
expuesto al fluido extracelular. Cada sitio de union recoge a diferentes moléculas de cloro
simultdneamente. Estos aniones no compiten entre si, cada carga negativa ejerce una fuerza de
repulsion hacia el resto de cargas negativas. Esta fuerza de repulsion es la que permite una alta

conductancia del cloro a través de los canales CIC (253, 254) (Figura 16 y Figura 17).

Los canales CIC se localizan principalmente en el rifién. Existen dos isoformas, el CIC-Ka (gen
CLCNKA) y el CIC-Kb (gen CLCNKB) que presentan una alta homologia entre ellas. Ambos
genes estan situados en el cromosoma 1p36 separados por tan solo 9,727 kb de secuencia (255).
El canal CIC-Kb y, en menor medida, el canal CIC-Ka, permite la reabsorcion basolateral del
cloro en el asa de Henle, en el tubulo contorneado distal y en el tabulo colector gracias al

gradiente electroquimico generado por el resto de transportadores en el mismo segmento, y
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precisan de la subunidad Barttina para su buen funcionamiento (178, 248, 256). Por otro lado,
tanto los canales de cloro como la Barttina se expresan en el oido interno concretamente en la

membrana basolateral de la Stria vascularis y en las células del érgano vestibular (72).

Zona
extracelular

Membrana celular

Zona
intracelular

Fig. 16. Representacion de la estructura dimérica del canal CIC-Kb hallado en el alga
Cyanidioschyzon merolae.

La membrana de la célula se representa con linea discontinua. Los monémeros estan representados en
color naranja y azul. Las esferas blancas representan a los poros permeables para el cloro. En el lado
extracelular las esferas verdes y moradas muestran los puntos de unién del calcio e hidrogeniones,
respectivamente (178).
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.+ Membrana de la célula

NH
2

Fig. 17. Representacion esquematica de un monémero del canal de cloro CIC-Kb.

Dos mondmeros similares forman el canal CIC-Kb. Las flechas indican la orientacion que presentan en
la membrana de la célula. Se observan los puntos de union del cloro (Sint, Sext, Stent): Sint esta expuesto
al fluido intracelular, Scen esta dentro de la membrana o en el centro del poro y Sext estd expuesto al
fluido extracelular. Cada sitio de unidn recoge a diferentes moléculas de cloro simultdneamente. Cada
mondmero tiene una regién amino y una region carboxilo terminal. En este Ultimo se encuentran los
dominios CBS 1 y CBS 2 (del inglés, Cystathionine-Beta-Synthase type 1 and type 2). Aunque la
funcion de los dominios CBS no esta clara, se cree pueden ser un punto de union para los ligandos
implicados en el transporte del cloro desde el citoplasma hacia la membrana la posterior activacion o
apertura del canal CIC-Kb.

3.5. Caracteristicas moleculares en el Sindrome de Bartter Tipo Ill. Correlacion
genotipo-fenotipo en el Sindrome de Bartter Tipo 111

El gen CLCNKB (OMIM *602023) consta de una secuencia nucleotidica formada por 13.557
pb y presenta un total de 20 exones, de los cuales 19 codifican para el canal del cloro CIC-Kb.
Esta situado en el cromosoma 1p36.13 (brazo corto), en la posicion 16,043,777 - 16,057,308)
de la hebra principal. La proteina que codifica, el canal de cloro CIC-Kb, contiene 687
aminoéacidos (http://www.ensembl.org) (Figura 18). En el Anexo 1 se muestra la secuencia del
promotor y del gen CLCNKB, transcrito ENST00000375679.9 tomado de la base de datos

Ensembl [http://www.ensembl.org].
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Fig. 18. Representacion del gen CLCNKB en el cromosoma 1

Las primeras variantes en el gen CLCNKB se describieron en el afio 1997 y la mayoria de ellas
eran grandes deleciones (70). En los ultimas trabajos que describen pacientes con Sindrome de
Bartter Tipo Ill se ha observado que la variante méas frecuente es la missense (179).
Actualmente, segun la Human Gene Mutation Database (HGMD) existen al menos 187
variantes patogénicas que incluyen grandes o pequefias deleciones, variantes frameshift,
nonsense/missense 0 mutaciones del splicing. En la poblacion espafiola la variante patogénica
mas frecuente es la missense c.610G>A,; p.Ala204Thr sugiriendo un efecto fundador (257, 258).
Por otro lado, en la mayoria de pacientes de procedencia africana y de Oriente se ha observado
una predominancia de grandes deleciones (70), (259). Por ultimo, en una cohorte de 26
pacientes Coreanos con Sindrome de Bartter Tipo Il se ha observado que la variante
patogénica mas frecuente es la nonsense p.W610X (194).

En el Sindrome de Bartter Tipo Ill, se ha estudiado la correlacidn genotipo-fenotipo basandose
en los estudios funcionales del canal del cloro CIC-Kb. Mediante estos estudios se clasifican
las variantes en funcién de su expresion en la membrana plasmaética o en la conductancia
residual de la proteina (164, 260, 261). Hasta la actualidad, se ha observado que aquellos
pacientes con variantes que dan lugar a una disminucion severa de la conductancia del canal
del cloro presentan una clinica méas severa y precoz, asemejandose a lo tipos antenatales de
Sindrome de Bartter. Sin embargo, no se ha observado ninguna correlacion genotipo-fenotipo
en cuanto a las alteraciones hidroelectroliticas, con la excepcidn de que los pacientes con un
genotipo mas severo, con mayor disfuncién dela funcién del canal cloro, presentan una

hipocloremia més grave (179).
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La variante espafiola p.Ala204Thr es una variante que practicamente no modifica la expresion
en la membrana de la proteina CIC-Kb (260). Ademas, la disminucién de la conductancia del
cloro es més leve comparando con las variantes mas severas como las grandes deleciones, con
una conductancia residual de alrededor del 20-40% (164, 260). Sin embargo, a pesar de tratarse
de una variante menos severa que, por ejemplo, las grandes deleciones, en un trabajo publicado
por nuestro grupo de enfermedades renales raras y hereditarias del 11S Biocruces Bizkaia se
observo que alrededor de un 30% de los pacientes presentaron un fenotipo severo antenatal
(196). Ademas, en otros trabajos se ha observado que pacientes que presentan tipos de variantes
muy severas, como las grandes deleciones que anulan por completo la funcion de la proteina,
presentan un fenotipo clinico mas leve similares al Sindrome de Gitelman (179). Asi mismo,
incluso pacientes que pertenecen a la misma familia, y que presentan las mismas variantes en
el gen CLCNKB, tienen formas de presentacion clinicas diferentes (179). Por lo tanto, en
general, se ha observado una escasa correlacion genotipo-fenotipo en el Sindrome de Bartter
Tipo IlI.

3.6. Evolucion a largo plazo del Sindrome de Bartter Tipo 111

El prondstico del Sindrome de Bartter es muy variable de unos pacientes a otros. En todos los
tipos, salvo en el Tipo V, se han descrito casos de enfermedad renal cronica a largo plazo.
Globalmente, se considera que los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo | y Tipo IV
presentan una evolucién mas rapida hacia una enfermedad renal cronica que los pacientes con
Tipo Il y Tipo Il (179). Concretamente en el Sindrome de Bartter Tipo Il alrededor de un
tercio de los pacientes desarrollan enfermedad renal cronica tras una mediana de tiempo de
evolucion de 8 afios (179, 193). También se han reportado casos que asocian proteinuria con
lesiones de nefritis tubulointersticial y esclerosis glomerular focal y segmentaria, sobre todo
en pacientes con un deterioro renal avanzado (179, 193, 195). En la literatura existen casos
aislados de Sindrome de Bartter en los que se ha realizado un trasplante renal entre los 11 y 27
afios. Aungue existen pocos datos al respecto, en todos los casos se ha observado la reversion

de las alteraciones hidroelectroliticas sin presentar recurrencia de la enfermedad (262-266).
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En estudios previos se ha considerado que la etiologia de la enfermedad renal cronica a largo
plazo en el Sindrome de Bartter es multifactorial. Por un lado, el estado de deshidratacion y el
hiperaldosteronismo cronico se han considerado un factor de riesgo implicado en la evolucion
a largo plazo en el Sindrome de Bartter Tipo Il (267-269). Aunque algunos autores relacionan
la hipokalemia con la enfermedad renal cronica, en un trabajo no se hallé ninguna correlacion
entre la kalemia y el filtrado glomerular de los pacientes con Sindrome de Bartter y Sindrome
de Gitelman (179, 270). Por otro lado, el uso cronico de AINEs tiene como efecto secundario
la nefrotoxicidad. Algunos estudios demuestran que la exposicion cronica sobre todo a dosis
altas de AINEs dan lugar a necrosis papilar y al desarrollo de enfermedad renal cronica (271-
273). Aunque este efecto no se he demostrado especificamente en las tubulopatias pierde sal,
se debe tener en cuenta a la hora de valorar la funcion renal de los pacientes con Sindrome de
Bartter Tipo 111 Asi mismo, la nefrocalcinosis se ha asociado con el desarrollo de la enfermedad
renal cronica en muchas tubulopatias primarias. No obstante, hasta la actualidad no se ha
demostrado claramente su implicacion en el prondstico a largo plazo en el Sindrome de Bartter
Tipo 111. Ademas, en los tipos antenatales de Sindrome de Bartter, donde la nefrocalcinosis es
frecuente y precoz, la evolucion hacia enfermedad renal cronica es muy variable de unos
pacientes a otros (199). Por ultimo, la prematuridad también se ha asociado con mayor riesgo

de enfermedad renal crénica a largo plazo (274, 275).

Por lo tanto, aunque en ningun estudio se ha hallado una relacion directa entre los distintos
factores mencionados arriba y el desarrollo de la enfermedad renal crénica, se ha sugerido que
todos estos factores, en conjunto, podrian estar relacionados con el pronostico de los pacientes
con Sindrome de Bartter Tipo IlI.
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I1. Hipotesis

El Sindrome de Bartter Tipo 111 se caracteriza por su amplia heterogeneidad en la presentacion
clinica. Generalmente se diagnostica en la primera infancia sin polihidramnios y sin sintomas
durante el periodo neonatal. Sin embargo, un porcentaje de los pacientes presentan un fenotipo
clinico distinto asemejandose a los tipos antenatales del Sindrome de Bartter (Tipo I, Il. IVay

IVDb) o al Sindrome de Gitelman.

Actualmente existen pocos datos sobre la evolucion clinica a largo plazo del Sindrome de
Bartter Tipo Ill, asi como sobre los factores relacionados con el prondstico. Aungue
clasicamente se ha considerado una enfermedad de buen prondstico, se estima que un
porcentaje de los pacientes desarrollaran enfermedad renal crénica. Asi mismo, se cree que la
etiologia de la enfermedad renal cronica es multifactorial, donde tanto mecanismos

fisiopatoldgicos como las caracteristicas moleculares podran estan implicados.

Los estudios en pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Il realizados hasta el momento han
hallado una escasa correlacion genotipo-fenotipo. Aunque generalmente las variantes genéticas
que producen alteraciones mas graves en la funcién del canal CIC-Kb presentan un fenotipo
clinico de presentacion mas severo, no todas necesariamente presentan un peor pronostico. La
variante mas frecuentemente hallada en la poblacién espafiola con Sindrome de Bartter Tipo
I11 es la p.Ala204Thr y se considera que estos pacientes presentan globalmente un prondstico

benigno a largo plazo.

En este contexto, se formulan cuatro hipétesis para conocer la evolucién a largo plazo de los
pacientes con Sindrome de Bartter 1l e identificar los factores de riesgo relacionados con el
pronostico. La primera hipétesis propone que los pacientes que se diagnostican en los primeros
afios de vida presentan un fenotipo clinico de presentacién mas grave que los pacientes que se
diagnostican mas tarde en la infancia o en la edad adulta. La segunda hipotesis plantea que un
diagnostico tardio de la enfermedad conlleva un peor prondstico, con mayor riesgo de
desarrollar enfermedad renal cronica a largo plazo. La tercera hipétesis se fundamenta en que
las alteraciones hidroelectroliticas podrian estar relacionadas con el desarrollo de enfermedad
renal cronica y con el retraso crecimiento a largo plazo. En cuarto lugar, la correlacién
genotipo-fenotipo es escasa en el Sindrome de Bartter Tipo Il y un porcentaje no desdefiable

de pacientes con la variante espariola p.Ala204Thr en homocigosis presentan mal pronostico.
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I11. Objetivos

1. OBJETIVO GENERAL

Conocer la evolucion clinica de una serie de pacientes con Sindrome de Bartter Tipo I11.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

9)

Describir las caracteristicas clinicas y analiticas de los pacientes con Sindrome de Bartter
Tipo Il al diagndstico de la enfermedad y definir los distintos fenotipos clinicos de
presentacion. Asi mismo, comparar las caracteristicas clinicas de los distintos fenotipos

clinicos de presentacion.

Conocer las caracteristicas clinicas y analiticas de los pacientes a largo plazo y

compararlas con las del diagndstico.

Analizar el desarrollo ponderoestatural y la evolucion de la funcion renal de los pacientes
a largo plazo, asi como estudiar los posibles factores relacionados con el retraso

ponderoestatural y la enfermedad renal crénica.

Comparar el tratamiento que recibian los pacientes al diagndéstico y al final del estudio,

asi como sus efectos secundarios.

Describir las caracteristicas moleculares de la cohorte y analizar la correlacion genotipo-

fenotipo.

Analizar la evolucion clinica de los pacientes con la variante p.Ala2014Thr en

homocigosis.

Describir las complicaciones que ocurren a lo largo del embarazo de las mujeres con

Sindrome de Bartter Tipo Il
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IV. Poblacién y Métodos

Se realiz6 un estudio de cohorte retrospectivo de pacientes diagnosticados molecularmente de
Sindrome de Bartter Tipo Il entre los afios 1996 y 2018. A continuacion, se presenta la
poblacion estudiada, sus caracteristicas clinicas y la metodologia utilizada para el analisis
molecular del gen CLCNKB, asi como los resultados moleculares. Por altimo, se describe la
metodologia estadistica empleada para el analisis descriptivo y comparativo de los datos, asi

como las limitaciones y los aspectos éticos del trabajo.

1. POBLACION

La cohorte estudiada estuvo constituida por 49 pacientes procedentes de 44 familias, con
diagnostico de Sindrome de Bartter Tipo I1l. Todos los pacientes fueron referidos al Instituto
de Investigacion Sanitaria Biocruces Bizkaia (11S Biocruces Bizkaia) con sospecha clinica de

Sindrome de Bartter Tipo Il para realizacion del estudio molecular del gen CLCNKB.

Entre los 49 pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 111, el 60% fueron remitidos a través del
portal Renaltube para estudio molecular. El resto de pacientes, al tratarse de casos previos a la
creacion del portal, fueron remitidos desde el hospital de origen, previo contacto con el grupo
de investigacion de Enfermedades Renales Hereditarias y Raras del 1S Biocruces Bizkaia.
Renaltube (www.renaltube.com) es una iniciativa colectiva que nacié en el afio 2009 y esta
formada actualmente por cuatro grupos de investigacion de los siguientes centros: Hospital
Universitario Central de Asturias, Hospital Universitario Cruces de Barakaldo, Hospital
Nuestra Sefiora de Candelaria en Santa Cruz de Tenerife y Hospital Universitario Vall
d’Hebron en Barcelona. El objetivo de este portal es reunir pacientes con tubulopatias primarias
para desarrollar el estudio clinico y molecular, para asi fomentar el conocimiento de su historia
natural y de los diversos aspectos clinicos y moleculares que caracterizan a estas patologias

raras.

Previa a la realizacién del estudio genético, se llevaron a cabo reuniones multidisciplinares
para valorar la clinica de los pacientes cuyas muestras se remitian para estudio genético por
sospecha de tubulopatia primaria. Los pacientes con sospecha de Sindrome de Bartter

presentaron hipopotasemia, pérdida salina a través de la orina, alcalosis metabdlica y elevacién
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de renina y aldosterona. Se solicitd en todos los casos al médico responsable del centro
remitente el envio del consentimiento informado junto a la muestra. El estudio genético se
realiz6 también a ambos progenitores de cada paciente siempre que la muestra estuviera

disponible.

El estudio molecular fue realizado en muestras de sangre, a partir de la extraccion de ADN en
el Laboratorio de Genética Molecular del 11S Biocruces Bizkaia. Las muestras fueron remitidas
desde hospitales de diversas comunidades autdnomas de Espafia (Comunidad Auténoma Vasca,
Navarra, Madrid, Andalucia, Galicia, Catalufia, Castilla La Mancha, Valencia, Islas Canarias)
y de otros paises de Europa y América (Grecia, Peru, Argentina y Brasil). Se enviaron desde
los servicios de Nefrologia y de Nefrologia Infantil (ver médicos de cada centro remitente en
el Anexo 2).

2. METODOLOGIA

En este apartado se describe la informacidn clinica recogida de los pacientes con Sindrome de
Bartter Tipo I11. Asi mismo, se explica la metodologia del analisis molecular del gen CLCNKB,

el analisis estadistico realizado, los aspectos éticos y las limitaciones de este estudio.

2.1. Informacidn clinica al diagnostico de la enfermedad y al final del estudio

Se recogieron los datos clinicos y analiticos que presentaron los pacientes en el momento de la
sospecha diagnostica (previo al inicio de tratamiento) y al final del estudio. La informacién
clinica del momento diagnostico de los pacientes se obtuvo a través de la hoja de registro creada
por el portal Renaltube (Anexo 3) o de un informe clinico enviado desde el hospital de origen
al 11S Biocruces Bizkaia. Para conocer la evolucion a largo plazo de los pacientes, se elabord
otra hoja de registro (Anexo 4) que se envid al médico responsable de cada paciente previo
contacto por correo electronico o por teléfono. A continuacion, se explican las distintas

variables que se han recogido para realizar el estudio.
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e Datos demograficos:
- Codigo del paciente
- Sexo
- Fecha de nacimiento
- Etnia
- Pais de procedencia

- Consanguinidad entre los padres

e Historia pre/perinatal:

Se recogieron datos de la historia pre y perinatal referidos por el médico responsable:

1. Cantidad de liquido amnidtico: Este parametro fue valorado de manera clinica por el
ginecdlogo que realizo la ecografia prenatal y se dividieron los hallazgos en cantidad
normal o polihidramnios (aumento de cantidad de liquido amnidtico). Asi mismo, también
se recogio si precisaron amniodrenaje o si se administré indometacina a la madre durante

el embarazo.

2. Ecografia renal prenatal: dentro de la ecografia prenatal se valord la normalidad del
tamafo renal. Este pardmetro fue valorado por el ginecélogo que realiz6 la ecografia en

cada caso y se dividieron los hallazgos en normal/anormal.

3. Otros datos perinatales: la edad gestacional al nacimiento considerando prematuro en
general al recién nacido por debajo de las 37 semanas de gestacion. Dentro de los recién
nacidos prematuros dividimos los pacientes en: extremadamente prematuro (< 28
semanas), muy prematuro (29 - < 32 semanas), moderadamente prematuro (32 - < 34
semanas) y prematuro tardio (34 - < 37 semanas) (276). Se obtuvo el peso de recién nacido
(gramos) y talla (cm) con los percentiles correspondientes segun la edad gestacional. Se
definio pequefio para edad gestacional aquel recién nacido cuyo peso y/o longitud se
encuentran por debajo del percentil 3 de la medida establecida para su poblaciéon de

referencia, sexo y edad gestacional (277, 278).
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e Variables clinicas:

Se recogieron las siguientes variables clinicas:

1. Edad al diagndstico y al final del estudio. Se consideraron pacientes pediatricos aquellos

que tenian < 18 afios y pacientes adultos aquellos que eran > 18 afios.

2. Signos clinicos: se describieron los signos clinicos que presentaron los pacientes en el
momento del diagndstico clinico recogidos a partir de la anamnesis y de la exploracién
fisica realizada por el médico referente: retraso ponderoestatural, hipotonia y/o debilidad
muscular, astenia, calambres, polidipsia, poliuria, signos clinicos de deshidratacion
(mucosas secas, ojos hundidos, irritabilidad), vomitos y estrefiimiento. Asi mismo, se
recogieron otros sintomas relacionados con el retraso psicomotor o los trastornos
psiquiatricos que presentaron los pacientes a lo largo de la evolucion. En los casos en los
que obtuvimos un dato objetivo de diuresis, se considerd poliuria cuando la diuresis
excedia de 3 litros/dia en adultos (279) y, en los casos pediatricos, se valoro la diuresis

segun los siguientes valores de referencia por edad (Tabla 8).

Tabla 8. Valores normales de diuresis. Modificado de Barakat AY (280)

Edad Volumen (ml/dia)

1-2 dias 15-60
Recién nacido 4-12 dias 100-300
15-60 dias 250-450
Lactante 6-12m 400-600
2-4 afos 500-750
Nifio mayor 6-7 afos 650-1000
8-19 afos 700-1500
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3. Crecimiento: se recogieron el peso (kg) y talla (cm) en el momento diagnostico y al final
del estudio en todos los pacientes. En los casos pediatricos, los valores de peso se
interpretaron mediante las curvas y las tablas de crecimiento de la Fundacién Orbegozo
(281). Se calculd el z-score del peso en todos los casos pediatricos mediante la formula
Z=X-M/DE, donde X es el valor de la variable cuya puntuacion Z se pretende calcular, M
es la media de dicha variable para el grupo de edad y sexo, y DE es la desviacion estandar
de la variable en cuestion, para la misma edad y sexo. El z-score se expresé en términos
de desviaciones estandar de la media. Se considerd que tenian un peso patoldgico cuando
el z-score era igual o menor de -2DE. En los pacientes adultos, los valores de peso se
interpretaron mediante el indice de masas corporal (IMC) que se calcul6 con la siguiente
formula: peso [kg]/ estatura [m?]. Se clasificaron los pacientes en cuatro grupos segun el
IMC: 1) Peso inferior a la normalidad (IMC < 18,5 kg/m?), 2) Peso normal (IMC 18,5-
24,9 kg/m?), 3) Peso superior a la normalidad o sobrepeso (IMC 25-29,9 kg/m?), y 4)
Obesidad (IMC > 30 kg/m?).

Al igual que con el peso, la talla de los pacientes pediatricos se interpreté mediante las
curvas Yy tablas de crecimiento de la Fundacién Orbegozo. Los valores de talla en el adulto
se interpretaron empleando como referencia la talla media de la poblacion en cada sexo
(cm): en hombres 175,6 cm (£ 6,04) y en mujeres 161,26 cm (z 5,72) (282). En todos los
casos, pediatricos y adultos, se calcul6 el z-score de talla con la misma férmula comentada
en el parrafo anterior (Z=X-M/DE). Se consider6 que los pacientes pediatricos y adultos
tenian una talla patoldgica cuando el z-score fue igual o menor de -2 DE. Asi mismo, en
los casos en los que estuvo disponible, se recogio la talla de los padres (cm) para conocer
si los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 111 alcanzaron la talla genética (Talla diana
varon= talla del padre + talla de la madre + 13/2; Talla diana mujer = talla del padre + talla
de la madre -13/2) (283).

La evolucion del peso y de la talla a lo largo de la evolucion de la enfermedad se evalud
solamente en los casos pediatricos por el potencial de crecimiento que presentan,
comparando el peso y talla al diagnostico con el peso y la talla al final del estudio.
Consideramos como tiempo idéneo para la mejoria de peso y talla el haber recibido

tratamiento durante al menos dos afios. Por lo tanto, para conocer la evolucion del peso y
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de la talla a largo plazo en los pacientes pediatricos de nuestra cohorte se seleccionaron
aquellos que cumplian los siguientes criterios: a) Pacientes que tenian un tiempo de
seguimiento igual o mayor de 2 afios, y b) Pacientes en los que obtuvimos datos de peso y
de talla tanto al diagnostico como al final del estudio. Por ultimo, se analizaron los factores
que podrian estar relacionados con un peso bajo en los pacientes pediatricos. Para ello se
dividieron los pacientes en dos grupos: a) Pacientes pediatricos que al final del estudio
tenian un z-score de peso < -2 DE al final del estudio, y b) Pacientes pediatricos con un z-
score de peso > -2 DE al final del estudio. Por otro lado, se analizaron los factores que
podrian estar relacionados con la talla baja final tanto en los pacientes pediatricos como
en los adultos. Para ello, se dividieron los pacientes (nifios y adultos) en dos grupos: a)
Pacientes con un z-score de talla < -2 DE al final del estudio, y b) Pacientes con un z-score
de talla > -2 DE al final del estudio.

4. Tension arterial al diagnostico y al final: en los pacientes pediatricos la tension arterial
se interpret6 segun edad, sexo y talla. Se considero hipotension cuando la tension arterial
estuvo por debajo del percentil 5 en los nifios pequefios, o por debajo de 90/50 mmHg en
los nifios mayores de 10 afios (284, 285). En los pacientes adultos, se definio hipotension

cuando la tension arterial fue menor de 90/60 mmHg (286).

5. Caracteristicas bioquimicas en plasma al diagnéstico y al final del estudio:

a) Se recogieron los valores de creatinina (mg/dl), urea (mg/dl), sodio (mEg/l),
potasio (mEg/l), cloro (mEq/), calcio (mg/dl), magnesio (mg/dl), bicarbonato
(mEg/l), renina (unidades segun el laboratorio de referencia) y aldosterona
(unidades segun el laboratorio de referencia).

b) Para el andlisis de estos datos se aplicaron las siguientes definiciones de

normalidad:
- Potasio: se consideré una kalemia normal cuando los valores de potasio en

plasma se encontraban entre 3,5 y 4,5 mEqg/l. Consideramos hipopotasemia

cuando la kalemia fue igual o menor de 3,5 mEq/I.
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Sodio: se consider6 una natremia normal cuando los valores de sodio en
plasma se encontraban entre 135 y 145 mEg/l. Consideramos hiponatremia

cuando la natremia fue menor de 135 mEqg/I.

Cloro: se consider6 una cloremia normal cuando los valores de cloro en plasma
se encontraban entre 95 y 105 mEqg/l. Consideramos hipocloremia cuando la

cloremia fue igual o menor de 95 mEg/I.

pH y bicarbonato: se consider6 un valor de pH en plasma normal cuando se
encontraba entre 7,35 y 7,45. Se considerd que el bicarbonato en plasma era
normal entre 16 y 18 mEqg/l en el recién nacido pretérmino; entre 16 y 22 mEq/I
en el recién nacido a término; entre 18 y 22 mEq/l en nifios entre 0 y 2 afios;
entre 22 y 24 mEq/l en pacientes entre 2 y 18 afios; y entre 24 y 26 mEqg/l en
pacientes igual o mayores de 18 afios. Se considerd alcalosis metabdlica
cuando el pH en plasma era mayor de 7,45 con valores de bicarbonato en

plasma por encima del rango de normalidad para cada edad (287).

Magnesio en plasma: se consider6 una magnesemia normal cuando el
magnesio en plasma se encontraba entre 1,2 y 2,2 mg/dl en el recién nacido; y
cuando se encontraba entre 1,6 y 2,5 mg/dl en nifios y adultos. Se considerd
que el paciente presentaba una hipomagnesemia cuando los valores de
magnesio se encontraban por debajo de 1,2 mg/dl en el recién nacido, y por

debajo de 1,6 mg/dl en el nifio y en el adulto.

Calcio total en plasma: se considerd que valores de calcio en plasma eran
normales cuando se encontraban entre 7,6 y 10,5 mg/dl en el recién nacido; y
entre 8,5 y 10 mg/dl en nifios y adultos. Consideramos hipocalcemia con
valores de calcio total estaban por debajo de 7,6 mg/dl en el recién nacido, y
por debajo de 8,5 mg/dl en el nifio y en el adulto. Se considero hipercalcemia

cuando su valor en plasma era superior al valor de normalidad.
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c) Se obtuvo el valor del Filtrado Glomerular Estimado (FGE) segun formula de

Schwartz en los nifios mayores de 1 afio, y mediante CKD-EPI (Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration) en los adultos (288, 289). Se definio
enfermedad renal crénica (ERC) en nifios y adultos cuando los pacientes que
presentan durante un periodo mayor de 3 meses un FGE < 60 ml/min/1,73 m?, o
presentan un FGE mayor de 60 ml/min/1,73 m? asociado a la presencia de
marcadores de dafio renal (albuminuria aumentada, anomalias del sedimento
urinario, anomalias electroliticas u otras anomalias debidas a trastornos tubulares,
anomalias detectadas histologicamente, anomalias estructurales detectadas con
pruebas de imagen o historia de trasplante renal). La ERC se clasificé en leve (grado
l'y 1l: FGE 60-90 ml/min/1,73m?), moderada (grado I11: FGE 30-60 ml/min/1,73m?)
y severa (grado 1V y V: FGE < 30 ml/min/1,73m?) segln las guias KDIGO 2012
(290).

6. Caracteristicas bioquimicas en orina al diagnostico y al final del estudio:

a)

b)

Se calcularon las excreciones fraccionales (EF) de sodio, potasio y cloro en orina
mediante la formula: EF (%) = (Xorina X Crplasma/Xplasma X Crorina) X 100. Se considerd
como valor normal una EF de sodio en orina menor del 1% en el recién nacido a
término, en el nifio y en el adulto; y menor del 5% en el recién nacido pretérmino.
Por otro lado, se consider6 una EF normal de potasio en orina cuando se encontraba
entre 10 y 15%, y una EF de cloro normal en orina cuando se encontraba por debajo
del 1% (291, 292).

Se calcul6 el indice de proteinas/creatinina en orina (mg/mg). Se consideré como
valor normal un indice menor de 0,5 mg/mg en nifios menores de 2 afios, y menor de
0,2 mg/mg en nifios mayores de 2 afios y en adultos (293-296). Dentro de la
proteinuria se calculé la microalbuminuria considerando un indice de
albumina/creatinina (MAU/Cr) normal cuando era menor de 30 mg/g de creatinina
(290).
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c) Se calcul6 el indice de calcio/creatinina (mg/mg). Para la valoracion de datos, se

aplicaron las siguientes definiciones:

Normocalciuria: se considerd normocalcicuria cuando el indice de
calcio/creatinina estuvo entre 0,04 y 0,8 mg/mg en los nifios entre 0 y 6 meses
de edad; cuando el indice estuvo entre 0,04 y 0,6 mg/mg en los nifios entre 6
y 12 meses de edad; cuando el indice estuvo entre 0,04 y 0,5 mg/mg en los
nifios entre 12 y 24 meses; y cuando el indice estuvo entre 0,04 y 0,2 mg/mg

en nifios mayores de 2 afios y en pacientes adultos (297).

Hipercalciuria: se considerd hipercalciuria cuando el indice de
calcio/creatinina estuvo por encima de los valores de normalidad, o cuando
calciuria estuvo por encima de 4 mg/kg/dia tanto en nifios como en adultos en

los casos en los que se obtuvieron valores en orina de 24 horas (297).

Hipocalciuria: se considerd hipocalciuria cuando el indice de calcio/creatinina

estuvo por debajo de 0,04 mg/mg tanto en nifios como en adultos (298).

7. Se clasificaron los pacientes segun el fenotipo clinico de presentacion en base a las

siguientes variables: presencia de polihidramnios durante el embarazo, edad al diagndstico

y presencia de hipocalciuria e hipomagnesemia al diagnostico. Se dividieron los pacientes

en tres grupos:

a) Fenotipo Antenatal o Neonatal (SBAN): pacientes que presentaron polihidramnios

b)

en la ecografia prenatal o cuando el diagnéstico clinico de Sindrome de Bartter se

realiz6 durante las primeras cuatro semanas de vida.

Fenotipo Gitelman (GL): Pacientes diagnosticados durante la infancia, a partir del
primer mes de vida, o en la edad adulta con hipokalemia, alcalosis metabdlica
ademas de una hipomagnesemia y/o hipocalciuria que persiste a lo largo de la

evolucién
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9.

c)

Fenotipo clasico (SBC): pacientes diagnosticados durante la infancia, a parto del
primer mes de vida, o en la edad adulta con hipokalemia y alcalosis metabdlica sin

hipomagnesemia ni hipocalciuria.

8. Se recogieron las caracteristicas halladas en la ecografia renal realizada al diagndstico y

al final del estudio. Estos datos fueron valorados por el radidlogo que realizo la ecografia

en cada centro de procedencia de cada caso:

a)

b)

d)

Tamano renal, en base a la medida longitudinal del rifiédn en milimetros. Se
emplearon como referencia los valores de las tablas segln edad gestacional en recién
nacidos y segun la talla en el resto de pacientes dependiendo de los datos disponibles
(Anexo 5).

Ecogenicidad renal. Se clasifico la ecogenicidad renal como normal o aumentada
(hiperecogenicidad renal). Para ello se compar6 la ecogenicidad del parénguima
renal respecto al parénquima hepético. De esta manera, se denomino ecogenicidad
normal a aquella que era menor que la del parénquima hepatico, e hiperecogenicidad
renal a aquella que era mayor que la del parénquima hepatico (299).

Desdiferenciacion corticomedular. Se recogi6 la presencia o ausencia de
diferencia de ecogenicidad entre la médula y la corteza renal, indicando asi la
presencia de una afectacion renal cuando la diferencia ecogénica entre ambas era

escasa 0 estaba ausente (300).

Nefrocalcinosis o litiasis. Se recogid la presencia o ausencia de nefrocalcinosis o
litiasis en la ecografia al diagndstico y al final del estudio. Se defini6 nefrocalcinosis
como la presencia de calcio en el parénquima y/o en el tabulo renal visualizado en

la ecografia renal (301).

Otros hallazgos: presencia de quistes renales u otras anomalias congénitas del rifién

y del tracto urinario.

Descripcion de biopsia renal (si realizada)
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10.

11.

El tratamiento que recibian los pacientes al diagndstico y el que llevaban al final del
estudio. Dentro del tratamiento, se recogid si recibian suplementacion con sodio, potasio,
magnesio, antiinflamatorios no esteroideos (AINES), protector gastrico, un antagonista de
la aldosterona, un inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina (IECA) y
hormona de crecimiento (GH). En cuanto a los AINEs y a la suplementacion con potasio,
se recogid la dosis que llevaba cada paciente en mg/kg/dia y mEg/kg/dia, respectivamente.
Asi mismo, se recogio el tipo de AINE que recibian, si eran inhibidores selectivos o no-

selectivos de la enzima ciclooxigenasa, y los efectos secundarios que presentaron.

En el caso de mujeres, se recogio el nimero de embarazos que tuvieron a lo largo de la
evolucion y cuantos de ellos terminaron en abortos. Asi mismo, se recogieron las
complicaciones que presentaron durante el embarazo y durante el parto/posparto tanto la
madre como el recién nacido. En cuanto al aborto, se recogi6 el trimestre en el que tuvo
lugar y, en caso de que estuvieran disponibles, los datos anatomopatolédgicos de la placenta

y/o del feto.

2.2. Caracteristicas moleculares de los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 111

Se recogid informacion sobre las variantes genéticas que presento cada paciente. Se obtuvo

informacidn sobre el estado de homo/heterocigosis de las variantes halladas, el tipo de variante,

el cambio que genera en la secuencia de los nucleétidos, y consecuentemente, la alteracion que

produce en la proteina.

Se realiz6 una revision de estudios funcionales publicados hasta la actualidad que analizaban

la conductancia residual de cloro en el canal CIC-Kb secundaria a las distintas variantes en el

gen CLCNKB. Cada alelo mutado se clasifico por separado y se formaron dos grupos (72, 164,
178, 260, 261, 302-304):

1. Alelos con variantes patogénicas que generaban una pérdida total de la funcion del
canal CIC-Kb con una conductancia final igual o menor del 20% (PT)
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2. Alelos con variantes patogénicas que generaban una pérdida parcial de la funcién del
canal CIC-Kb con una conductancia final mayor del 20% (PP)
Asi mismo, se clasificaron los pacientes en dos grupos segun la combinacién de variantes

que presentaron:

- Pacientes que presentaron dos variantes patogénicas cuya combinacion generaban una
pérdida de funcién total de la proteina (PT) con una conductancia final mayor del 20%.
El canal CIC-Kb, al funcionar como un homodimero, el genotipo PT+PP se considero
que presentaba las mismas consecuencias que los genotipos PT+PT. Por lo tanto, estos

dos genotipos se analizaron juntos (PP+PT y PT+PT).

- Pacientes con genotipo PP+PP que correspondian a una pérdida parcial de la funcion

de la proteina (PP) con una conductancia residual del canal del cloro mayor del 20%.

2.3. Anélisis molecular del gen CLCNKB

Se realizo el andlisis del gen CLCNKB, gen situado en el cromosoma 1, que codifica para el

canal del cloro CIC-Kb siguiendo los siguientes pasos:

a) Extraccion de ADN

Inicialmente, se extrajo el ADN de cada paciente, asi como de los familiares de primer grado
de una muestra de sangre total periférica anticoagulada con EDTA (Acido Etileno Diamino
Tetraacético) y congelada a -20 0 -40°C. La extraccion del ADN se realizé mediante un sistema
de extraccion QIAmp DNA Blood Mini Kit (QIANGEN, Germany). Este método permite la
obtencion de ADN con un rendimiento de 10-50 ng/pl a partir de 200 ul de sangre. Tras la
extraccion se realizo la cuantificacion del ADN extraido y se comprobo la pureza de la misma
mediante el espectrofotometro NanoDrop ® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific; Delaware,
EEUU).
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b)  Amplificacion del promotor y los 20 exones del gen CLCNKB mediante la técnica

de reaccion en cadena de polimerasa

El gen CLCNKB esta constituido por 20 exones, de los cuales 19 son codificantes para el canal
del cloro CIC-Kb. Ademas, este gen presenta una alta homologia (94%) con el gen CLCNKA
situado a tan solo 9,7 kb del CLCNKB. Por lo tanto, resulta dificil amplificar exones especificos
del gen sin amplificar a su vez exones del gen CLCNKA. Para ello se emple¢ la técnica de
amplificacion de reaccion en cadena de polimerasa PCR (del inglés, Polymerase Chain
Reaction), amplificando grandes fragmentos del gen CLCNKB para asegurarse que se trataba
de este gen y no de exones del gen CLCNKA. Por ejemplo, para analizar el exon 7 donde se
encuentra la mutacion ¢.610G>A, la més frecuente en la poblacion espafiola, se amplificaron
también los exones 6-9 especificos del gen CLCNKB.

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR, mediante la cual se sintetizan multiples copias
de un fragmento de ADN especifico, se basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa que
es capaz de sintetizar una cadena de ADN en sentido 5°-3’ complementaria a otra ya existente.
La técnica PCR consta de tres pasos desarrollados a diferentes temperaturas: 1) Inicialmente
se realiz6 la Desnaturalizacion a 90-94 ° C para separar las dos hebras del ADN obteniendo asi
un ADN monocatenario que sirvié de molde para la amplificacion al cual la enzima pueda
seguir afiadiendo desoxinucle6tidos trifosfato (dNTPs), 2) Posteriormente se realiz6 la
hibridacién de los cebadores, lo que requirié una temperatura de 56,3-66-8°C. Un cebador
actué como guia para saber donde se debe iniciar la amplificacion y constaba de un par de
oligonuclettidos complementarios que se unian a cada extremo 3’ de la secuencia que
queriamos amplificar, 3) A continuacion se realizo la extension, sintetizando la cadena de ADN
complementaria por accion del ADN polimerasa que trabaja afiadiendo nucle6tidos desde el
cebador, el cual sirvié como guia inicial. Este paso se realizd a una temperatura de 72°C,
temperatura a la cual el ADN polimerasa presenta su maxima actividad. En el Anexo 6 se

pueden observar los primers empleados.
En total se realizaron 35-40 ciclos de reaccion de PCR por lo que se obtuvieron 235-24° copias

de la region amplificada al final de la reaccién. Tras finalizar la amplificacion, se comprobd si

se ha realizado de manera correcta mediante una electroforesis en gel de agarosa 1,5% en
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tampon TAEL1X. Tras la aplicacion de una corriente eléctrica a través del gel, los acidos
nucleicos que poseen carga negativa migraron hacia el fondo del anodo en condiciones de pH
neutro obtenido gracias al tampon TAE1X. Mediante tincion de GelRed del gel agarosa pudo

visualizarse esta migracion ya que emitia una luz fluorescente.

A continuacién se purificaron los fragmentos amplificados mediante el kit EXOSAP-IT®,
método que permite la eliminacién de cualquier hebra monocatenaria y dNTPs residuales de la
PCR que pudieran interferir en las posteriores reacciones, mediante dos enzimas hidroliticas
(exonucleasa | y fosfatasa alcalina). La exonucleasa | degradé los cebadores de cadena sencilla
residuales y cualquier ADN de hebra sencilla generada en la PCR. La fosfatasa alcalina
hidrolizé los dNTPs remanentes del producto de PCR y los generados tras la actividad
exonucleasa | para eliminar posibles interferencias en la reaccion de la secuenciacion. En el

Anexo 1 se puede ver la secuencia del gen CLCNKB.

c)  Secuenciacién automatica

Tras la purificacion de los productos amplificados por PCR, ser realizé la secuenciacion
automatica determinando exactamente la secuencia de los nucleétidos de los fragmentos de
ADN amplificados. La secuenciacion automatica, basada en el método Sanger, consiste en la
sintesis de una nueva cadena ADN cuya elongacion se detiene al afiadir una base modificada
o terminadora. Para ello, el producto PCR se mezcl6 con un Unico cebador y se realizaron 2
reacciones de secuenciacion por cada amplicon, una en sentido directo (con el primer forward
con cola M13: TGTAAAACGACGGCCAGT) y otra en sentido contrario (con el primer
reverse con cola M13: CAGGAAACAGCTATGACC) afadiendo la mezcla del KIT BigDyeR
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Apllied Biosystems, Lot. N° 4336919; California, EEUU)
que contenia la enzima Taq DNA polimerasa y los terminadores dideoxinucleotidos (ddNTPs).
Los ddNTPs estdn marcados con fluorocromos, uno diferente para cada uno de ellos (ddATP,
dTTP, ddCTP y ddGTP). Carecen del grupo hidroxilo de carbono3’, evitando la formacion de
un enlace fosfodiéster y la agregacion del siguiente dNTP lo que conlleva el fin de la sintesis
de la hebra.

Tras la reaccién de secuenciacion se generé una serie de cadenas sencillas de ADN cuyos

tamafos diferian en una Unica base. Estos fragmentos se purificaron mediante precipitacion
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con etanol/EDTA/acetato sodico segun protocolo del Applied Biosystems, California, EEUU.
Esta purificacion permite la eliminacion de exceso de ddNTPs marcados, para que luego, al

incidir con el laser, no interfieran en la emision de la sefial.

La secuenciacion se realizd de manera ciclica en el termociclador, cada reaccion ocurre 25
veces. Asi, se generaron multiples fragmentos de tamafios diferentes que difieren en una Unica
base. Mediante electroforesis capilar, las diferentes hebras se separaron basdndose en el tamafio
y la carga, segun la longitud de las ondas que emiten los fluorocromos excitados por el laser.
De esta manera se obtuvo un cromatograma. La electroforesis se realizé en un secuenciador
automatico ABI PRISM 3130 XL y los cromatogramas obtenidos fueron analizados mediante
el programa Sequencing analysis v.5.2 y SeqScape v3.1 (Applied Biosystems, California,
EEUU).

d) Amplificacion maltiple de sondas dependientes de ligacion

Para la deteccion de deleciones parciales o completas en heterocigosis u homocigosis del gen
CLCNKB se emple6 la técnica MLPA (del inglés, Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification). Es una técnica de amplificacion multiple de sondas dependientes de ligacion
que es capaz de detectar la variacidn en el nimero de copias mediante PCR multiplex de hasta
50 secuencias diferentes de ADN o ARN, incluyendo fragmentos que difieren en un solo
nucleotido. Para la realizacion de esta técnica se emple6 un termociclador (GeneAmp® PCR
System 9700, Applied Biosystems) y un equipo de electroforesis capilar (ABI PRISM 3130 XL,
Applied Biosystems, California, EEUU).

Inicialmente se realizo la desnaturalizacion del ADN de las muestras, tras lo cual se afiadieron
unas sondas de hibridacion que se unieron directamente con la secuencia especifica a estudio.
Para ello el ADN se dejd incubando durante 16-18 horas. Adyacente a cada sonda existia un
trozo de secuencia de diferente tamafio no especifico de la region a hibridar, lo que permitid
diferenciar los maltiples fragmentos. Ademas, contenian también colas M13, de modo que s6lo

requirié una pareja de cebadores para la posterior amplificacion.

Tras la hibridacién, se afiadié una enzima ligasa (reaccion de ligacion) que unid las sondas

111



IV. Poblacién y Métodos

hibridadas y posteriormente se procedio a la amplificacion de éstas mediante PCR. La
intensidad del producto fue proporcional al nimero de sondas hibridadas y ligadas
correctamente. Estos productos amplificados variaban en tamafio entre 130 pb y 480 pb, y se
analizaron por electroforesis capilar pudiendo comparar el patrén (area y tamafio) de los picos
obtenidos para las muestras analizadas frente al patrén de los picos de los controles de
referencia. Finalmente los datos se analizaron mediante el Software GeneMapper ® version 4.0
(Applied Biosystems, California, EEUU).

e) Valoracion de variaciones en el numero de copias mediante QMPSF (del inglés,
Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent Fragments)

En algunos casos se realizo el analisis del numero de copias de ADN para la valoracion de
ganancias y pérdidas parciales o completas de alelos del gen CLCNKB mediante la técnica de
PCR multiples cuantitativa de fragmentos cortos fluorescentes (QMPSF). La ventaja de la
técnica de MLPA frente a la de QMPSF es que nos permite el analisis de mas de 40 loci en una
sola reaccion multiple y que, gracias al paso de ligacion, es muy especifica, permitiendo el
andlisis del nimero de copias de regiones con una alta homologia. Por otra parte, en la técnica
de QMPSF el disefio de los cebadores es menos complicado resultando en una técnica mas

econdmica y sencilla cuando queremos realzar una rapida validacidn de pocas secuencias.

La técnica de QMPSF consiste en una PCR multiple, en la que uno de los cebadores esta
marcado con fluorescencia (56-FAM). La reaccion se para en la fase exponencial (ciclo 24) lo
que permite cuantificar la dosis génica. En el experimento incluimos las muestras de los
pacientes, al menos tres controles normales, un control positivo con una delecion conocida y
un no ADN, es decir, una muestra en la que afiadimos agua desionizada o TE (Tris-EDTA) una

vez en el ADN lo que hace que no aparezca ninguna sefial.

Una vez obtenido el producto de PCR con los fragmentos marcados fluorescentemente, se
produjo la migracion de los productos amplificados mediante electroforesis capilar en un
secuenciador automéatico ABI PRISM 3130 XL. Esta preparacion se realizo de la misma forma
que la utilizada para analizar los fragmentos de MLPA. Para el analisis de los datos obtenidos

se utilizo el programa informéatico GeneMapper ® Software version 4.0 (Applied Biosystems,
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California, EE.UU.)

Primero se valoro la calidad del experimento QMPSF, para ello se inspeccionaron los patrones
de picos en el electroferogramas. Se compararon las muestras problemas con los controles
normales y positivos dividiendo el area o altura de los picos del producto amplificado (exones
del gen CLCNKB) entre los del producto amplificado control (un fragmento en otro gen que
suponemos que no esta delecionado). Finalmente se compararon los resultados obtenidos de

las muestras problema con los resultados de las muestras control normal y control positivo.

f)  Interpretacion de las variantes halladas en el gen CLCNKB

Para la categorizacién de las variantes se siguieron las recomendaciones del Colegio
Americano de Genética Médica (ACMG, del inglés, American College of Medical Genetics
and Genomics) (305). La guia ACMG evalla 28 tipos diferentes de evidencia asociados a
caracteristicas inherentes a cada variante, como puede ser la frecuencia alélica, los estudios
funcionales, predicciones in-silico, analisis de segregacion y relacién genotipo-fenotipo
clasificando las variantes en cinco grupos: 1) P: variante patogénica (del inglés, pathogenic),
2) LP: probablemente patogénica (del inglés, likely pathogenic), 3) VOUS: variante de
significado incierto (del inglés, variant of uncertain significance), 4) LB: probablemente
benigna (del inglés, likely benign), y 5) B: benigna (del inglés, benign).

Una de las evidencias que se tuvo en cuenta para clasificar la patogenicidad de las variantes
fue la frecuencia poblacional de cada una de ellas. Los datos poblacionales se determinaron a
partir de bases de datos gendmicas publicas (1000 Genomes Project, GnomAD, dbSNP). Las
variantes con una MAF (del inglés, Minor Allele Frequency) > 0,01 no se consideraron
patogénicas ya que tenian una frecuencia superior a lo esperado para la prevalencia de
Sindrome de Bartter Tipo Ill en poblacion general. La ausencia (0 muy baja frecuencia) de
MAF de la variante en bases de datos poblacionales, se considero una evidencia a favor de su
patogenicidad. En las variantes raras detectadas con MAF < 0,01 se evaluaron otros criterios
como el tipo de variante, los datos clinicos, los estudios funcionales y de relacién genotipo-
fenotipo en la literatura (Pubmed), e informacién de la variante en las bases de datos de

enfermedades como el HGMD (del inglés, Human Gene Mutation Database Professional).

113



IV. Poblacién y Métodos

Para predecir el posible efecto patogénico de las variantes halladas en el gen CLCNKB se
utilizaron los siguientes métodos de prediccion:

1. Polyphen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/). Este programa predice el

impacto que ocasiona una sustitucion de un aminoécido en la estructura y funcion de
la proteina. Para ello, analiza las caracteristicas sobre la secuencia, la filogenética y la
estructura que caracteriza la sustitucion utilizando la base de datos de proteinas
humanas UniProtKB/UniRefl100 y la base de datos de estructuras protéicas

PDB/DSSP (del inglés, Dictionary of Secondary Structure in Proteins).

2. Sift, del inglés, Sorting Intolerant From Tolerant (http://sift.jcvi.org/) y Panther, del

ingleés, Protein Analysis Through Evolutionary Ralationships
(http://www.pantherdb.org/) son dos programas que analizan el grado de conservacion

de la regién a la que afecta, y en base al grado de conservacion, establecen si la

alteracion es tolerable o deletérea.

3. SNPs&GO (http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/) es un software que

tiene un predictor integrado GO (del inglés, Gene Ontology) predice de mutaciones
puntuales en proteinas que puedan ser causa de enfermedad en los seres humanos
basandose en el método SVM (del inglés, Support Vector Machine). Para ello utiliza
diferente informaciéon sobre el proceso bioldgico, la funcién molecular y el
componente celular para predecir si una variacion puede ser clasificada como causante

de enfermedad o neutra.

4. MutationTaster (http://www.mutationtaster.org/). Es una aplicacién web para una

evaluacion de las alteraciones de la secuencia de ADN. MutationTaster integra
informacidn de diferentes bases de datos biomédicas y utiliza herramientas de analisis
establecidos. Los analisis de las variantes halladas se basan en la conservacion
evolutiva de éstas a lo largo de generaciones, los cambios de sitio de corte y de
empalme que presenten, en la pérdida de las caracteristicas de la proteina y los
cambios que puedan afectar a la cantidad de RNA mensajero. Un clasificador
denominado Bayes predice el potencial de la enfermedad, para ello analiza mas de

390.000 variantes conocidas causantes de enfermedad incluidas en la base de datos
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HGMD y mas de 6.800.000 SNPs y polimorfismos conseguidos del proyecto genoma
1000. Dependiendo de la naturaleza de la alteracion, MutationTaster escoge entre tres
diferentes modelos de prediccion; alteraciones sindnimas o intronicas, alteraciones
que afectan a un solo aminoacido Y las alteraciones que causan cambios complejos en
la secuencia de aminoacidos. El valor de probabilidad que da el programa es el valor
de probabilidad de la prediccién. Este valor, cuanto més se acerque al valor 1, méas

segura serd la prediccion.

5. Provean (http://provean.jcvi.org/index.php), del inglés, Protein Variation Effect
Analyzer es un software que predice a traves de multiples alineamientos con proteinas
homdlogas, si la variacion de la secuencia de la proteina (una sustitucion de un

aminoéacido) puede afectar a su funcion bioldgica.

6. VarSome, (https://varsome.com/) es un software que muestra una informacion
detallada de la variante consultada, incluyendo el estado de patogenicidad
pronosticado a partir de una variedad de herramientas, el contexto genémico, asi como
informacion de mas de 35 bases de datos publicas. Permite a los usuarios marcar la
patogenicidad de las variantes y vincularlas a fenotipos, enfermedades y publicaciones
especificas. Por Gltimo, proporciona una evaluacion automatizada de la patogenicidad
en consonancia con las directrices ampliamente aceptadas del Colegio Americano de
Genética Médica ACMG.

2.4. Andlisis estadistico

Mediante un sistema estandarizado de tratamiento de bases de datos se cre6 una base de datos
informatizada y codificada. Inicialmente se procedio a una validacion de la informacion
mediante el estudio de valores perdidos y fuera de rango, verificando y corrigiéndose los datos
hasta alcanzar la total validacion de los mismos. Posteriormente, se realizaron codificaciones
para generar nuevas variables derivadas (reagrupacion, recodificacion, etc.) para realizar las

comparaciones oportunas.
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a) Estadistica descriptiva
Inicialmente se realiz6 una descripcion de la poblacién incluida teniendo en cuenta las distintas

caracteristicas de las variables:

- Variables cualitativas (categdricas): se caracterizaron las variables utilizando

distribuciones de frecuencia y porcentajes.

- Variables cuantitativas: en las variables que seguian una distribucion normal se
establecio la media como medida de posicién central y la desviacion estandar (DE)
como medida de dispersion; mientras que en las variables en las que la distribucién
resultd asimetrica, las variables fueron expresadas mediante mediana y entre

paréntesis el percentil 25y 75.

b) Inferencia estadistica

Se realizaron distintas comparaciones segun la presencia de enfermedad renal cronica,
crecimiento y severidad de genotipo de los pacientes. La comparacion entre las variables
categoricas se realiz6 mediante el test estadistico chi cuadrado y el estadistico Fisher cuando
las frecuencias esperadas eran menores a 5. Para comparar las variables dicotémicas con las

variables continuas se utilizo el test no paramétrico U de Mann-Whitney.

Para comparar las caracteristicas clinicas de los pacientes al diagnostico y el final del estudio
se empled el test no paramétrico McNemar para las variables dicotdmicas y el test no
paramétrico de Wilcoxon para las variables continuas ya que no seguian una distribucién

normal.

Por ultimo para realizar la comparacion entre los tres fenotipos clinicos de presentacion
(antenatal o neonatal, clasico, Gitelman) se utilizo el test no paramétrico Kruskal-Wallis en el
caso de variables continuas, y para ver entre qué fenotipos existian diferencias se utilizo el test
pos-hoc de Bonferroni.

Se ha utilizado el programa estadistico SPSS vs 23.0 estableciéndose el nivel de significacion

en p<0,05.
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2.5. Aspectos éticos

Se informo en todo momento a los pacientes y a sus familiares de forma oral y escrita de la
naturaleza, importancia, implicaciones y riesgos de la investigacion. Asi mismo, como se ha
comentado previamente, se obtuvo su consentimiento informado expreso para la realizacion
del estudio genético tal y como exige la Ley 14/2007, de 3 julio, de Investigacion biomédica
que regula los estudios genéticos. En el caso de pacientes menores de edad, el consentimiento
informado se firmé por parte de sus progenitores o tutores (Anexo 7). En todos los casos se
informo del derecho a revocar libremente el consentimiento otorgado en cualquier momento,
sin prejuicio para el seguimiento de su enfermedad. Asi mismo, también se obtuvo el
consentimiento informado para el uso de datos médicos de los pacientes con fines docentes o
de investigacion cientifica (Anexo 8), siempre garantizando la preservacion de la identidad
personal de cada paciente y la confidencialidad de los datos en todo momento, de acuerdo a la
normativa legal vigente en Espafia (Real Decreto 1720/2007, de 21 de diciembre, por el que se
aprueba el Reglamento de Desarrollo de la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de
Proteccién de Datos de Carécter Personal y la Ley Bésica 41/2002, de 14 de noviembre,
Reguladora de la Autonomia del Paciente y de Derechos y Obligaciones en materia de
informacion y documentacion clinica). EI proyecto fue aprobado por el Comité de Etica de la
investigacion con medicamentos de Euskadi (codigo P12019214) (Anexo 9). En todo momento
se empled una base de datos informatizada, y se asegurd la confidencialidad mediante la
encriptacion de la informacion relevante y el uso de cddigos (SOR) para cada paciente,
incluidos los casos en los que se solicitaron los datos mediante correo electrénico a los médicos
responsables del paciente. EI informe de los resultados del estudio molecular se entrego a los
médicos responsables y éstos informaron a los pacientes. En todos los casos se explico la
implicacion clinica de dichos resultados y se realiz6 un consejo genético.
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2.6. Limitaciones del estudio

Al tratarse de un estudio de cohortes retrospectivo, las limitaciones en su realizacion fueron

las siguientes:

e Al tratarse de un estudio con pacientes de distintos centros, los datos clinicos tanto del
diagnostico como de la evolucion a largo plazo fueron aportados por distintos médicos
responsables en cada caso. Ademas, en muchas ocasiones lo datos clinicos procedian
de la anamnesis realizada al paciente, de una manera subjetiva. La heterogeneidad de
los datos hizo dificil en ocasiones el andlisis final de los resultados de la cohorte.

e Enlos casos en los que hubo uno o varios cambios de médico responsable a lo largo de

la evolucion del paciente dificultd la obtencion de datos clinicos al final del estudio.

e En algunos casos, debido a la antigiiedad de las historias clinicas, no obtuvimos datos
perinatales, caracteristicas renales ni del liquido amnidtico de la ecografia prenatal.

e La ecografia prenatal fue realizada por obstetras diferentes de cada centro de
procedencia por lo que la variabilidad inter-observador hizo que los datos sobre el
liquido amnidtico fueran variables, y que la valoracion de la morfologia renal no fuese
homogénea en todos los pacientes. Por otro lado, no se pudo realizar una revision de

las imégenes para tener mayor objetividad y homogeneidad de datos.

e La ecografia renal se realiz6 por radiélogos diferentes en el centro de procedencia de
cada caso, por lo que la evaluacion ecogréfica no fue homogénea estando sujeta a la
variabilidad inter-observador. No se pudo realizar una revision de las imagenes para

tener mayor objetividad y homogeneidad de estos datos.

e El hecho de que el Sindrome de Bartter sea una enfermedad rara, hace que el tamafio
de la muestra no pueda ser mayor, dificultando en ocasiones la interpretacion de los

resultados de los analisis estadisticos.
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Al obtener datos en dos momentos diferentes de la enfermedad (al diagnostico y al final
del estudio) ha hecho que la precisién de la informacion sea menor dificultando la
valoracion clinica y analitica en distintos momentos de la evolucion de la enfermedad.
En el caso de la valoracidon del desarrollo ponderoestatural de nuestra cohorte, la
ausencia de datos sobre la velocidad de crecimiento o de curvas de crecimiento de cada
paciente para conocer la evolucion en el tiempo del peso y de la talla dificult6 el anélisis

del retraso ponderoestatural en los pacientes pediatricos.

Los datos sobre el crecimiento y el desarrollo neurolégico no siempre estuvieron
disponibles en los pacientes adultos entorpeciendo la valoracidn de estos aspectos en la
evolucion de la enfermedad. Asi mismo, en los pacientes de una etnia distinta a la
caucasica, al no disponer de tablas de referencias de peso y talla, no se pudo analizar el
desarrollo ponderoestatural con respecto a la poblacion general de su misma etnia. Por
otro lado, en los casos en los que se obtuvieron datos sobre el desarrollo neurolégico,

éstos no fueron recogidos de manera homogénea sesgando la valoracion de este aspecto.

La ausencia de estudios funcionales en algunas de las variantes dificulto el analisis de

correlacion genotipo-fenotipo.
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En este apartado se analizan las caracteristicas demogréficas y perinatales, los datos clinicos,
y el tratamiento al diagndstico de la enfermedad y a largo plazo, asi como las caracteristicas
moleculares de una cohorte afecta de Sindrome de Bartter Tipo I1l. Asi mismo, se analizan los
distintos factores que podrian estar relacionados con el prondstico de los pacientes en cuanto
al desarrollo de la enfermedad renal cronica y el retraso del crecimiento, y se estudia la
correlacion genotipo-fenotipo de la cohorte. Por ultimo, se describen los embarazos y sus

complicaciones que ocurren en las mujeres de nuestra cohorte.

1. DATOS DEMOGRAFICOS

En nuestro estudio se analizd una cohorte de 49 pacientes con Sindrome de Bartter Tipo I,
entre los cuales, 20/49 (41%) eran hombres y 29/49 (59%) eran mujeres, lo que hace una
relacion hombre:mujer de 1:1,45. Los 49 pacientes procedian de 44 familias. En 4 familias
(SOR 24, SOR 54, SOR 104, SOR 124) existia mas de un miembro afecto de la enfermedad;
las caracteristicas clinicas de estas familias se describen en el apartado 3.10. Ademas, en 7 de

las 44 familias de nuestra cohorte existia una consanguinidad entre ambos progenitores.

En cuanto al origen de los pacientes, 41 pacientes de 36 familias (84% total de la cohorte) eran
espafoles y todos eran de etnia caucasica. Por otro lado, 8 pacientes de 8 familias (16% de la
cohorte) provenian de distintos lugares: 4 familias eran de América Latina de etnia hispana
(una familia de Argentina, otras de Brasil y dos familias de Per(); una familia provenia del
Sureste de Europa (Grecia) y era de etnia caucasica; una familia era del Norte de Africa
(Marruecos) de etnia arabe, y dos familias eran de Africa Subsahariana de etnia negra. En el

Anexo 10 se detallan las caracteristicas demograficas de cada uno de los pacientes de la cohorte.

En resumen, la mayoria de los casos de la cohorte son unifamiliares, de etnia caucésica y

espafoles.
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2. CARACTERISTICAS PERINATALES

En relacion a las caracteristicas perinatales de nuestra cohorte, por un lado, se analizo si los
pacientes presentaban anomalias renales u otras anomalias morfoldgicas fetales, asi como
alteraciones del liquido amnidtico en las ecografias prenatales realizadas durante el embarazo.
Por otro lado, también se recogio la edad gestacional al nacimiento y el peso de recién nacido

de los pacientes. Las caracteristicas perinatales de cada paciente se detallan en el Anexo 10.

En total, se obtuvieron datos perinatales en 47 de los 49 pacientes de nuestra cohorte (Tabla 9).
En todos los pacientes, las ecografias prenatales realizadas durante el embarazo fueron
normales, sin hallar malformaciones fetales ni alteraciones en el tamafio y en la estructura renal.
En 15/47 (32%) pacientes se detectd polihidramnios durante el embarazo y en ningln caso se

realiz6 amniodrenaje ni analisis bioquimico del liquido amniético.

Tabla 9. Resumen de los datos perinatales de los pacientes de la cohorte (n=47 pacientes)

Valor N° de Pacientes

Polihidramnios - 15 (32%)
Edad gestacional, semanas * 38+2

Moderadamente prematuro (32 — < 34 semanas) - 3 (6,5%)

Prematuro tardio (34 — 37 semanas) - 4 (8,5%)

A término (> 37 semanas) - 40 (85%)
Peso de recién nacido, gramos * 3063 + 701

< Percentil 3 - 4 (9%)

Percentil 3-90 - 37 (78%)

> Percentil 90 - 6 (13%)

* Valor expresado en media + desviacién estandar
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La media de la edad gestacional al nacimiento de toda la cohorte fue de 38 £ 2 semanas, y
solamente 7/47 (15%) fueron prematuros. De ellos, el 6,5% fueron moderadamente prematuros
(32 - < 34 semanas) y 8,5% prematuros tardios (34 - 37 semanas). El resto de pacientes 40/47
(85%) nacieron a término (> 37 semanas). En nuestra cohorte, ningun paciente fue muy
prematuro (29 - < 32 semanas) ni extremadamente prematuro (< 28 semanas). El peso medio
de recién nacido de toda la cohorte fue 3063 + 701 gramos: 4/47 (9%) pacientes fueron
pequefios para la edad gestacional (< P3), 37/47 (78%) pacientes presentaron un peso adecuado
para la edad gestacional (P3-90) y 6/47 (13%) fueron grandes para la edad gestacional (> P90).

En resumen, en relacion a los datos perinatales, en nuestra cohorte el polihidramnios fue poco
frecuente, y no se observaron alteraciones renales en la ecografia prenatal en ningin paciente.
Asi mismo, la mayoria de los pacientes nacieron a término con un peso adecuado para la edad
gestacional.

3. CARACTERISTICAS CLINICAS Y TRATAMIENTO DE LA COHORTE AL
DIAGNOSTICO Y AL FINAL DEL ESTUDIO

En este apartado, inicialmente se describen los distintos fenotipos clinicos de presentacion
observados en nuestra cohorte. Posteriormente, se describen y se comparan las caracteristicas
clinicas y bioquimicas que presentaban los pacientes, asi como el tratamiento que recibian al
diagnostico de la enfermedad y al final del estudio. Asi mismo, se analizan los posibles factores
relacionados con la evolucion clinica a largo plazo, concretamente, en relacion al crecimiento
y al desarrollo de la enfermedad renal cronica a largo plazo. Por Gltimo, se comparan las
distintas caracteristicas clinicas y bioquimicas de los pacientes dependiendo del fenotipo
clinico que presentaron al diagndstico, y se realiza una breve descripcion de las familias que
presentaban mas de un miembro afecto de Sindrome de Bartter Tipo I1l. El fenotipo clinico de
presentacion, las caracteristicas clinicas y bioquimicas de cada paciente al diagnostico de la
enfermedad y al final del estudio se detallan en los Anexos 10 y 11, respectivamente. En el
Anexo 12 se detalla el tratamiento que recibid cada paciente de la cohorte al diagnostico de la

enfermedad y al final del estudio.
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3.1. Fenotipo clinico de presentacion de los pacientes de la cohorte al diagndstico de la

enfermedad

En base a distintas caracteristicas clinicas de los pacientes al diagnostico de la enfermedad, se
dividio nuestra cohorte en tres fenotipos clinicos: 1) Fenotipo clinico similar al Sindrome de
Bartter Antenatal o Neonatal: pacientes que presentaron polihidramnios durante el embarazo
y/o se diagnosticaron en el primer mes de vida, 2) Fenotipo clinico similar al Sindrome de
Gitelman: pacientes que se diagnosticaron a partir del mes de vida que presentaron una
hipocalciuria y/o una hipomagnesemia, 3) Fenotipo clinico de Sindrome de Bartter Clasico:
pacientes que no presentaron polihidramnios durante el embarazo y se diagnosticaron a partir

del mes de vida con normocalciuria o hipercalciuria, y magnesio en plasma normal.

En nuestra cohorte, 26/49 (53%) pacientes presentaron un fenotipo clinico de Sindrome de
Bartter Clasico, 17/49 (35%) pacientes presentaron un fenotipo clinico similar al Sindrome de
Bartter Antenatal o Neonatal, y 6/49 (12%) pacientes presentaron un fenotipo clinico similar
al Sindrome de Gitelman. Més adelante, en el apartado 3.9, se describen y se comparan las
caracteristicas clinicas al diagndstico y a largo plazo de los pacientes de cada grupo de fenotipo

clinico.

En resumen, en relacion al fenotipo clinico de presentacién, aunque el fenotipo clésico fue el

mas frecuente, algunos pacientes presentaron otro fenotipo (antenatal o neonatal y Gitelman).

3.2. Edad de los pacientes de la cohorte al diagnéstico y al final del estudio

La mediana de edad de los pacientes de toda de la cohorte al diagnostico clinico de la
enfermedad fue 0,67 (0,5-3) afios. En 46/49 (94%) pacientes el diagndstico clinico se realizd
en edad la pediatrica (< 18 afos). De ellos, 29/49 (60%) pacientes se diagnosticaron en el
primer afo de vida (< 1 afio), 6/49 (12%) pacientes se diagnosticaron entre el primer y el
segundo afio de vida, y 11/49 (22%) pacientes entre los 2 y los 18 afios. Solamente 3/49 (6%)
pacientes de la cohorte se diagnosticaron en la edad adulta (>18 afios), y tenian entre 22 y 26

afios de edad (Figura 19).
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Al final del estudio, la mediana de tiempo de evolucion de toda la cohorte fue 12,1 afios (6,4-
26,4). Entre todos los pacientes 29/49 (59%) tenian un tiempo de evolucién menor de 15 afios
y 20/49 (41%) igual o mayor de 15 afios. En cuanto a la edad de los pacientes al final del
estudio, 20/49 (41%) eran adultos (>18 afios) y 29/49 (59%) eran pacientes pediatricos (< 18
afios). Entre estos ultimos, 1/49 (2%) era un lactante menor de 2 afios de edad y 28/49 (57%)

eran pacientes entre 2 y 18 afios.

100% -

Edad pediarica (<18 afos): 94%

o \
80% 79%

60% -
40% -

22%
20% -

6%
0% - .
<2 afos 2-18 afos > 18 anos

Fig. 19. Representacion gréafica de la edad de los pacientes al diagnéstico clinico de la enfermedad
(n=49 pacientes).

El 94% de los pacientes se diagnosticaron en edad pediatrica (< 18 afios), entre ellos, la mayoria (72%
del total de la cohorte) eran igual 0 menores de dos afios de edad. Solamente el 6% de los pacientes de
la cohorte eran adultos (> 18 afios) al diagndstico de la enfermedad.

Por otro lado, se analizé si existia una relacién entre la edad que tenian los pacientes y el afio
en el que se realizd el diagndstico clinico de la enfermedad (Tabla 10). En toda la cohorte,
19/49 (39%) pacientes fueron diagnosticados antes del afio 2000, concretamente entre los afios
1972 y 1999. El resto de los pacientes, 30/49 (61%), fueron diagnosticados a partir del afio
2000, concretamente, entre el afio 2000 y 2018. La mediana de edad al diagndstico de los

pacientes diagnosticados antes del afio 2000 fue significativamente mayor [2,3 (0,6-16) afios]
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que la de los pacientes diagnosticados a partir del afio 2000 [0,6 (0,2-0,9) afios] (p=0,001).
Ademas, entre los casos diagnosticados a partir del afio 2000 (n=30), 25/30 (83%) tenian una
edad igual o menor de 2 afios al diagndstico. Por el contrario, entre los casos diagnosticados
antes del afio 2000 (n=19), solamente 7/19 (37%) eran igual o0 menores de dos afios. Estas

diferencias fueron estadisticamente significativas (p=0,001).

Tabla 10. Relacion entre la edad y el afio del diagnostico clinico (n=49 pacientes)

Diagnosticado afio < 2000 Diagnosticado afio > 2000
n=19 n=30 Valor
p
Valor N° Pacientes Valor N° Pacientes
Edad diagnéstica,

mediana (P25-75) 2,3 (0,6-16) 0,6 (0,2-0,9) 0,001

Pacientes < 2 afios - 7 (37%) 25 (83%)
0,001

Pacientes > 2 afios - 12 (63%) 5 (17%)

En resumen, la mayor parte de los pacientes se diagnosticaron antes de los dos afios de vida y
raramente en la edad adulta. Los pacientes diagnosticados después del afio 2000 se

diagnosticaron a una edad mas temprana que los diagnosticados antes del afio 2000.

3.3. Signos clinicos de la cohorte al diagnéstico y al final del estudio. Desarrollo

neurologico y patologias psiquiatricas a largo plazo

En nuestro estudio se analizaron los signos clinicos que presentaron los pacientes al diagnostico
de la enfermedad y al final del estudio. Asi mismo, se recogieron los episodios de
complicaciones agudas, de origen infeccioso o de otro origen, que presentaron los pacientes a
lo largo de la evolucion dando lugar a hipopotasemias severas que requirieron hospitalizaciones.
Por ultimo, se recogi6 si en la historia clinica de los pacientes se reflejaba algin signo de retraso

cognitivo, asi como si los pacientes padecian algln trastorno psiquiatrico.
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En cuanto a los signos clinicos al diagndéstico de la enfermedad, entre los 49 pacientes de la
cohorte, el signo clinico mas frecuente fue el fallo de medro que estuvo presente en 36/49
(73%) pacientes, seguido por la poliuria hallandose en 33/49 (67%), la polidipsia en 31/49
(63%), la hipotonia en 29/49 (60%), y los signos clinicos de deshidratacion (mucosas secas,
o0jos hundidos, irritabilidad) en 28/49 (57%). Los signos clinicos menos frecuentes fueron el
estrefiimiento, que estuvo presente en 15/49 (30%) pacientes, y la avidez por la sal en 8/49
(16%) pacientes. Por ultimo, los calambres, la astenia, la debilidad muscular o las palpitaciones
solamente se describieron en 5/49 (10%) pacientes. Asi mismo, en dos pacientes (4%) el
diagnostico se realizé de manera fortuita tras hallar una hipokalemia en una analitica realizada

en otro contexto. La tension arterial fue normal en todos los pacientes (Figura 20).

Fallo de medro s 73%
Poliuria e 67%
Polidpsia ey 63%
Hipotonia sy 60%
Deshidratacion ey 57%
Estrefiimiento ey 30%
Avidez sal i 16%
Calambres :-d 10%
Fortuito ka 4%

Parada Cardiorespiratoria i 2%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Fig. 20. Signos clinicos al diagnéstico de la enfermedad y su frecuencia expresada en porcentajes
(n=49 pacientes).

*Otros: Calambres, astenia, debilidad muscular o palpitaciones.

Entre todos los signos clinicos que presentaron los pacientes de nuestra cohorte, el mas grave
lo presentd el paciente SOR 51, que se diagnosticé a los 25 afios de edad en contexto de una
parada cardiorrespiratoria ademas de una rabdomiolisis y una hipokalemia severa. Este
paciente se describe con detalle mas adelante en el apartado 3.7. donde se describen los

pacientes con enfermedad renal crénica de nuestra cohorte.

En cuanto a los signos clinicos al final del estudio, se obtuvieron datos en 40 de los 49 pacientes

de la cohorte: 4/40 (10%) pacientes referian calambres, debilidad muscular y/o palpitaciones.
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Entre los pacientes que referian palpitaciones, solamente un paciente (SOR 195) presentd
alteraciones en el electrocardiograma. Este paciente fue diagnosticado a los 23 afios de edad,
diagnosticandose inicialmente de Sindrome de Gitelman, en contexto de calambres y astenia
con hipokalemia (2,9 mEg/l), hipomagnesemia (1,3 mg/dl) e hipocalciuria (indice de
calcio/creatinina 0,02 mg/mg). Present6 un alargamiento del intervalo QT en el
electrocardiograma con extrasistoles ventriculares y auriculares frecuentes. Ademas, asociaba
episodios de sincopes de repeticion desde el diagnostico de la enfermedad que persistian tras
25 afnos de seguimiento, requiriendo hospitalizaciones practicamente todos los meses con

hipokalemia severa.

En cuanto al desarrollo neuroldgico de los pacientes de la cohorte, un paciente (SOR 84)
presentaba un retraso neurolégico debido a una microdelecion del cromosoma 22, y otro
paciente (SOR 80) present un leve retraso escolar en contexto de un trastorno de déficit de
atencion e hiperactividad. En el resto de pacientes, aunque no se obtuvieron datos objetivos
sobre el desarrollo neuroldgico, en la historia de ninguno se reflejaban datos relevantes de un
retraso cognitivo. Un paciente (SOR 109) presentaba un fenotipo peculiar con ojos grandes y
frente prominente pero con desarrollo neuroldgico normal. Ademas, en nuestra cohorte, cinco
pacientes (10%) presentaron un cuadro psiquiatrico ansioso-depresivo a lo largo de la
evolucion (SOR 51, SOR 80, SOR 104A, SOR 195).

Por otro lado, se obtuvieron datos de las complicaciones agudas que presentaron los pacientes
a lo largo de la evolucion de la enfermedad en 45 de los 49 pacientes de la cohorte. En 11 de
45 pacientes (24%) precisaron varios ingresos por hipopotasemia en contexto de gastroenteritis
aguda, mal cumplimiento terapéutico o ayunas prolongadas previo a una cirugia. Ademas, 2

(4%) pacientes presentaron infecciones de orina de repeticion (SOR 5y SOR 45).

Finalmente, un paciente (SOR 104A) presento un episodio de colelitiasis en la infancia. Este
paciente presentd un fenotipo antenatal con polihidramnios durante el embarazo, y naci6 a
término a las 39 semanas de gestacion sin complicaciones en el periodo neonatal. Fue
diagnosticado de Sindrome de Bartter a los 2 meses de edad en contexto de fallo de medro con
una calciuria normal. La edad a la que presentd la colelitiasis fue desconocida, y al final del

estudio tenfa 13 afios de edad con una funcién renal normal.
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En resumen, los signos clinicos més frecuentes fueron el fallo de medro, seguido de la poliuria,
la polidipsia, la deshidratacion y la hipotonia. En el seguimiento, la clinica de los pacientes es
escasa Yy algunos pacientes refieren calambres, astenia o palpitaciones asociado a la
hipokalemia con o sin hipomagnesemia. En general, las alteraciones cardiologicas y

neuroldgicas a largo plazo fueron poco frecuentes.

3.4. Alteraciones hidroelectroliticas de la cohorte

En este apartado, se describen y se comparan las alteraciones hidroelectroliticas que
presentaron los pacientes, asi como la suplementacion oral de los distintos iones que recibian
al diagnostico clinico de la enfermedad y al final del estudio. Asi mismo, se comparan las
alteraciones hidroelectroliticas que presentaron los pacientes dependiendo de la edad que

tenian al diagnostico.

3.4.1. Comparacion de las alteraciones hidroelectroliticas de la cohorte al diagndstico

clinico de la enfermedad y al final del estudio

A continuacion, se describen y se comparan los valores de potasio, sodio, cloro, pH,
bicarbonato, calcio y magnesio en plasma de los 49 pacientes de la cohorte al diagnostico de
la enfermedad y al final del estudio. En el caso del potasio, se describe la dosis de la
suplementacién oral que recibian los pacientes. En cuanto a la suplementacion con cloruro
sodico y con magnesio, se describe si lo pacientes recibian 0 no suplementacién oral. Asi
mismo, se analiza el nimero de pacientes que presentaron hipercalciuria o hipocalciuria asi
como los valores de excrecion fraccionada de sodio, potasio y cloro en orina al diagndstico y

al final del estudio. En la Tabla 11 se resumen los resultados.

a) Alteraciones del cloro en plasma al diagnostico clinico de la enfermedad y al final
del estudio

La media de la cloremia de toda la cohorte al diagndstico de la enfermedad fue 87 £ 6 mEg/I
(valor normal > 95-105 mEqg/l). En 44/49 (90%) pacientes se halldé una hipocloremia < 95
mEq/l. En el resto de pacientes, aungue el valor del cloro en plasma fue normal, se encontraba

cerca del limite bajo de la normalidad entre 95 y 97 mEq/l. A lo largo de la evolucion, la
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cloremia media de la cohorte aumento significativamente con respecto al diagnostico [87 + 6
mEqg/l vs. 96 = 2 mEg/l (p < 0,001)]. Asi mismo, el nimero de pacientes con hipocloremia

disminuyo significativamente a lo largo de la evolucion (90% vs. 49%; p=0,002).

b) Alteraciones del potasio en plasma al diagndstico clinico de la enfermedad y al

final del estudio

Todos los pacientes presentaron una hipokalemia < 3,5 mEqg/l al diagndstico clinico de la
enfermedad con una media de kalemia de 2,4 + 0,6 mEq/I (valor normal >3,5-4,5 mEg/I): a)
En 14/49 (29%) pacientes el potasio en plasma fue igual 0 menor de 2 mEg/l, b) En 31/49
(63%) se observo una kalemia entre 2 y < 3 mEqg/l y, c) En 4/49 (8%) pacientes se hall6 una
kalemia entre 3 y < 3,5 mEq/l. Se iniciaron suplementos orales de potasio en todos los pacientes
al diagnostico de la enfermedad, y la mediana de dosis que recibieron fue de 2,5 (2-4,4)
mEqg/kg/dia: el 91% recibian potasio en forma de cloruro potésico y el 9% en forma de
hidrogenocarbonato de potasio con acido ascorbico. En 40/49 (82%) pacientes se prescribio
una dosis de potasio de entre 0,5 y 5 mEg/kg/dia y en 7/49 (14%) pacientes entre 5y 10
mEqg/kg/dia. En dos pacientes de la cohorte (4%) se prescribié una dosis mayor de 10
mEq/kg/dia: el paciente SOR 137 fue diagnosticado al mes de vida con un potasio en plasma
de 2 mEqg/l prescribiéndose una dosis de 14 mEg/kg/dia, y el paciente SOR 90 fue
diagnosticado a los 6 meses de vida con una kalemia de 1,6 mEg/l prescribiéndose una dosis

de 20 mEqg/kg/dia de potasio al diagnostico.

Al final del estudio, la kalemia media de la cohorte fue significativamente mayor (3 + 0,6
mEqg/l) con respecto al diagnostico (p < 0,001). Todos los pacientes, salvo uno que se
encontraba en fallo renal en hemodidlisis (SOR 51), recibian suplementos orales de potasio al
final del estudio. En 42/49 (86%) pacientes se hallé una hipokalemia < 3,5 mEq/l: a) En 1/49
(3%) pacientes se observé una kalemia igual o menor de 2 mEg/Il, b) En 26/49 (53%) pacientes
la kalemia estuvo entre 2 y <3 mEq/l y, ¢) En 15/49 (30%) pacientes se hall6 una hipokalemia
entre 3 y < 3,5 mEq/L
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Tabla 11. Alteraciones hidroelectroliticas de los pacientes de la cohorte al diagnéstico y al final del estudio (n=49 pacientes)

Diagndstico Final
Valor p
Valor N° Pacientes Valor N° Pacientes
Cloremia (mEg/l) *, VN > 95-105 876 - 96 +2 - <0,001
- Hipocloremia (< 95 mEg/l) - 44 (90%) - 24 (49%) 0,002
Kalemia (mEg/l) * VN: >3,5-4,5 2,4+0,6 3+0,6 <0,001
- Hipokalemia (< 3,5 mEg/l) - 49 (100%) - 42 (86%) ns
<2 mEg/l - 14 (29%) - 1 (3%) -
2 -<3 mEq/l - 31 (63%) - 26 (53%) -
3-<3,5mEqg/l 4 (8%) - 15 (30%) -

- Suplemento oral de potasio, mEqg/kg/dia ** 2,5 (2-4,4) 49 (100%) 3(1,7-5,3) 48 (98%) ns
A:Icalosis metab~élica, pH > 7,45~y HCOs (mEg/l) en RNPT: > 18; 0-2 i 49 (100%) i 49 (100%) i
afios: > 22; 2-18 afios: > 24; > 18 afios: > 26 mEq/I.

- pH en plasma *, VN 7,35-7,45 75+0,1 - 7,46 £ 0,05 - ns
2;lI32i_(i:grzlj::ﬁoonsa;c;_(zr::I;qZ/I])8*a,u~1(\)/sl\;:4 I_?Zl\éPT 16-18, RNT 16- 22, 0 y 2 afios 18- 33+6 i 30+3 i ns
Natremia (mEg/l) *, VN 135-145 mEq/I 134 +5 - 138 +2 - <0,001
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- Hiponatremia (< 135 mEq/l) - 19 (39%) - 0 (0%) 0,006

- Suplementos orales de sodio - 19 (39%) 6 (12%) 0,008
Excrecion fraccionada de sodio en orina (%) , VN RNPT < 5%, 1 * opY i i i
RNT, nifios, adultos <1% 151 30 (61%)
Excrecién fraccionada de potasio en orina (%), VN 10-15% 32+18~* 39 (80%) ~ - - -
Excrecion fraccionada de cloro en orina (%), VN <1% 16+1~ 25 (51%)~ - - -
Calcemia (mg/dl) *, VN: RN 7,6-10,5; nifios/adultos 8,5-10 10,3+0,5 - 10,3+0/4 - ns

-Hipercalcemia, por encima del VN - 2 (4%) - 0 (0%) ns
Calciuria, VN: indice calcio/creatinina (mg/mg): 0-6 meses: < 0,8; 6
meses-2 afos: < 0,5; >2 afios: < 0,2

- Hipercalciuria (por encima del limite del VN) - 16 (33%) - 10 (20%) ns

- Hipocalciuria (indice calcio/creatinina < 0,04 mg/mg) - 5 (10%) - 11 (30%) 0,008
Magnesemia (mg/dl) *, VN: RN 1,2-2,2; nifios/adultos 1,6-2,5 21+04 - 2+05 - ns

- Hipomagnesemia, RN < 1,2; nifios/adultos < 1,6 - 4 (8%) - 0 (0%) ns

- Suplementos orales de magnesio - 4 (8%) 14 (28%) 0,004

VN: valor normal, RN: recién nacido, RNPT: recién nacido pretérmino. ND: no determinado

* Valor expresado en media + desviacion estandar
** Valor expresado en mediana (P25-75)
*NuUmero de pacientes con valores por encina del valor normal.
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Por otro lado, la mediana de dosis de potasio oral que recibian los pacientes al final del estudio
fue de 3 mEqg/kg/dia (1,7-5,3), el 91% recibian cloruro potasico y el 9% hidrogenocarbonato
de potasio con &cido ascorbico. No se observaron diferencias estadisticamente significativas
en la mediana dosis de potasio oral que recibian los pacientes al diagndstico de la enfermedad
y al final del estudio. Al final del estudio, 34/47 (72%) pacientes recibian una dosis entre 0 y 5
mEq/kg/dia, y 12/47 pacientes (26%) recibian una dosis entre 5 y 10 mEqg/kg/dia. Un paciente
(2%) recibia una dosis mayor de 10 mEqg/kg/dia, concretamente de 20 mEq/kg/dia. Este
paciente era SOR 90 que, como se ha comentado anteriormente, al diagnéstico recibia la misma
dosis de potasio oral. La kalemia al final del estudio de este paciente fue de 2,6 mEqg/l y se
trataba de un paciente que precisé multiples ingresos por hipopotasemia severa en contexto de

una mala adherencia terapéutica.

Se analizo si existia alguna relacion entre la dosis de potasio que recibian los pacientes (0-5
mEq/kg/dia y 5-10 mEqg/kg/dia) y la kalemia al final del estudio. La kalemia media de los
pacientes que recibian suplementos de potasio entre 0 y 5 mEqg/kg/dia fue de 3,2 + 0,3 mEq/I,
y la kalemia media de los pacientes que recibian entre 5 y 10 mEqg/kg/dia fue de 2,8 £ 0,4
mEq/kg/dia. Estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0,07). Por altimo,
tres pacientes de la cohorte (SOR 73, SOR 97 y SOR 137) presentaron diarreas asociadas a la

suplementacidn oral del potasio que mejoraron tras disminuir la dosis.

c) Alteraciones del pH y del bicarbonato en plasma al diagnoéstico clinico de la

enfermedad y al final del estudio

Todos los pacientes de la cohorte presentaron una alcalosis metabdlica al diagnéstico (pH >
7,45, y bicarbonato > 18 mEg/l en el recién nacido pretérmino, > 22 mEq/l entre 0 y 2 afios, >
24 mEqg/I entre 2 y 18 afios, > 26 mEqg/l en mayores de 18 afios). La media del pH en plasma
de toda la cohorte al diagndstico clinico de la enfermedad fue 7,5 + 0,1, y la media del
bicarbonato en plasma de 33 £ 6 mEg/Il. Al final del estudio, la alcalosis metabolica persistio
en todos los pacientes sin hallar variaciones significativas en los valores medios de pH (7,46 £
0,05) y de bicarbonato en plasma (30 £ 3 mEg/l) con respecto al diagnostico. En el 46% de los
pacientes los niveles de bicarbonato aumentaron entre 3 y 5 meg/l a lo largo de la evolucion,
y en el 54% restante los valores de bicarbonato en plasma disminuyeron con una disminucion

de entre 2 y 22 mEqg/I.
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d) Alteraciones del sodio en plasma al diagnostico clinico de la enfermedad y al final del

estudio

La media de la natremia del total de la cohorte al diagndstico de la enfermedad fue 134 £ 5
mEq/l (valor normal 135-145 mEq/l) y 19/49 (39%) pacientes presentaron hiponatremia < 135
mEq/l precisando iniciar suplementos orales de sodio. Al final del estudio, la natremia media
de la cohorte aumentd significativamente con respecto al diagnéstico (138 £ 2 mEg/l) (p <
0,001). Ademas, ningun paciente presentd hiponatremia y el nimero de pacientes que recibian
suplementos orales de cloruro sédico disminuyo significativamente (39% vs. 12%) (p=0,008).
Los pacientes que recibian suplementos orales de cloruro sddico al final del estudio eran

pacientes pediatricos que tenian entre 4 y 10 afios de edad.

e) Pérdida de sodio, potasio y cloro por orina al diagnéstico de la enfermedad

La media de la excrecién fraccionada de sodio de la cohorte al diagnostico clinico de la
enfermedad fue 1,5 £ 1 % (valor normal en recién nacido pretérmino < 5%, RNT y nifios,
adultos <1%) y el 61% de la cohorte presentaron un valor de sodio en orina por encima del
valor de normalidad. Asi mismo, la media de excrecién fraccionada de potasio en orina al
diagnostico clinico de la enfermedad fue 32 + 18 % (valor normal 10-15%) y el 80% de la
cohorte presentd un valor por encima del valor de normalidad. Por ultimo, la media de la
excrecion fraccionada de cloro en orina al diagnostico fue 1,6 + 1 % (valor normal < 1%) v el

51% presentaron un valor de cloro en orina por encima de la normalidad.

f) Alteraciones del calcio en plasmay en orina al diagnostico clinico de la enfermedad y
al final del estudio

La calcemia media de la cohorte (valor normal en recién nacidos 7,6-10,5 mg/dl, y en nifios y
adultos 8,5-10 mg/dl) no present6 variaciones significativas a lo largo de la evolucion de la
enfermedad (al diagndstico 10,3 = 0,5 mg/dl vs. al final del estudio 10,3 £ 0,4 mg/dl). Dos
pacientes presentaron una hipercalcemia al diagnostico. El paciente SOR 67 se diagnostico a
los 4 meses de vida y presento un calcio de 11,8 mg/dl, y la paciente SOR 97 se diagnostico al
mes de vida y presentd un calcio de 11,6 mg/dl asociando ademas una hipercalciuria. Ninguno
de los dos pacientes desarrollo nefrocalcinosis. En todos los pacientes, incluidos SOR 67 y
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SOR 97, la calcemia fue normal al final del estudio. No se recogieron datos del fosforo ni de

la parathormona en plasma en ningun paciente de la cohorte.

Por otro lado, en 16/49 (33%) pacientes de la cohorte se hallé una hipercalciuria al diagndstico
(valor normal del indice de calcio/creatinina en mg/mg: 0-6 meses: 0,04-0,8; 6 meses-2 afios:
0,04-0,5; >2 afios: 0,04-0,2). Entre ellos, en cinco pacientes se hallé una nefrocalcinosis en la
ecografia renal (los pacientes de la cohorte que presentaron nefrocalcinosis se describen en el
apartado 3.5). Por otro lado, 5/49 (10%) pacientes de la cohorte presentaron hipocalciuria al
diagnostico de la enfermedad. Por altimo, en los 28/49 (57%) pacientes restantes la calciuria
fue normal. Al final del estudio, no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de
pacientes que presentaron hipercalciuria con respecto al diagnostico (al diagnostico 33% vs. al
final del estudio 20%). Sin embargo, el porcentaje de pacientes con hipocalciuria aumento
significativamente con respecto al diagnostico (al diagnostico 10% vs. al final del estudio 30%;
p=0,008). En el resto de los pacientes de la cohorte (50%) la calciuria fue normal al final del

estudio.

g) Alteraciones del magnesio en plasma al diagnostico clinico de la enfermedad y al final

del estudio

El magnesio medio de la cohorte al diagnéstico de la enfermedad fue 2,1 + 0,4 mg/dl (valor
normal en recién nacidos 1,2-2,2 mg/dl y en nifios/adultos 1,6-2,5 mg/dl) y en 4/49 (8%)
pacientes se observd una hipomagnesemia precisando iniciar suplementos orales de magnesio.
Aparte de estos cuatro pacientes, un paciente (SOR 3) presentd una hipomagnesemia
particularmente baja (0,9 mg/dl) que se corrigié en las primeras semanas tras iniciar el
tratamiento manteniendo posteriormente un magnesio normal en plasma sin precisar
suplementos. Al final del estudio, aunque la media del magnesio en plasma de la cohorte (2 £
0,5 mg/dl) fue similar a la del diagndstico, un porcentaje significativamente mayor de pacientes
recibian suplementos orales respecto al diagnoéstico (al diagnéstico 8% vs. al final del estudio
28%; p=0,004).
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3.4.2. Comparacion de las alteraciones hidroelectroliticas al diagnostico clinico de la

enfermedad segun la edad de los pacientes

Se compararon los valores de potasio, sodio, cloro y bicarbonato en plasma al diagnéstico
clinico de la enfermedad segun la edad de los pacientes. Para ello dividimos a los pacientes en
dos grupos: 1) Pacientes igual 0 menores de 2 afos al diagnostico 2) Pacientes mayores de 2

afios al diagnostico. En la Tabla 12 se resumen los resultados.

Por un lado, no se hallaron diferencias significativas en los niveles de potasio en plasma entre
ambos grupos de pacientes. Sin embargo, en los pacientes que al diagndéstico tenian una edad
igual o menor de 2 afios la natremia media fue significativamente menor (132 + 5 mEg/l) que
la de los pacientes mayores de 2 afios (135 + 4 mEqg/l) (p=0,028). Asi mismo, el porcentaje de
pacientes con hiponatremia < 130 mEg/l fue significativamente mayor en los pacientes
menores de dos afios (48%) que en los pacientes mayores de 2 afios (14%) (p=0,026). No
existian diferencias significativas en el niamero de pacientes con hipocloremia entre ambos
grupos, pero la cloremia media fue significativamente menor en el grupo de pacientes que eran
igual o menores de 2 afios al diagnostico (84 £ 5 mEqg/l ) que en los mayores de 2 afios (90 £ 5
mEq/l) (p=0,039). Igualmente, la media del bicarbonato en plasma fue significativamente
mayor en los pacientes igual o0 menores de dos afos (34 + 7 mEqg/l) que en los pacientes
mayores de 2 afios de edad (30 £ 4 mEg/l) (p=0,043).

Por otro lado, la media del magnesio en plasma al diagnostico en los pacientes mayores de 2
afios fue significativamente menor (2,1 + 0,5 mg/dl) que la de los pacientes menores de 2 afios
(1,8 £ 0,5 mg/dl) (p=0,049). Asi mismo, el porcentaje de pacientes con hipomagnesemia fue
significativamente mayor en los pacientes mayores de dos afios (46%) que en los que tenian

una edad igual o menor de 2 afios al diagndstico (3%) (p=0,001).
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Tabla 12. Comparacidn de las alteraciones hidroelectroliticas en plasma al diagnéstico clinico de la
enfermedad segun la edad de los pacientes (n=49 pacientes)

Edad al diagnéstico

en orina, por encima del VN

<2 aiios > 2 afios
n=35 n=14 Valor

Valor N° Pacientes Valor N° Pacientes :
Potasio en plasma (mEg/l) * i
VN > 3,5-4.5 mEg/l 25+0,5 22+0,3 ns
Sodio en plasma (mEg/l) * )
VN 135-145 mEq/l 132+5 135+ 4 0,028
Hiponatremia (< 135 mEqg/l) - 17 (48%) - 2 (14%) 0,026
Cloro en plasma (mEg/l) *
VN > 95-105 mEq/! 84+5 90+5 0,039
Hipocloremia (< 95 mEg/l) - 27 (7T7%) - 10 (71%) ns
Bicarbonato en plasma (mEqg/l) *
VN: RNPT 16-18, RNT 16- 22, 0 y 2
afios 18-22, 2-18 affos 2224 y> 18 afios | o+ * ' 30+4 0,043
24-26
Magnesio en plasma (mg/dl) *
VN: RN 1,2-2.2; nifios/adultos 1,625 | 21%03 - 1805 - 0,049
Hipomagnesemia, RN < 1,2 mg/dI; 0 0
nifios/adultos < 1,6 mg/dl ) 1(3%) ) 6 (46%) 0,001
EF de sodio en orina (%) ** VN <
1% en RNT, nifios y adultos, y <5%en | 1,4 (1,2-1,8) 0,5 (0,2-1,6) ns
RNPT
Valores anormales de EF de 0 0
sodio, por encima del VN 22 (63%) 8 (57%) ns
EF de potasio en orina (%) ** VN ) )
10-15% 35 (19-44) 26 (19-50) ns
Valores anormales de EF de K en 0 0
orina, por encima del VN (> 15%) 29 (82%) 10 (71%) ns
EF cloro en orina (%) ** VN <1% | 1,7 (0,8-2,2) 1(0,5-2) ns
Valores anormales de EF de ClI 19 (54%) 6 (42%) ns

VN: valor normal. RN: Recién nacido. RNT: recién nacido a término. RNPT: recién nacido pretérmino. EF: excrecion

fraccionada

* Valor expresado en media + desviacion estandar

** Valor expresado en mediana (P25-75)
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Finalmente, no se hallaron diferencias significativas entre los valores de excrecion fraccionada
de sodio, potasio y cloro en orina entre ambos grupos de edad, ni tampoco en el porcentaje de

pacientes que presentaron valores por encima de la normalidad de estos iones en orina.

En resumen, en relacion a las alteraciones hidroelectroliticas, la mayor parte de los pacientes
presentaron hipocloremia al diagndstico, y la mitad normalizan la cloremia a lo largo del
seguimiento. Asi mismo, menos de la mitad de los pacientes presentaron hiponatremia al
diagndstico, y el nimero de pacientes que precisa suplementos orales de sodio disminuye con

el tiempo.

Al diagnostico, todos los pacientes presentaron hipokalemia que mejor6 a lo largo del
seguimiento con el tratamiento. Sin embargo, en la mayoria de los pacientes, los niveles de
potasio en plasma siguian bajos, y no se observo una relacion significativa entre la kalemia y
la dosis de potasio que recibian. Asi mismo, todos los pacientes tenian alcalosis metabdlica. Si
bien los niveles de bicarbonato en plasma disminuyeron con el tiempo, en todos los pacientes
persistia una alcalosis metabdlica al final del estudio.

Por otro lado, aunque globalmente los niveles de magnesio en plasma fueron normales, con el
tiempo, un numero mayor de pacientes precisaban suplementos de magnesio. Por Gltimo, en
general, los pacientes no presentaron alteraciones del calcio en plasma. Casi la mitad
presentaron normocalciuria y un tercio hipercalciuria. Sin embargo, a lo largo de la evolucion,

un namero mayor de pacientes presentaron hipocalciuria.
Finalmente, se observé que los pacientes que eran igual o0 menores de 2 afios al diagndstico

presentaron una natremia y una cloremia menor, asi como un bicarbonato en plasma mayor que

los pacientes mayores de dos afios.
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3.5. Nefrocalcinosis, litiasis y otras malformaciones renales en la ecografia renal

En nuestro estudio, se recogio si los pacientes presentaban alteraciones renales en el
parénguima renal o en la via urinaria en la ecografia realizada al diagndstico de la enfermedad
y al final del estudio. En total obtuvimos datos de 46 de los 49 pacientes de nuestra cohorte.
En la Tabla 13 se representa el nimero de pacientes con cada anomalia renal al diagnostico de

la enfermedad y al final del estudio.

Tabla 13. Numero de pacientes al diagnostico y al final del estudio con anomalias en la ecografia
renal (n=46).

N° pacientes (%) al N° pacientes (%) al final del
diagnostico estudio
Nefrocalcinosis 4 (9%) 7 (15%)
Litiasis 4 (9%) 3 (6,5%)
Rifiones hiperecogénicos 6 (13%) 4 (9%)
Quistes renales 0 (0%) 2 (4,5%)

Ademas de los hallazgos citados en la tabla, en 2 (4%) pacientes se observaron malformaciones renales
congénitas del rifidn y del tracto urinario. Ver descripcion al final del este apartado.

Por un lado, 7/46 (15%) pacientes presentaban una nefrocalcinosis medular bilateral en la
ecografia renal. Las caracteristicas clinicas de estos pacientes se resumen en la Tabla 14. En 4
de los 7 pacientes (SOR 5, SOR 57, SOR 90, SOR 100), la nefrocalcinosis estuvo presente
desde el diagnostico de la enfermedad y todos asociaban hipercalciuria en ese momento. Los
otros tres pacientes de la cohorte que presentaron nefrocalcinosis (SOR 48, SOR 80, SOR 137),
presentaron una ecografia normal al diagnéstico y desarrollaron la nefrocalcinosis a lo largo
de la evolucion. Al final del estudio, en el paciente SOR 48 la calciuria era normal, en el
paciente SOR 80 presentaba hipocalciuria y el paciente SOR 137 presentaba hipercalciuria. En
los tres pacientes, la edad a la que iniciaron la nefrocalcinosis asi como los valores de la

calciuria a lo largo de la evolucién fueron desconocidos.
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Tabla 14. Caracteristicas clinicas de los pacientes que desarrollaron nefrocalcinosis (n=7 pacientes)

. - . P r
. Fenotipo clinico de EG Edad Edad final del Indice ca/cr Enfermedad Ot, a_s
Paciente ., H . . . . . - caracteristicas en
presentacion (semanas)  Diagn. SBIII estudio Diagn/final estudio renal cronica .
la ecografia
SOR5 Antenatal si 40 3 anos 32 afios 0,43/0,15 Si L|t|a5|s_ coraliforme
bilateral
SOR 48 Antenatal si 42 1 afio 25 afos 0,5/0,06 no -
SOR 57 Antenatal si 36 8 meses 10 afios 0,65/0,05 no _ Rinones
hiperecogénicos
SOR 80 Clasico no 42 6 afos 20 afios 0,06/0,02 Si -
SOR 90 Clasico no 39 6 meses 8 afos 2/0,3 no -
SOR 100 Clasico ND ND 26 afios 61 afios 0,4/0,2 Si -
SOR 137 Antenatal si 33 6 meses 2,5 afos 2/0,8 no -
PH: presencia o ausencia de polihidramnios. EG: edad gestacional en semanas. Diagn.: diagnostico. SBIII: Sindrome de Bartter Tipo I11. Indice de ca/cr: calcio/creatinina (mg/mg). ND: No determinado

- Se consider6 hipercalciuria cuando el indice de calcio/creatinina esta por encima de la normalidad (expresados en negrita). Valores normales: 0-6 meses indice 0,04-0,8 mg/mg; 6-12 meses 0,04-0,6

mg/mg; 12-24 meses 0,04-0,5 mg/mg; > 24 meses 0,04-0,2 mg/mg. Se defini6 hipocalciuria: indice de calcio/creatinina < 0,04 mg/mg (en negrita en la tabla)

- En la columna de la edad al diagnéstico de Sindrome de Bartter Tipo I11: se expresan en negrita los pacientes en los que la nefrocalcinosis estuvo desde el diagnéstico clinico de la enfermedad.
- En la columna de Edad al final del estudio: se expresan en negrita aquellos pacientes en los que la ecografia fue normal al diagnéstico, pero al final del estudio presentaban nefrocalcinosis.
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Entre los 7 pacientes con nefrocalcinosis de nuestra cohorte, 3 (42%) pacientes presentaron un
fenotipo clinico de Sindrome de Bartter Clasico y 4 (58%) pacientes un fenotipo clinico de
Sindrome de Bartter Antenatal o Neonatal. Ademas, tres pacientes (SOR 5, SOR 80, SOR 100)

asociaban una enfermedad renal crénica.

Aparte de los pacientes con nefrocalcinosis comentados, el paciente SOR 132 naci6 a las 33
semanas de gestacion y presentd una nefrocalcinosis medular bilateral en contexto de la
prematuridad que desaparecio en el primer afio de vida. Al final del estudio, a los 4 afios de

edad, la ecografia renal era normal (este paciente no se muestra en la Tabla 13 y 14).

Por otro lado, 4 pacientes (9 %) de la cohorte presentaron litiasis: a) El paciente SOR 62,
diagnosticado a los 3 afios de edad con fenotipo clinico de Sindrome de Bartter Clasico presentd
una Unica litiasis unilateral en el parénquima renal de 4 mm al diagndstico que desaparecio a
lo largo de la evolucion. Asociaba, ademas, una hipercalciuria al diagndstico que persistia al
final del estudio; b) El paciente SOR 51 diagnosticado a los 25 afios de edad con fenotipo
clinico de Sindrome de Gitelman y con una enfermedad renal cronica, presentaba una Unica
litiasis unilateral de tamafio desconocido en el parénquima renal que persistia tras un tiempo
de seguimiento de 23 afios. Ademas, asociaba una hipercalciuria; c¢) El paciente SOR 45,
diagnosticado a los 8 meses de edad con un fenotipo clinico antenatal con polihidramnios,
presentd una Unica litiasis unilateral de 10 mm en el paréngquima renal a los 16 meses de edad
en contexto de infecciones urinarias, que preciso la realizacién de una litotricia extracorpdrea.
La calciuria era normal al diagndstico, pero desarrollé6 una hipercalciuria a lo largo de la
evolucion; d) La paciente SOR 5 diagnosticada a los 3 afios de edad con fenotipo clinico
antenatal, ademas de una nefrocalcinosis bilateral, present6 una litiasis coraliforme bilateral en
la infancia en contexto de infecciones de orina de repeticion por Escherichia coli y Proteus
mirabillis precisando litotricia extracorpdrea en dos ocasiones en cada rifion. Ademas, a los 30
afios de edad presento un episodio de obstruccion de la via urinaria por litiasis bilaterales con
colocacion de una nefrostomia en un lado y un catéter doble J en la via urinaria del otro lado.
No presento hipercalciuria. Asi mismo, present6 un deterioro cronico de la funcion renal (ver
apartado 3.7. donde se describen los detalles de los pacientes con enfermedad renal cronica de
nuestra cohorte). En ninguno de los casos que presentaron litiasis renal se obtuvo el analisis de
la composicion del calculo, ni tampoco se obtuvieron datos de otros factores de riesgo en orina,

excepto la hipercalciuria que pudieran facilitar la formacion de los calculos en estos pacientes.
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Aparte de la nefrocalcinosis, 7 pacientes (14%) presentaron una hiperecogenicidad renal
bilateral en la ecografia. En la Tabla 15 se describen las caracteristicas de estos pacientes.
Todos presentaron un fenotipo clinico antenatal salvo un paciente (SOR 163) que presentd un
fenotipo clinico clésico. Entre los 7 pacientes de la cohorte con hiperecogenicidad renal
bilateral, en 6 pacientes estuvo presente al diagnostico de la enfermedad: en tres de ellos (SOR
3, SOR 9, SOR 57) persistia al final del estudio, y en los otros tres (SOR 104A, SOR 104B,
SOR 163) la hiperecogenicidad desaparecio tras inicio del tratamiento. Por ultimo, el paciente
SOR 186 presentd una insuficiencia renal aguda en contexto de deshidratacion (Cr 0,6 mg/dl a
los 8 meses de edad). En ese momento la ecografia fue normal, sin embargo, desarrolld
posteriormente una hiperecogenicidad renal bilateral. Al final del estudio tenia 1,5 afios de
edad. Ademas, entre todos los pacientes que presentaron una hiperecogenicidad renal bilateral
en la ecografia, dos (SOR 3 y SOR 9) asociaban una enfermedad renal cronica.

Por otro lado, dos pacientes (4%) de la cohorte presentaban quistes al final del estudio. Un
paciente (SOR 114) presentaba quistes corticales < 1 cm en el parénquima de ambos rifiones
tras un tiempo de evolucién de 28 afios. Por otro lado, la paciente SOR 3, ademés de una
hiperecogenicidad renal bilateral presente desde el diagnéstico de la enfermedad, presentaba
un quiste simple de 4 mm en el polo inferior del rifidén izquierdo al final del estudio tras 34 afios

de seguimiento de la enfermedad.

Por ultimo, en nuestro estudio, 2/46 (4%) pacientes presentaban malformaciones congénitas
del rifidn y del tracto urinario denominados CAKUT (del inglés, Congenital Anomalies of
Kidney and Urinary Tract). De ellos, un paciente (SOR 81) presentaba una hidronefrosis leve
sin reflujo vesicoureteral, y otro paciente (SOR 47) presentaba un rifion en herradura sin otras

complicaciones asociadas.
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Tabla 15. Caracteristicas clinicas de los pacientes con hiperecogenicidad renal bilateral en la ecografia (n=7)

. Fenotipo clinico Edad gestacional Edad Edad fmél del IRA al Otras
Paciente ., PH o, estudio o, ERC .
de presentacion (semanas) diagndstico SBIII (afios) diagndstico caracteristicas
. - . S. Fanconi
SOR 3 Antenatal Si 36 6 anos 34 no Si . .
Quiste simple RI
SOR9 Antenatal Si 36 2 afios 48 no Si -
SOR 57 Antenatal Si 36 8 meses 10 no no Nefrocalcinosis
Desaparece
SOR 104A Antenatal Si 39 2 meses 17 no no hiperecogenicidad
renal
Desaparece
SOR 104B Antenatal Si 34 3 dias 13 no no hiperecogenicidad
renal
Desaparece
SOR 163 Clasico No 40 14 afios 15 no no hiperecogenicidad
renal
SOR 186 Antenatal si 39 8 meses 15 si no -

SBIII: Sindrome de Bartter Tipo Il1l. RI: Rifién izquierdo. IRA: insuficiencia renal aguda. ERC: enfermedad renal crénica. PH: polihidramnios.

En la columna de la edad al diagnostico de Sindrome de Bartter Tipo I11: se expresan en negrita los pacientes en los que la hiperecogenicidad renal estuvo presenta al diagndstico de la enfermedad.

En la columna de Edad al final del estudio: se expresan en negrita aquellos pacientes con hiperecogenicidad renal al final del estudio.
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En resumen, en relacion a las alteraciones renales halladas en la ecografia renal, el 14% de
nuestra cohorte presentd nefrocalcinosis y el 9% litiasis renal. Por otro lado, el 14% de la
cohorte presentd una hiperecogenicidad del parénquima renal bilateral, en algunos casos de
manera transitoria. Por Gltimo, el 4% de los pacientes asociaban quistes renales y el 4% una

malformacion congénita del rifion y del tracto urinario.

En resumen, la nefrocalcinosis fue poco frecuente de nuestra cohorte. Un nimero pequefio de
pacientes presentaron hiperecogenicidad renal que, en algunos de ellos, desaparecié con el
tiempo. Asi mismo, la asociacion de anomalias congénitas del rifién y del tracto urinario fue

poco frecuente.

3.6. Desarrollo ponderoestatural de la cohorte

En nuestro estudio se recogio el peso y la talla que presentaron los pacientes al diagndstico de
la enfermedad y al final del estudio. Asi mismo, en los casos pediatricos se analiz6 la evolucion
del peso y de la talla a lo largo del seguimiento de la enfermedad. Finalmente, se estudiaron
los posibles factores que podrian estar relacionados con el bajo peso o la talla baja final de los

pacientes de la cohorte.

3.6.1. Peso de la cohorte al diagnostico y a lo largo de la evolucion

a) Descripcion del peso de todos los pacientes de la cohorte al diagnostico de la
enfermedad y al final del estudio

Para valorar el peso de los pacientes pediatricos se calcul6 el z-score, y en los pacientes adultos
el peso se valor6 mediante el calculo del indice de masa corporal. Al diagndstico de la
enfermedad, entre los 49 pacientes de nuestra cohorte, 46 pacientes eran pediatricos (0-18 afios)
y 3 pacientes eran adultos (> 18 afios de edad). La mediana del z-score del peso al diagnostico
de los pacientes pediatricos fue -2,4 (-3,4 — -1,3) DE. De ellos, 28/46 (60%) presentaron un
peso patoldgico (z-score < -2 DE), y 18/46 (40%) pacientes tenian un peso normal (z-score >
-2 DE). Cabe destacar que, entre todos los pacientes pediatricos con peso patoldgico al
diagndstico, 10 pacientes presentaron un z-score de peso <-4 DE al diagndstico, y todos estos
eran igual o menores de 2 afios. Ademas, un paciente (SOR 47) diagnosticado a los 7 meses de
edad con un z-score de peso de - 4 DE precisé alimentacion por gastrostomia durante la época
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de lactante. Por otro lado, entre los 3 pacientes que eran adultos al diagndstico, se obtuvieron
los valores de indice de masa corporal en dos de ellos: un paciente tenia un IMC de 22 kg/m?

y el otro de 23 kg/m?. Ambos tenian un peso dentro de la normalidad.

Al final del estudio, 29/49 (59%) eran pacientes pediatricos (< 18 afios) y 20/49 (41%) eran
pacientes adultos (>18 afios). Entre los 29 pacientes pediatricos, obtuvimos el valor del peso
en 27 pacientes: 9/27 (33%) tenian un peso patoldgico y 18/27 (67%) tenian un peso normal.
Por otro lado, entre los 20 pacientes que eran adultos al final del estudio, obtuvimos el valor
de indice de masa corporal en 15 pacientes. De ellos, 11/15 (73%) pacientes tenian un peso
normal con un IMC entre 18,5 y 24,9 kg/m?. Por otra parte, 2/15 (13%) pacientes tenian
sobrepeso con un IMC entre 25 y 29,9 kg/m?, 1/15 (7%) paciente tenia un peso inferior a la
normalidad (IMC < 18,5 kg/m?) con un IMC 17 kg/m?, y 1/15 (7%) paciente tenia una obesidad
(IMC > 30 kg/m?) con un IMC de 34 kg/m?. Este ultimo paciente (SOR 51), comentado
anteriormente, asociaba una pancreatitis cronica secundaria a un etilismo cronico, una
dislipemia cronica y una broncopatia crénica. Este paciente se describe en el apartado 3.7,

donde se describen los pacientes con enfermedad renal cronica de nuestra cohorte.

b) Descripcion de la evolucion del peso de los pacientes pediatricos a lo largo de la
evolucidn de la enfermedad. Analisis de los factores relacionados con el bajo peso

a largo plazo

Para analizar la evolucion del peso a lo largo de la evolucién de la enfermedad se seleccionaron
aquellos pacientes que eran pediatricos al final del estudio y que tenian un tiempo de
seguimiento de la enfermedad mayor de dos afios. Comparamos el z-score de peso que
presentaron estos pacientes al final del estudio con el z-score de peso que presentaron al

diagnostico de la enfermedad.

En total, analizamos la evolucion del peso de 23 pacientes. Al diagnostico de la enfermedad,
la mediana del z-score del peso al diagnéstico fue -2,5 (-3,4 — -1,3) DE, y al final del estudio
de -1 (-2 —-0,3) DE, siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p<0,001) (Figura
21). La mediana del tiempo de evolucion de la enfermedad de los pacientes fue de 7,7 (5-11,6)

anos.
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Entre los 23 pacientes en los que se estudié la evolucion del peso, en 19/23 (83%) se observo
un aumento en el z-score del peso a lo largo de la evolucion. En los 4/23 (17%) pacientes
restantes se observd un descenso del z-score del peso al final del estudio. Estos ultimos
pacientes eran SOR 45, SOR 97, SOR 114 y SOR 143, y se diagnosticaron entre los 12 dias y
los 6 meses de vida con un peso normal en ese momento (z-score de peso entre -1,5 — +2 DE).
Al final del estudio eran pacientes que tenian entre 4,5 y 13 afios de edad con un z-score de

peso entre -1,8 y -3,4 DE y, ademas, asociaban un retraso de crecimiento.

p<0,001

-2.5- J_

-5,0

I I
Peso al diagnostico Peso final

Fig. 21. Comparacion del peso al diagnéstico de la enfermedad y al final del estudio representado
mediante diagrama de cajas.

La mediana del z-score del peso al final del estudio fue mayor [z-score mediana -1 (-2 — -0,3) DE] que
la mediana de peso al diagndstico [z-score mediana -2,5 (-3,4 —-1,3) DE] (p<0,001). © Valor mas alejado
del P75, que se sitian a mas de 1,5 veces de la longitud de la caja (rango intercuartilico P75-P25). *
Valor mas alejado del P75, a méas de 3 veces de la longitud de la caja (rango intercuartilico P75-25).

Por otro lado, se estudiaron los factores que podrian tener relacion con un bajo peso a largo
plazo (Tabla 16). Al final del estudio, entre los 23 pacientes en los que se analizo la evolucion
del peso, 9/23 (39%) tenian un peso patoldgico con un z-score de peso igual o menor -2 DE, y
14/23 (61%) pacientes presentaron un peso normal con un z-score de peso mayor de -2 DE.
Los pacientes con peso patoldgico al final del estudio tenian una mediana de edad al
diagnostico significativamente menor [0,09 (0,01- 0,5) afios] que los pacientes con peso
normal al final del estudio [0,6 (0,5 — 0,8) afios] (p=0,046). Sin embargo, el tiempo de

evolucion era similar en ambos grupos de pacientes [7,4 (4-10) afios vs. 8,4 (5-13) afios].
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Tabla 16. Andlisis de los factores relacionados con el bajo peso a largo plazo (n=23)

Al final del estudio
Peso patoldgico Peso normal
z-score < -2 DE z-score > -2 DE Valor
n=9 n=14 p
Valor N° Pacientes Valor N° Pacientes
Edad diagnéstico, afios ** 0,09 (0,01 -0,5) - 0,6 (0,5-0,8) 0,046
Tiempo evolucidn, afios ** 7,4 (4-10) 8,4 (5-13) ns
Electrolitos en plasma al
diagnostico
Kalemia (mEqg/l) * 23406 24406
VN > 3,5-4,5 o= AU, - ns
Natremia (mEg/l) * 199+ 4 132 + 5
VN 135-145 = = ) ns
Hiponatremia, <135 mEq/| 7 (78%) - 6 (43%) ns
Cloremia (mEg/l) * 8645 8846
VN > 95-105 = = ; e
Hipocloremia, < 95 mEq/I 4 (44%) - 5 (36%) ns
Bicarbonato (mEg/l) *
VN: RNPT 16-18, RNT 16- 22, 39 + 10 -
0y 2 afios 18-22, 2-18 afios = = - ns
22-24 y > 18 afios 24-26
Enfermedad renal crénica 1 (11%) - 1 (7%) ns

VN: valor normal. RN: Recién nacido. RNPT: recién nacido pretérmino

* Valor expresado en media + desviacion estandar
** Valor expresado en mediana (P25-75)

Asi mismo, se analizé si existia alguna relacion entre la severidad de las alteraciones

electroliticas que presentaron los pacientes al diagnostico y el peso a largo plazo. No se

observaron diferencias significativas en la kalemia (2,3 + 0,6 vs. 2,4 £ 0,6 mEq/l), la natremia

(129 £ 4 vs. 132 £ 5 mEq/l) y el bicarbonato (39 £ 10 vs. 32 £ 4 mEg/l) en plasma, ni tampoco

en el porcentaje de pacientes con hiponatremia (78% vs. 43%) e hipocloremia (44% vs. 36%)

al diagndstico.
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Finalmente, se estudid si la enfermedad renal crénica tuvo alguna relacion con la mala
evolucion del peso de los pacientes. No se hallaron diferencias significativas entre el grupo de
pacientes con peso normal y el grupo de pacientes con bajo peso al final del estudio en cuanto

a la proporcion de pacientes con enfermedad renal crénica (11% vs. 7%).

En resumen, en relacion al peso de los pacientes pediatricos, aproximadamente la mitad tenian
un peso bajo al diagndstico, y la mayoria mejoraron el peso a lo largo del tiempo. Los nifios
que se diagnosticaron a una edad mas temprana presentaron un desarrollo ponderal peor. Sin
embargo, no se observo ninguna relacion entre el retraso ponderal y los niveles de electrolitos
en plasma o la presencia de enfermedad renal cronica. La mayoria de los pacientes adultos de

la cohorte presentaron un peso normal.

3.6.2. Crecimiento de la cohorte al diagnoéstico y a lo largo de la evolucion

En nuestro estudio, se valoré la talla de todos los pacientes calculando el z-score de la talla
tanto al diagnostico como al final del estudio. Se analizaron por separado los pacientes
pediatricos y los adultos. Por un lado, en los pacientes que eran pediatricos al diagnostico, por
el potencial de crecimiento que presentan, se valor6 la evolucion de la talla a lo largo del
seguimiento, comparando la talla que presentaron al diagnostico con la talla final. Por otro lado,
en los pacientes adultos, se valord la talla comparandola con la talla de la poblacion general y,
en los casos en los que la talla de los progenitores estuvo disponible, se analizé si la talla final
de los pacientes alcanzd la talla genética. Finalmente, se analizaron los posibles factores

relacionados con una talla baja final en todos los pacientes de nuestra cohorte.

a) Evolucion de la talla de los pacientes pediatricos de la cohorte

Al diagndstico de la enfermedad, entre los 49 pacientes de nuestra cohorte, 46 pacientes eran
pediatricos (0-18 afos), y obtuvimos el valor z-score de talla al diagnostico en todos los casos.
La mediana del z-score de la talla al diagnostico de estos pacientes fue -1,9 (-3,4 — -0,9) DE.
De ellos, 23/46 (50%) pacientes presentaron una talla patoldgica con un z-score < -2 DE, y
23/46 (50%) pacientes presentaron una talla normal con un z-score > -2 DE. Ademas, entre los
23 pacientes pediatricos con talla patologica, siete pacientes (SOR 50, SOR 80, SOR 109, SOR
124B, SOR 129, SOR 137, SOR 196) presentaron el retraso de crecimiento mas severo
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de toda la cohorte con un z-score de talla entre -4 DE y -5,3 DE. Estos pacientes fueron
diagnosticados entre los 28 dias de vida y los 6 afios de edad con un fenotipo clinico antenatal

0 neonatal, o un fenotipo clésico.

Para analizar la evolucion del crecimiento a lo largo del seguimiento, entre los 46 pacientes
pediatricos, se seleccionaron aquellos pacientes que tenian un tiempo de seguimiento de la
enfermedad mayor de 2 afios en los que obtuvimos datos de la talla tanto al diagndstico como
al final del estudio. Por lo tanto, en total, se analizo la evolucidn del crecimiento en 36 pacientes.
Al diagnostico de la enfermedad, la mediana del z-score de talla de estos pacientes fue -2,4 (-
2— -1,2) DE vy al final del estudio de -1,2 (-1,9 — -0,6) DE, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas (p=0,029) (Figura 22). La mediana de tiempo de evolucion de
los 36 pacientes fue 12,1 (6,4-26,4) afos.

%]

p=0,029

| |
Talla diagnostico Talla final
Fig. 22. Comparacion de la talla al diagndstico y al final del estudio mediante diagrama de cajas.

La mediana del z-score al final del estudio fue mayor [-1,2 (-1,9 — -0,6) DE] que la mediana de talla al
diagnostico al diagndstico de la enfermedad [-2,4 (-2 — -1,2) DE]. Los pacientes mejoraron la talla de
manera significativa a lo largo de la evolucion de la enfermedad (p=0,029). * Valor mas alejado del
P25, a mas de 3 veces de la longitud de la caja (rango intercuartilico P25-75).

A lo largo de la evolucion, en 28/36 (77%) pacientes se observo una mejoria de la talla
observando un aumento de z-score al final del estudio respecto al diagnéstico. Por el contrario,

en 8/36 (23%) pacientes se observd un estancamiento o un empeoramiento de la talla (SOR 84,
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SOR 90, SOR 97, SOR 104, SOR 114, SOR 123, SOR 124A, SOR 143). Estos ultimos 8
pacientes fueron diagnosticados entre el primer dia y los 6 meses de edad con un z-score de
talla entre -4 y +0,6 DE. Al final del estudio tenian entre 4 y 13 afios de edad y un z-score de
talla entre -1,5 y -6,7 DE. Entre ellos, dos pacientes tuvieron muy mala adherencia al
tratamiento (SOR 90 y SOR 123). El paciente SOR 90 presento un z-score de talla al
diagnostico de -1,4 DE, y al final del estudio, tras un tiempo de seguimiento de 7 afios, su z-
score de talla era de -6,7 DE. Por otro lado, el paciente SOR 123 presentd un z-score de talla
al diagnéstico de -2,3 DE. Al final del estudio, tras un tiempo de seguimiento de 12 afios, su z-
score de talla era -6,6 DE y ademas presentaba una enfermedad renal cronica. Ningun paciente

de la cohorte recibié hormona de crecimiento a lo largo de la evolucion de la enfermedad.

b) Valoracion de la talla en los pacientes adultos de nuestra cohorte

Se analizé la talla de los pacientes adultos de nuestra cohorte comparandola con la talla de
referencia de la poblacién general en cada sexo (282). Al final del estudio, 20 pacientes de la
cohorte eran adultos, y obtuvimos datos de la talla en 16 de ellos, de los cuales 11 eran mujeres
y 5 eran hombres. La mediana del z-score de la talla al diagnostico de estos pacientes fue -0,5
(-1-+0,5) DE. Las mujeres presentaron una mediana de z-score de talla de + 0,12 (-0,5—0,65)
DE y los hombres de - 1 (-2 — -0,6) DE. Solamente dos pacientes (12%), ambos varones, se
encontraban por debajo del valor de referencia poblacional. Por un lado, el paciente SOR 23,
diagnosticado al afio y 9 meses de edad presentd mala adherencia terapéutica a lo largo de la
evolucion. Al final del estudio tenia 28 afios de edad, una talla de 163 cm con un z-score de -
2,1 DE y su funcion renal era normal. Por otro lado, el paciente SOR 129, fue diagnosticado a
los 3 afios de edad y precisé hospitalizaciones en multiples ocasiones por hipopotasemia severa.
Al final del estudio tenia 22 afios de edad, una talla de 155,5 cm con un z-score de -3,4 DE y

su funcion renal fue normal.

Asi mismo, entre los 20 pacientes que eran adultos al final del estudio, en 10 pacientes se
calculd la talla diana a partir de la talla de los progenitores, y se comparo la talla final de estos
pacientes con la talla genética. Se observo que todos los pacientes menos dos (70%) alcanzaron
la talla genética. Los pacientes SOR 129 y SOR 54B no alcanzaron la talla diana. El paciente
SOR 129, comentado en el parrafo anterior, presentd una talla baja con respecto a la poblacion
general (155,5 cm), y no alcanzé la talla genética (181 £ 5 cm).
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Por otro lado, el paciente SOR 54B era un paciente diagnosticado a los 4 meses de edad que al
final del estudio tenia 36 afios de edad con una talla de 165 cm, cuando su talla genética era
177 £ 5 cm. La talla final de su hermano gemelo SOR 54C y de su hermana mayor SOR 54A,

también afectos de la enfermedad, fue desconocida.

c) Analisis de los factores relacionados con la talla baja a largo plazo en nuestra
cohorte

Al igual que con el peso, se estudiaron los factores que podrian estar relacionados con el retraso
de crecimiento a largo plazo en los pacientes de nuestra cohorte. Este andlisis se realiz6 tanto
con pacientes que eran adultos como los que eran pediétricos al final del estudio. En los casos
que eran pediatricos, solamente se seleccionaron los pacientes que tenian un seguimiento de la
enfermedad mayor de dos afios. Por lo tanto, en total, se realiz6 el analisis con 43 pacientes de
la cohorte y se dividieron los pacientes en dos grupos: 1) Pacientes con talla patolégica al final
del estudio (z-score de talla < -2 DE) y, 2) Pacientes con talla normal al final del estudio (z-

score de talla > -2 DE). En la Tabla 17 se muestran los resultados.

Al final del estudio, 12/43 (28%) pacientes tenian una talla patoldgica con un z-score igual o
menor de -2 DE y 31/43 (72%) pacientes tenian una talla normal con un z-score mayor de -2
DE. Los pacientes con crecimiento patoldgico al final del estudio se diagnosticaron a los 0,6
(0,5-0,7) afios de edad, y los pacientes con crecimiento normal a los 0,8 (0,3-2,3) afios de edad,
sin observar diferencias significativas entre ambos grupos. Asi mismo, no observamos
diferencias significativas en la media de la edad gestacional al nacimiento (37 = 3 vs. 37 + 2
semanas) ni en el porcentaje de pacientes que nacieron prematuros en cada grupo de pacientes
(16% vs. 19%). Sin embargo, la mediana del tiempo de evolucion fue mayor en los pacientes
con talla normal al final del estudio [8 (5-12) afios] que la de los pacientes con talla patoldgica
[15 (5-26) afios] (p=0,04).

Se analiz6 si existia alguna relacion entre el retraso de crecimiento y la severidad de las
alteraciones electroliticas al diagndstico. No hallamos diferencias significativas en la natremia
(media 132 £ 5 vs. 133 £ 5 mEqg/l), en el porcentaje de pacientes con hiponatremia (50% vs.
35%) e hipocloremia (58% vs. 61%) al diagnostico entre ambos grupos. Sin embargo, en el

grupo de pacientes con retraso de crecimiento, la kalemia media al
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diagnostico fue menor (2,1 £ 0,3 vs. 2,7 = 0,6 mEg/l; p=0,04) y la media del bicarbonato en
plasma al diagnostico fue mayor (38 + 10 vs. 31 + 4 mEg/l; p=0,037) en comparacion con los

pacientes con crecimiento normal a largo plazo.

Por otro lado, no se observo ninguna relacion entre el retraso de crecimiento y el desarrollo de
la enfermedad renal cronica. No se observaron diferencias significativas entre ambos grupos

en la proporcion de pacientes que desarrollaron enfermedad renal cronica (8% vs. 16%).

En resumen, con respecto a la talla, la mitad de los pacientes pediatricos presentaron una talla
baja al diagndstico y, a lo largo del seguimiento, dos tercios mejoraron la talla. Practicamente
la totalidad de los pacientes adultos de la cohorte presentaron una talla normal con respecto a
la poblacién general. La hipokalemia, los niveles altos de bicarbonato en plasma y el menor

tiempo de seguimiento se asociaron con una talla baja a largo plazo.
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Tabla 17. Andlisis de los factores implicados en el crecimiento a largo plazo (n=43 pacientes)

Al final del estudio
Talla patologica Talla normal Val
z-score < -2 DE z-score > - 2 DE 2Lele
n=12 n=31 P
Valor N° Pacientes Valor N° Pacientes
Edad diagnéstico, afios ** | 0,6 (0,5-0,7) 0,8 (0,3-2,3) - ns
Evolucién, afios ** 8 (5-12) - 15 (5-26) - 0,04
Edad gestacional, 3743 3742 ns
semanas * B B
Prematuridad
- 0, - 0,
(O Te— 2 (16%) 6 (19%) ns
Electrolitos en plasma
final del estudio:
Natremia (mEqg/I) * 132 +5 133+5 ns
VN 135 - 145 - -
Hiponatremia (<130 mEg/I) - 6 (50%) - 11 (35%) ns
Cloremia (mEg/l) *
+ +
VN 95-105 mEg/I 875 886 ns
Hipocloremia, < 95 mEq/1l - 7 (58%) - 19 (61%) ns
Kalemia, (mEg/l) * 2,1+0,3 2,7+0,6 0,041
Bicarbonato (mEg/l) *
VN: RNPT 16-18, RNT 16- 22, 38 + 10 31+4 0037
0y 2 afios 18-22, 2-18 afios 22- - - '
24 y > 18 afios 24-26
Enfermedad renal cronica - 1 (8%) - 5 (16%) ns

VN: valor normal. RN: Recién nacido. RNPT: recién nacido pretérmino

* Valor expresado en media = DE

** Valor expresado en mediana (P25-75)
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3.7. Funcién renal de la cohorte

En este apartado, se describen inicialmente los pacientes que presentaron una insuficiencia
renal aguda al diagndstico de la enfermedad. Por otro lado, se analiza si los pacientes de nuestra
cohorte desarrollaron una enfermedad renal cronica (ERC), asi como la edad en la que iniciaron
el deterioro de la funcion renal. Asi mismo, se describen las caracteristicas principales de los
pacientes con ERC. Finalmente, se analizan los posibles factores relacionados con el deterioro

cronico de la funcion renal en nuestra cohorte.

3.7.1. Insuficiencia renal aguda al diagndstico de la enfermedad

En cuanto a la insuficiencia renal aguda, 2 pacientes (SOR 8 y 186) presentaron un deterioro
agudo de la funcion renal en contexto de deshidratacion. El paciente SOR 8 fue diagnosticado
a los 2 afios de edad con un retraso ponderoestatural severo (z-score de peso -4,8 DE y de talla
-3,1 DE) y una poliuria presentando un Filtrado Glomerular Estimado (FGE) de 44
ml/min/1,73m?. El paciente SOR 186, fue diagnosticado a los 8 meses de edad en contexto de
un retraso ponderoestatural (z-score de peso -2,3 DE y de talla -2,7 DE) con una creatinina de
0,6 mg/dl. En este ultimo paciente, como se ha comentado anteriormente, se observo una
hiperecogenicidad renal bilateral en la ecografia renal al final del estudio, a los 2,5 afios de
edad. En ambos pacientes que presentaron una insuficiencia renal aguda, la funcién renal se

normalizé tras la rehidratacion.

3.7.2. Desarrollo de enfermedad renal crénica en la cohorte

En nuestro estudio, tras una mediana de tiempo de evolucion de 12,1 (6,4-26,4), 38/49 (88%)
tenian una funcion renal normal (ERC grado 1) y 11/49 (22%) pacientes presentaron deterioro
cronico de la funcién renal. Entre estos Gltimos, 3/49 (6%) pacientes presentaban una ERC
grado 11 (FGE 60-90 ml/min/1,73m?), 5/49 (10%) ERC grado Il (FGE 30-60 ml/min/1,73m?),
2/49 (4%) pacientes ERC grado IV (15-30 ml/min/1,73m?) y, 1/49 (2%) paciente (SOR 51) se
encontraba en un estadio V (FGE < 15 ml/min/1,73m?) en hemodialisis cronica a los 48 afios
de edad. Los pacientes que desarrollaron enfermedad renal crénica en nuestra cohorte
presentaron una mediana del ritmo de descenso del filtrado glomerular a lo largo de la
evolucion de 1,2 ml/min/1,73m?/afio (0,7-2,3).
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En la Tabla 18 se resumen las caracteristicas principales de los pacientes con ERC. Entre los
11 pacientes con ERC, 9 eran mujeres y 2 eran hombres. La mediana de edad al diagndstico de
la enfermedad de los 11 pacientes que desarrollaron ERC fue 3,2 (0,5-17) afios. Los pacientes
SOR 3, SOR 5 y SOR 9 presentaron un fenotipo antenatal con polihidramnios durante el
embarazo, y se diagnosticaron de Sindrome de Bartter a los 6 afios, a los 3 afios y a los 2 afios
de edad, respectivamente. Ademas, dos de ellos (SOR 3 y SOR 9) nacieron prematuramente a
las 36 semanas de gestacion. Por otro lado, 6 pacientes (SOR 54A, SOR 54C, SOR 115, SOR
123, SOR 197) presentaron un fenotipo clinico de Sindrome de Bartter clasico
diagnosticandose entre los 3,5 meses y los 17 afios. Por ultimo, los pacientes SOR 51 y SOR
100 presentaron un fenotipo clinico de Sindrome de Gitelman y se diagnosticaron a los 25 y

26 anos de edad, respectivamente.

Entre los 11 pacientes que presentaron ERC en nuestra cohorte, 7/11 (63%) pacientes
presentaban un deterioro cronico de la enfermedad desde el momento del diagndstico (SOR 3,
SOR 9, SOR 51, SOR 80, SOR 100, SOR 115y SOR 197). Por otro lado, los otros 4/11 (37%)
pacientes con ERC (SOR 5, SOR 54A, SOR 54C, SOR 123), tenian una funcion renal normal
al diagndstico, sin embargo, presentaron un deterioro crénico de la funcion renal a lo largo de
la evolucion diagnosticandose de una ERC tras un tiempo de evolucion entre 7 y 31 afios. Los
pacientes SOR54A y SOR 54C pertenecen a la misma familia (SOR 54). Las familias en los
que existe mas de un miembro con Sindrome de Bartter Tipo 1l se describen en el apartado
3.10.
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Tabla 18. Caracteristicas clinicas de los pacientes con enfermedad renal crénica (n=11 pacientes)

i inici FGE Otras
Fenotipo EG/PH Edad  Edad inicio Edad final FGE final Proteinuria  Ecografia renal Variante CLCNKB

Paciente clinico Diagn. ERC Diagn. caracteristicas

Hiperecogenicidad,

desdiferenciacion

SOR 3 Antenatal 36/si 6 6 34 85 (I1) 37 (1 Si corticomedular S. Fanconi secundario p.Ala204Thr hom
bilateral. Quiste
polo inferior RI

Nefrocal., litiasis LEOC (2 sesiones)

SOR5 Antenatal 40/si 3 24 32 100 59 (111) No coraliforme bilat  Obstruccién via urinaria p.Ala204Thr hom
SOR 9 Antenatal 36/si 2 2 48 80 (1) 44 (111) Si ND - p.Ala204Thr hom
PCR al diagn.
. . . L obesidad, pancreatitis por
SOR 51 Gitelman  ND/ND 25 25 48 32 (1V) 12 (V) Si Litiasis unilateral etilismo, dislipemia. p.Ala204Thr hom
Mal cumplimiento del tto
- p.Ala204Thr
SOR 54A Clasico 42/no 0,5 315 36 100 67 (1) No ND p.Glu442Gly
- p.Ala204Thr
SOR 54C Clasico 38/no 0,3 23 26 98 69 (1) No ND p.Glu442Gly
SOR 80 Clasico 40/no 6 6 20 60 (I1) 35 (1) Si Nefrocalcinosis - p.Arg595* hom
SOR 100 Gitelman ~ ND/ND 26 26 61 47 (1) 26 (IV) Si Nefrocalcinosis - p.Ala204Thr hom
SOR 115 Clasico 39/no 17 17 53 76 (1) 52 (1) No Normal - p.Ala204Thr hom
SOR 123 Clasico 37/no 0,3 10 12 Cro0,3 59 (1) No Normal - p.Ala204Thr hom
SOR 197 Césico 38/no 1,6 1,6 5 72 (1) 70 (1) No Normal - p.Ala204Thr hom

EG: edad gestacional (semanas). PH: polihidramnios durante el embarazo (si/no). Edad diagn: edad a la que se diagnostica la enfermedad en afios. Edad inicio ERC: edad de inicio de la enfermedad renal crénica
expresado en afios. En negrita se expresan los pacientes que tenian ERC al diagnéstico. Edad final: Edad al final del estudio en afios. FGE Diagn: filtrado glomerular estimado al diagndstico en ml/min/1,73m? (entre
paréntesis se muestra el grado de ERC). En los nifios menores de un afio se muestra el valor de la creatinina en mg/dl. FGE final: filtrado glomerular estimado al final del estudio en ml/min/1,73m2. En los pacientes
menores de 1 afio se muestra el valor de la creatinina en mg/dl. Ecografia renal: alteraciones ecogréficas a lo largo de la evolucion. Nefrocal: nefrocalcinosis. Bilat: bilateral LEOC: litotricia extracorpérea ND: No
determinado. RI: Rifién izquierdo. PCR: parada cardiorrespiratoria. Tto: tratamiento. Hom: homocigosis. * Paciente en hemodialisis
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En 5 de los 11 (45%) pacientes con enfermedad renal cronica de nuestra cohorte se observaron
alteraciones en la ecografia renal: tres pacientes (SOR 5, SOR 80 y SOR 100) presentaron una
nefrocalcinosis bilateral, dos pacientes presentaron litiasis (SOR 5 y SOR 51), y un paciente
(SOR 3) presento una hiperecogenicidad con desdiferenciacion corticomedular bilateral desde
el diagndstico de la enfermedad, asi como un quiste simple renal unilateral al final del estudio.

No se observaron otras malformaciones renales en ningun otro paciente.

Por otro lado, 5 de los 11 pacientes con ERC (45%) en nuestra cohorte asociaban una
proteinuria glomerular, todos ellos se encontraban en una situacion de ERC grado 111 o mayor
(FGE < 45 ml/min/1,73m?). En todos estos pacientes, la proteinuria estuvo por debajo del
rango nefrético (indice de proteinas/creatinina < 2 mg/mg). Un paciente (SOR 3) presenté una
proteinuria mixta (glomerular y tubular) y con el tiempo presentd una proteinuria de

predominio glomerular (ver descripcion de este paciente méas abajo).

Entre todos los pacientes con ERC de la cohorte, la paciente SOR 3, a pesar de haber tenido
una historia de polihidramnios durante el embarazo y haber nacido prematura de 36 semanas,
fue diagnosticada clinicamente a los 6 afios de edad. En el momento diagndstico presentaba un
retraso de crecimiento con poliuria y polidipsia, una hipopotasemia de 1,4 meg/l y enfermedad
renal cronica (FGE 85 ml/min/1,73m?). Ademas, asociaba un Sindrome de Fanconi secundario
con hipofosforemia de 3 mg/dl (valor normal 3,8-6,8 mg/dl) con hiperfosfaturia (tasa de
reabsorcion de fosforo de 57%, valor normal 85-95%), glucosuria, &cido Urico bajo en plasma
de 2,5 mg/dl (valor normal 3,5-7 mg/dl) con una excrecién fraccionada de acido Urico en orina
de 36% (valor normal 7,6 + 0,6%), una aminoaciduria generalizada y una proteinuria mixta (10
mg/m?/hora) con una beta-2 microglobulina en orina de 1000 mcg/l (valor normal < 170 mcg/1).
El valor de la microalbuminuria al diagndstico fue desconocido. Asi mismo, presento cifras
de magnesio en plasma particularmente bajas (0,9 mg/dl) con una excrecion de magnesio en
orina elevada ademas de una calcemia en limite alto de la normalidad de 10,5 mg/dl (valor
normal 8,5-10,5 mg/dl), una calciuria elevada de 11 mg/kg/dia (valor normal < 4 mg/kg/dia),
y ausencia de citrato en orina 0 mg/kg/dia (valor normal 11,43 £+ 7,74 mg/Kg/24 h). No
obtuvimos valores de la parathormona. En la ecografia renal se observaron rifiones
hiperecogénicos con desdiferenciacion corticomedular y estos hallazgos se mantuvieron a lo
largo de la evolucion de la enfermedad. Ademas, al final del estudio, en la ecografia presentaba

un quiste simple de 4 mm en polo inferior del riidn izquierdo. Todas las alteraciones
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bioquimicas halladas al diagnéstico se corrigieron tras iniciar el tratamiento, persistiendo la
alcalosis metabolica y la hipokalemia. La calciuria se normalizé y no desarroll6 nefrocalcinosis.
Al final del estudio, a los 34 afios de edad presentaba un FGE de 37 ml/min/1,73m? y una
proteinuria de predominio glomerular (indice de proteinas/creatinina de 0,4 mg/mg). En esta
paciente se realizé una biopsia renal que mostro 8 glomérulos, la mayoria de ellos atroficos,
pequefios y en vias de esclerosis. Asi mismo, se observo una marcada fibrosis intersticial a
nivel cortical con atrofia parenquimatosa muy acusada. A nivel yuxtaglomerular se describio
la presencia de marcada fibrosis con desaparicion glomerular ostensible. En la microscopia

electronica present6 una marcada fibrosis intersticial con hiperplasia yuxtaglomerular.

Por otro lado, el paciente SOR 5, a pesar de presentar un fenotipo antenatal, se diagnostico
clinicamente a los 3 afios de edad en contexto de fallo de medro y poliuria. Ademas de los
signos clinicos y bioquimicos tipicos de los pacientes de Sindrome de Bartter Tipo I11 (kalemia
2 mEqg/l, cloremia 85 mEg/I, bicarbonato en plasma 28 mEg/l) y una nefrocalcinosis desde el
momento del diagnostico, presentd una litiasis coraliforme bilateral en la infancia en contexto
de infecciones de orina de repeticion por Escherichia Coli y Proteus mirabillis. Precisé dos
sesiones de litotricia extracorporea. A los 30 afios de edad present6 un episodio de obstruccion
de la via urinaria por litiasis bilaterales con colocacién de una nefrostomia en un lado y un
catéter doble J en el otro lado. Si bien al diagndstico presentaba una funcion renal normal (FGE
100 ml/min/1,73m?), al final del estudio tenia una enfermedad renal crénica grado Il (FGE 60
ml/min/1,73m?) a los 32 afios de edad. Esta paciente también se ha mencionado en el apartado

3.5. donde se describen los pacientes con nefrocalcinosis v litiasis.

Por otro lado, el paciente SOR 51 se diagnostico a los 25 afios de edad en contexto de una
parada cardiorrespiratoria ademas de una rabdomiolisis severa. Presentd un fenotipo Gitelman
con una hipopotasemia grave (0,7 mEg/l) y una hipomagnesemia (1,4 mEg/l) con
normocalciuria. Presentd una enfermedad renal créonica estadio 111 (FGE 32 ml/min/1,73m?) al
diagndstico, ademas de una proteinuria glomerular (indice de proteinas/creatinina 1,1 mg/mg).
Al final del estudio, presentaba una obesidad con un indice de masa corporal de 34 kg/m?,
ademas de una pancreatitis cronica secundaria a un etilismo crénico, una dislipemia cronica y
una broncopatia crénica. Presentd mala adherencia terapéutica con maultiples ingresos por
hipopotasemia a lo largo de la evolucion, y al final del estudio, a los 48 afios de edad, se

encontraba en hemodidlisis cronica.
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En cuanto a las caracteristicas moleculares en el gen CLCNKB de los pacientes con ERC de
nuestra cohorte: a) En 8/11 (72%) pacientes la variante p.Ala204Thr en homocigosis, b) En
2/11 (20%) pacientes (SOR 54A y SOR 54C) la variante p.Ala204Thr en heterocigosis con la
variante missense p.Glu442Gly, yc) En 1/11 (8%) paciente (SOR 80) la variante nonsense
p.Arg595" en homocigosis.

3.7.3. Andlisis de los factores relacionados con el desarrollo de enfermedad renal crénica

a largo plazo

Se estudiaron los posibles factores que podrian estar relacionados con el desarrollo de la
enfermedad renal crénica (ERC) a largo plazo en nuestra cohorte. Para ello, se dividieron los
pacientes en dos grupos: 1) Pacientes que desarrollaron ERC durante la evolucion con un
filtrado glomerular estimado menor de 90 ml/min/1,72m? (n=11 pacientes) 2) Pacientes que
mantuvieron una funcién renal normal durante la evolucion con un filtrado glomerular igual o

mayor de 90 ml/min/1,72m? (n=38 pacientes). En la Tabla 19 se muestran los resultados.

Por un lado, la edad al diagndstico de los pacientes con ERC fue significativamente mayor que
la de los pacientes con funcion renal normal [3,2 (0,5-17) vs. 0,6 (0,4-2) afios; p=0,038] (Figura
23). Ademas, hallamos una relacién significativa entre el afio de diagndstico y el desarrollo de
ERC: el 90% de los pacientes que mantuvieron una funcién renal normal a largo plazo fueron
diagnosticos posteriores al afio 2000, mientras que, en el grupo de pacientes con ERC
solamente el 40% fueron diagnosticados a partir de ese afio (p= 0,014). Por otro lado, los
pacientes con ERC presentaron un tiempo de evolucion de la enfermedad mayor que los
pacientes con funcidn renal normal [30 (20-48) vs. 9,5 (5-19); p=0,003].
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Tabla 19. Anélisis de los factores implicados en el desarrollo del enfermedad renal cronica a largo
plazo (n=49 pacientes)

Enfermedad renal cronica Funcién renal normal
n=11 n=38 Valor
p
Valor N° Pacientes Valor N° Pacientes
Edad diagndstico, afios ** 3,2 (0,5-17) - 0,6 (0,4-2) - 0,038
Ano de diagndstico
Afio <2000 8 (60%) 11 (10%)
0,014
Afio > 2000 3 (40%) 27 (90%)
Tiempo de evolucion, afios ** | 30 (20-48) - 9,5 (5-19) - 0,003
Edad gestacional, semanas * 38+2 38+2 ns
Prematuridad, <37 semanas - 2 (22%) - 6 (16%) ns
Electrolitos en plasma al
diagnostico
1 *
Kalemia (mEq/l) 2£05 2504 0,041
VN 3,5-4,5
Bicarbonato (mEg/l) *
VN: Rl:lPT 16-18, RNT~16— 22, 34+2 30+3 0.004
0y 2 afos 18-22, 2-18 afios 22-
24 y > 18 afios 24-26
Dosis Indometacina
. ’ 2(1,4-2,5 - 1,2 (0,2-1,7 - 0,022
(mg/kg/dia) ** ( ) ( )
Nefrocalcinosis - 3 (27%) - 4 (10%) ns
Descompensaciones agudas - 3 (27%) - 10 (26%) ns

VN: valor normal
* Valor expresado en media + desviacién estandar
** Valor expresado en mediana (P25-75)
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Fig. 23. Relacién entre la edad al diagndstico y el desarrollo de enfermedad renal crénica
representado mediante diagrama de cajas.

En el eje horizontal se muestran dos grupos de pacientes: 1) Pacientes con funcidn renal normal al
final del estudio (n=38) 2) Pacientes con enfermedad renal cronica (ERC) al final del estudio (n=11).
En el eje vertical se muestra la edad en afios. Los pacientes con ERC se diagnosticaron mas tarde que
los pacientes con funcion renal normal a largo plazo (p= 0,038) ° Valor mas alejado del P75, que se
sitian a mas de 1,5 veces de la longitud de la caja (rango intercuartilico P75-P25). * VValor mas
alejado del P75, a mas de 3 veces de la longitud de la caja (rango intercuartilico P75-25).

En cuanto a los datos perinatales, no se observaron diferencias significativas en la media de
edad gestacional al nacimiento entre ambos grupos (38 + 2 vs. 38 + 2 semanas) ni en el

porcentaje de pacientes que nacieron prematuros (22% vs. 16%).

En relacion a las alteraciones hidroelectroliticas, la media de la kalemia al diagnéstico en los
pacientes que desarrollaron una enfermedad renal cronica fue significativamente menor (2 +
0,5 mEq/) que la de los pacientes con funcion renal normal (2,5 £ 0,4 mEq/) (p=0,041). Asi
mismo, la media del bicarbonato en plasma al diagndstico entre los pacientes con deterioro
cronico de la funcion renal (34 + 2 mEg/l) fue mayor que la de los pacientes con funcién renal
normal (30 £ 3 mEqg/l) (p=0,004).
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Por otra parte, la media de dosis de indometacina que recibian los pacientes con desarrollo de
ERC a largo plazo era significativamente mayor de que la de los pacientes con funcion renal
conservada [2 (1,4-2,5) vs. 1,2 (0,2-1,7) mg/kg/dia; p=0,022]. Finalmente, no se hallaron
diferencias significativas entre ambos grupos en el porcentaje de pacientes que presentaron
nefrocalcinosis (27% vs. 10%) y descompensaciones agudas (27% vs. 26%).

En resumen, el 22% de nuestra cohorte present6 un deterioro crénico de la funcién renal. Entre
ellos, el 37% presentaba una nefrocalcinosis en la ecografia renal y el 72% presentaba la
variante p.Ala204Thr en homocigosis. La edad, la severidad de la hipokalemia y de la alcalosis
metabolica al diagnostico y el tiempo de evolucion de la enfermedad fueron factores

relacionados con el desarrollo de la enfermedad renal crénica en nuestra cohorte.

En resumen, en relacion a la funcién renal, la insuficiencia renal aguda asociada a la
deshidratacion al diagnoéstico de la enfermedad fue poco frecuente. A lo largo de la evolucién,
un cuarto de los pacientes desarrollaron enfermedad renal cronica. Una edad mayor al
diagndstico, o un diagnostico antes del afio 2000, y un tiempo de evolucion mayor, fueron
factores relacionados con el deterioro cronico de la funcion renal. Asi mismo, la hipokalemia
y los niveles altos de bicarbonato en plasma al diagndstico de la enfermedad, asi como una

dosis mayor de indometacina se relacionaron con la enfermedad renal crénica.

3.8. Tratamiento al diagnostico y al final del estudio

En este apartado se describe y se compara el tratamiento que recibian los pacientes de nuestra
cohorte al diagnostico y al final del estudio. El tratamiento que recibieron los pacientes en
relacion con los suplementos de cloruro sodico, potasio y magnesio se han descrito en el
apartado 3.4.1. Sin embargo, aqui se describe el tratamiento de los pacientes con inhibidores
de la prostaglandina E2, con protectores gastricos, y con ahorradores de potasio o con
inhibidores de la aldosterona (eplerrenona, espironolactona) (Tabla 20). En el Anexo 12 se
detalla el tratamiento que recibia cada paciente de la cohorte al diagndéstico de la enfermedad

y al final del estudio.
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Tabla 20. Tratamiento al diagnostico y al final del estudio (n=49 pacientes)

Al diagnostico Al final del estudio
Valor p
Valor N° Pacientes Valor N° Pacientes

AINES - 46 (94%) - 44 (88%) ns

Indometacina, mg/kg/dia * 1,7+£0,7 41 (89%) 1,7+£09 40 (91%) ns

Ibuprofeno, mg/kg/dia ** 27 (14-30) 4 (9%) 18 (10-29) 3 (7%) ns

Tolmetina - 1 (2%) - 1 (2%) ns
Protector gastrico - 27 (55 %) - 29 (59%) ns
Ahorradores de potasio 13 (27%) 24 (49%)

Espironolactona - 13 (27%) - 19 (39%) 0,028

Eplerrenona - 0 (0%) - 5 (10%) 0,021

IECAS - 2 (4%) - 7 (14%) 0,033

* Valor de la media + DE

** Valor de la mediana (P25-75)

AINEs: antiinflamatorios no esteroideos.

IECAs: inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina.

En cuanto al tratamiento con antiinflamatorios no esteroideos (AINES), en ningin caso con
polihidramnios durante el embarazo se administraron AINEs a la madre. Entre los 49 pacientes
de la cohorte, en 46/49 (94%) pacientes se prescribié un AINEs no selectivo de la enzima
ciclooxigenasa al diagnostico de la enfermedad: 41/46 (91%) pacientes recibieron
indometacina, 4/49 (6%) pacientes recibieron ibuprofeno y 1/46 (3%) tolmetina. La media de
la dosis de indometacina que recibieron fue 1,7 + 0,7 mg/kg/dia, y la media de la dosis de
ibuprofeno fue 24 + 9,5 mg/kg/dia. En tres pacientes no se prescribieron AINEs al diagnéstico,
ni tampoco se introdujo ningun AINE a lo largo de la evolucion de la enfermedad. Entre ellos,
el paciente SOR 51, comentado previamente, presenté una parada cardiorrespiratoria al
diagnostico a los 25 afios de edad y tenia una enfermedad renal crénica grado Il1. El segundo
paciente que no recibid AINEs al diagnostico fue SOR 105, diagnosticado en el afio 1983 a los

5 afios de edad en contexto de un fallo de medro con un fenotipo clésico, un z-score de talla de
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-1,9 DE con un potasio en plasma de 2,9 mEg/l, un bicarbonato 32 mEg/l y un cloro 91 mEg/I.
Su funcidn renal a largo plazo fue normal. El tercer paciente fue SOR 100, se diagnostico
clinicamente en el afio 1984 de Sindrome de Bartter a los 26 afios de edad en contexto de
poliuria y debilidad con un fenotipo clinico clsico con un potasio 3,2 mEg/l, un bicarbonato
de 26 mEq/l y un cloro de 87 mEqg/I, respectivamente. Los datos de peso y talla en este paciente

no estuvieron disponibles, y su funcién renal a largo plazo fue normal.

Respecto a los efectos secundarios de los AINEs, 7/46 (15%) pacientes que recibian AINEs al
diagnostico refirieron sintomas gastrointestinales a lo largo de la evolucion: dolor gastrico en
cinco pacientes y epigastralgia en dos pacientes. Uno de estos pacientes presentd Ulceras
gastricas de repeticién y otro una gastropatia cronica visualizada por endoscopia requiriendo
en ambos la suspension de la indometacina (pacientes SOR 3 y SOR 23). Ambos pacientes no
recibian protector gastrico al diagnostico de la enfermedad y se prescribié omeprazol tras el

desarrollo de las complicaciones gastricas.

Al final del estudio, 44/49 (88%) pacientes recibian AINEs no selectivos de la enzima
ciclooxigenasa. Como se ha comentado en el parrafo anterior, en dos pacientes se suspendid el
AINEs por ulceras gastricas y gastropatia cronica. Ademas, en un paciente se suspendio el
ibuprofeno temporalmente por presentar una puarpura trombocitopénica idiopatica y meses
después se introdujo la indometacina. Entre los 44 pacientes que recibian AINEs, 40/44 (93%)
recibian indometacina con una media de dosis de 1,7 + 0,9 mg/kg/dia, entre ellos y ningun
paciente, salvo uno (SOR 129), superaba la dosis de 3 mg/kg/dia. El paciente SOR 129 recibia
una dosis de 4,5 mg/kg/dia. Por otro lado, 3/44 (7%) pacientes recibian ibuprofeno con una
mediana de dosis de 18 (10-29) mg/kg/dia, y 2/44 (2%) paciente recibia tolmetina (la dosis que
recibia fue desconocida). La dosis de indometacina y de ibuprofeno que recibian los pacientes

al final del estudio no vario significativamente respecto a la dosis inicial.

Asi mismo, en toda la cohorte, 27/49 (55%) pacientes recibian un protector gastrico
(omeprazol) asociado al AINEs al diagnostico de la enfermedad. Al final del estudio, 29/49
(59%) pacientes de la cohorte recibian un protector gastrico. Entre estos Gltimos, 27 pacientes

asociaban un AINEs en el tratamiento.
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En cuanto al tratamiento con inhibidores de la aldosterona o ahorradores de potasio, al
diagnostico de la enfermedad, 13/49 (27%) pacientes recibian espironolactona. Entre ellos, un
paciente (SOR 80) se encontraba en situacion de enfermedad renal crénica al diagnostico de la
enfermedad con un filtrado glomerular estimado de 60 ml/min/1,73m?2. En este paciente se
suspendid la espironolactona a lo largo de la evolucidn. El resto de pacientes en los que se
prescribid espironolactona al diagnostico de la enfermedad, tenian una funcién renal normal.
Sin embargo, al final del estudio, el porcentaje de pacientes que recibian espironolactona
aumento significativamente con respecto al diagnostico (19/49 pacientes; 39%) (p=0,028).
Ademas, 5/49 (10%) pacientes de la cohorte recibian eplerrenona al final del estudio. Entre los
pacientes que recibian eplerrenona o espironolactona (en total 24 pacientes de la cohorte), cinco
pacientes se encontraban en situacion de enfermedad renal cronica (SOR 5, SOR 9, SOR 54A,
SOR 54C y SOR 123).

Asi mismo, el nimero de pacientes que recibian IECAs al final del estudio también aumentd
significativamente con respecto al diagndstico (p=0,033). Al diagndstico de la enfermedad,
2/49 (4%) pacientes recibian inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (IECAS)
(SOR 54C y SOR 104A). La paciente SOR 54C tenia 4 meses de edad y la paciente SOR 104A
dos meses de edad. La funcién renal en ambas era normal y no presentaban proteinuria al
diagnostico de la enfermedad. En la paciente SOR 104A los IECAs se suspendieron a los 3
afios del diagnostico. Al final del estudio, 7/49 (14%) pacientes recibian IECAs: 1/7 paciente
(SOR 9) presentaba un deterioro crénico de la funcion renal con un filtrado glomerular de 44
ml/min/1,73m?y proteinuria; 2/7 pacientes se encontraban en situacion de enfermedad renal
cronica sin proteinuria (SOR 54A y SOR 54C) con filtrado glomerular estimado de alrededor
de 70 ml/min/1,73m?; y 4/7 tenian una funcidn renal normal sin proteinuria (SOR 195, SOR
97, SOR 24A, SOR 54B).

En resumen, en relacién al tratamiento, practicamente la totalidad de los pacientes recibieron
AINEs no selectivos de la enzima ciclooxigenasa, y la mitad de los pacientes asociaban un
protector gastrico. Los efectos secundarios gastrointestinales asociados a los AINEs fueron
poco frecuentes. Por otro lado, el nimero de pacientes que recibian inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina e inhibidores de la aldosterona aument6 significativamente a

lo largo de la evolucion de la enfermedad.
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3.9. Comparacion de las caracteristicas clinicas segun el fenotipo clinico de presentacion

En nuestra cohorte, 26/49 (53%) pacientes presentaron un fenotipo clinico de Sindrome de
Bartter Clasico, 17/49 (35%) un fenotipo clinico similar al Sindrome de Bartter Antenatal o
Neonatal y 6/49 (12%) un fenotipo clinico similar al Sindrome de Gitelman. En este apartado
se describen y se comparan las caracteristicas clinicas al diagndstico y a largo plazo de nuestra
cohorte entre los tres fenotipos clinicos que presentaron (Tabla 21).

La edad al diagndéstico de la enfermedad fue diferente en los tres grupos de fenotipo clinico
(p=0,006). La mediana de edad al diagndstico clinico de los pacientes con fenotipo Gitelman
fue mayor [17 (2-23) afios], en comparacion con la edad de los pacientes con fenotipo antenatal
o neonatal [0,6 (0,1-1,4) afios] y en comparacion con la edad de los pacientes con fenotipo
Sindrome de Bartter Clasico [0,6 (0,5-3) afios] (p<0,005). Sin embargo, la diferencia de la edad
al diagndstico entre los pacientes con fenotipo antenatal o neonatal y los pacientes con fenotipo

clésico no fue significativa.

Entre los 17 pacientes con fenotipo clinico de presentacion antenatal o neonatal la cohorte,
solamente 4 pacientes (SOR 103, SOR 104, SOR 114, SOR 137) se diagnosticaron en periodo
neonatal (dos de ellos presentaron polihidramnios). Por otro lado, 9 de 17 pacientes con
fenotipo antenatal, a pesar de presentar polihidramnios durante el embarazo, se diagnosticaron
entre el primer mes y el primer afio de vida. Por ultimo, los cuatro pacientes restantes con
fenotipo antenatal al diagnostico (SOR 3, SOR 5, SOR 9 y SOR 48), a pesar de presentar

polihidramnios durante el embarazo, se diagnosticaron clinicamente entre los 2 y los 6 afios.
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Tabla 21. Caracteristicas clinicas segun el fenotipo clinico de presentacion (n=49 pacientes)

Fenotipo clinico Valor p
SBAN SBC GL Todos SBAN SBAN SBC
n=17 (35%) n=26 (53%o) n=6 (12%) vs. SBC vs. GL vs. GL

Edad diagn., afios ** 0,6 (0,1-1,4) 0,6 (0,5-3) 17 (2-23) 0,006 ns 0,002 0,007
Afio de diagnostico < 2000 *** 3 (17 %) 9 (35%) 6 (100%) 0,003 - - -
Peso recién nacido, gramos * 2719 + 620 3242 + 637 3412 £ 575 0,018 0,009 0,008 ns
Polihidramnios *** 15 (88%) 0 0 -
Prematuridad *** (< 37 semanas) 8 (47%) 0 0 - - - -
Peso diagnostico, z-score ** -2,3(-3,3--1,3) -2 (-3,4--1,5) -1,9(-3,9--0,2) ns - - -
Talla diagnoéstico**, z-score -1,7 (-3,8--0,5) -2,1(-35--11) -2 (-2,5--1,5) ns - - -
Peso final**, z-score -1(-1,9--0,4) -15(-2--0,7) -0,1(-0,8-2,3) ns - - -
Talla final**, z-score en DE -1(-2,4--0,4) -15(-2,3--0,9) -0,2 (-0,9-0,8) 0,031 ns 0,012 0,010
Alt. electroliticas plasma al diagnéstico:

Potasio, mEg/l *, VN > 3,5-4,5 2505 2,5 0,6 20,6 ns - - -
Sodio, mEg/l *, VN 135-145 1335 1335 13443 ns - - -

Hiponatremia ***, < 135 mEq/I 6/17 (35%) 11/26 (42%) 2/6 (33%) ns

Cloro, mEg/I*, VN > 95-105 87+5 88+6 92+4 ns - - -

Hipocloremia ***, <95 mEq/I 12 (70%) 22 (85%) 3 (50%) ns

Bicarbonato, mEg/l * VN: RNPT 16-18, RNT 16- 22,0y 2

afios > 18-22, 2-18 afios 22-24 y > 18 afios 24-26 32+1 32+1 30+4 ns - ; ;
Calcio, mg/dl * VN: RN 7,6-10,5; nifios/adultos 8,5-10 9,910,5 99+13 99+05 ns - - -




Tabla 21. Caracteristicas clinicas segun el fenotipo clinico de presentacion (n=49 pacientes) (continuacion)

Fenotipo clinico de presentacion Valor p
SBAN SBC GL Todos SBAN SBAN SBC
n=17 (35%) n=26 (53%) n=6 (12%) vs. SBC vs. GL vs. GL
Magnesio, mg/dl * VN: RN 1,2-2,2: nifios/adultos < 1,6-2,5 2,1+0,5 21+04 16+0,3 0,018 ns ns 0,006
Alt. electroliticas orina diagnoéstico:
= : : — 5 =

o s e, sy adulosy < wben N preemins | 1032 | 090219 | 12049 [ s - - -

Valores anormales de EFNa, por encima del VN *** 12 (71%) 15 (58%) 3 (50%) ns - - -

Excrecion fraccional de potasio (EFK) ** VN 10-15% 23 (14-47) 27 (20-50) 30 (24-34) ns - - -

Valores anormales de EFK, por encima del VN *** 15 (88%) 20 (77%) 4 (66%) ns - - -

Excrecion fraccional de cloro (EFCI) ** VN <1% 1,6 (0,3-2,7) 1,5 (0,35-1,7) 2(0,2-2,2) ns - -

Valores anormales de EFCI, por encima del VN *** 17 (100%) 8 (31%) 0 (0%) ns - - -

Hipercalciuria diagndstico *** 5 (29%) 8 (31%) 1 (10%) ns - - -
Signos clinicos diagnostico ***

Retraso crecimiento 13 (76%) 19 (74%) 4 (66%) ns - - -

Hipotonia 13 (76%) 15 (57%) 1 (16%) 0,041 - - -

Deshidratacion 12 (70%) 15 (57%) 1 (16%) ns

Poliuria 13 (76%) 17 (65%) 3 (50%) ns - - -

Polidipsia 8 (47%) 20 (77%) 3 (50%) ns

Estrefiimiento 6 (35%) 9 (34%) 0 (0%) ns - - -

Calambre/Astenia/Debilidad muscular/Palpitaciones 0 (0%) 2 (8%) 3 (50%) 0,008 ns ns 0,006

Fortuito 0 (0%) 1 (4%) 1 (16%) ns - - -




Tabla 21. Caracteristicas clinicas segun el fenotipo clinico de presentacidn (n=49 pacientes) (continuacion)

Fenotipo clinico de presentacion Valor p
SBAN SBC GL Todos SBAN SBAN SBC
n=17 (35%) n=26 (53%) n=6 (12%) vs. SBC vs. GL vs. GL
Nefrocalcinosis *** 4 (24%) 3 (11%) 0 (0%) ns - - -
Enfermedad renal crénica *** 3 (17%) 6 (23%) 2 (66%) ns - - -

Fenotipos clinicos de presentacién: SBAN (similar al Sindrome de Bartter Antenatal/Neonatal), SBC (Sindrome de Bartter Clasico) y GL (Sindrome de Gitelman).

*Valor expresado en media + DE (desviacién estandar)

** Valor expresado en mediana (P25-75)
*** Valor expresado en nimero de pacientes (%) en cada grupo de fenotipo clinico de presentacion
Columna p-valor: comparacion entre los tres grupos de fenotipo (todos) y, en los casos en los que fue estadisticamente posible, la comparacidn de cada grupo con el resto de grupos

por separado (SBAN vs. SBC, SBAN vs.GL, SBC vs. GL). VN: valor normal. RN: recién nacido. RNPT: recién nacido pretérmino
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Entre los 26 pacientes con fenotipo clinico clasico, todos los pacientes salvo uno (SOR 100) se
diagnosticaron entre un mes y 14 afos de edad. El paciente SOR 100, aunque los datos
perinatales fueron desconocidos, fue diagnosticado en el afio 1984 a los 26 afios de edad sin
hipocalciuria ni hipomagnesemia, y, ademas, presentaba una enfermedad renal cronica.
Finalmente, entre los 6 pacientes con fenotipo similar al Sindrome de Gitelman, dos pacientes,
SOR 24B y SOR 25, tenian un afio y 2,5 afios de edad al diagndstico, respectivamente. El resto
de pacientes con fenotipo Gitelman tenian entre 17 y 25 afios de edad al diagnostico de la

enfermedad.

Por otro lado, hallamos una relacion significativa entre el afio del diagnéstico y el fenotipo
clinico de presentacion. EI 17% de los pacientes con fenotipo antenatal/neonatal, el 35% de los
pacientes con fenotipo Clasico y todos los pacientes con fenotipo Gitelman fueron
diagnosticados antes del afio 2000, siendo estas diferencias estadisticamente significativas
(p=0,003). Todos los pacientes con fenotipo antenatal o neonatal, salvo tres, fueron
diagndsticos posteriores al afio 2000. Los tres pacientes con fenotipo antenatal que se
diagnosticaron previamente al afio 2000 fueron SOR 3 (afio 1990), SOR 5 (afio 1989) y SOR
9 (afo 1972) que, como se ha comentado en el parrafo anterior, estan entre los cuatro pacientes
que se diagnosticaron tardiamente a pesar de presentar polihidramnios. Entre los pacientes con
fenotipo clasico, el 35% fueron diagnésticos previos al afio 2000, concretamente entre los afios
1977 y 1999. Por ultimo, los seis pacientes con fenotipo clinico Gitelman fueron diagndsticos

previos al afio 2000, concretamente entre el afio 1982 y 1997.

Por otro lado, el peso de recién nacido fue diferente en los tres grupos fenotipicos (p=0,018).
Los pacientes con fenotipo antenatal o neonatal presentaron un peso medio de recién nacido
menor (2719 = 620 gr) que los pacientes con fenotipo casico (3242 + 637 gr) y que los pacientes
con fenotipo Gitelman (3412 + 575 gr) (p<0,005). Asi mismo, todos los pacientes que nacieron

prematuramente en nuestra cohorte presentaron un fenotipo clinico antenatal o neonatal.

Entre los datos antropométricos de los pacientes al diagnostico, no existieron diferencias
significativas en el peso y la talla al diagnostico entre los tres grupos de fenotipo clinico. Al
final del estudio, en los tres grupos se observd una mejoria del peso al final del estudio sin

hallar diferencias significativas en el peso al final del estudio. La talla también mejoré en los
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tres grupos a lo largo de la evolucion, observando diferencias significativas en la talla final
entre los tres grupos de fenotipo clinico (p=0,031). Concretamente, los pacientes con fenotipo
Gitelman presentaron una mediana de talla mayor al final del estudio [z-score -0,2 (-0,9 — 0,8)
DE] que los pacientes con fenotipo antenatal o neonatal [z-score -1 (-2,4 —-0,4) DE] y que los
pacientes con fenotipo clasico [z-score -1,5 (- 2,3 — -0,9) DE] (p<0,005). Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en la talla al final del estudio entre los pacientes con
fenotipo antenatal o neonatal y los pacientes con fenotipo clésico.

Se analizaron y se compararon las alteraciones electroliticas en cada grupo de fenotipo clinico.
No se hallaron diferencias significativas en la kalemia, en la natremia, en la cloremia, en la
calcemia, ni en los valores de bicarbonato en plasma entre los tres grupos de fenotipo clinico.
Igualmente, tampoco hubo diferencias en el porcentaje de pacientes con hiponatremia e
hipocloremia. Por otro lado, los pacientes con fenotipo Gitelman presentaron un magnesio
medio en plasma significativamente menor (1,6 £ 0,3 mg/dl) que el resto de fenotipos clinicos
(p=0,018). En cuanto a los valores de las excreciones fraccionadas de sodio, cloro y potasio en
orina al diagndstico, globalmente la pérdida de sodio, de potasio y de cloro en orina era mayor
en los pacientes con fenotipo antenatal o neonatal que en el clasico y que en el Gitelman, sin

embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Entre los signos clinicos, el retraso de crecimiento fue el mas frecuente en los tres grupos, sin
observarse diferencias significativas: el 76% de los pacientes con fenotipo antenatal o neonatal,
el 74% de los pacientes con fenotipo cléasico y el 66% de los pacientes con fenotipo Gitelman
presentaron un fallo de medro al diagnéstico. La hipotonia fue més frecuente en el grupo de
pacientes con fenotipo antenatal o neonatal (76%) que en el grupo de pacientes con fenotipo
clasico (57%) y en el grupo de pacientes con fenotipo Gitelman (16%) siendo estas diferencias
significativas (p=0,041). Por el contrario, los calambres y la astenia fueron casi exclusivos del
grupo con fenotipo Gitelman hallandose en el 50% de los pacientes, mientras que en el grupo
de pacientes con fenotipo Clasico solamente estuvo presente en el 8%, y en ningln paciente
con fenotipo antenatal o neonatal se describié este signo clinico (p=0,008). Por otro lado, no
se observaron diferencias entre los tres grupos de fenotipo en la frecuencia del resto de signos
clinicos de presentacion como la poliuria, la polidipsia, el estrefiimiento o en el nimero de

pacientes en los que el diagndstico se realizé fortuitamente.
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Por ultimo, los pacientes con fenotipo clinico de Sindrome de Bartter Antenatal o Neonatal
fueron los que mas frecuentemente desarrollaron nefrocalcinosis a lo largo de la evolucion
(24%) en comparacion con los pacientes con fenotipo de Sindrome de Bartter Clasico (11%) y
los pacientes con fenotipo similar al Sindrome de Gitelman (0%). Sin embargo, estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas. En cuanto a la enfermedad renal crénica,
en los tres grupos hubo pacientes que desarrollaron enfermedad renal cronica sin hallar
diferencias significativas entre los tres grupos de pacientes (antenatal o neonatal 17% vs.

clasico 23% vs. Gitelman 66%).

En resumen, en este apartado en el que se comparan las caracteristicas clinicas de los pacientes
de los tres grupos de fenotipo clinico de presentacion, podemos decir que los pacientes con
fenotipo antenatal o neonatal y fenotipo clasico presentaron una edad al diagndstico y un peso
de recién nacido menor que los pacientes con fenotipo Gitelman. Asi mismo, en cuanto a los
signos clinicos, la hipotonia fue mas frecuente en los pacientes con fenotipo antenatal o
neonatal, mientras que los calambres, la astenia, la debilidad muscular y las palpitaciones
fueron exclusivos de los pacientes con fenotipo Gitelman. En cuanto al crecimiento, los
pacientes con fenotipo antenatal o neonatal y fenotipo clésico presentaron una talla final mas
baja que los pacientes con fenotipo Gitelman. Por otro lado, salvo en el magnesio, no se
hallaron diferencias significativas en las alteraciones hidroelectroliticas en sangre y en orina
entre los tres grupos de fenotipo. Los pacientes con fenotipo Gitelman presentaron una
magnesemia menor al diagndstico de la enfermedad que los pacientes con fenotipo antenatal o
neonatal o fenotipo clésico. Por ultimo, no se observaron diferencias significativas en cuanto
al desarrollo de nefrocalcinosis y al desarrollo de enfermedad renal cronica a largo plazo entre

los tres grupos de fenotipo clinico.

3.10. Descripcion de las familias con mas de un miembro afecto de Sindrome de Bartter
Tipo I

En nuestra cohorte, en cuatro familias existia mas de un miembro afecto de Sindrome de Bartter
Tipo Il (familia SOR 24, SOR 54, SOR 104, SOR 124). En la Figura 24 se muestran los
pedigris de estas familias, y en la Tabla 22 las principales caracteristicas clinicas de estos

pacientes.
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Fig. 24. Pedigri de las familias en los que hay méas de un miembro afecto de Sindrome de Bartter Tipo I11.

casos indices de cada familia.
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Tabla 22. Caracteristicas clinicas de las familias con mas de un miembro afecto de Sindrome de Bartter Tipo Il

Edad Peso Talla Plasma (diagndstico) Calciuria HinoM
Familia Paciente PH/EG diagn. diagn. diagn. N K cl Bi M final NC f?nal g ERC
(afios) (z-score) (z-score) a IC. 9
SOR 24A No/ 40 0,9 -48 -3,8 130 1,8 94 32 1,6 Normal No Si No
SOR 24
SOR 24B No/40 17 +1 +1,8 137 2,9 96 33 1,3 Normal No Si No
SOR 54A No/42 0,5 -0,6 -0,8 134 2,9 80 33 1,6 Normal ND Si Si
SOR 54 SOR 54B No/38 0,33 -1,8 -0,5 130 2,1 80 32 1,6 Normal No Si No
SOR 54C No/38 0,33 -0,7 +0,2 145 2,2 85 32 2,2 Normal ND Si Si
SOR 104A Si/39 0,18 -1,7 +0,2 125 2,9 85 38 18 Normal No Si No
SOR 104
SOR 104B Si/34 0 -1,4 +0,3 140 2,8 92 29 2 Baja No Si No
SOR 124A No/37 0,67 -3 -1 137 3,2 94 50 1,7 Normal No No No
SOR 124
SOR 124B Si/32 0,50 -3,4 -4 130 1,4 89 36 2,2 Alta No No No

PH: polihidramnios durante el embarazo (si/no) /EG: edad gestacional (semanas).

Edad diagn.: edad diagnostico de la enfermedad

Peso diagn. y Talla diagn.: z-score del peso y de la talla al diagndstico expresado en desviaciones estandar.

Plasma (diagndstico): valores bioquimicos al diagnéstico. Consideramos hiponatremia Na < 135 mEq/l, hipokalemia < 3,5 mEq/1, hipocloremia < 95 mEq/l, alcalosis metabdlica: bicarbonato
(mEg/I) en pretérminos: > 18; 0-2 afios: > 22; 2-18 afios: > 24; > 18 afios: > 26 mEq/l). Hipomagnesemia (HipoMg): recién nacidos < 1,2 mg/dl, nifios y adultos < 1,6 mg/dI.

Calciuria final: calciuria normal, alta o baja al final del estudio

NC: Desarrollo de nefrocalcinosis a lo largo de la evolucion (si/no)

ERC: desarrollo de enfermedad renal crénica (si/no)

ND: no determinado
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En la familia SOR 24, los pacientes SOR 24A y SOR 24B estaban afectos de Sindrome de
Bartter Tipo I11. Presentaban la variante p.Ala204Thr en heterocigosis combinada con una gran
delecion del otro alelo. A raiz del diagnostico de estos dos casos, se estudiaron a sus dos
hermanos mayores: un hermano era portador de la variante p.Ala204Thr en heterocigosis y el
otro hermano no presentaba ninguna variante en el gen CLCNKB. No existia consanguinidad
entre ambos progenitores y se realizd el estudio molecular en ambos, confirméndose la
segregacion familiar. La paciente SOR 24 A naci6 a término en el afio 1984. Fue diagnosticada
clinicamente de Sindrome de Bartter a los 11 meses de edad con un fenotipo clinico de
Sindrome de Bartter Clasico en contexto de poliuria, polidipsia y retraso ponderoestatural con
una hipokalemia, hiponatremia, alcalosis metabdlica con calciuria normal. El diagnostico
genético se obtuvo a los 7 afios de edad. Al final del estudio tenia 34 afios de edad, y su peso y
su talla eran normales. Asociaba una hipomagnesemia y no desarrollé nefrocalcinosis ni
enfermedad renal crénica a lo largo de la evolucién. Su hermana SOR 24B, a pesar de ser
mayor que SOR24A, se diagnosticé en el afio 1992 a los 17 afos a raiz del diagnoéstico de la
hermana. Present6 un fenotipo clinico similar al Sindrome de Gitelman, sin polihidramnios
durante el embarazo y naci6 a término con un peso normal. Referia una historia de astenia y
apetencia por la sal con un desarrollo ponderoestatural normal. Ademas, presentaba una
hipokalemia, una alcalosis metabolica con hipomagnesemia. El sodio y el cloro en plasmay la
calciuria fueron normales. Al final del estudio, tenia 44 afios de edad, no presentaba

nefrocalcinosis y su funcion renal era normal.

En la familia SOR 54, tres miembros de la familia (SOR 54A y los gemelos dicigotos SOR
54B y SOR 54C) estaban afectos de Sindrome de Bartter Tipo IIl. En ambos se hallaron dos
variantes missense en homocigosis: la p.Ala204Thr y la p.Glu442Gly. No existia
consanguinidad entre ambos progenitores, y se confirmé que ambos eran portadores de una de
las variantes. Ninguno de los pacientes afectos present6 polihidramnios durante el embarazo y
todos nacieron a término. El paciente SOR 54A fue diagnosticado clinicamente a los 6 meses
de edad, y los gemelos SOR 54B y SOR 54C a los 4 meses de edad, todos ellos con un fenotipo
clinico de Sindrome de Bartter Clasico. Los tres hermanos presentaron un cuadro de
estancamiento ponderal con hipokalemia y alcalosis metabolica con calciuria normal. El
paciente SOR 54A no desarrollo nefrocalcinosis a lo largo de la evolucion, y en sus hermanos
no obtuvimos datos de la ecografia renal. A largo plazo, el paciente SOR 54A desarroll6 una

enfermedad renal crénica tras 31 afios de evolucion. Entre los hermanos gemelos, SOR 54B
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presentd una funcién renal normal a largo plazo, sin embargo, SOR 54C desarroll6 una
enfermedad renal cronica tras 23 afios de evolucién. Los tres hermanos presentaron una

hipomagnesemia al final del estudio, y el crecimiento a largo plazo fue normal.

En la familia SOR 104, los dos hermanos SOR 104A y SOR 104B estaban afectos de Sindrome
de Bartter Tipo Ill. En el estudio molecular se hallé la variante missense p.Arg438Cys en
heterocigosis compuesta con una gran delecion. No exsitia consanguinidad entre ambos
progenitores, y se confirmo la segregacion familiar hallandose una de las variantes en
heterocigosis en cada uno de ellos. Ambos hermanos presentaron un fenotipo antenatal con
polihidramnios durante el embarazo. El paciente SOR 104A nacio a término, mientras que el
paciente SOR 104B nacid prematuro a las 34 semanas de gestacion. El caso SOR 104A fue
diagnosticado a los tres meses de vida en contexto de una hipotonia generalizada con poliuria
y retraso ponderal. En el paciente SOR 104B, debido al polihidramnios y al antecedente del
hermano afecto, existia una sospecha de Sindrome de Bartter desde el periodo antenatal que se
confirmé tras la realizacion del estudio molecular en las primeras semanas de vida. Presentd
una poliuria con pérdida ponderal al nacimiento e hipotonia generalizada. En la analitica ambos
presentaron una hipokalemia con alcalosis metabolica e hipocloremia. Ademas, en el caso SOR
104A, se hallé una hiponatremia al diagndéstico. A lo largo de la evolucion, el paciente SOR
104B desarroll6 una hipocalciuria y SOR 104B mantuvo una calciuria normal. Por otro lado,
ambos pacientes presentaron una hipomagnesemia al final del estudio. Ninguno de los dos
hermanos desarrollé nefrocalcinosis ni enfermedad renal cronica a largo plazo y ambos

presentaron un crecimiento normal al final del estudio.

Por Gltimo, en la familia SOR 124, las hermanas SOR 124A y SOR 124B presentaban la
variante p.Ala204Thr en homocigosis. Ambos progenitores eran portadores de esta variante.
La paciente SOR 124A presentd polihidramnios durante el embarazo y nacié prematura a las
32 semanas de gestacion. Por el contario, la paciente SOR 124B no presento6 polihidramnios y
nacié a término. Ambas hermanas fueron diagnosticadas en los primeros meses de vida en
contexto de fallo de medro y vomitos con hipokalemia, alcalosis metabolica e hipocloremia
con calciuria normal. La paciente SOR 124B present6 ademas una hiponatremia (130 mEqg/l).
El magnesio fue normal en ambas en todo momento, sin embargo, la paciente SOR 124B
presentd una hipercalciuria al final del estudio. Por otro lado, ninguna de las dos hermanas

presentd nefrocalcinosis ni enfermedad renal crénica largo plazo. En cuanto al crecimiento,

178



V. Resultados

mientras que SOR 124B recuperd el crecimiento, y tras 2,7 afios de seguimiento tenia una talla
normal al final del estudio (z-score de talla al diagnostico -4DE vy al final del estudio -0,9 DE).
Por el contrario, el paciente SOR 124A presentd un empeoramiento de la talla y al final del
estudio, tras un tiempo de evolucion de 6,4 afios, presento6 una talla patoldgica (z-score de talla
al diagndstico -1 DE y al final del estudio -2,7 DE).

4. CARACTERISTICAS MOLECULARES

En cuanto a las caracteristicas moleculares, en nuestra cohorte de 49 pacientes de 44 familias
se hallaron 14 variantes diferentes en el gen CLCNKB: 7 tipo missense, 4 frameshift, 1 variante
nonsense, 1 pequefia delecién y una gran delecién de 19 exones del gen CLCNKB. En la Tabla
23 se describe cada una de las variantes y en la Figura 25 se muestra la localizacion de las
variantes en la proteina CIC-Kby, en el caso de la delecion, su localizacion en el gen CLCNKB.

Las variantes halladas en cada paciente de la cohorte se especifican en el Anexo 13.

Se analizé la distribucion de las variantes halladas en toda la cohorte en general y segun la
procedencia de los pacientes (Figura 26). Todos los pacientes de nuestra cohorte tenian
variantes en ambos alelos del gen CLCNKB (44 familias, n=88 alelos), el 75% en homocigosis.
El tipo de variante més frecuente en toda la cohorte fue el cambio de sentido o missense
hallandose en 68/88 (78%) alelos; dentro de las variantes missense, la p.Ala204Thr fue la mas
frecuente encontrandose en 57/88 (65%) de todos los alelos de la cohorte. En segundo lugar,
se hallaron las grandes deleciones en 10/88 (11%) alelos, seguido por las variantes frameshift
en 7/88 (8%), las variantes nonsense en 2/88 (2%) y las pequefias deleciones en 1/88 (1%)
alelos. Todas las grandes deleciones en nuestra cohorte se extendian desde el exdn 1 al exon
19 del gen CLCNKB.

Entre los 41 pacientes procedentes de 36 familias espafiolas (n=72 alelos), las variantes
missense se encontraron en 66/72 (91%) alelos: en 55/72 (76%) alelos se hall6 la p.Ala204Thr
y en 11/72 (15%) alelos se hallaron otras variantes missense. En segundo lugar, se encontraron
las grandes deleciones en 5/72 (7%) alelos. Por Gltimo, en un alelo (1%) se observo una variante
nonsense y en otro (1%) una variante frameshift. Entre 41 pacientes espafioles de la cohorte,
en 27 pacientes de 26 familias espafiolas se hall6 la variante p.Ala204Thr en homocigosis, en

un paciente se hallé una gran delecién en homocigosis y en otro paciente se hallé la variante
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nonsense p.Arg595* en homocigosis. El resto de pacientes presentaron dos variantes en
heterocigosis compuesta. En la Tabla 24 se especifican las variantes halladas en los pacientes

segun el pais de origen.

Tabla 23. Descripcidn de las 14 variantes halladas en el gen CLCNKB.

Nucleétido Proteina Exdn Tipo Ref.
c.610G>A p.Ala204Thr 7 Missense (70, 22%_;3;5 28,
€.1325A>G p.Glu442Gly 14 Missense (164, 196, 257, 306)
¢.508G>A p.Val170Met 6 Missense (7% 193%92)61’ 306,
c.170G>A p.Gly57Glu 3 Missense -
c.371C>T p.Prol24Leu 5 Missense (70, 179, 261)
€.1729G>A p.Ala577Thr 16 Missense -
€.1312C>T p.Arg438Cys 14 Missense (70, 179)
€.1783C>T p.Arg595* 17 Nonsense (179, 193, 196)
€.753delG p.(Leu252Serfs*97) 8 Frameshift (1) (196)
.1026delC p.(Ser343Alafs*6) 11 Frameshift (1) (196)
¢.18dupG p.(Leu7Alafs*3) 2 Frameshift (1) (193)
€.1389delA p.(Tyr466fs*13) 14 Frameshift (1) (187)
€.1192_1203del12 p.(11e398_Thr401del) 12 Pequeiia del. (12) (257)
c.(?_-12) (1961+?)del p.? 1-19  Gran delecion (310)

Del.: delecién

Tipo: tipo de variante.

En las pequefas deleciones y las variantes frameshift se expresa el nimero de nucleétidos delecionados o
duplicados
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Fig. 25. Localizacién de las variantes halladas en el gen CLCNKB en nuestra cohorte n=14
variantes).

A) Estructura del gen CLCNKB que muestra la gran delecion hallada en nuestra cohorte que comprende
desde el ex6n 1 hasta el exon 19 B) Representacion esquematica de la localizacion de las variantes
puntuales halladas en nuestra cohorte en la proteina CIC-Kb. Cada rectdngulo representa a cada una de
las 18 hélices alfa y a los dos dominios cistationina-beta-sintasa (CBS1y CBS2). Las hélices alfa tienen
distintas funciones: las implicadas en el paso del cloro se muestran en color azul, las que interactlan
con la subunidad Barttina se muestran en color verde y las situadas en la interfase del dimero se
muestran en color rosa. Las variantes missense se muestran en letra roja, las frameshift en verde, las
nonsense azul y la pequefia delecion en naranja.
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Fig. 26.Distribucion de los tipos de variantes en el gen CLCNKB.

A) Distribucion general de los tipos de variantes en toda la cohorte (n=88 alelos). La variante mas frecuente fue la missense suponiendo el 78% de los
alelos: el 65% fueron p.Ala204Thry el 13% otras missense, B) Tipos de variantes en los pacientes espafioles (n=72 alelos). El tipo de variante mas frecuente
fue la missense (91% alelos): 76% p.Ala204Thr, y 15% otras missense, C) Tipos de variantes en los pacientes procedentes de otros paises (n=16 alelos):
frameshift (38% de los alelos), gran delecion (31% alelos), missense (p.Ala204Thr 19% y otras missense 6%) y pequefia delecién (6%).
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Tabla 24. Variantes halladas en los pacientes segun el origen (n=88 alelos)

Origen (n° alelos)

Variante (n° de alelos)

Espafia (72)

Missense p.Ala204Thr (55)
Missense p.Arg438Cys (1)
Missense p.Ala577Thr (2)
Missense p.Gly57Glu (2)
Missense p.Glu442Gly (3)
Missense p.Val170Met (1)
Nonsense p. Argb95Ter (2)

Gran delecion exon 1-19 (5)
Frameshift p.(Ser343Alafs*6) (1)

Grecia (2)

Frameshift p.Tyr466fs*13 (2)

Africa del Norte (2)

Gran delecion, exén 1-19 (2)

Africa Subsahariana (4)

Gran delecion, exén 1-19 (3)

Pequefia delecion p.(11e398_Thr401del) (1)

América Latina (8)

Missense p.Ala204Thr (3) *
Missense p.Prol24Leu (1) *
Frameshift p.(Leu7Alafs*3) (2) *
Frameshift p.(Leu252Serfs*97) (2) ©

* Per(, Brasil
*Argentina

* Argentina, Brasil
* Peru

Entre los 3 pacientes de la cohorte de origen africano (Africa del Norte y Africa Subsahariana)

de etnia negra (n=6 alelos), en 5/6 (83%) alelos se hall6 una gran delecion: en dos pacientes se

hall6 una gran delecion en homocigosis y en un paciente se halld6 una gran delecion en

heterocigosis compuesta con la pequefa delecién p.(11e398 _Thr401del). Entre los 4 pacientes

con origen en América Latina de etnia hispana (n=8 alelos), el 50% eran variantes missense
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mientras que el otro 50% eran variantes frameshift. La variante p.Ala204Thr se hall6 en un
paciente de origen peruano en homocigosis, y en un paciente de Brasil en heterocigosis
compuesta con una variante frameshift p.(Leu7Alafs*3). Por otro lado, un paciente de Peru
presento la variante frameshift p.(Leu252Serfs*97) en homocigosis. Un paciente de Argentina
presentd la variante missense p.Prol24Leu en heterocigosis compuesta con la variante

framsehift p.(Leu7Alafs*3). Finalmente, un paciente de Grecia presento la variante frameshift

p.(Tyr466fs*13) en homocigosis.

Entre todas las variantes halladas en nuestra cohorte, dos variantes missense, la p.Ala577Thr y
la p.Gly57Glu, no estaban previamente descritas en la literatura sobre pacientes de Sindrome
de Bartter Tipo Ill. Asi mismo, dos variantes frameshift, la p.(Ser343Alafs*6) y la
p.(Leu252Serfs*97), aunque han sido publicadas previamente por nuestro grupo de
investigacion, no se han hallado en ningln otro paciente con Sindrome de Bartter Tipo I11. A

continuacion, se describen estas variantes y los pacientes que las presentaron.

Por un lado, el paciente SOR 195, de origen espafiol y de etnia caucasica, presentaba la variante
missense p.Ala577Thr en homocigosis. Este paciente se diagnostico clinicamente de Sindrome
de Gitelman los 23 afios de edad en contexto de clinica de debilidad y sincopes de repeticién
con hipopotasemia (2 mEg/l), hipomagnesemia (1,3 mg/dl), alcalosis metabdlica (bicarbonato
en plasma 35 mEg/l) e hipocloremia (85 mEqg/l). No se disponia de datos perinatales. Al final
del estudio tenia 48 afios de edad y, aunque present6 una mejoria de la kalemia (3 mEqg/l) y de
la magnesemia (1,6 mg/dl), la clinica persistia y presentaba ingresos repetidos por sincopes e
hipopotasemia severa. Su funcién renal fue normal y no desarroll6 nefrocalcinosis. Se realiz6
el estudio molecular a un progenitor y a sus cuatro hermanos, hallandose en la madre y en dos
de los hermanos la variante p.Ala577Thr en heterocigosis. Esta variante genera un cambio de
amino&cido de alanina por treonina en el exon 16 del gen CLCNKB. Hasta la actualidad no se
han publicado estudios funcionales en el canal del cloro relacionados con esta variante, y los
analisis in silico la consideraron como una variante benigna (Panther, Mutation Taster,
SNP&GO, PROVEAN, Polyphen2). Sin embargo, se trata de una variante rara, encontrandose
en las bases de datos gendmicas publicas (1000 Genomes, Project, GnomAD y dbSNP) con
una frecuencia muy baja en heterocigosis (Minor Allele Frequency < 0,01). Ademas, en este
paciente se descartd la presencia de variantes en el gen del Sindrome de Gitelman (gen

SLC12A3). Por todo lo anterior, aunque la guia del Colegio Americano de Genética Médica
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ACMG (del inglés, American College Medical Genetics) la clasifica como probablemente
benigna, consideramos que en nuestro paciente la variante p.Ala577Thr en homocigosis fue
causante de la enfermedad.

Los pacientes SOR 137 y SOR 163, ambos de origen espafiol y de etnia caucasica, presentaron
la variante missense p.Gly57Glu en heterocigosis compuesta. Por un lado, el paciente SOR 137
presentd esta variante en heterocigosis compuesta con una gran delecion. Presentd un fenotipo
clinico antenatal con polihidramnios durante el embarazo y nacié prematuramente a las 33
semanas de gestacion con un peso de recién nacido de 1500g. En periodo neonatal tuvo poliuria
con hipopotasemia (2 mEg/l), hiponatremia (130 mEg/l), alcalosis metabolica (bicarbonato 34
mEqg/l) y hipocloremia (87 mEqg/l) con un retraso de crecimiento severo en las primeras
semanas de vida (z-score de peso y de talla de -4 DE y -5 DE, respectivamente). Al final del
estudio tenia 3 afios de edad y, aungue las alteraciones electroliticas mejoraron, persistia la
hipokalemia (2,8 mEq/l) la alcalosis metabdlica (bicarbonato 32 mEg/l) y la hipocloremia (95
mEqg/l). Asi mismo, al final del estudio la funcion renal fue normal, pero se observo una
nefrocalcinosis en la ecografia renal. En este paciente se descartd la presencia de variantes en
otros genes responsables de los demas tipos de Sindrome de Bartter (genes SLC12A1, KCNJ1,
CLCNKA, BSND). Por otro lado, el paciente SOR 163, presentd la variante p.Gly57Glu en
heterocigosis compuesta con la variante p.Ala204Thr. Se diagnosticé clinicamente a los 14
afios de edad con un fenotipo clinico clasico en contexto de calambres de las cuatro
extremidades con una hipokalemia (2,4 mEg/l), alcalosis metabolica (bicarbonato 34 mEg/l) e
hipocloremia (90 mEg/l). EI magnesio y la calciuria fueron normales. En el momento del
diagndstico clinico, el crecimiento del paciente fue normal (z-score talla -0,9 mEg/l) asociando
un peso bajo (z-score -2 DE). Al final del estudio, tras un afio de seguimiento, las alteraciones
hidroelectroliticas mejoraron presentando una hipokalemia de 3,4 mEqg/l y una hipocloremia
de 93 mEqg/I. En la ecografia renal se observé una hiperecogenicidad renal bilateral desde el

diagnostico de la enfermedad y la funcion renal fue normal en todo momento.

En ambos pacientes SOR 137 y SOR 163 con la variante p.Gly57Glu se confirmd la
segregacion hallandose uno de los cambios en heterocigosis en cada progenitor. Hasta la
actualidad esta variante no se ha descrito en la literatura sobre el Sindrome de Bartter Tipo IlI.
Se trata de una variante missense que genera un cambio de aminoacido de glicina por glutamina

en el exon 3 del gen CLCNKB. En el analisis in silico, la mayoria de los software de prediccion
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la consideraron como una variante causante de enfermedad (Mutation Taster, Polyphen2, SIFT,
PROVEAN, Panther, SNP&GO). Ademas, no se encuentra en las bases de datos gendmicas
publicas (1000 Genomes, Project, GnomAD y dbSNP) por lo que se trata de una variante muy
rara (MAF=0) en la poblacion general. Aunque segln la guia ACMG es una variante de
significado incierto (VOUS, del inglés, Variant of Uncertain Significance), en nuestra cohorte,
teniendo en cuenta que ambos pacientes presentaron una clinica caracteristica de Sindrome de
Bartter asociando, ademas, en el otro alelo una variante descrita en el Sindrome de Bartter Tipo

I11, consideramos que era causante de la enfermedad.

En el paciente SOR 81, de origen espafiol y de etnia caucésica, se hallo la variante frameshift
p.(Ser343Alafs*6) en heterocigosis compuesta con la variante missense p.Glu442Gly. Este
paciente se diagnosticd a los 4 afios de vida con un fenotipo clasico de Sindrome de Bartter en
contexto de estancamiento ponderal (z-score de peso -2 DE y de talla -1,3 DE), con
hipokalemia (2,4 mEg/l), con alcalosis metabdlica (bicarbonato 35 mEg/I) y con hipocloremia
(86 mEg/I). Su funcion renal fue normal en todo momento y no desarrollé nefrocalcinosis. Se
realiz6 el estudio molecular en ambos progenitores hallindose una de las variantes en cada
progenitor. En la literatura, la variante p.(Ser343Alafs*6) no estd descrita en ningln otro
paciente con Sindrome de Bartter Tipo Il1. Hasta la actualidad, no existen estudios funcionales
realizados con esta variante en la literatura sobre el Sindrome de Bartter Tipo Ill. Esta variante
da lugar a una delecion de un nucleétido en el exén 1 del gen CLCNKB que interrumpe el
marco de lectura y que conduce, probablemente, a una proteina defectuosa incapaz de realizar
su funcion. Es una variante rara (MAF=0), que no se ha hallado en los estudios poblacionales
realizados hasta la actualidad. Ademas, tanto los andlisis in silico (Mutation Taster) como la
guia ACMG la consideran causante de enfermedad.

Por otro lado, en el paciente SOR 90 se hallo la variante frameshift p.(Leu252Serfs*97) en
homocigosis. Este paciente era procedente de Peru y de etnia hispana. Fue diagnosticado
clinicamente a los 6 meses de edad con un fenotipo clasico de Sindrome de Bartter en contexto
de vomitos y fallo de medro (z-score de peso -3,4 DE y de talla -1,4 DE) con una hipokalemia
(2,6 mEqg/I), una hiponatremia (123 mEg/I), una alcalosis metabdlica (bicarbonato 60 mEg/l) y
una hipocloremia (87 mEqg/l). Presentd una nefrocalcinosis desde el diagnostico de la
enfermedad y su funcion renal fue normal en todo momento. Se realizo el estudio molecular

en un progenitor, confirmandose el estado portador de la variante. La variante frameshift
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p.(Leu252Serfs*97) no estd descrita previamente en ningun otro paciente con Sindrome de
Bartter Tipo I11 ni tampoco existen estudios funcionales realizados con ella. Es un variante que
da lugar a la delecidn de un nucle6tido en el exon 8 del gen CLCNKB generando un stop codon.
Ademas, se trata de una variante rara, encontrandose en las bases de datos gendmicas publicas
(TOPMED) con una frecuencia muy baja en heterocigosis (Minor Allele Frequency <

0,000008) y la guia ACMG la considera una variante patogénica.

En resumen, en relacion a las caracteristicas moleculares dela cohorte, las variantes tipo
missense fueron las mas frecuentes, seguido de las grandes deleciones, las variantes frameshift,
las variantes nonsense y las pequefias deleciones. Entre los pacientes espafioles la variante
missense p.Ala204Thr fue la mas frecuente, y entre los pacientes de origen africano las grandes

deleciones.

5. DESCRIPCION DE LOS PACIENTES CON LA VARIANTE ESPANOLA
p.Ala204Thr EN HOMOCIGOSIS

En nuestra cohorte, las variantes tipo missense fueron las mas frecuentes de nuestra cohorte v,
entre ellas, la variante espafiola p.Ala204Thr fue la mas prevalente. En total, 27/49 (55%)
pacientes procedentes de 26 familias presentaron la variante p.Ala204Thr en homocigosis. En

este apartado, se describen las caracteristicas clinicas de estos pacientes (Tabla 25).

Entre los 27 pacientes en los que se hall6 la variante p.Ala204Thr en homocigosis, 10/27 (37%)
eran hombres y 17/27 (63%) eran mujeres. En cuanto a la procedencia de los pacientes, 26/27
(96%) eran espafioles de etnia caucasica y 1/27 (4%) paciente era procedente de Peru de etnia

hispana.
En relacion a los datos perinatales, 9/27 (33%) pacientes presentaron polihidramnios durante

el embarazo. La media de edad gestacional al nacimiento fue 38 + 2 semanas y 6/27 (22%)

nacieron prematuramente (< 37 semanas). La media del peso de recién nacido fue 292 +530 gr.
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Tabla 25. Caracteristicas de los pacientes con la variante p.Ala204Thr en homocigosis (n=27 pacientes)

N° Pacientes

Valor
(%)
Procedencia espafiola - 26 (96%)
Polihidramnios 9 (33%)
Edad gestacional, semanas * 38+2
Prematuridad (< 37 semanas) - 6 (22%)
Peso de recién nacido, gr * 2921 + 530
Fenotipo clinico de presentacion
Antenatal - 10 (37%)
Clasico 14 (52%)
Gitelman 3 (11%)
Edad diagnéstico, mediana (P25-75) ** 1,6 (0,65-3) -
<2 afios - 18 (66%)
2-18 afos - 7 (26%)
> 18 afos - 2 (8%)
Desarrollo ponderoestatural ©
Peso al diagndstico, z-score en DE ** -2,8(-3,7--1,5) -
Peso al final del estudio, z-score en DE ** 1(-2--1) -
Talla al diagndstico, z-score en DE ** -2(-3,1--1) -
Talla al final del estudio, z-score en DE ** -1(-2,7--0,4) -
Alteraciones electroliticas al diagnostico:
Potasio (mEg/l) *, VN > 3,5-4.5 24+0,7 -
Sodio (mEg/l) *, VN 135-145 134+ 4 -
Hiponatremia, < 135 mEq/I - 9 (33%)
Cloro (mEg/l) *, VN > 95-105 87+4 -
Hipocloremia, < 95 mEq/1 18 (67%)
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Bicarbonato (mEg/l) *, VN: RNPT 16-18, RNT 16- 22,0y 2 3145 )

afios > 18-22, 2-18 afios 22-24 y > 18 afios 24-26 h

Magnesio (mg/dl) * VN RN 1,2-2,2; nifios/adultos 1,6-2,5 21+05 -
Hipomagnesemia, RN < 1, , nifios y adultos < 1,6 mg/dl - 4 (15%)
Calcio (mg/dl) *, VN: RN 7,6-10,5; nifios/adultos 8,5-10 97+11 -
Hipercalciuria/Hipocalciuria al diagnostico - 7 (26%) / 1 (4%)
Nefrocalcinosis - 4 (15%)
Enfermedad renal crénica al final del estudio - 8 (30%)

* Valor expresado en media + desviacion estandar
** Valor expresado en mediana (P25-75)
* Pacientes pediatricos de la cohorte (n=25 pacientes)
VN: valor normal RN: recién nacido, RNPT: recién nacido pretérmino

Al diagnostico de la enfermedad, 10/27 (37%) presentaron un fenotipo antenatal o neonatal,
14/27 (52%) pacientes presentaron un fenotipo clasico y 3/27 (11%) pacientes un fenotipo
Gitelman. La mediana de edad de diagnostico clinico de la enfermedad de los 27 pacientes con
la variante p.Ala204Thr en homocigosis fue 1,6 (0,65-3) afos, y 25/27 (92%) pacientes se
diagnosticaron en la infancia (< 18 afios): 18/27 (66%) eran igual o0 menores de dos afos, y
7/27 (26%) tenian entre 2 y 18 afios. Solamente dos pacientes se diagnosticaron en la edad
adulta (8%). En cuanto a los datos antropométricos, la mediana del z-score del peso al
diagndstico de los pacientes pediéatricos fue -2,8 (-3,7 — -1,5) DE. La mediana del z-score de la
talla al diagnostico de la enfermedad de los pacientes pediatricos fue -2 (-3,1 —-1) DE.

En relacién a las alteraciones hidroelectroliticas, los pacientes presentaron una media de
potasio en plasma al diagndstico de 2,4 + 0,7 mEg/l, de sodio 134 + 4 mEq/l, de cloro 87 + 4
mEq/l y de bicarbonato 31 £ 5 mEq/l. En 9/27 (33%) pacientes se hall6 una hiponatremia <
130 mEq/l y en 18/27 (67%) una hipocloremia < 95 mEq/l. La calcemia al diagnostico fue de
9,7 + 1,1 mg/dl, y todos los pacientes tuvieron un calcio normal para su edad. La media del
magnesio en plasma al diagnostico fue 2,1 + 0,5 mg/dl, y 4/27 (15%) pacientes presentaron
una hipomagnesemia (< 1,2 mg/dl en recién nacidos y < 1,6 mg/dl en nifios y adultos). En 7/27

(26%) pacientes se hall6 una hipercalciuria y en 1/27 (4%) paciente hipocalciuria.
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La mediana del tiempo de seguimiento de los pacientes con la variante p.Ala204Thr en
homocigosis fue de 14 (8-28) afios. Al final del estudio, el 83% de los pacientes pediatricos
presentaron una mejoria del peso y de la talla. La mediana del z-score del peso al final del
estudio de los pacientes pediatricos fue de -1 (- 2 — -1) DE y la mediana del z-score de la talla
-1 (-2,7 — -0,4) DE. Entre todos los pacientes, 4/27 (15%) casos presentaron nefrocalcinosis y

8/27 (30%) pacientes desarrollaron enfermedad renal cronica.

En resumen, la mayoria de los pacientes con la variante p.Ala204Thr en homocigosis
presentaron un fenotipo clinico clasico y se diagnosticaron antes de los dos afios de edad. Los
pacientes presentaron una mejoria de peso y de talla a lo largo del seguimiento. Al diagnostico,
un tercio presentaron hiponatremia y mas de la mitad hipocloremia. La nefrocalcinosis fue

poco frecuente y un tercio de los pacientes presentaron un deterioro crénico de la funcion renal.

6. CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO

Para realizar el analisis de correlacion genotipo-fenotipo de nuestra cohorte, inicialmente, se
estudiaron los tipos de variantes que presentaban en el gen CLCNKB los pacientes de cada

grupo de fenotipo clinico de presentacion (Tabla 26).

Entre todos los alelos con variantes missense de nuestra cohorte (n=68 alelos), el 38% se
hallaron en pacientes con fenotipo clinico presentacién similar al Sindrome de Bartter
Antenatal o Neonatal, el 46% en pacientes con fenotipo clinico de Sindrome de Bartter Clasico
y el 16% en pacientes con fenotipo clinico similar al Sindrome de Gitelman. Las variantes
frameshift y nonsense halladas en nuestra cohorte (n=9 alelos) se hallaron solamente en
pacientes con fenotipo antenatal o neonatal (22%) y fenotipo clasico (68%). Por otro lado, las
grandes deleciones en el gen CLCNKB (n=10 alelos) se hallaron sobre todo en pacientes con
fenotipo antenatal o neonatal (40%) y fenotipo clasico (50%), aunque un paciente con fenotipo
Gitelman presento un alelo con una gran delecion. Por ultimo, el unico alelo de la cohorte con

una pequefia delecion se hall6 en un paciente con fenotipo clasico.
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Tabla 26. Distribucion de los tipos de variantes segun el fenotipo clinico de presentacion

(n=88 alelos)
Tipo de variante
) Frameshift/ » Pequefia
Missense Gran delecion »
Nonsense delecion
n=68 alelos n=10 alelos
n=9 alelos n=1 alelo
Fenotipo antenatal/neonatal 26 (38%) 2 (22%) 4 (40%) -
Fenotipo clasico 33 (46%) 7 (78%) 5 (50%) 1 (100%)
Fenotipo Gitelman 9 (16%) - 1 (10%) -

A continuacion, basandonos en estudios funcionales publicados en la literatura, se clasificaron
los alelos mutados de la cohorte dependiendo de la conductancia residual que generaban en el
canal del cloro CIC-Kb: 1) Variantes con pérdida total (PT) de la funcidn del canal el cloro
CIC-Kb con una conductancia residual menor del 20% vy, 2) Variantes con pérdida parcial (PP)
de la funcién del canal el cloro CIC-Kb con una conductancia residual igual o mayor del 20%.
En el anexo 12 se muestran las variantes halladas en cada paciente y si se trataba de variantes
que daban lugar a pérdida total (PT), o pérdida parcial (PP) de la funcién del CIC-Kb. Para
conocer la correlacion genotipo-fenotipo, los pacientes se clasificaron en dos grupos segun la
conductancia residual que daban lugar la combinacion de las variantes que presentaron: 1)
Pacientes con genotipo PP + PT o genotipo PT+PT que presentan una funcién residual del
canal CIC-Kb igual o menor del 20% 2) Pacientes con genotipo PP + PP que presentan una
funcidn residual del canal CIC-Kb igual o mayor del 20%. En la Tabla 27 se muestra el resumen

las caracteristicas clinicas de cada grupo de pacientes, asi como las comparaciones realizadas.
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Tabla 27. Correlacion genotipo-fenotipo. Caracteristicas segun la funcion residual del canal del cloro CIC-Kb (n=45 pacientes)

Conductancia residual del CIC-Kb < 20%

Conductancia residual del CIC-Kb > 20%

n=17 n=28 Valor

Valor N° Pacientes Valor N° Pacientes P
Edad al diagnéstico, afios ** 0,4 (0,06-2) - 0,8 (0,6-2,2) - ns
Polihidramnios 4 (24%) 11 (39%) ns
Edad gestacional, semanas 38+2 38+2 ns
Prematuridad (< 37 semanas) - 1 (14%) - 6 (19%) ns
Peso de recién nacido, gramos 3205 + 428 3098 + 700 ns
Fenotipo clinico de presentacion
Antenatal/Neonatal - 5 (29%) - 11 (39%) ns
Clasico - 10 (59%) - 14 (50%) ns
Gitelman - 2 (12%) - 3 (11%) ns
Electrolitos en plasma al diagnostico:
Kalemia (mEg/l) *, VN > 3,5-4,5 2,4+0,3 2,6+0,6 ns
Natremia (mEg/l) *, VN 135-145 mEq/I 1337 134 +4 ns
Hiponatremia (mEg/l) *,< 135 6 (35%) 11 (39%) ns
Cloremia (mEg/l) *,VN > 95-105 81+8 89+5 0,004
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Hipocloremia, < 95 mEq/I 11 (65%) 10 (36%) 0,03
- o . .
Bl?arbonato (mEq/I)~ VN: RNPT 16 {8, RNT 16-22,0y 2 3344 3945 ns
afnos 18-22, 2-18 afos 22-24 y > 18 afios 24-26
Calcemia (mg/dl) *
+ +
VN: RN 7,6-10,5; nifios/adultos 8,5-10) 10507 97+1 ns
Magnesemia (mg/dl) * . .
VN : RN 1,2 -2,2; nifios/adultos 1,6-2,5 2£03 2£05 ns
Hipomagnesemia, RN < 1,2; nifios/adultos < 1,6 mg/dI 2 (14%) 4 (13%) ns
Hipercalciuria al diagnéstico 5 (29%) 7 (25%) ns
Nefrocalcinosis/litiasis al final del estudio - 3 (17%) - 4 (14%) ns
Crecimiento
Talla final, z-score en DE ** -1(-1,9--0,4) -1(-2--0,4) ns
Talla final patolégica, z-score < -2 DE 3 (18%) 8 (28%) ns
Enfermedad Renal Crénica - 3 (18%) - 8 (28%) ns

* Valor de la media + DE
** Valor de la mediana (P25-75)
VN: valor normal RN: recién nacido, RNPT: recién nacido pretérmino
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En total, en nuestro estudio, se clasificaron segun el genotipo 45 de los 49 pacientes del total
de la cohorte. En el resto de pacientes no se disponia de estudios funcionales de las variantes
halladas en el gen CLCNKB, por lo que se desconocia la conductancia residual que presentaban
en el canal CIC-Kb. Entre los 45 pacientes, 17 (38%) pacientes presentaron un genotipo que
daba lugar a una conductancia residual del canal del cloro igual o menor del 20%, y 28 (62%)
pacientes presentaron un genotipo que daba lugar a una conductancia residual del canal del
cloro mayor del 20%. Se compararon las caracteristicas clinicas al diagnostico y a largo plazo
entre los dos grupos de genotipo. Por un lado, no se hallaron diferencias significativas en la
edad de diagnostico de la enfermedad entre ambos grupos. La mediana de edad al diagnéstico
de los pacientes con variantes que dan lugar a una funcién residual del canal del cloro igual o
menor del 20% fue 0,4 (0,06-2-2) afios de edad, y la mediana de edad al diagndstico de los
pacientes cuyas variantes daban lugar a una funcion residual mayor del 20% fue 0,8 (0,6-2)
afios de edad. Asi mismo, no se observaron diferencias en el porcentaje de pacientes que
presentaron polihidramnios durante el embarazo (24% vs. 39%), en el porcentaje de pacientes
que fueron prematuros (14% vs. 19%), ni tampoco en la media de la edad gestacional (38 + 2
vs. 38 £ 2 semanas), ni en el peso medio de recién nacido (3205 + 428 vs. 3098 + 700 gr) entre
ambos grupos de genotipo. En cuanto al fenotipo clinico de presentacion, el fenotipo de
Sindrome de Bartter Clasico (59% vs. 50%) fue el mas frecuente en los dos grupos de genotipo,
seguido por el fenotipo Antenatal o neonatal (29% vs. 39%) y el fenotipo Gitelman (12% vs.

11%), sin hallar diferencias significativas entre los dos grupos de genotipo.

Por otro lado, se analizO si existian diferencias en severidad de las alteraciones
hidroelectroliticas al diagndstico de la enfermedad entre ambos grupos. No observamos
diferencias significativas en la kalemia media (2,4 = 0,3 vs. 2,6 £ 0,6 mEq/Il), en la natremia
media (133 = 7 vs. 134 £ 4 mEq/l) ni en el numero de pacientes con hiponatremia (35% vs.
39%). Sin embargo, la cloremia media fue significativamente menor en los pacientes con
genotipo mas severo (81 + 8 mEqg/l vs. 89 = 5 mEq/l; p=0,004). Igualmente, el nimero de
pacientes con hipocloremia fue mayor (65% vs. 36%; p=0,003) en pacientes con genotipo

Severo.

Por otro lado, la media de la calcemia fue similar en ambos grupos (10,5 + 0,7 vs. 9,7 £ 1
mg/dl), y no hubo diferencias significativas en los valores medios de magnesio en plasma al

diagnostico (2 + 0,3 vs. 2 £ 0,5 mg/dl) ni en el nimero de pacientes de pacientes con
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hipomagnesemia al diagndstico (14% vs. 13%). Igualmente, el porcentaje de pacientes con
hipercalciuria al diagnéstico fue similar en ambos grupos (29% vs. 25%), asi como el

porcentaje de pacientes que desarrollaron nefrocalcinosis (17 vs. 14%).

Por ultimo, se analizé si el genotipo tuvo relacion con el pronostico en cuanto a la talla final y
a la funcion renal de los pacientes. Por un lado, no se observaron diferencias significativas en
la mediana de la talla final entre ambos grupos de genotipo [z-score -1 (-1,9 —-0,4) vs. z-score
-1 (-2 —-0,4)] ni tampoco en el porcentaje de pacientes con talla patoldgica al final del estudio
(18% vs. 28%). Por otro lado, tampoco existieron diferencias en el porcentaje de pacientes con

enfermedad renal cronica al final del estudio entre ambos grupos (18% vs. 28%).

En resumen, no se hall6 ninguna correlacion genotipo-fenotipo en nuestra cohorte de
pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Ill, excepto en la cloremia de los pacientes. Los
pacientes cuyas variantes daban lugar a una conductancia residual de cloro en el canal CIC-Kb
igual o menor del 20% presentaron una hipocloremia mas severa que los pacientes cuyas

variantes daban lugar a una conductancia residual del canal del cloro mayor del 20%.
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7. DESCRIPCION DE LOS EMBARAZOS Y SUS COMPLICACIONES EN LAS
MUJERES CON SINDROME DE BARTTER TIPO III

A lo largo de la evolucion, tres mujeres afectas de Sindrome de Bartter Tipo Il (SOR 5, SOR
8 y SOR 105) tuvieron ocho embarazos. Todos los embarazos fueron planificados

suspendiéndose los antiinflamatorios no esteroideos previamente.

La paciente SOR 5 tuvo tres embarazos, uno de ellos no progresé presentando un aborto en el
primer trimestre. Durante los embarazos, presentd varios episodios de hipopotasemia en
contexto de vomitos que requirieron ingreso hospitalario. Ademas, en el momento del
embarazo presentaba una enfermedad renal cronica estadio 11 sin observarse un empeoramiento
de la funcién renal durante el embarazo ni tras el parto. Por otro lado, la paciente SOR 8
presentd tres embarazos, dos de ellos no progresaron presentando un aborto en la semana 8 y
37, respectivamente. El tercer embarazo transcurrio sin complicaciones. En el caso del aborto
de la semana 37, en la anatomia patologica de la placenta se describieron microinfartos,
considerandose como posible causa del aborto. Por altimo, la paciente SOR 105 present6 dos
embarazos que transcurrieron con normalidad. Los recién nacidos en todos los casos tuvieron

un periodo perinatal normal sin complicaciones.

En resumen, todos los embarazos que tuvieron las mujeres de nuestra cohorte fueron

planificados, y las complicaciones fueron muy poco frecuentes.
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1. FENOTIPOS CLINICOS DE PRESENTACION EN EL SINDROME DE BARTTER
TIPO 11

A lo largo del tiempo, en el Sindrome de Bartter se han establecido distintos patrones clinicos
permitiendo clasificar la enfermedad en cinco tipos. Por un lado, tenemos los tipos antenatales
0 neonatales Tipo I, Tipo Il y Tipo IV, con presentacion clinica severa desde el periodo
antenatal con polihidramnios durante el embarazo. Por otro lado, el Sindrome de Bartter Tipo
I11 0 el Sindrome de Bartter Clasico, tiene una presentacion clinica menos severa y mas tardia
durante la infancia. Por Gltimo, el Sindrome de Bartter Tipo V, se trata de una forma transitoria
antenatal o neonatal de Sindrome de Bartter, donde los pacientes presentan un polihidramnios
severo y clinica durante el periodo neonatal, pero que se resuelve las primeras semanas de vida.
En todos los tipos de Sindrome de Bartter, dependiendo del grado de afectacion del asa de
Henle y de los segmentos distales a éste, existe una pérdida de sal por orina mas o menos severa
dando lugar a una hipersecrecion variable de prostaglandina E2, y, por lo tanto, a una
hiperactivacion variable del sistema renina-angiotensina-aldosterona lo que explicara la

gravedad de la sintomatologia en cada una de ellas (155).

El Sindrome de Bartter Tipo 11 es secundario a la disfuncion del canal del cloro CIC-Kb. Este
canal se expresa en la membrana basolateral del segmento grueso del asa ascendente de Henle,
en el tubulo contorneado distal y en el tabulo colector reabsorbiendo cloro hacia el torrente
sanguineo (190). Por lo tanto, los pacientes tendran una disfuncion secundaria de todos estos
segmentos y, consecuentemente, deberian de presentar una clinica severa. No obstante, en
comparacion con los tipos antenatales, la presentacion clinica es mas tardia y menos severa,
con una afectacién menos grave de la capacidad de concentracién de la orina. Este fenotipo
menos severo se ha atribuido a los mecanismos que existen a lo largo del tabulo renal para
compensar la pérdida de cloro por orina, lo que permite, en cierto modo, mantener la funcion
de los segmentos en los que se expresa el canal de cloro CIC-Kb. Entre los mecanismos de
compensacion estan el canal de cloro CIC-Ka que esta localizado a lo largo de todo el asa
ascendente de Henle (segmento grueso y fino), el cotransportador KCI situado en el segmento
grueso del asa ascendente de Henle, el regulador de la conductancia transmembrana de la
fibrosis quistica (CFTR), situado a lo largo del tabulo renal, o el intercambiador CI/H CIC-5
en el tubulo proximal (59, 178, 179, 187).
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Sin embargo, entre los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo |11 se ha observado que existe
un amplio espectro de severidad en la presentacién clinica. Aunque la mayoria de los pacientes
se diagnostican a lo largo de la infancia sin polihidramnios durante el embarazo con un fenotipo
de Sindrome de Bartter Clasico, existen pacientes con presentacion clinica antenatal o neonatal
similar al Tipo I, Tipo Il o Tipo IV, o con presentacidn clinica similar al Sindrome de Gitelman
con hipomagnesemia y/o hipocalciuria en la adolescencia o en la edad adulta (179, 311). En
nuestra cohorte, entre los 49 pacientes, el 35% presento un fenotipo clinico similar al Sindrome
de Bartter Antenatal o Neonatal, el 53% present6 un fenotipo clinico de Sindrome de Bartter
Clasico, y el 12% un fenotipo clinico similar al Sindrome de Gitelman. En una serie de 115
pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 11 se observo una tendencia similar, donde el 30% de
los pacientes presentaron un fenotipo antenatal o neonatal, un 44% un fenotipo clasico y un
26% de los pacientes un fenotipo Gitelman (179). Algunos autores sugieren que la
heterogeneidad en la presentacion clinica del Sindrome de Bartter Tipo 111 esté relacionada con
la variabilidad interindividual que pueda existir en el grado de compensacion de la pérdida de
cloro por orina a través de otros transportadores de cloro a lo largo del tibulo, como se ha
comentado previamente. Ademas, no se puede excluir que algunos pacientes puedan presentar
variantes alélicas en los genes que codifican estos canales de cloro compensatorios
compensando de manera variable en cada caso la pérdida de funcién del canal CIC-Kb (181,
312, 313). Por otro lado, en algunos estudios la severidad clinica de la enfermedad también se
ha relacionado con el genotipo de los pacientes (179). El aspecto genotipo-fenotipo en el

Sindrome de Bartter Tipo Il se discute més adelante, en el apartado 11.

2. CARACTERISTICAS PERINATALES EN EL SINDROME DE BARTTER TIPO |11

En los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 111 el polihidramnios durante el embarazo vy,
consecuentemente, la prematuridad es menos frecuente que en los tipos antenatales o
neonatales (Tipo I, Il, IV y V). Mientras que en los pacientes con tipos antenatales o neonatales
de Sindrome de Bartter el polihidramnios esta presente en practicamente todos los casos con
una alta tasa de prematuridad, en el Sindrome de Bartter Tipo Il alrededor de un 15-30% de
los pacientes desarrollan polihidramnios, y solamente alrededor del 10-15% son prematuros
(179, 193). Ademas, debido a la poliuria severa que presentan, en el Sindrome de Bartter Tipo
IV y Tipo V el polihidramnios se detecta precozmente durante el embarazo, entre las semanas
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19 y 25 de gestacion, y en el Sindrome de Bartter Tipo | y Il entre las semanas 25 y 27 de
gestacion precisando en algunas ocasiones un amniodrenaje. Por el contrario, en el Sindrome
de Bartter Tipo Il el polihidramnios se observa mas tardiamente, generalmente entre las
semanas 36 y 41 de gestacion, en relacion a la menor poliuria de estos pacientes (154, 189,
198). En nuestra cohorte de pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 111, los resultados hallados
fueron similares al resto de estudios, donde un 33% de los pacientes presentaron
polihidramnios y el 15% fueron prematuros. Aunque se desconocia la semana exacta en la que
se diagnostico el polihidramnios, ningn paciente precisé la realizacién de un amniodrenaje,
por lo que es posible que se haya detectado de manera tardia en las ultimas semanas del
embarazo como en la mayoria de pacientes con este tipo de Sindrome de Bartter.

Por otro lado, cabe comentar que la prematuridad supone un riesgo afiadido en los pacientes
con tubulopatias pierde sal en los primeros dias de vida, tanto por el manejo de las alteraciones
hidroelectroliticas, como por las complicaciones propias de la prematuridad. Por lo tanto, el
hecho de que en el Sindrome de Bartter Tipo 11l la prematuridad sea menos frecuente puede
contribuir en gque, generalmente, la enfermedad se presente como un cuadro menos severo que

los tipos antenatales o neonatales.

3. EDAD AL DIAGNOSTICO DEL SINDROME DE BARTTER TIPO 11I

La mayoria de los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Il se diagnostican en la infancia,
en el 50-70% de los casos a partir del afio de edad (179, 187, 193). En nuestra cohorte, el 94%
de los pacientes se diagnosticaron en la infancia o en la adolescencia: el 60% de la cohorte eran
menores de un afio y el 34% eran mayores de un afio de edad al diagndstico. Solamente 3
pacientes de la cohorte se diagnosticaron en la edad adulta. La edad al diagnostico de los
pacientes con fenotipo similar al Sindrome de Gitelman fue significativamente mayor que la
de los pacientes con fenotipo clinico antenatal o neonatal y fenotipo clasico. Sin embargo, no
existieron diferencias significativas en la edad al diagnostico entre los pacientes con fenotipo
antenatal o neonatal y fenotipo clasico. En una serie de 115 pacientes con Sindrome de Bartter
Tipo 111 se hallaron diferencias significativas en la edad al diagnostico entre los tres grupos de
fenotipo clinico, e incluso la edad de los pacientes con fenotipo antenatal o neonatal fue
significativamente menor que la edad de los pacientes con fenotipo clasico (179). En nuestra
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serie, dentro del grupo de pacientes con fenotipo antenatal o neonatal, a pesar de presentar una
historia de polihidramnios, 4 pacientes se diagnosticaron tardiamente entre los 2 y los 6 afios
de edad, lo que podria explicar que no existieran diferencias significativas en la edad al
diagnostico entre los pacientes con fenotipo antenatal o neonatal y fenotipo clasico. Asi mismo,
un paciente (SOR 100) con fenotipo clasico, se diagnostico a los 26 afios de edad en el afio
1984. No obtuvimos datos perinatales de este paciente y no presentd hipocalciuria ni
hipomagnesemia al diagnostico, por lo que se considerd un paciente con fenotipo clinico

clasico y con diagndstico tardio, al igual que otros pacientes diagnosticados en esa época.

Por otro lado, se analiz6 si existia una relacion entre la edad y el afio del diagndstico clinico.
Se observo que la mediana de edad al diagnostico fue significativamente mayor en los pacientes
diagnosticados antes del afio 2000, que la edad de los pacientes diagnosticados posteriormente
al afio 2000. También se observé que los pacientes diagnosticados antes del afio 2000 tenian
un fenotipo Gitelman con una frecuencia significativamente mayor. La primera descripcion del
Sindrome de Bartter se realizd en 1962 por Bartter y colaboradores, pero la genética del
Sindrome de Bartter Tipo 111 no se describié hasta 1997 (70, 156). Probablemente, el desarrollo
de la genética molecular a partir de la década de los 90 ha permitido un mejor conocimiento de
la enfermedad facilitando el diagndstico precoz. Este hecho podria explicar que, la edad al
diagnostico de los pacientes diagnosticados clinicamente antes del afio 2000 fuese
significativamente mayor que la de los pacientes diagnosticados posteriormente a ese afio. Asi
mismo, también podria explicar que cuatro pacientes de nuestra cohorte con fenotipo antenatal
0 neonatal y un paciente con fenotipo clasico se diagnosticaran mas tarde en la infancia o en la
edad adulta. Asi mismo, también podria explicar que la edad al diagnéstico de los pacientes
con fenotipo Gitelman, todos ellos diagnosticados previamente al afio 2000, fuera mayor que
la de los pacientes con fenotipo antenatal o neonatal y clasico. Sin embargo, también es posible
que los pacientes con fenotipo similar al Sindrome de Gitelman presenten un efecto
compensador tubular del canal de cloro CIC-Kb mayor que el resto de pacientes, lo que
explicaria que su clinica haya sido mas leve en los primeros afios de vida conllevado un

diagndstico més tardio de la enfermedad.
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4. SIGNOS CLINICOS Y DESARROLLO NEUROLOGICO EN EL SINDROME DE
BARTTER TIPO 111

La sintomatologia en el Sindrome de Bartter Tipo Il es inespecifica, y suele ser comun a otras
tubulopatias pierde sal. Los signos clinicos més frecuentes al diagndstico de la enfermedad son
el retraso de crecimiento y la poliuria en todos los fenotipos clinicos de presentacion (163, 179,
189). Igualmente, en nuestra cohorte, el signo clinico mas frecuente al diagnéstico fue el retraso
de crecimiento seguido de la poliuria y polidipsia, sin diferencias significativas entre los tres
fenotipos clinicos de presentacion. En segundo lugar, entre los signos clinicos de nuestra
cohorte, se encontraban la hipotonia, los signos de deshidratacién como los ojos hundidos, la
mucosa oral seca y el estrefiimiento. Estos signos fueron mas frecuentes en los pacientes con
fenotipo clinico antenatal o neonatal y clasico, que en los pacientes con fenotipo Gitelman. La
mayoria de los pacientes con fenotipo clinico antenatal o neonatal y fenotipo clasico eran
lactantes al diagndstico y, por lo tanto, mas vulnerables a situaciones de deshidratacion, lo que
explicaria estas diferencias entre los tres fenotipos clinicos. Por otro lado, la avidez por la sal
al diagndstico fue un signo clinico poco frecuente. Este dato es dificil de medir debido a que
es una valoracion subjetiva del paciente y resulta dificil conocer la cantidad de sal que afiaden
a los alimentos o la cantidad de ingesta diaria de alimentos salados. Por lo tanto, es posible que

un porcentaje mas alto de nuestra cohorte presentara un aumento de la apetencia por la sal.

Ademas, los calambres, la astenia, la debilidad muscular o las palpitaciones al diagnostico se
hallaron exclusivamente en los pacientes con fenotipo clinico Gitelman. Igualmente, en un
estudio de 115 pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 11, el 20% de los pacientes con fenotipo
similar al Sindrome de Gitelman y el 2% de los pacientes con fenotipo de Sindrome de Bartter
Clasico presentaron astenia y calambres al diagndéstico de la enfermedad (179). Probablemente,
la hipomagnesemia asociada a la hipokalemia que presentaron los pacientes fenotipo Gitelman
podria explicar que los calambres se hallaran exclusivamente en pacientes con este fenotipo

clinico.

Los sintomas mas frecuentes derivados de la hipokalemia y la hipomagnesemia son el temblor,
los calambres, las parestesias, la debilidad muscular y/o tetania, este Gltimo observandose sobre
todo en los casos de hipomagnesemia. En el Sindrome de Gitelman, donde la hipokalemiay la

hipomagnesemia cronica son criterios clinicos para sospechar la enfermedad, mas de la mitad
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de los pacientes presentan debilidad muscular, calambres, astenia, parestesia y palpitaciones
(182). Ademas, los pacientes con hipokalemia e hipomagnesemia severas, presentan un riesgo
cardiologico importante por alargamiento del potencial de accién de los cardiomiocitos dando
lugar a alteraciones del ECG con alargamiento del intervalo QT en la hipokalemia o el
ensanchamiento del complejo QRS en la hipomagnesemia. Todo ello provocara palpitaciones,
arritmias ventriculares e incluso una muerte subita en relacién a alteraciones de la perfusion
cardiaca durante el ejercicio (203, 314, 315). Asi mismo, la hipokalemia también se ha
relacionado con rabdomidlisis y con alteraciones neuroldgicas con convulsiones pudiendo
Ilevar hasta al estado de coma en los casos mas severos. Ademas, la hipomagnesemia, a su vez,
empeora la hipokalemia, teniendo en cuenta que el magnesio intracelular en las células
epiteliales del tubulo colector es esencial para regular la secrecion del potasio a la luz tubular
a traves de los canales ROMK (316, 317). En este contexto, cabe destacar que un paciente
(SOR 51) de nuestra cohorte presentd una parada cardiorrespiratoria en el momento
diagndstico en contexto de una hipokalemia severa asociado a una rabdomidlisis y, como
consecuencia, una isquemia renal severa. Por otro lado, otro paciente (SOR 195), que presentd
un fenotipo Gitelman con hipokalemia e hipomagnesemia al diagndstico, refirio palpitaciones
y episodios de sincopes de repeticion desde el diagnéstico de la enfermedad que persistian tras
25 afios de seguimiento, requiriendo hospitalizaciones practicamente todos los meses. En el
electrocardiograma presentaba un intervalo QT alargado de manera intermitente ademas de
extrasistoles ventriculares frecuentes. Aungue la hipokalemia y la hipomagnesemia, asi como
el intervalo QT largo se relacionaron con los episodios de sincope en este paciente, no podemos
descartar que, dada la severidad del cuadro, este paciente presentara un sindrome de QT largo
lo que también podria dar lugar a sincopes de repeticion empeorando el cuadro clinico de este
paciente. En el resto de pacientes que referian palpitaciones en nuestra cohorte, en ninguno se

observaron alteraciones electrocardioldgicas.

Por todo lo anterior, al igual que en los pacientes con Sindrome de Gitelman, es aconsejable
realizar un seguimiento cardiolégico en los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo I,
haciendo especial hincapié en aquellos que presentan sintomas como palpitaciones o sincopes,
0 que reciban algun tratamiento que altere el intervalo QT, o que empeore la hipomagnesemia
y la hipokalemia (182, 318). Cabe recordar que, en los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo
Il que se someten a alguna intervencion quirdrgica, la hipokalemia y la hipomagnesemia

pueden potenciar los efectos locales y generales de la anestesia. Por lo tanto, es aconsejable
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monitorizar los niveles plasmaticos y cerciorarse de que presentan una kalemia y magnesemia

aceptables antes de cualquier intervencion quirdrgica (319).

Aparte de los signos clinicos comentados, en nuestra cohorte, un paciente (SOR 104A)
presentd una colelitiasis en la infancia. Este paciente presentd un fenotipo antenatal con
polihidramnios durante el embarazo. Nacid a término a las 39 semanas de gestacion sin
presentar complicaciones durante el periodo neonatal, y fue diagnosticado de Sindrome de
Bartter a los 2 meses de vida en contexto de fallo de medro con una calciuria normal. La edad
a la que presentd la colelitiasis fue desconocida y al final del estudio tenia 13 afios de edad.
Las colelitiasis en la infancia son raras con una incidencia entre el 0,13 y el 0,22 %. En el 40%
de los pacientes suelen ser de etiologia idiopatica y en otros casos se asocia a la realizacion de
una cirugia abdominal, a la nutricion parenteral prolongada y a la prescripcion de furosemida
sobre todo en los pacientes prematuros (320-322). En el Sindrome de Bartter, se han descrito
casos aislados de colelitiasis en pacientes con Tipos 1 y Il. Aunqgue la etiologia de las colelitiasis
en estos casos es desconocida, se han atribuido a la prematuridad y a que los canales alterados
en estos tipos de Sindrome de Bartter, como el Na-K-2ClI NKCC2 y el canal de potasio ROMK,
también se expresan en los conductos hepatobiliares. Otros estudios, han sugerido que el
hiperparatiroidismo secundario a la hipercalciuria en el Sindrome de Bartter pueda estar
relacionado con la formacion de calculos biliares (323). Hasta la actualidad, no se ha descrito
en ningan estudio que los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Ill tengan mayor
susceptibilidad para desarrollar célculos biliares. Nuestro paciente no presentaba ninguno de
los factores de riesgo comentados para el desarrollo de colelitiasis, ni tampoco presentd
ninguna enfermedad hepética. Ademas, no refirié nuevos episodios de colelitiasis a lo largo de
la infancia. Por lo tanto, es posible que el episodio de colelitiasis haya tenido una etiologia

idiopética en este caso.

En cuanto al desarrollo neuroldgico de nuestra cohorte, un paciente presentd un retraso
cognitivo en contexto de una microdelecién en el cromosoma 22, y otro paciente presentd un
leve retraso escolar probablemente secundario a un Trastorno de Déficit de Atencion e
Hiperactividad. Debido a la dificultad para homogeneizar la informacién sobre el desarrollo
neuroldgico a largo plazo en los pacientes de nuestra cohorte, no obtuvimos datos objetivos en
este aspecto. Aparte de los dos pacientes comentados, en el resto de pacientes no existian

aparentemente datos clinicos subjetivos de retraso cognitivo en ningln paciente. En estudios
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previos, en una cohorte de 115 pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Ill, el 10% de los
pacientes presentaron un retraso psicomotor y todos ellos presentaron un fenotipo clinico
antenatal o neonatal y clasico. En el 6,5% de los pacientes se realizd un seguimiento
neuroldgico a lo largo de la evolucion y el 9% acudia al logopeda por trastornos del lenguaje
(179). En otro trabajo, donde se comparan pacientes con distintos tipos de Sindrome de Bartter,
el retraso psicomotor y la discapacidad cognitiva se describian en pacientes con tipos
antenatales de Sindrome de Bartter, como el Tipo I, Tipo Il y Tipo IV (179, 189). En este
aspecto, se ha observado también que en otras tubulopatias primarias, que cursan con
deshidratacion y alteraciones hidroelectroliticas severas desde los primeros meses de vida, los
pacientes presentan un retraso neurolégico a largo plazo. Por ejemplo, en la Diabetes Insipida
Nefrogénica, hasta un 9% de los pacientes presentan un retraso cognitivo (324, 325). Por lo
tanto, es posible que la prematuridad y los trastornos hidroelectroliticos durante los primeros
dias de vida tengan un papel importante en el retraso neurolégico a largo plazo. Teniendo en
cuenta la heterogeneidad clinica del Sindrome de Bartter Tipo Ill, seria interesante en estos
pacientes realizar el seguimiento del desarrollo neuroldgico y valorar el grado de discapacidad
intelectual mediante medidas homogéneas para poder conocer la repercusion que tienen las
alteraciones hidroelectroliticas, sobre todo en aquellos pacientes con fenotipo antenatal o

neonatal.

Por otro lado, el 10% de nuestra cohorte presentaron un cuadro ansioso-depresivo. Todos estos
pacientes eran adultos y estaban en seguimiento por psiquiatria. En la cohorte de 115 pacientes
de Seys y colaboradores, un 6,5% presentaron un trastorno psiquiatrico como trastornos de la
conducta alimentaria o hiperactividad (179). Segun la OMS, el 4% de la poblacion general
sufre de depresion y ansiedad, y esta prevalencia es mayor en personas con enfermedades
cronicas (326-328). La prevalencia de la depresion y la ansiedad en nuestra cohorte fue mayor
a la de la poblacion general y, no se debe olvidar que, al tratarse de enfermos crénicos,
probablemente presentan por esta condicion un riesgo mayor de trastornos del animo que los
pacientes sanos. Por lo tanto, es recomendable evaluar el aspecto psicolégico dentro del
seguimiento de los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Il para un abordaje precoz, con el
fin de evitar un abandono del tratamiento y deterioro de la calidad de vida a lo largo de la

evolucion.
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Actualmente no existen trabajos que estudien la calidad de vida de los pacientes con Sindrome
de Bartter, y en nuestra cohorte tampoco se recogieron datos de este aspecto de la enfermedad.
Sin embargo, en un estudio realizado con 50 pacientes adultos afectos de Sindrome de Gitelman,
se observo que la puntuacion de la calidad de vida era mas baja que la de los controles (185).
Durante mucho tiempo, el Sindrome de Gitelman se ha considerado una tubulopatia benigna
que se diagnostica en la adolescencia o en la edad adulta con sintomas leves inespecificos o
con ausencia de éstos. No obstante, esta benignidad se ha cuestionado en algunos trabajos
donde recalcan que existe una gran variabilidad fenotipica entre los pacientes, y que algunos
casos pueden llegar a ser graves presentando condrocalcinosis, rabdomidlisis, arritmias,
convulsiones o una presentacion en una edad temprana antes de los 6 afios de edad (163, 197).
En estos estudios, los pacientes con Sindrome de Gitelman refieren tener una mala calidad de
vida por la falta de bienestar fisico y de energia debido a su enfermedad, y en general,
expresaban una mala percepcion de la salud. Ademas, los resultados de la calidad de vida de
los pacientes de este estudio, se equipara a la de los pacientes con otras enfermedades crénicas
como la Diabetes Mellitus, o la insuficiencia cardiaca, entre otras. Por lo tanto, al igual que en
el Sindrome de Gitelman, en el Sindrome de Bartter tipo Ill, seria interesante valorar la calidad
de vida de los pacientes, asi como la integracion laboral mediante encuestas validadas, y
realizar estudios al respecto para conocer las necesidades que presentan a nivel socio-familiar
a lo largo de la vida. De esta manera se podrian desarrollar programas de educacién y apoyo

para los pacientes y sus familiares.

5. ALTERACIONES HIDROELECTROLITICAS EN EL SINDROME DE BARTTER
TIPO I

a) Alteraciones del cloro en plasma en el Sindrome de Bartter Tipo 111

En el Sindrome de Bartter Tipo Il1, donde el defecto primario se encuentra en el canal del cloro
CIC-Kb, la hipocloremia es una de las alteraciones hidroelectroliticas principales junto con la
alcalosis metabolica y la hipokalemia. En nuestra cohorte, el 90% de los pacientes de nuestra
cohorte presentaron una hipocloremia. Globalmente, los pacientes que tenian una edad igual o
menor de dos afos al diagnostico presentaron una cloremia significativamente menor que los

pacientes mayores de dos afios. En otros estudios que describen pacientes con Sindrome de
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Bartter tipo 11, se han hallado cifras variables de cloro en plasma con medianas entre 67 y 95
mEq/l, y practicamente el 100% de los pacientes presentan un cloro menor de 95 mEg/I (189,
193, 195).

Como se ha comentado previamente, algunos autores sugieren que los pacientes con Sindrome
de Bartter Tipo Il presentan otros transportadores que compensan la pérdida de cloro a lo largo
del tubulo renal como por ejemplo, el canal CIC-Ka en el asa de Henle, o el cotransportador
KCl situado en el segmento grueso del asa ascendente de Henle (59, 178, 179, 187). En nuestro
estudio, el hecho de que no todos los pacientes presenten hipocloremia al diagnostico, asi como
el hecho de que los pacientes menores de dos afios presenten una cloremia menor al diagnostico,
puede deberse a la inmadurez de estos transportadores en los primeros meses de vida, sobre
todo en aquellos pacientes que nacen prematuramente. Esto podria explicar el hecho de que,
aunque no se obtuvieron diferencias significativas, globalmente los pacientes con fenotipo
antenatal o neonatal presentaron pérdidas de cloro por orina mayores que los pacientes con
fenotipo clasico o fenotipo Gitelman. No obstante, no se debe olvidar que en los pacientes con
Sindrome de Bartter Tipo 11l también pueden existir pérdidas extrarenales de cloro a través de
los vomitos, que son frecuentes en esta enfermedad sobre todo los primeros meses de vida, lo
que también puede explicar que los pacientes mas pequefios, sobre todo lactantes, presenten
una cloremia menor. Por otro lado, la cloremia de nuestros pacientes aumenta
significativamente al final del estudio, y solamente el 49% de los pacientes presentaron una
hipocloremia igual o menor de 95 mEqg/l, sugiriendo que los pacientes adquieren
progresivamente la madurez, o que presentan una hiperactivacion de los transportadores
compensatorios de la pérdida de cloro por orina. Sin embargo, se debe tener en cuenta que
muchos pacientes reciben cloruro sédico como suplemento oral o ingieren altas cantidades de
sal en la dieta, lo que puede contribuir a la mejoria de la cloremia en el momento en el que se

realiza la analitica, sobre todo si ha pasado poco tiempo desde la Gltima dosis.

Al analizar la cloremia de los pacientes segun el fenotipo clinico, no se hallaron diferencias
significativas entre los tres fenotipos clinicos de presentacion. Por el contrario, en el trabajo de
Seys y colaboradores de 115 pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 111, la mediana del cloro
en plasma fue significativamente mayor en los pacientes con fenotipo Gitelman que en

los pacientes con fenotipo antenatal o neonatal y fenotipo clasico (179). En nuestra cohorte, la

ausencia de diferencias significativas en la cloremia entre los fenotipos clinicos de presentacion
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puede deberse a que algunos pacientes con fenotipo antenatal tuvieran un diagnostico tardio,
y, por lo tanto, es posible que ya hubiesen adquirido la madurez de los mecanismos de
compensacion en el momento del diagnostico. Por otro lado, se debe tener en cuenta que la
mayoria de los pacientes de nuestra cohorte presentaron la variante p.Ala204Thr en
homocigosis que, como se comentara en el apartado de correlacion genotipo-fenotipo (apartado
11), se trata de una variante que no altera de manera tan severa la conductancia del canal del
cloro como otras variantes, por ejemplo, las grandes deleciones. Este hecho podria explicar que

no se hallaran diferencias en la cloremia en los distintos grupos de fenotipo clinico.

Finalmente, en distintos estudios se ha observado que en los pacientes con Sindrome de Bartter
Tipo Il la hipocloremia es mas severa que los tipos antenatales I y Il. Asi mismo, en el
Sindrome de Bartter Tipo IVa, donde existe una disfuncion primaria de la subunidad barttina
necesaria para el funcionamiento del CIC-Kb, y el Sindrome de Bartter Tipo 1VVb donde existe
una disfuncién de ambos canales del cloro CIC-Ka y CIC-Kb, la hipocloremia es habitualmente
mas severa que en el resto de tipos antenatales de Sindrome de Bartter (179, 189). Por ejemplo,
en un estudio realizado por Brochard y colaboradores donde comparan los distintos tipos de
Sindrome de Bartter, en el Sindrome de Bartter Tipo | y Il la mediana del cloro en plasma fue
de 88 (86-93) mEq/I y de 93 (82-100) mEqg/I, respectivamente. Por el contrario, en el Sindrome
de Bartter Tipo Il los pacientes presentan una mediana de cloro en plasma de 67 (61-79) mEqg/I
y en el Sindrome de Bartter Tipo 1V de 80 (80-80) mEq/I (189).

En la membrana apical de las células intercaladas beta del tibulo colector se expresa el
intercambiador CI/HCOs denominado pendrina que reabsorbe hacia el interior de la célula una
molécula de cloro en intercambio por una molécula de bicarbonato. La expresién de este
intercambiador variara en funcién del cloro que llega al tibulo colector, aumentando en los
casos en los que el cloro en orina esta bajo. En el Sindrome de Bartter Tipo Il y Tipo IV,
debido al aumento del cloro en orina, la expresidn de la pendrina estara disminuida. Por lo
tanto, la reabsorcion del cloro en este segmento estard disminuida, lo que agravara la
hipocloremia (329). Por otro lado, algunos estudios en roedores han demostrado que el canal
CIC-Kb se expresa tambien en las células intercaladas alpha del tubulo colector. En la
membrana basolateral de estas células, en coexpresion con el canal del cloro CIC-Kb, se
expresa el intercambiador AE1 CI/HCOs que realiza la reabsorcion de bicarbonato hacia el

torrente sanguineo en intercambio por el cloro. EI CIC-Kb tiene un papel importante en la
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funcion del AE1, ya que permite mantener la reabsorcion del bicarbonato a traves del AE1
realizando el reciclaje hacia el torrente sanguineo de la molécula de cloro que se ha introducido
en lacélula (85, 178, 190, 205). Por lo tanto, ante un defecto de funcion del CIC-Kb, no existira

este reciclaje de cloro, lo que favorecera la hipocloremia en el Sindrome de Bartter Tipo IlI.

Por lo tanto, podemos decir que los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Ill, sobre todo
aquellos que presentan la variante p.Ala204Thr en homocigosis, la hipocloremia es menos
severa, ya que no todos los pacientes presentan una hipocloremia igual o menor del 95 mEq/I.
Ese hecho puede ser debido a la capacidad de compensar las pérdidas renales de cloro de cada
paciente, o al hecho de que la variante p.Ala20Thr, da lugar a una alteracion menos severa de

la conductancia de cloro, en comparacidn con otras variantes mas severas.

b) Hipokalemia y alcalosis metabdlica en el Sindrome de Bartter Tipo 111

En el Sindrome de Bartter la pérdida excesiva de sal por orina es la causa principal de la poliuria
y del hiperaldosteronismo, dando lugar a las alteraciones hidroelectroliticas principales de la
enfermedad como la alcalosis metabdlica y la hipokalemia. En nuestra cohorte, mas del 90%
de los pacientes presentaron una kalemia igual o menor de 3 mEqg/Il. Al final del estudio la
kalemia media de nuestra cohorte fue significativamente mayor que la del diagndstico y, en
general, la hipokalemia fue menos severa, ya que solo el 56% de la cohorte tenia una kalemia
igual o menor de 3 mEg/I. Las series de pacientes publicadas con Sindrome de Bartter Tipo IlI
describen datos similares con una kalemia media de entre 2,6 y 2,7 mEqg/l y en el 90% de los
pacientes la kalemia es menor de 3 mEg/l. Asi mismo, en estos estudios, la kalemia mejora

evolutivamente y en el 75% de los casos no alcanza los 3 mEqg/l (189, 195).

La hipokalemia es una de las caracteristicas principales del Sindrome de Bartter Tipo Ill, y
puede estar asociada a complicaciones severas como temblor, calambres, las parestesias, la
debilidad muscular, arritmias cardiacas, rabdomiélisis y convulsiones (202-204). Por lo tanto,
la suplementacidon oral de potasio es uno de los pilares principales del tratamiento, sobre todo,
con cloruro potasico, teniendo en cuenta que el cloro es uno de los iones que mas se pierde en
esta enfermedad. En nuestra cohorte, la dosis de cloruro potasico que recibian los pacientes al
diagnostico y al final del estudio no vari6. Ademas, no hubo diferencias significativas en la

kalemia en funcién de la dosis de potasio recibida. En el Sindrome de Bartter existe una
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hiperactivacion del tibulo colector para compensar la pérdida salina lo que da lugar a un
hiperaldosteronismo y, secundariamente, a una secrecion de grandes cantidades de potasio por
orina en este segmento que, en ocasiones, supera a la cantidad filtrada por el glomérulo. Los
niveles de potasio en plasma aumentan con la suplementacion oral, pero el potasio se pierde en
pocas horas por orina, resultando en un aumento de la cantidad de potasio que se filtra por el
glomérulo y, consecuentemente, aumentando la cantidad de potasio en orina (195). Por lo tanto,
aunque no existen estudios al respecto, la kalemia que se mide dependera en gran medida del
tiempo que haya pasado desde la ultima dosis, y por mas que aumentemos la dosis, resultara
dificil conseguir una kalemia estable en nuestros pacientes (5). Esto explica que, en nuestra
cohorte, aunque en el momento en el que se midi6 la kalemia se desconocia el tiempo que habia
pasado desde la ultima dosis de potasio oral, los pacientes con una dosis de potasio mayor no
presentaran una kalemia mayor. Asi mismo, en nuestro estudio, un paciente (SOR 90) recibia
una dosis de 20 mEg/kg/dia tanto al inicio como al final del estudio. Este paciente preciso
multiples ingresos en contexto de hipokalemia severa. Se cree que en este paciente se
prescribieron dosis altas de potasio en un intento de mejorar la kalemia. Sin embargo, su
kalemia al final del estudio era de 2,6 mEqg/l y, ademas, la adherencia terapéutica de este
paciente no fue buena. Por lo tanto, podemos decir que, por un lado, en el Sindrome de Bartter
Tipo 11, a pesar de prescribir dosis altas de potasio, no conseguiremos una kalemia mayor. Por
otro lado, cabe recalcar la importancia de valorar en la medida de lo posible la adherencia al

tratamiento de los pacientes previo a la modificacién de las dosis.

Los efectos secundarios principales del potasio oral son los gastrointestinales como las nauseas,
las diarreas y las Ulceras gastricas. Estos efectos secundarios son dosis-dependiente y en
algunos casos pueden empeorar la kalemia por pérdidas extrarrenales de potasio. En nuestra
cohorte, en tres pacientes que llevaban una dosis entre 5y 7 mEg/kg/dia se disminuyo la dosis
de potasio por presentar diarreas. Los suplementos orales de potasio se deben administrar con
el estomago lleno, y pueden administrarse disuelto en agua o en forma de comprimido de
liberacion lenta y divididos en varias dosis a lo largo del dia para evitar grandes variaciones de
los niveles de potasio en plasma. Se ha sugerido que, al igual que en el Sindrome de Gitelman,
en el Sindrome de Bartter el objetivo del nivel de potasio en plasma sea de 3 mEg/l, aunque se
sabe que algunos pacientes dificilmente alcanzan esa cifra (182, 195). Por ejemplo, en nuestra
cohorte, como se ha comentado anteriormente, hasta el 56% de los pacientes, a pesar de recibir

suplementos, presentaron una kalemia igual o menor de 3 mEqg/I al final del estudio. Por lo
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tanto, la dosis de potasio que se prescribe deberd individualizarse en cada caso buscando un
equilibrio entre la mejoria de los valores en plasma y los efectos secundarios. Ademas, es
posible que el valor considerado como objetivo pueda variar de unos pacientes a otros
dependiendo de la sintomatologia que presenten, o que varie en un mismo paciente a lo largo
de la evolucion de la enfermedad. Asi mismo, es importante aconsejar a los pacientes que
tomen alimentos ricos en potasio siempre advirtiendo de las calorias y de la cantidad de
carbohidratos que contienen algunos alimentos. No debemos olvidar que, como se ha
comentado previamente, se debe evitar en la medida de lo posible, la prescripcion concomitante
de farmacos que empeoren la kalemia, o que alarguen el intervalo QT, para evitar
complicaciones cardioldgicas que pueden llegar a tener un prondstico fatal (330).

Por otro lado, en nuestro estudio no se registraron complicaciones relacionadas con la
administracién de potasio endovenoso, por ejemplo, en los casos de pacientes en ayunas para
intervencion quirdrgica o en los ingresos por descompensaciones de la enfermedad. En este
aspecto, no debemos olvidar la importancia de administrar una dosis menor de 10 meg/hora
para evitar el dolor y la flebitis. Asi mismo, cabe recalcar que el potasio endovenoso debe
administrarse mediante una bomba de infusion para controlar el ritmo de infusién y evitar que

los pacientes reciban grandes cantidades de potasio en un corto periodo de tiempo.

Al igual que con el potasio, todos los pacientes de nuestra cohorte presentaron una alcalosis
metabdlica al diagndéstico de la enfermedad con una media de pH en plasma de 7,5 y de
bicarbonato de 33 + 6 mEg/I. En los distintos trabajos de pacientes con Sindrome de Bartter
Tipo 111, los valores medios de bicarbonato en plasma reportados se sittan entre 29 y 42 meqg/I.
Al final del estudio, tras una mediana de tiempo de 12 afios, en todos los pacientes persistio la
alcalosis metabdlica y aunque no se observaron diferencias significativas en los valores de
bicarbonato entre el diagndstico y el final del estudio, en el 46% de los pacientes los niveles de
bicarbonato en plasma fueron superiores a los valores observados al diagndstico con
variaciones entre 3 y 5 mEqg/l. En un estudio previo realizado con 13 pacientes con Sindrome
de Bartter Tipo 111 se observé también que en el 50% de los pacientes los niveles de bicarbonato

aumentaron tras una mediana de tiempo de seguimiento de 14 afos (193).

En el Sindrome de Bartter, la pérdida de sal y de cloro por orina hiperestimula la secrecion de

prostaglandina E2 en la méacula densa y, secundariamente, la secrecion de renina en las células
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del aparato yuxtaglomerular activando el sistema renina-angiotensina-aldosterona. El
hiperaldosteronismo secundario actia en el tdbulo colector siendo la responsable de la
hipokalemia y de la alcalosis metabolica tipicas del Sindrome de Bartter (5). En estudios
previos se ha observado que los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Ill presentan un
hiperaldosteronismo crénico a lo largo del seguimiento secundario a la pérdida de sal y al
estado de deshidratacion crénica (193). En nuestra cohorte no se obtuvieron valores de renina
ni de aldosterona en plasma, pero teniendo en cuenta que la alcalosis metabdlica y la
hipokalemia persistia en practicamente todos los pacientes al final del estudio, consideramos

que en los pacientes de nuestra cohorte también existia un hiperaldosteronismo crénico.

Por lo tanto, en el Sindrome de Bartter Tipo Ill, donde los pacientes mantienen un
hiperaldosteronismo cronico secundario a la pérdida de sal y al estado de deshidratacion
cronico, es importante que reciban una ingesta hidrica adecuada, asi como una suplementacion
con sodio oral a lo largo de toda la vida para mantener el volumen extracelular adecuado. Asi,
se evitaran, en la medida de los posible, las complicaciones derivadas del hiperaldosteronismo,
como, por ejemplo, el deterioro crdnico de la funcion renal como se comentara méas adelante

en la discusion (230).

c) Alteraciones del sodio en plasma en el Sindrome de Bartter Tipo 111

Aunque la pérdida cloruro sodico por orina es la principal causa de las alteraciones
hidroelectroliticas del Sindrome de Bartter, debido a los abundantes mecanismos
compensatorios que existen a lo largo del tubulo, la hiponatremia no es un hallazgo frecuente
en ninguno de los cinco tipos de esta enfermedad. En nuestra cohorte, un 39% de presento
hiponatremia al diagndstico precisando iniciar suplementos orales. Sin embargo, al final del
estudio, todos los pacientes presentaron un sodio en plasma normal, y solamente un 12%
recibia suplementos orales de sodio.

Por otra parte, no hallamos diferencias significativas en la natremia ni en el nimero de
pacientes con hiponatremia al diagnostico entre los tres fenotipos clinicos de presentacion. No
obstante, en la cohorte, la media del sodio en plasma en los pacientes que eran igual 0 menores
de dos afios al diagndstico fue significativamente menor que en los pacientes mayores de dos
afios. Asi mismo, el porcentaje de pacientes con hiponatremia fue significativamente mayor en

los pacientes menores de dos afios que en los pacientes mayores de dos afios. En estudios
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previos, Bettinelli y colaboradores, en su cohorte de 13 pacientes con Sindrome de Bartter Tipo
Il mostraron una tendencia similar, donde el 40% de los pacientes presentaron hiponatremia
al diagnostico, todos eran pacientes menores de 2 afios, y solamente el 15% de los pacientes
precisaban suplementos orales de sodio tras una mediana de tiempo de evolucion de 14 afios
(193). La diferencia en la natremia en funcion de la edad de los pacientes puede estar
relacionada con la inmadurez tubular presente en los primeros meses de vida y, por lo tanto,
con la incapacidad de compensar las pérdidas de sal por la orina mediante otros transportadores
de sodio que se expresan a lo largo del tabulo renal. Ademas, el hecho de que un porcentaje
significativamente menor precise suplementos de sodio al final del estudio, sugiere que a lo
largo de la evolucion de la enfermedad existe un desarrollo de estos mecanismos de
compensacion. Esto podria explicar el hecho de que, en general, los pacientes con fenotipo
antenatal o neonatal, es decir, los mas jovenes de la cohorte y por lo tanto con mayor inmadurez
del tubulo, presentaran perdidas de sodio por orina mayores al diagnéstico que los de fenotipo
clasico y fenotipo Gitelman, aunque estas diferencias no fueron significativas. Asi mismo,
aunque es dificil medir la cantidad de sal que toman los pacientes en la dieta, es posible que
muchos de los nifios mayores y adultos de nuestra cohorte fueran capaces de regular la
necesidad de sal a través de la dieta, lo que también explicaria la disminucién de pacientes con
necesidad de aportes orales de sodio al final del estudio. Por otra parte, otro factor que podria
explicar la regulacion del sodio que presentan los pacientes a lo largo de la evolucion es debido
al papel que tienen las quinasas WNK [with-no-K(Lys)] en el tabulo renal. Las quinasas son
proteinas que desempefian funciones importantes en el control de la homeostasis del sodio y
de la presion arterial en el organismo regulando la fosforilacion de algunos cotransportadores
de sodio como el cotransportador Na-K-2Cl NKCC2 en el asa de Henle y el cotransportador
Na-Cl NCC en el tubulo contorneado distal (331, 332). Debido a ello, algunos autores han
sugerido que las variantes alélicas en los genes que expresan las quinasas podrian tener un
papel importante también en la compensacidn de la pérdida de sodio en el Sindrome de Bartter
(189).

En relacion a las pérdidas de sodio por orina, en nuestro estudio, no existian diferencias en los
valores ni en el nimero de pacientes con excreciones fraccionadas elevadas de sodio en orina
entre los tres grupos de fenotipo clinico, observando una alta variabilidad de la natriuria.
Probablemente, la variabilidad en la pérdida de sodio por orina en los pacientes, es debido a

los mecanismos de compensacion que existen a lo largo del tabulo, como se ha comentado
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anteriormente en este apartado. Ademas, hay que tener en cuenta que los pacientes con
Sindrome de Bartter Tipo Il pueden presentar pérdidas extrarrenales de sodio en relacion a
vomitos, lo que en pacientes sanos deberia daria lugar a una disminucién de la excrecion
fraccionada de sodio por el aumento de la funcién tubular para compensar estas péerdidas. Este
mecanismo de compensacion para las pérdidas extrarrenales también podria contribuir en la
variabilidad de la natriuria en nuestros pacientes. lgualmente, en un estudio, observaron que
existia una alta variabilidad en la pérdida de sal por orina entre los pacientes con Sindrome de
Bartter. Sin embargo, todos los pacientes, independientemente del tipo de Bartter, presentaban
una excrecion fraccionada de cloro elevada al diagnostico de la enfermedad. Teniendo en
cuenta que el sodio y el potasio se reabsorben en el tibulo siempre unido a un anién, en muchas
ocasiones al cloro, en este estudio proponen que el cloro en orina podria ser un reflejo directo
de la pérdida renal de sodio en orina en los pacientes con Sindrome de Bartter (195). En nuestra
cohorte, aunque las diferencias no fueron significativas, la proporcion de pacientes con
excrecién de cloro elevada en orina fue mayor en los pacientes con fenotipo antenatal o
neonatal que en los pacientes con fenotipo clasico y fenotipo Gitelman, sugiriendo que la
pérdida renal de sodio era mayor en los pacientes con fenotipo antenatal o neonatal. Esto que
a su vez podria explicar la sintomatologia méas severa y precoz de los pacientes de este grupo.
Ademas, esto podria correlacionarse con la hiperreninemia mayor de los pacientes de este
grupo, como se ha demostrado en un estudio previo (179). Sin embargo, en el Sindrome de
Bartter Tipo I1l, la pérdida de sodio es secundaria a un defecto del canal de cloro CIC-Kb, por
lo que la pérdida de cloro es un hallazgo principal en estos pacientes, poniendo en entredicho
su correlacién con la natriuria. En nuestra cohorte, el hecho de que la pérdida de cloro sea
mayor en los pacientes con fenotipo antenatal podria explicarse por la inmadurez tubular de
los mecanismos de compensacion en los pacientes mas jévenes, como son los de este fenotipo

clinico.

Por lo tanto, en general, los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo |1l no suelen presentar
alteraciones de sodio en plasma. En algunas ocasiones se observa una hiponatremia sobre todo
en aquellos pacientes que se diagnostican por debajo de los dos afios de edad. Aunque la
mayoria de pacientes no precisan suplementos orales de sodio, es posible que muchos pacientes
regulen la necesidad de sal a través de la dieta. Por otro lado, aunque la pérdida de cloro por
orina podria ser un reflejo de la pérdida de sal en el Sindrome de Bartter, el hecho de que el

defecto principal en el tipo 111 se encuentre en el canal del cloro CIC-Kb, hace que el valor del
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cloro en orina pueda estar alterado por otros factores, como, por ejemplo, por el grado de
compensacion que existe en el tibulo dependiendo de la edad del paciente.

d) Alteraciones del calcio y magnesio en plasma, y de la calciuria en el Sindrome de

Bartter Tipo 111

Al diagnostico de la enfermedad, en el 33% de los pacientes se observé una hipercalciuria, en
el 10% se detect6 una hipocalciuria y en el 8% se observo una hipomagnesemia. En las distintas
series de pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Ill, el porcentaje de pacientes con
hipercalciuria varia entre un 10-50%, alrededor de un 15% de los pacientes presentan

hipocalciuria y un 23% presentan hipomagnesemia (189, 193, 195).

En nuestra cohorte, a lo largo de la evolucion de la enfermedad, el porcentaje de pacientes con
hipocalciuria y con hipomagnesemia aumentaron significativamente respecto al diagnostico.
Es decir, a lo lago de la evolucién, alrededor de un tercio de los pacientes con Sindrome de
Bartter Tipo Il presentan un fenotipo Gitelman, independientemente del fenotipo que
presenten al diagnostico. En el Sindrome de Bartter Tipo |1, debido a la disfuncion del canal
de cloro CIC-Kb en asa de Henle, existe una disfuncion secundaria del cotransportador Na-K-
2CI NKCC2 situado en el asa de Henle. Esto, a su vez, inhibira la reabsorcion paracelular del
calcio y magnesio dando lugar a una hipercalciuria, y consecuentemente, el desarrollo de una
nefrocalcinosis. En el asa de Henle, al contrario que en el tubulo contorneado distal, existen
otros canales de cloro como el CIC-Ka y KCI que compensan la disfuncion del CIC-Kb, lo que
hace que la disfuncién de este segmento no sea tan severa, y que los pacientes no presenten
tanta alteracion de la reabsorcion de calcio y magnesio via paracelular. Ademas, el canal de
cloro CIC-Kb también se expresa en el tubulo contorneado distal, por lo que existird una
disfuncion del canal Na-Cl NCC vy, por consiguiente, una alteracién del canal de magnesio
TRPMBG, asi como del intercambiador Na/Ca TRVP5 dando lugar a una hipomagnesemia y una
hipocalciuria, similar al Sindrome de Gitelman (155, 166). Es posible que, en el tabulo
contorneado distal, al no existir ningin mecanismo de compensacion como en el asa de Henle,
su disfuncidén sea mayor con el tiempo lo que explicaria porque nuestra cohorte algunos
pacientes desarrollen un fenotipo similar al Sindrome de Gitelman con los afios. Asi mismo,
como se ha comentado previamente, no podemos descartar que los pacientes presenten

variantes en los genes que codifican los canales de cloro compensadores del asa de Henle
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pudiendo dar una hiperactivacion o una disfuncion de estos canales, contribuyendo en la
variabilidad fenotipica a largo plazo del Sindrome de Bartter Tipo 111 (166, 178, 206).

En nuestra cohorte, solamente 2 pacientes (SOR 63 y SOR 97) presentaron una hipercalcemia
al diagnostico. Ambos pacientes se diagnosticaron con un fenotipo clasico antes de los 6 meses
de edad. Uno de ellos asociaba una hipercalciuria y ninguno desarrollé nefrocalcinosis a lo
largo de la evolucion. La causa de las alteraciones de la homeostasis del calcio y del fésforo
en el Sindrome de Bartter en general es desconocida. La hipercalciuria con aumento de la
parathormona y de la 1-25-hidroxi-vitamina D, asociada en ocasiones a hipercalcemia, se ha
descrito en pacientes con tipos antenatales de Sindrome de Bartter (333-336). Ademas, en otros
trabajos se ha observado que los pacientes con Sindrome de Bartter tienen tendencia a presentar
hipofosfatemia con aumento de la parathormona en plasma sin presentar alteraciones de la
calcemia (337). Algunos autores han sugerido que la hipersecrecion de la prostaglandina E2
podria ser la causa de la alteracion de la homeostasis del calcio y del fésforo en el Sindrome
de Bartter, aumentando la parathormona y la fosfaturia en contexto de la contraccion del
espacio extracelular. En este sentido, en algunos pacientes se ha observado una correlacion
positiva entre el sodio y el cloro en orina, y el fésforo en orina. Ademas, se ha observado que
la inhibicion de la hipersecrecion de la prostaglandina E2 mediante indometacina disminuye la
calciuria con mejoria de las alteraciones del calcio y del fosforo (337-343). La osteopenia se
ha descrito sobre todo en pacientes con Tipo | y Tipo Il debido a la hipercalciuria importante
que presentan, aunque también se ha descrito en casos aislados de Sindrome de Bartter Tipo
111 (336, 344, 345). En nuestra cohorte, no obtuvimos datos del fésforo, de la parathormona ni
de los niveles de vitamina D. Es probable que en los dos pacientes que presentaron la
hipercalcemia en nuestra cohorte la prostaglandina E2 haya sido la causa de la elevacion
discreta y transitoria del calcio en plasma, teniendo en cuenta que eran lactantes en el momento
del diagndstico, presentando posiblemente una renina en plasma mayor y una hipersecrecion
mayor de la prostaglandina E2 que los pacientes mas mayores. Aun asi, no se deben olvidar
otras posibles causas de hipercalcemia, como por ejemplo, la hipercalcemia iatrogénica o el

hiperparatiroidismo primario (346).

Por ultimo, en nuestra cohorte, ningan paciente recibia diuréticos tiazidicos para tratar la
hipercalciuria. En la actualidad no hay datos que confirmen la eficacia de los diuréticos
tiazidicos con el fin de disminuir la calciuria en los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo IlI.

Ademas, debido a la afectacion del asa de Henle, la hipertrofia compensadora del tubulo
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contorneado distal es esencial para mejorar la volemia disminuyendo la natriuria, por lo que el
empleo de tiazidas no aporta ningun beneficio pudiendo contribuir a la deplecién cronica de
volumen en estos pacientes. Por lo tanto, en la actualidad no hay indicacion para su empleo en

los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 111 (347).

6. NEFROCALCINOSIS, LITIASIS Y OTRAS MALFORMACIONES RENALES EN
EL SINDROME DE BARTTER TIPO III

La nefrocalcinosis asociada a la hipercalciuria es una caracteristicas tipica del Sindrome de
Bartter Tipo | y Tipo Il donde practicamente todos los pacientes la presentan desde el
diagnostico de la enfermedad (163, 189, 199, 348). En estos tipos de Sindrome de Bartter,
existe una afectacion severa y exclusiva del asa de Henle donde ocurre una inhibicion de la
reabsorcion paracelular del calcio secundaria a una disfuncion severa del cotransportador Na-
K-2CI NKCC2. Ademas, la hiperactividad compensadora del tubulo contorneado distal con un
aumento de funcion del cotransportador Na-Cl NCC en las patologias con defecto exclusivo
del asa de Henle aumentan la hipercalciuria favoreciendo la nefrocalcinosis. Por el contrario,
en los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 111y Tipo IV la hiperactividad de otros canales
de cloro expresados en el asa de Henle con el fin de compensar la pérdida de cloro por orina,
como el CIC-Ka y el KCI, ayudan a mantener en cierto modo la funcién del asa de Henle. Por
lo tanto, el transporte paracelular del calcio no esta tan afectado en estos pacientes, lo que
explica que la frecuencia de hipercalciuria y, secundariamente de la nefrocalcinosis sea mas
baja en los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Il y Tipo IV (155). Por altimo, en el
Sindrome de Bartter Tipo V, en la que existe un defecto transitorio del asa de Henle y del
tibulo contorneado distal, la nefrocalcinosis suele ser leve o estar ausente en la mayoria de
casos (74, 154).

En total, en nuestro estudio el 14% de los pacientes desarrollaron una nefrocalcinosis medular
bilateral detectada mediante ecografia renal. En los estudios previos publicados sobre pacientes
con Sindrome de Bartter Tipo Ill se han mostrado resultados similares, donde se observa que
entre el 10 y el 20% desarrollan nefrocalcinosis. Sin embargo, no se conoce la edad a la que se
detecta por primera vez la nefrocalcinosis en la ecografia renal (163, 179, 187, 194, 195, 348).
En el Sindrome de Bartter Tipo | y I, debido a la severidad del cuadro, suele estar presente

practicamente desde el primer o el segundo mes de vida (199). En nuestra cohorte de pacientes
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con Sindrome de Bartter Tipo Ill, en 4 pacientes la nefrocalcinosis estuvo presente desde el
diagndstico entre los 6 meses y los 26 afios de edad. Por el contrario, 3 pacientes, al diagnostico
de la enfermedad, momento en el que tenian entre 6 meses y 6 afios de edad, tenian una
ecografia normal, y desarrollaron nefrocalcinosis a lo largo de la evolucion. La edad a la que
aparecié la nefrocalcinosis en los pacientes de nuestra cohorte fue desconocida. Sin embargo,
en ningun paciente de toda la cohorte se detect6 una nefrocalcinosis antes de los dos primeros
meses de vida, a diferencia de lo que sucede con los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo |
y Il. Ademas, entre los 7 pacientes que desarrollaron nefrocalcinosis, el paciente en el que mas
precozmente se detectd tenia 6 meses de edad en ese momento. Por lo tanto, aunque no
obtuvimos datos exactos, podemos observar que existe una alta variabilidad en la edad de inicio
de la nefrocalcinosis en el Sindrome de Bartter Tipo Il y que, en principio, la edad a la que

inician el desarrollo de la nefrocalcinosis es mas tardia que en los tipos antenatales | y 11.

Todos los pacientes con nefrocalcinosis de nuestra cohorte presentaron un fenotipo clinico
antenatal, neonatal o un fenotipo clasico, y no se hallaron diferencias significativas entre ambos
fenotipos. Entre los pacientes de la cohorte que presentaron un fenotipo antenatal o neonatal el
24% desarrollaron nefrocalcinosis; en el grupo de pacientes con fenotipo clésico el 11%; y
ningun paciente con fenotipo Gitelman desarrollé nefrocalcinosis. Igualmente, en estudios
previos, en una serie de pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 111 el 29% de los pacientes con
fenotipo antenatal o neonatal, el 14% de los pacientes con fenotipo clasico y solamente el 3%
de los pacientes con fenotipo Gitelman desarrollaron nefrocalcinosis (179). Probablemente, el
grado de afectacion del asa de Henle debido a la disfuncion secundaria del cotransportador Na-
K-2Cl NKCC2 en el Sindrome de Bartter Tipo Il es mayor en los pacientes con fenotipo
antenatal, neonatal o clasico, lo que explica que la prevalencia de nefrocalcinosis sea mayor en
estos dos grupos. Ademas, los pacientes con fenotipo antenatal, neonatal o cléasico suelen ser
recién nacidos o lactantes y, por lo tanto, tienen menor capacidad de compensar las pérdidas
de cloro en el asa de Henle debido a la inmadurez tubular. Por lo tanto, presentan mayor
afectacion del asa de Henle que los pacientes con fenotipo Gitelman con un riesgo mayor de
desarrollar hipercalciuria y nefrocalcinosis (155). No obstante, podemos decir que la capacidad
de compensacion de la pérdida de cloro en el asa de Henle es variable de unos pacientes a otros,
sugiriendo que algunos pacientes puedan presentar variantes alélicas en los genes que codifican
estos canales compensadores. Este hecho podria explicar por qué no todos los pacientes con

fenotipo antenatal o neonatal de nuestra cohorte desarrollaron nefrocalcinosis. Ademas, cabe
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destacar que, en nuestra cohorte, entre los pacientes que desarrollaron nefrocalcinosis y
presentaron un fenotipo antenatal o neonatal, ninguno fue diagnosticado en el primer mes de
vida a pesar de presentar un polihidramnios durante el embarazo. Por lo tanto, es posible, que,
ademas del fenotipo severo con inicio precoz en la vida de los pacientes con fenotipo antenatal
o neonatal, o la variabilidad interindividual en los mecanismos de compensacion, el diagnostico
tardio con exposicion prolongada a los mecanismos fisiopatoldgicos jueguen un papel

importante en el desarrollo de nefrocalcinosis del Sindrome de Bartter Tipo I11.

Como se ha comentado anteriormente, la nefrocalcinosis en el Sindrome de Bartter Tipo 111 es
secundaria a la hipercalciuria. Todos los pacientes de nuestra cohorte con nefrocalcinosis, salvo
dos (SOR 48 y SOR 80), asociaban una hipercalciuria. Entre los dos pacientes con
nefrocalcinosis y sin hipercalciuria, uno de ellos (SOR 80) presentaba hipocalciuria al final del
estudio. Es posible que ambos hayan presentado una hipercalciuria durante algin tiempo a lo
largo de la evolucion. Al tratarse de un estudio donde solamente se analizan los valores
analiticos en dos momentos puntuales de la enfermedad (al diagnostico vy al final del estudio),
fue dificil valorar la relacion entre algunos hallazgos, como es el caso de la hipercalciuria y la

nefrocalcinosis.

En general, en el Sindrome de Bartter, debido a la hipercalciuria, existe un riesgo aumentado
de presentar litiasis a lo largo de la evolucion. En nuestra cohorte el 8% de los pacientes
presentaron litiasis a lo largo de la evolucion. Entre ellos, dos pacientes (SOR 5y SOR 45)
presentaron litiasis sintomaticas a lo largo de la infancia en contexto de infecciones urinarias
precisando una intervencion: una de ellas (SOR 45) precisé litotricia extracorpdrea en una
ocasion; y la otra paciente (SOR 5) presento una litiasis coraliforme en la infancia relacionada
con infecciones de orina por Escherichia Coli y Proteus mirabilis precisando dos sesiones de
litotricia extracorporea, ademas de una colocacion de doble J por obstruccién de la via urinaria
en la edad adulta. Asi mismo, ambas pacientes asociaban una hipercalciuria. La prevalencia de
las litiasis en general en el Sindrome de Bartter es desconocida, aunque se estima que es menor
que la prevalencia de la nefrocalcinosis. En una serie de 115 pacientes con Sindrome de Bartter
Tipo Il el 10% de los pacientes presentaron litiasis a lo largo de la evolucion (179). Sin
embargo, en la mayoria de los casos publicados de Sindrome de Bartter, no se ha reportado si
los pacientes presentan otros factores de riesgo para el desarrollo de litiasis. La litiasis renal

afecta a un 10% de la poblacion mundial, observandose un aumento progresivo de su
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prevalencia con la edad. La litiasis en el nifio es menos frecuente que en el adulto, aunque su
incidencia se ha multiplicado por cinco en las Gltimas décadas. Se ha estimado que dicha
incidencia oscila entre 0,13 y 1,52 casos por cada 1.000 admisiones hospitalarias (349). En la
edad adulta, aproximadamente, el 5-12% de la poblacion de los paises industrializados presenta

un episodio de litiasis antes de los 70 afios de edad (350, 351).

Por otro lado, es conocida la relacion entre las infecciones de orina de repeticion y las litiasis.
Entre el 20 y el 25% de los nifios con litiasis tienen una historia de infecciones urinarias de
repeticion y existe una asociacion entre los gérmenes ureoliticos y las litiasis coraliformes
compuestos por estruvita (352-354). En nuestra cohorte, en los cuatro pacientes que
presentaron litiasis a lo largo de la evolucidn, aparte de la hipercalciuria y las infecciones de
orina, se desconocia si los pacientes tenian otros factores de riesgo que favorecian la formacion
de litiasis como la hipocitraturia, la hiperuricosuria, la cistinuria o la hiperoxaluria. Ningn
paciente presentaba anomalias congénitas del rifién y del tracto urinario que favorecieran las
litiasis, y en ningln caso se conocié la composicion de los calculos. Por lo tanto, seria
interesante estudiar si los pacientes de nuestra cohorte presentaban otros factores de riesgo para
el desarrollo de litiasis, aparte del Sindrome de Bartter y la hipercalciuria, asi como conocer la
composicion de estos célculos para poder realizar un mejor manejo y prevencion en aquellos

pacientes que presentan litiasis de repeticion.

En nuestro estudio, el 14% de los pacientes presentaron una hiperecogenicidad del parénquima
renal bilateral en la ecografia renal. La frecuencia de hiperecogenicidad renal en el Sindrome
de Bartter Tipo 1l descrita hasta la actualidad es de alrededor del 8% (179). En nuestra cohorte,
entre los pacientes que presentaron una hiperecogenicidad renal, dos pacientes asociaban una
enfermedad renal cronica (SOR 9 y SOR 3), un paciente presentd una disfuncion renal aguda
al diagnostico en contexto de una deshidratacion severa (SOR 186), y en tres pacientes (SOR
104A, SOR 104B, SOR 163) la hiperecogenicidad cortical que presentaron al diagndstico
desaparecidé tras semanas de iniciar el tratamiento. Por Gltimo, en el paciente SOR 57 la
hiperecogenicidad del parénquima renal bilateral estuvo presente desde el diagnostico a los 2
afios de edad, ademas de una nefrocalcinosis medular bilateral. Tanto el dafio renal agudo al
diagnostico en contexto de deshidratacidn, como la fibrosis del parénquima renal secundaria al
hiperaldosteronismo crénico son una causa de hiperecogenicidad renal lo que explicaria este

hallazgo en nuestros pacientes (355, 356).
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Asi mismo, el 4% de la cohorte present6 quistes renales. Un paciente (SOR 3) al final del
estudio, tras 28 afos de evolucion de la enfermedad, presentaba un quiste simple unilateral de
4 mm en el polo inferior del rifion izquierdo; y el otro paciente (SOR 114) al final del estudio,
con 5 afios de edad, presentaba quistes corticales < 1 cm en el parénquima renal. En estudios
previos, la prevalencia de quistes renales en el Sindrome de Bartter Tipo 111 es de alrededor del
7%, hallandose sobre todo en pacientes con fenotipo clinico de presentacion antenatal, neonatal
y fenotipo clasico (179). La formacion de quistes renales en esta enfermedad se ha relacionado
a la hipokalemia secundaria al hiperaldosteronismo crénico. En otras patologias que cursan con
hipokalemia, como el hiperaldosteronismo primario o la acidosis tubular renal distal, se ha
observado que el 44% y el 70% de los pacientes desarrollan quistes renales, respectivamente
(357-359).

Los mecanismos patogénicos precisos que subyacen a la formacién de quistes renales en la
hipopotasemia crdnica no estan claros. Se han postulado dos posibles mecanismos que incluyen
el hipercrecimiento de las células renales, y la lesion intersticial causada por el aumento de la
produccidn de amonio en el tabulo renal en esta enfermedad debido a la hipokalemia (357, 360,
361). En un estudio en ratones se observo que la hipopotasemia crénica inducia una hipertrofia
e hiperplasia de las células epiteliales del tibulo colector y a una dilatacion tubular debido a
la obstruccién luminal por las células epiteliales hiperplasicas (360). Aunque la hipertrofia e
hiperplasia de las células epiteliales del tabulo renal asociados a la hipopotasemia no se ha
descrito en humanos, las lesiones tubulares como la atrofia, la destruccion y la regeneracion
celular, asi como la nefritis intersticial se han hallado en pacientes con hipopotasemia pudiendo

contribuir al desarrollo de quistes renales.

En nuestra cohorte, ambos pacientes con quistes renales presentaron un fenotipo antenatal o
neonatal. La paciente SOR 114 se diagnostico los primeros dias de vida con una kalemia 2,4
mEq/l y no present6 polihidramnios durante el embarazo. Por otro lado, la paciente SOR 3, a
pesar de presentar polihidramnios, se diagnostico tardiamente a los 6 afios de edad con una
hipopotasemia de 1,6 mEg/l y tenia una enfermedad renal cronica ademas de una afectacion
tubular severa con un Sindrome de Fanconi (este paciente se comenta en apartado 8). En esta
paciente se realizé una biopsia donde se observé una hiperplasia yuxtaglomerular tipica de los
pacientes con tubulopatias pierde sal con lesiones de fibrosis intersticial a nivel cortical y

atrofia parenquimatosa acusada.
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El fenotipo severo de inicio precoz de ambas pacientes sugiere que en ambas podria existir un
hiperaldosteronismo severo que explicaria la formacién de los quistes renales. No obstante,
desconociamos la kalemia que presentaron a lo largo de la evolucion. Ademas, en la paciente
SOR 114, teniendo en cuenta que a tan solo 5 afios de evolucion de la enfermedad presentaba
quistes renales bilaterales, no podemos descartar que presentara alguna otra patologia quistica
hereditaria, aparte del Sindrome de Bartter Tipo Ill. En esta paciente se desconocia si en la
familia existian antecedentes de enfermedades quisticas. Por otro lado, cabe afadir que, al
contrario de la paciente SOR 114, la paciente SOR 3 no presentaba quistes renales bilaterales,
sino que solamente presentd un quiste simple en el polo inferior del rifidén izquierdo. En general,
las caracteristicas de tamafio o lateralidad de los quistes renales en pacientes con Sindrome de
Bartter 111 no estan descritas. Solamente en un caso de un paciente de 6 afios de edad con
Sindrome de Bartter Tipo Il se describen quistes renales bilaterales (362). Ademas, no
debemos olvidar que la prevalencia de quistes simples en pacientes a partir de 30 afios de edad
es de alrededor del 2%, por lo que no podemos descartar que en el paciente SOR 3 el quiste
simple se tratase de un hallazgo casual (363). Por lo tanto, aunque la presencia de quistes en
los pacientes de nuestra cohorte podria secundaria a la enfermedad de base, no se pudo concluir

que existiera una relacion directa.

Por ultimo, en el 4% de los pacientes se observaron malformaciones renales congénitas del
rifion y del tracto urinario CAKUT (del inglés, Congenital Anomalies of Kidney and Urinary
Tract). De ellos, un paciente presentaba hidronefrosis leve sin reflujo vesicoureteral y el otro
paciente tenia un rifién en herradura sin otras complicaciones asociadas. En estudios previos,
la prevalencia de estas malformaciones en los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 111 es de
alrededor del 5% (179). En la poblacion general esta prevalencia es de entre 0,3 y 1,6 por cada
1000 recién nacidos. Es posible que la prevalencia de CAKUT en los pacientes con Sindrome
de Bartter Tipo Il sea mayor que la poblacién general porque se detecta mas, teniendo en
cuenta que en todos los pacientes se realiza una ecografia renal al diagnostico con el fin de
valorar la existencia de nefrocalcinosis, incluyendo en aquellos en los que el diagndstico se
realiza en la edad adulta. Ademas, todas las anomalias congeénitas que presentaron los pacientes
de nuestra cohorte fueron un hallazgo casual, ya que ninguno presenté clinica asociada. Por lo
tanto, no podemos decir que los pacientes con Sindrome de Bartter tipo 11l tengan un riesgo

mayor de desarrollar CAKUT.
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7. DESARROLLO PONDEROESTATURAL EN EL SINDROME DE BARTTER TIPO
i

El retraso ponderoestatural en el Sindrome de Bartter Tipo 111, al igual que en el resto de tipos
de Sindrome de Bartter, es el signo clinico mas frecuente al diagnéstico de la enfermedad. Los
mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad son los principales factores implicados en el
retraso del crecimiento. La pérdida de sal y agua por orina debido al defecto de reabsorcién en
el segmento grueso del asa ascendente de Henle da lugar a una sobreproduccién secundaria de
prostaglandina E2 y a la hiperactivacidn cronica del sistema renina-angiotensina-aldosterona,
lo que empeora la poliuria y conlleva un estado de deshidratacion crénica y un retraso del
crecimiento (179, 193, 364-366). En nuestra cohorte, el 73% de los pacientes presentaron un
fallo de medro, siendo el signo clinico més frecuente al diagndstico de la enfermedad. Entre
los pacientes pediatricos, en el 61% se constato un z-score de peso igual o menor de -2DE y en
el 47% un z-score de talla igual o menor de -2DE. Asi mismo, en las distintas series de
pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 111, entre el 73 y el 100% de los pacientes se observa
un fallo de medro, el 70% de los pacientes presentan un z-score de peso igual o0 menor de -
2DE y el 53% de los pacientes presentan un z-score de talla menor de -2 DE (179, 189, 193).

En relacion al peso, la mediana del z-score del peso de los pacientes pediatricos de nuestra
cohorte mejord significativamente durante el seguimiento. En el 83% de los pacientes
pediatricos se observé un aumento del z-score de peso a lo largo de la evolucién, y solamente
cuatro pacientes presentaron un descenso del peso. Estos Gltimos ademas de ser nifios de entre
4y 13 afios, asociaban una talla baja al final del estudio, lo que podria explicar que presentaran
un bajo peso. Al final del estudio, el 61% de los nifios de la cohorte tenian un peso normal para
la edad y el 39% un peso patoldgico. En un estudio previo de 13 pacientes con Sindrome de
Bartter Tipo 11 se hallaron resultados similares, donde alrededor de un 73% de los pacientes
mejoran el peso y el 65% presentaron un peso normal durante el seguimiento (193). Por otro
lado, en nuestra cohorte, no hallamos diferencias significativas en el peso al diagnostico y el
peso a largo plazo entre los tres grupos de fenotipo clinico de presentacion. Al estudiar los
factores que podrian estar relacionados con un peso bajo final, se hallé que los pacientes mas
pequefios al diagnostico, sobre todo lactantes, y con menor tiempo de evolucion de la
enfermedad presentaron un peso mas bajo a lo largo de la evolucion. Por lo tanto, podemos

decir que, los pacientes pediatricos con Sindrome de Bartter Tipo Il alcanzan un peso normal
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alo largo de la infancia siempre que reciban el tratamiento, aunque en ocasiones sea mas dificil

sobre todo en los nifios méas pequefios y en aquellos que asocian una talla baja.

En relacion al peso en los adultos, el 73% de los adultos de nuestra cohorte presentaron un peso
normal al diagndstico de la enfermedad. Por el contrario, una paciente present6 un peso inferior
a la normalidad, dos pacientes, ambos varones, presentaron sobrepeso; y un paciente varon era
obeso. En la poblacion general espafiola mayor de 18 afios, un 18,2% de los hombres y un
16,7% de las mujeres padecen obesidad. Respecto al sobrepeso, el 44,3% de los hombres y un
30 % de las mujeres padecen sobrepeso. En relacion al peso insuficiente, la prevalencia del
peso insuficiente en las mujeres de 18 a 24 afos, es de un 12,7% de mujeres frente al 3,5% de
hombres (367). En las series de pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Il y otros tipos de
Sindrome de Bartter tampoco se ha descrito que los pacientes presenten mayor prevalencia de
obesidad ni de peso inferior a la normalidad (179, 193). Por el contrario, en otras tubulopatias
como por ejemplo la Diabetes Insipida Nefrogénica, donde los pacientes presentan también
una poliuria con una deshidratacion y fallo de medro importantes desde los primeros meses de
vida, se ha hallado que la prevalencia de la obesidad a largo plazo es mayor que la de la
poblacion general (325). Estos pacientes presentan una alteracion de la capacidad de
concentracion urinaria y la poliuria depende sobre todo de la carga osmotica recibida en la
dieta. Por lo tanto, estos pacientes reciben consejos de alimentacion desde la edad pediatrica
gue se basan en conseguir una maxima ingesta calérica sin aumentar la carga osmotica con el
fin de minimizar la poliuria y optimizar el crecimiento. Este hébito dietético adquirido en la
edad pediétrica se ha relacionado en algunos trabajos con la obesidad en la edad adulta (368).

En el Sindrome de Bartter Tipo Il1, sobre todo en la edad pediatrica, se realiza especial hincapié
en asegurar un aporte hidrico y calérico adecuado para optimizar el crecimiento. Sin embargo,
el manejo nutricional es menos complicado, y se ha demostrado que los pacientes mejoran el
estado nutricional tras reforzar la alimentacion, la hidratacion y tras el inicio del tratamiento
habitual de la enfermedad que son el inhibidor de la secrecion de la prostaglandina E2
(principal causa de poliuria y de las alteraciones hidroelectroliticas) y la suplementacion con
cloruro sodico. Este hecho también se ve reflejado en que hasta el 25% de los pacientes con
Diabetes Insipida Nefrogénica precisan una sonda nasogastrica 0 una gastrostomia para
asegurar la hidratacién y la nutricion. Por el contrario, en el Sindrome de Bartter, solamente en

casos aislados, sobre todo en los tipos antenatales y neonatales que presentan una poliuria
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importante las primeras semanas de vida, se emplean estos dispositivos para conseguir un
adecuado estado nutricional (369, 370). Igualmente, en nuestra cohorte, solamente un paciente
(2%) preciso botdn de gastrostomia durante los primeros meses para garantizar la hidratacion
y la nutricion. Se trataba de un paciente que se diagnosticd a los 7 meses de edad con un
fenotipo clinico de presentacion de Sindrome de Bartter Clasico en contexto de un fallo de
medro con una deshidratacion importante (z-score de peso -4DE). No obstante, no se debe
olvidar que en los pacientes con Sindrome de Bartter, sobre todo en los tipos antenatales, la
hipersecrecion de la prostaglandina E2 inhibe secundariamente la accion de la hormona
antidiurética pudiendo dar lugar a una Diabetes Insipida Secundaria empeorando la poliuria.
Por lo tanto, el grado de la poliuria y de la alteracion de la capacidad de concentracion urinaria
puede variar de un paciente a otro (369, 371). Por lo tanto, dependiendo de la presentacion y
de laevolucidn de los pacientes, el uso de sonda nasogastrica o botdn de gastrostomia se debera
de individualizar en cada paciente. En los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo IlI, la
capacidad de concentracion urinaria no suele estar alterada debido a que no existe un defecto
completo de la funcidon del asa de Henle, lo que hace que la poliuria sea menor y que el manejo
de la hidratacion y, por lo tanto, del estado nutricional sea menos complejo que en los tipos

antenatales.

En distintos estudios, en todos los tipos de Sindrome de Bartter se ha mostrado que los
pacientes mejoran la talla tras iniciar el tratamiento con antiinflamatorios no esteroideos (179,
187, 193, 234, 235). En nuestra cohorte la mediana del z-score de la talla de los pacientes
pediatricos fue significativamente mayor al diagnostico que al final del estudio. Al diagnéstico
de la enfermedad la mitad de los pacientes pediatricos presentaron un z-score de talla igual o
menor de -2DE. Ademas, al final del seguimiento, el 77% de los pacientes presento una mejoria
de la talla respecto al diagnostico. Al final del estudio, el 72% de los pacientes presentaban una
talla normal. Asi mismo, al analizar la talla final de los pacientes adultos de la cohorte, se
observo que el 88% tenian una talla normal respecto a la poblacion general y solamente el 12%
presentaron una talla baja. Estos Gltimos eran pacientes con mala adherencia terapéutica lo que
podria justificar la talla baja final. Al igual que en nuestra cohorte, en distintas series donde se
describe la evolucion de pacientes con Sindrome de Bartter Tipo |11, entre el 60 y el 83 % de
los pacientes presentaron una talla normal tras una mediana de seguimiento de 8 y 14 afios (179,
193).
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En nuestra cohorte, no hallamos ninguna diferencia en la talla al diagnostico entre los tres
grupos de fenotipos clinicos de presentacion. Sin embargo, se observé que los pacientes con
fenotipo antenatal o neonatal y fenotipo clasico presentaron una talla final significativamente
menor que los pacientes con fenotipo Gitelman. En un estudio previo de 115 pacientes con
Sindrome de Bartter Tipo 111 también se observé que en los pacientes con fenotipo antenatal o
neonatal y fenotipo clésico el retraso de crecimiento era mas frecuente (179). En nuestra
cohorte, por un lado, la edad al diagnostico, asi como el tiempo de evolucidn de los pacientes
con fenotipo antenatal o neonatal y fenotipo clasico es menor que la de los pacientes con
fenotipo Gitelman. Por lo tanto, este hecho podria explicar que, al contrario de los pacientes
con fenotipo Gitelman, la mayoria de los pacientes con fenotipo antenatal o neonatal y fenotipo
clasico sean aun pacientes pediatricos al final del estudio y, por lo tanto, pacientes con potencial
de crecimiento. Ademas, al analizar los factores que podrian estar relacionados con una talla
baja al final del estudio, independientemente del fenotipo clinico de presentacion, se observo
que los pacientes con talla baja final tenian un tiempo se seguimiento significativamente menor
que los pacientes con talla normal al final del estudio. Esto se debe probablemente a la
necesidad de un mayor tiempo de tratamiento de su enfermedad en los pacientes mas jovenes

para realizar un catch-up adecuado.

Por otro lado, en un estudio previo se ha observado que los pacientes con fenotipo antenatal o
neonatal y fenotipo clasico presentan un hiperaldosteronismo mayor que los pacientes con
fenotipo Gitelman (179). En nuestra cohorte no obtuvimos datos de renina ni de aldosterona
en plasma. Sin embargo, los pacientes con talla baja al final del estudio tenian un hipokalemia
y una alcalosis metabdlica mas severa al diagnostico que los pacientes con talla normal. Si
consideramos que la hipokalemia y la alcalosis metabdlica son un reflejo del
hiperaldosteronismo cronico en el Sindrome de Bartter Tipo Ill, este hallazgo puede sugerir
que los pacientes con un mayor hiperaldosteronismo, como es el caso de los pacientes con
fenotipo antenatal o neonatal y fenotipo clasico, tiene un prondstico de talla peor. Este resultado,
apoya la importancia que tiene la optimizacion del tratamiento ajustando las dosis de
indometacina y la administracion de cloruro sodico y de agua con el fin de inhibir al maximo
el hiperaldosteronismo cronico, sobre todo en aquellos pacientes en los que no observemos una
mejoria del crecimiento. Sin embargo, no podemos olvidar que, en nuestro estudio, al no

obtener valores plasmaticos evolutivos de renina, de aldosterona, de potasio ni de bicarbonato
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en plasma, no se pudo conocer con exactitud la relacion entre el hiperaldosteronismo y el

retraso de crecimiento.

Existen casos aislados de déficit de hormona de crecimiento en pacientes con tubulopatias
como el Sindrome de Bartter, Sindrome de Gitelman y la Acidosis Tubular Renal Distal (193,
366, 372-377). Se ha demostrado que la acidosis cronica, presente en pacientes con Acidosis
Tubular Renal Distal, estimula el catabolismo proteico, interfiere en la homeostasis de la
hormona de crecimiento y del factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1, del inglés,
Insulinic Growing Factor type 1), induciendo a una resistencia parcial a la hormona de
crecimiento, y provocando cambios en la morfologia y en la dindmica del crecimiento
epifisario (378-381). Sin embargo, en tubulopatias primarias que cursan con hipokalemiay con
alcalosis metabdlica, la fisiopatologia del déficit de hormona de crecimiento es desconocida.
Algunos trabajos experimentales en roedores han mostrado que la hipokalemia podria tener un
efecto negativo sobre la hipoéfisis, ya que al disminuir los aportes de potasio en la dieta,
presentan niveles bajos de hormona de crecimiento y del IGF-1 en el suero (364). Otros
estudios han mostrado que la hipokalemia podria alterar el metabolismo de la hormona de
crecimiento y del IGF-1 en distintos tejidos como el musculo, y que incluso podria generar una
resistencia de los receptores de hormona de crecimiento en el higado (201). Algunos autores
sugieren que la hipokalemia puede estar relacionada con una respuesta parcial al tratamiento
con hormona de crecimiento en el Sindrome de Bartter. En este sentido, opinan que mientras
no se corrija la kalemia, el tratamiento con hormona de crecimiento no sera eficaz (382).
Ademas, se ha observado que en los pacientes con Sindrome de Bartter en los que se ha
empleado la hormona de crecimiento existe una aceleracion de la velocidad de crecimiento tras
el inicio del tratamiento, aunque muchos de ellos permanecen con un z-score de talla < -2 DE
(179, 193). Asi mismo, se ha descrito algun caso aislado en el que se observa una mejoria del
crecimiento tras la mejoria de la alcalosis metabdlica, asi como una mejoria de la respuesta a
la hormona de crecimiento tras el inicio de la indometacina sugiriendo que la alcalosis
metabdlica y el aumento de prostaglandina E2 en el Sindrome de Bartter Tipo Il podrian estar
relacionados con el retraso de crecimiento (195, 245). En nuestra cohorte, ningin paciente
recibid tratamiento con hormona de crecimiento, y se desconoce si se realizo el estudio del eje
de la hormona de crecimiento. Sin embargo, cabe recordar que, si bien la mayoria de los
pacientes presentan una talla normal al final del estudio, un 28% de la cohorte tenian una talla

patoldgica a largo plazo. Aungue se cree que las alteraciones hidroelectroliticas son la principal
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causa del retraso de crecimiento, seria recomendable realizar el estudio del eje de la hormona
de crecimiento, sobre todo en aquellos que no mejora el crecimiento a pesar del tratamiento,

de cara a individualizar si podrian beneficiarse del tratamiento con la hormona.

Por otro lado, la enfermedad renal crénica y otros factores asociados a ella, como la
desnutricion, el déficit de vitamina D y/o la toxicidad por farmacos, pueden justificar un retraso
en el crecimiento en los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo I1l. Sin embargo, en nuestra
cohorte no se encontrd una relacion entre la enfermedad renal cronica y la talla patologica. Al
igual que sucede en otras series, solamente un 8% de los pacientes con talla patoldgica al final
del estudio presentaban un deterioro cronico de la funcién renal (179, 193). Asi mismo, aunque
la prematuridad es un factor de riesgo importante para el retraso de crecimiento en la infancia,
en nuestra cohorte no se hallé ninguna relacion entre la prematuridad y el crecimiento. No se
debe olvidar, que, en nuestra cohorte, la mayoria de los recién nacidos prematuros eran
prematuros tardios (34-37 semanas de gestacidn), por lo que es posible que no juegue un papel
tan importante en el retraso de crecimiento de los Sindrome de Bartter Tipo 111, como puede
ocurrir en los pacientes con tipos antenatales de Sindrome de Bartter donde la prevalencia de
prematuros menores de 34 semanas de gestacion es mayor. No obstante, a pesar de los
resultados de nuestra cohorte, no podemos descartar que, entre otros factores, la enfermedad
renal cronica y la prematuridad sean, en cierto modo, factores contribuyentes en la talla final

de los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo IlI.

Finalmente, cabe recalcar la importancia de conocer la adherencia terapéutica de los pacientes
a la hora de valorar el crecimiento. Aunque este aspecto no se pudo medir en nuestra cohorte,
en cinco pacientes se registro que presentaban mala adherencia terapéutica. Dos de ellos (SOR
90 y SOR 123) eran pacientes pediatricos al final del estudio que tenian 8 y 11 afios de edad y
un z-score de talla igual o menor de -2DE al final del estudio. Los otros dos (SOR 23 y SOR
129) eran adultos de 22 y 27 afios con una talla final por debajo de la poblacion general. El
quinto paciente (SOR 51) se diagnostico en la edad adulta y tenia una talla normal con respecto
a la poblacion general. EI incumplimiento terapéutico de los cuatro pacientes es un ejemplo del
beneficio del tratamiento con la indometacina en el crecimiento de los pacientes con Sindrome
de Bartter Tipo Ill. En este aspecto, seria importante implementar sistemas de control de
adherencia terapeutica durante la edad adulta y, sobre todo en la infancia por ser el periodo de
mayor fragilidad y mayor potencial de crecimiento.

229



V1. Discusiéon

8. LA ENFERMEDAD RENAL CRONICA EN EL SINDROME DE BARTTER TIPO
i

En todos los tipos de Sindrome de Bartter se han descrito pacientes que desarrollan un deterioro
cronico de la funcion renal. Globalmente, aunque existe una amplia variabilidad en el
prondstico renal, los tipos | y IV se considera que presentan un deterioro renal mas precoz y
mas rapido en comparacion con los tipos 11y 111 (179, 199, 383, 384). En el Sindrome de Bartter
Tipo V, al tratarse de una forma transitoria de Sindrome de Bartter, no se han descrito hasta la
actualidad casos de enfermedad renal crénica (74, 154). En Sindrome de Bartter Tipo Ill, a
pesar de que clasicamente se ha considerado un tipo menos severo con presentacion mas tardia
en la infancia en comparacién con los tipos antenatales, entre un 10 y un 30% de los pacientes
desarrollan enfermedad renal cronica (ERC) a largo plazo (179, 193-195). Asi mismo, en
nuestra cohorte, 11 (22%) pacientes presentaron un deterioro crénico de la funcién renal a lo

largo de la evolucion de la enfermedad.

Entre los pacientes con una ERC a largo plazo, el 6% presentaban una ERC grado 11, el 10%
una ERC grado Ill y el 4% una ERC grado IV. Un paciente se encontraba en hemodidlisis
cronica desde los 48 afios de edad. En la serie de 115 pacientes con Sindrome de Bartter Tipo
I11 descrita por Seys y colaboradores, tras una mediana de tiempo de evolucién de 15 (1-56)
afios, el 25% de los pacientes presentaron una enfermedad renal crénica y, entre ellos, el 13%
tenia una ERC grado 11, el 3% presentaron un grado 11, el 1% un grado IV y el 8% un grado
V (179). Los resultados fueron similares a los de nuestra cohorte, sugiriendo que el pronéstico
renal a largo plazo de los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 111 es peor de lo que sugerian

los estudios iniciales.

Globalmente, se considera que la etiologia de la ERC en el Sindrome de Bartter Tipo Il es
multifactorial. Tanto los mecanismos fisiopatoldgicos, la prematuridad, el tratamiento crénico
como el genotipo pueden estar relacionados con el pronostico renal. La poliuria, la polidipsia
y la disminucion de la capacidad de concentracion urinaria asociados a una contraccion cronica
del espacio extracelular son sintomas clasicos de algunas tubulopatias primarias, como, por
ejemplo, el Sindrome de Bartter, el Sindrome de Gitelman o la Diabetes Insipida Nefrogénica.

Como consecuencia de ello, estos pacientes son susceptibles de presentar episodios agudos de
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descompensacién con deterioro agudo de la funcion renal por deshidratacion en contexto de
intercurrencias infecciosas, lo que contribuye al empeoramiento de la funcién renal a largo
plazo (70, 163, 187, 258, 311, 385, 386). En nuestra cohorte, el nUmero de pacientes que
precisaron ingresos por descompensaciones agudas en el grupo de pacientes con ERC no fue
mayor respecto al grupo con funcion renal normal. Sin embargo, el grado de severidad del
deterioro agudo de la funcién renal durante las descompensaciones fue desconocido, por lo que
fue dificil valorar la repercusion que tuvieron estos episodios en la funcién renal a largo plazo.
Asi mismo, el hecho de que el Sindrome de Bartter Tipo Il sea una enfermedad cada vez méas
conocida, hace que el diagnostico se realice de manera mas precoz por lo que es mas
improbable que existan descompensaciones agudas severas de deshidratacion y alteraciones

electroliticas que conlleven una afectacion renal aguda grave.

Por otro lado, la deplecidon cronica de potasio se ha asociado al desarrollo de ERC en distintas
patologias como la diarrea cronica, los trastornos alimentarios, el abuso de laxantes, el
hiperaldosteronismo primario (Sindrome de Conn) o algunas tubulopatias primarias (357, 387-
390). No obstante, a pesar de la asociacion conocida entre la hipokalemia crénica y la ERC, se
ha observado que patologias distintas que cursan con el mismo grado de hipokalemia no
presentan el mismo pronaostico renal. Por ejemplo, en un estudio donde se compara la kalemia
entre pacientes con Sindrome de Bartter y Sindrome de Gitelman, se observé que no existian
diferencias en la severidad de la hipokalemia entre ambas patologias, y tampoco se observo
ninguna correlacion entre la funcion renal y los niveles de potasio en plasma. Sin embargo, los
paciente con Sindrome de Bartter presentaron un filtrado glomerular méas bajo, un sodio en
orina mas alto, asi como unos niveles de renina y aldosterona mas altos que los pacientes con
Sindrome de Gitelman, sugiriendo que mas que la hipokalemia, es el hiperaldosteronismo lo
que da lugar a un deterioro crénico de la funcion renal (270).

La aldosterona es una hormona involucrada en el remodelado vascular, en la funcién endotelial
y en la formacion de colageno, contribuyendo a la fibrosis del glomérulo y del intersticio, por
lo que podria explicar que en el Sindrome de Bartter la evolucion hacia una ERC sea mas
frecuente que en el Sindrome de Gitelman (267-269, 356). En nuestra cohorte, aunque no se
obtuvieron valores de renina y aldosterona en plasma, los pacientes que presentaron una ERC
a largo plazo, presentaron una hipokalemia y una alcalosis metabdlica significativamente mas

severas al diagnostico que los pacientes con funcién renal normal, sugiriendo que tenian un
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hiperaldosteronismo mayor. Ademas, aunque no se hallaron diferencias significativas en el
porcentaje de pacientes que desarrollan ERC a largo plazo entre los tres fenotipos clinicos de
presentacion, globalmente, se observo que entre los pacientes con fenotipo antenatal o neonatal
la prevalencia de ERC fue mayor que entre los pacientes con fenotipo clasico y los pacientes
con fenotipo Gitelman. En la serie de pacientes publicada por Seys y colaboradores los
resultados fueron similares: entre los pacientes con fenotipo antenatal o neonatal, fenotipo
clasico y fenotipo Gitelman el 23%, el 14% y el 13% de los pacientes desarrollaron ERC,
respectivamente (179). Asi mismo, en esta serie se hallé6 una hiperreninemia y un
hiperaldosteronismo mayor en los pacientes con fenotipo antenatal o neonatal que en los
fenotipos clasicos y Gitelman, sugiriendo que estos pacientes mantienen un
hiperaldosteronismo mayor con un estado de deshidratacion cronico a lo largo de la evolucion,
lo que conlleva un deterioro cronico de la funcién renal. No obstante, seria necesario analizar
los valores de renina y aldosterona plasmaticas evolutivos en estos pacientes para poder obtener
argumentos mas precisos en este aspecto. Ademas, teniendo en cuenta que en los tres grupos
de fenotipos clinicos existen pacientes que evolucionan hacia una ERC a largo plazo, no
podemos considerar que el hiperaldosteronismo sea el Unico factor relacionado con el mal

pronostico renal en el Sindrome de Bartter Tipo IlI.

En nuestra cohorte, la mediana de edad al diagnostico de los pacientes con deterioro cronico
renal fue significativamente mayor que la de los pacientes con funcién renal normal. Ademas,
mientras que el 60% de los pacientes con ERC son pacientes diagnosticados previamente al
afio 2000, solamente el 10% de los pacientes con funcion renal normal a largo plazo son
diagnosticos previos al afio 2000, siendo estas diferencias significativas. Como se ha
comentado previamente en la discusion, el desarrollo de la genética molecular a partir de la
década de los 90 ha permitido un mejor conocimiento de la enfermedad facilitando el
diagnostico precoz y, por lo tanto, el inicio precoz tratamiento. Todo ello explica porqué los
pacientes con ERC de nuestra cohorte se diagnosticaron mas tarde. El diagndstico tardio de la
enfermedad conlleva una exposicion prolongada a la hiperactivacion del sistema renina-
angiotensina-aldosterona sugiriendo que podria ser el motivo de que algunos pacientes de
nuestra cohorte presentaran desde el momento diagndstico un deterioro crénico de la funcién
renal (SOR 3, SOR 5, SOR 9, SOR 115).
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Sin embargo, otros pacientes de nuestra cohorte, a pesar de diagnosticarse a una edad temprana
presentaron un deterioro cronico de la funcion renal a largo plazo. Es el caso de los pacientes
SOR 54A, SOR 54C, SOR 123 que, a pesar de que se diagnosticaron en el periodo de lactante
con un fenotipo clasico, tenian una disminucion del filtrado glomerular a los 31, 23 y 10 afios
de edad respectivamente. Por lo tanto, aunque el hiperaldosteronismo y el diagndstico tardio
puedan ser factores relacionados con el prondstico renal en el Sindrome de Bartter Tipo I,
probablemente coexistan otros factores que contribuyan también en la evolucion de la funcién
renal a largo plazo. Un ejemplo podria ser el paciente SOR 51 que, ademas de diagnosticarse
en la edad adulta, a los 25 afios de edad, present6 una parada cardiorrespiratoria asociado a una
rabdomiolisis encontrandose en programa de hemodidlisis crdnica a los 48 afios de edad. En
este caso la isquemia renal debido a la presentacién clinica tan severa probablemente haya

contribuido a un peor pronostico renal.

Ademés de la fibrosis a nivel glomerular e intersticial, que pueda asociarse al
hiperaldosteronismo cronico, algunos estudios han mostrado que la propia hipokalemia puede
dar lugar a un dafio tubular. En un estudio se observé que alrededor de un 50% de los pacientes
con hipokalemia crénica presentan un aumento de proteinuria tubular beta-2 microglobulina
sugiriendo un dafio tubular (391). A nivel anatomopatoldgico, se han observado casos con
nefritis tubulointersticial con infiltrado mononuclear y atrofia cortical y, en ocasiones, quistes
sobre todo en la zona medular renal en pacientes con hipokalemia. Aunque el mecanismo
exacto por el cual la hipokalemia induce nefropatia es desconocido, se cree que el dafio
microvascular y la pérdida de mediadores vasoactivos dan lugar a una hipoxia intrarenal siendo
el responsable de la nefritis tubulointersticial. A pesar de revertir la hipokalemia, aunque
algunos quistes pueden desaparecer y disminuir de tamafio, generalmente las lesiones no son

reversibles y pueden resultar en el desarrollo de una ERC a largo plazo (357, 392-395).

Por otro lado, hay estudios que demuestran que existen lesiones degenerativas sobre todo en
células epiteliales del tubulo proximal con vacuolizaciones en su interior en pacientes con
hipokalemia (396-398). En relacion a la alteracion del tibulo proximal secundaria a la
hipokalemia cronica, en nuestra cohorte, la paciente SOR 3 a pesar de presentar un fenotipo
antenatal con polihidramnios, fue diagnosticada a los 6 afios de edad en contexto de un fallo
de medro con una hipopotasemia (2,6 mEg/l) y una alcalosis metabdlica (bicarbonato 27

mEq/l) con un cloro y un sodio normal en plasma. Presentd, ademas, un Sindrome de Fanconi
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secundario con hipofosfatemia (3 mg/dl) y fosfaturia elevada, glucosuria, aminoaciduria,
proteinuria de predominio tubular, ademéas de una hipercalciuria, una hipocitraruria y un
deterioro cronico de la funcion renal (filtrado glomerular estimado de 85 ml/min/1,173m?). El
sindrome de Fanconi se resolvié a los 3 meses de iniciar el tratamiento, persistiendo la
hipokalemia, la alcalosis metabdlica y la ERC. Si bien no se observé una acidosis metabdlica
tipica de la afectacion del tdbulo proximal, tampoco present6 unas cifras de bicarbonato muy
elevadas teniendo en cuenta el tiempo de evolucion que presentaba la paciente. Ademas, tanto
la hipocitraturia como la hipercalciuria explicarian una tendencia hacia la acidosis metabolica

en esta paciente (399).

En la literatura existen casos aislados de pacientes con tubulopatias primarias que presentan
como manifestacion inicial un Sindrome de Fanconi transitorio, y en todos ellos se han
observado en la anatomia patoldgica lesiones en el tabulo renal secundarias a una hipokalemia
cronica. Por ejemplo, una paciente con poliuria y polidipsia desde el periodo neonatal fue
diagnosticada clinica y molecularmente a los 6 afios de edad de Sindrome de Gitelman en
contexto de vomitos y astenia presentando un Sindrome de Fanconi. Esta paciente presento
signos bioquimicos caracteristicos de un Sindrome de Gitelman con hipopotasemia e
hipomagnesemia, asociando ademas una hiponatremia, hipofosforemia, hipouricemia y una
acidosis metabdlica revelando una afectacion del tabulo proximal. La funcion renal en este
caso fue normal y las alteraciones bioquimicas se corrigieron a las 3 semanas de iniciar el
tratamiento, salvo la hipokalemia y la hipomagnesemia observando ademas en ese momento
una alcalosis metabdlica y una hipocalciuria (400). Igualmente, existen casos de Acidosis
Tubular Renal Distal que presentaron una disfuncion tubular proximal transitoria al diagnostico
que se resolvié alrededor de un mes tras el inicio del tratamiento (400-402). Por ultimo, existe
un caso en la literatura de un paciente con Sindrome de Bartter Clasico diagnosticado a los 5
afios de edad que present6 un Sindrome de Fanconi transitorio (403). En nuestra paciente (SOR
3), que presentd un Sindrome de Fanconi transitorio al diagnéstico del Sindrome de Bartter
Tipo 111, se realiz6 una biopsia renal que mostré una marcada fibrosis intersticial a nivel cortical
con marcada atrofia parenquimatosa. Ademas, la mayoria de los glomérulos estaban atroficos
y esclerosados y existia una hiperplasia a nivel yuxtaglomerular. A nivel medular existia una
fibrosis importante. En esta paciente, aunque no se describen lesiones en el tabulo proximal,

podemos decir que los hallazgos anatomopatologicos estan en correlacion con la hipokalemia
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cronica y con hiperaldosteronismo crénico debido al diagnostico tardio, explicando el deterioro
cronico de la funcién renal que presentaba en el momento diagnostico a los 6 afios de edad.

En nuestra cohorte, 5 pacientes presentaron proteinuria glomerular al final del estudio. En
todos ellos la proteinuria estuvo debajo del rango nefrético y presentaban una ERC igual o
mayor a grado Ill. Existen casos aislados de tubulopatias pierde sal como el Sindrome de
Bartter o Sindrome de Gitelman que asocian patologia glomerular. En estos casos, en la
anatomia patoldgica se han observado lesiones de hipercelularidad mesangial y lesiones de
glomeruloesclerosis focal y segmentaria (193, 404, 405). Por otro lado, también se ha
demostrado que la hiperestimulacion cronica del sistema renina-angiotensina-aldosterona da
lugar a un aumento de sintesis y acumulacion de colageno y fibronectina en el glomérulo e
intersticio, lo que se ha relacionado con la proteinuria y el deterioro renal en las tubulopatias
pierde sal (268, 356, 406, 407). En nuestro estudio, la proteinuria de los pacientes se relacion6
con la adaptacion renal de la pérdida salina por orina, y con la estimulacion crénica del sistema
renina-angiotensina-aldosterona, ya que ningun paciente presentd una proteinuria severa ni
signos clinicos o analiticos de sindrome nefrético como para suponer que asociaban una

patologia glomerular.

Como se ha comentado anteriormente, la alcalosis hipokalémica en el Sindrome de Bartter
Tipo 111 es secundaria a la accién de la aldosterona en el tabulo colector. Por lo tanto, el uso de
farmacos que inhiben el sistema renina-angiotensina-aldosterona como los inhibidores de la
enzima convertidora de la angiotensina (IECAs) y los diuréticos ahorradores de potasio
también llamados antagonistas de la aldosterona (eplerrenona o espironolactona) se han
empleado en el Sindrome de Bartter Tipo Ill, con el objetivo de mejorar las anomalias

electroliticas secundarias al hiperaldosteronismo crénico (179, 242, 243, 270).

Por otro lado, es conocido el efecto nefroprotector y antiproteinarico de estos farmacos, con el
fin de retrasar o enlentecer la fibrosis y el deterioro de la funcién renal en pacientes con ERC,
en el contexto de una nefropatia diabética y otras nefropatias primarias (408). En nuestra
cohorte, el 4% de los pacientes recibian IECAS y el 27% pacientes recibian espironolactona
como antagonista de la aldosterona o como diurético ahorrador de potasio al diagnostico de la
enfermedad. Entre ellos, solamente un paciente se encontraba en situacion de ERC sin

proteinuria. Por lo tanto, mientras que en este paciente se consideré que se pautd la
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espironolactona como protector renal, en el resto de pacientes se considerd que los diuréticos
ahorradores de potasio o los IECAs se emplearon probablemente para mejorar la kalemia. Al
final del estudio, el porcentaje de pacientes que recibian antagonistas de la aldosterona aumento
significativamente, y entre ellos, un cuarto se encontraban en situacion de enfermedad renal
cronica con un filtrado glomerular de entre 44 y 70 ml/min/1,73m? mientras que en el resto la
funcion renal era normal. Asi mismo, el nimero de pacientes que recibian IECAs también
aumento significativamente, entre ellos, dos se encontraban en situacion de ERC grado 11 sin
proteinuria, y un paciente tenia una ERC grado Il asociado a una proteinuria. El resto de

pacientes que recibian IECAs tenian una funcion renal normal y sin proteinuria.

Por lo tanto, aunque desconocemos la causa exacta por la que se prescribieron estos farmacos,
creemos que tanto los diuréticos ahorradores de potasio, como los inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina, se emplearon de manera individualizada en cada caso para
mejorar las alteraciones hidroelectroliticas y/o como protector renal. Sin embargo, hay que
tener en cuenta que, si bien estos farmacos pueden considerarse como una alternativa en el
Sindrome de Bartter, también inhiben el principal mecanismo de compensacion de la pérdida
de sodio a nivel del tdbulo colector, empeorando asi la natriuria y aumentando el riesgo de
hipovolemia severa. Por lo tanto, su prescripcion debe ser valorado de manera individual en
cada paciente y emplearlos sobre todo en aquellos pacientes que, a pesar del tratamiento con
indometacina y suplementos orales de potasio, presenten sintomas asociados a alteraciones

electroliticas graves como paralisis o arritmias cardiacas (245).

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) constituyen el pilar principal de tratamiento en
el Sindrome de Bartter Tipo I1l. Una de las complicaciones de los AINES no selectivos de la
enzima ciclooxigenasa, como la indometacina y el ibuprofeno, es su nefrotoxicidad. Estos
farmacos favorecen la vasoconstriccion a nivel del glomérulo secundaria a la inhibicion de la
secrecion de la prostaglandina E2 dando lugar a una necrosis tubular por toxicidad directa, o
una nefritis tubulointersticial (409-412). Ademas, el riesgo de nefrotoxicidad aumenta cuando
se administran en situaciones de hipovolemia (413). La exposicion cronica a dosis altas de
AINEs se ha asociado al desarrollo de ERC y proteinuria en patologias en los que se ha
empleado este farmaco de manera cronica y a dosis altas, como por ejemplo, para tratar el dolor
en las patologias reumatoldgicas (238, 271-273, 414). Sin embargo, en el Sindrome de Bartter

Tipo I, por lo general, la dosis empleada es menor que en las patologias reumaticas, y no se
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han demostrado lesiones en la biopsia renal en pacientes que han recibido indometacina de
forma crénica a las dosis recomendadas de entre 0 y 4 mg/kg/dia (162, 239). Ademas, hay
casos de pacientes con Sindrome de Bartter que a pesar de no haber recibido AINEs desarrollan

disfuncion renal a largo plazo (266, 415).

En nuestro trabajo todos los pacientes recibian indometacina, pero la dosis de los pacientes con
ERC fue mayor que la de los pacientes con funcion renal normal. Sin embargo, en ambos
grupos la dosis administrada era correcta, ya que todos los pacientes de la cohorte salvo uno
(SOR 129) recibian una dosis de indometacina igual menor de 3 mg/kg/dia. El paciente SOR
129 recibia 4,5 mg/kg/dia de indometacina al final del estudio y su funcion renal era normal.
Ademas, como hemos comentado previamente, algunos pacientes tenian una ERC desde el
diagnostico, antes de iniciar el tratamiento con indometacina. Por lo tanto, aunque
probablemente sea un factor que contribuya en el pronéstico renal, no se puede considerar
actualmente que el uso cronico de AINEs sea un factor de riesgo determinante para el desarrollo
de ERC, sobre todo teniendo en cuenta sus beneficios en otros aspectos de la enfermedad. Sin
embargo, se debe tener en cuenta que, en algunas circunstancias, los efectos secundarios
pueden superar a los beneficios, por lo que siempre debera individualizarse en cada paciente la
necesidad, la dosis y el momento en el que se inician los AINEs, asegurandose de que el
paciente no se encuentra en un momento de hipovolemia importante como suele observarse al
diagnostico de la enfermedad. El resto de aspectos sobre el uso AINEs en el Sindrome de

Bartter Tipo |11 se discuten en el apartado 9 de la discusion.

La nefrocalcinosis es un hallazgo frecuente en muchas tubulopatias primarias. Aunque se ha
relacionado con el desarrollo de ERC en muchas de ellas, se ha observado que la evolucion es
muy variable e independiente de la severidad de la nefrocalcinosis (222, 416, 417). Por ejemplo,
en la acidosis tubular renal practicamente todos los pacientes presentan nefrocalcinosis, y un
30-80% de los pacientes desarrollan ERC a lo largo de la vida (385, 418). En el Sindrome de
Bartter, aunque también se ha considerado que la nefrocalcinosis podria estar relacionada con
el desarrollo de ERC, hasta la actualidad en ningun trabajo se ha hallado una relacion causal
directa. Ademas, no todos los pacientes con Sindrome de Bartter y nefrocalcinosis evolucionan
hacia una ERC (179, 193, 195). En nuestra cohorte, no se hallé una relacion significativa entre
la nefrocalcinosis y la ERC. Ademas, entre los 11 pacientes que desarrollan ERC a lo largo de

la evolucion de la enfermedad, solamente tres asociaban una nefrocalcinosis bilateral. Al

237



V1. Discusiéon

contrario, 4 pacientes de la cohorte con nefrocalcinosis mantuvieron una funcién renal normal
a lo largo de la evolucion. Por lo tanto, la nefrocalcinosis podria ser un factor adyuvante para
desarrollar ERC a largo plazo, pero no se puede considerar como Unico factor determinante de

ERC en los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 1lI.

Por otro lado, no se debe olvidar que la paciente SOR 5 de nuestra cohorte, presentd una litiasis
coraliforme bilateral en la infancia en contexto de infecciones urinarias, precisando varias
sesiones de litotricia extracorporea ademas de un episodio de obstruccion de la via urinaria a
los 30 afios de vida. Esta paciente presentd un fenotipo antenatal con polihidramnios y se
diagnostico a los 3 afios de edad en contexto de una pielonefritis aguda, fallo de medro y
vomitos. Ademas, desarrollo una ERC a los 24 afios de edad. Las litiasis coraliformes suponen
alrededor del 19% de las litiasis en la infancia (419). EI manejo de la litiasis coraliforme en los
nifios supone un desafio para la urologia infantil debido a la dificultad de la realizacion de
litotricias extracorpdreas en rifiones que aun se encuentran en periodo de crecimiento. Aunque,
la litotricia extracorpdrea se ha considerado una técnica segura, la realizacion de varias sesiones
ademas de las complicaciones postoperatorias como la obstruccion o los hematomas
perirrenales no dejan de ser factores afiadidos para el desarrollo de una ERC (420, 421). Por lo
tanto, en nuestra paciente, probablemente, aparte del Sindrome de Bartter, las litiasis
coraliformes y las sesiones de litotricia extracorporea, asi como los episodios de obstruccion
de la via urinaria hayan sido factores contribuyentes en el desarrollo del deterioro de la funcion

renal a largo plazo.

En nuestra serie, el paciente SOR 51 estaba en programa de hemodiélisis cronica, y ningun
paciente estaba trasplantado de rifion Existen casos aislados de pacientes con Sindrome de
Bartter trasplantados, y en la mayoria de ellos la evolucion es satisfactoria sin recurrencia de
la proteinuria ni de las lesiones de glomeruloesclerosis focal y segmentaria (262, 264). Por lo
tanto, podemaos decir que los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Il que evolucionan hacia
una ERC avanzada son candidatos a recibir un trasplante renal presentando un pronéstico

similar al de otros pacientes que reciben un trasplante por otras causas.
Numerosos estudios demuestran que los recién nacidos pretérminos o de bajo peso al nacer son

una poblacién de riesgo para el desarrollo ciertas enfermedades en la edad adulta como la

enfermedad renal cronica, la diabetes mellitus o la cardiopatia isquémica (422-424). Por un
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lado, Brenner describio las consecuencias que puede tener la detencién prematura de la
nefrogénesis, que finaliza de manera fisioldgica en la semana 36 de gestacion, en el desarrollo
de ERC en la edad adulta (425). Por otro lado, Barker, con su teoria de la “programacion fetal”,
relaciond el bajo peso al nacer como expresion de un ambiente intrauterino desfavorable con
la tendencia a padecer enfermedades en la edad adulta (275). En los pacientes con tipos
antenatales de Sindrome de Bartter, el desarrollo de la ERC se ha relacionado, en parte, con la
prematuridad de los pacientes (199). Sin embargo, en nuestra cohorte de pacientes con
Sindrome de Bartter Tipo I11, no hallamos una relacion significativa entre la prematuridad y el
desarrollo de ERC. La baja prevalencia de la prematuridad, asi como el hecho de que los
pacientes prematuros de nuestra cohorte fueran prematuros tardios nos hizo considerar que la
prematuridad no fue un factor Unico determinante en el deterioro de la funcion renal a largo

plazo en nuestros pacientes.

9. EL TRATAMIENTO CON ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS Y SUS
COMPLICACIONES EN EL SINDROME DE BARTTER TIPO III

En relacion al polihidramnios y sus complicaciones en el embarazo, fundamentalmente el parto
prematuro, se han considerado distintas estrategias terapéuticas con el fin de inhibir la poliuria
fetal, disminuyendo asi la cantidad de liquido amni6tico y prolongando el embarazo. Por un
lado, existen muy pocos datos sobre el beneficio que aportan los amniodrenajes seriados
teniendo en cuenta que es un procedimiento que conlleva complicaciones severas, incluyendo
al aborto y la prematuridad (227, 228). Por otro lado, aungue el tratamiento materno con
antiinflamatorios no esteroideos (AINES) durante el embarazo se ha empleado con éxito en
algunos casos por otras causas, puede asociar riesgos importantes como el cierre del conducto
arterioso, la perforacion intestinal en el neonato o la enterocolitis necrotizante (229). En el
Sindrome de Bartter, existen casos aislados en los que se ha empleado el amniodrenaje seriado
y/o los AINEs con éxito, todos ellos eran tipos antenatales (224-226). En nuestra cohorte de
pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Ill, en ningun caso se empled ninguno de estos
tratamientos prenatales y no se observaron grandes complicaciones asociadas a la presencia del
polihidramnios. Este hecho probablemente estd relacionado con el fenotipo mas leve del
Sindrome de Bartter Tipo Ill en contraste con los tipos antenatales de la enfermedad. Por lo

tanto, aunque es necesario un control estricto del polihidramnios durante el embarazo,
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probablemente en la mayoria de casos de Sindrome de Bartter Tipo Il no es necesario tomar
medidas extraordinarias durante el periodo prenatal. En los casos en los que fuera necesario,
debido a la ausencia de consenso, es indispensable tomar la decision tras la realizacion de
reuniones multidisciplinares entre ginecologos, neonatologos, cardiélogos y nefrélogos

pediatricos.

La prescripcion de AINEs por su efecto antiprostaglandinico a los pacientes con Sindrome de
Bartter Tipo 1l en el periodo postnatal es uno de los pilares fundamentales del tratamiento, ya
que ha demostrado que disminuye la poliuria, mejora las anomalias hidroelectroliticas y, por
lo tanto, favorece el crecimiento adecuado de estos pacientes. Asi mismo, es un tratamiento
que se ha empleado también en otras tubulopatias pierde sal como el Sindrome de Gitelman o
Diabetes Insipida Nefrogénica con buenos resultados (233, 235, 426, 427).

Los principales AINEs empleados son la indometacina, el ibuprofeno y el celecoxib. Mientras
que los dos primeros inhiben de manera no selectiva tanto la enzima ciclooxigenasa tipo 1
(COX1) como la ciclooxigenasa tipo 2 (COX2), el celecoxib es un inhibidor selectivo de la
COX2. La enzima COXL1 se expresa de manera estable en distintos drganos, entre ellos, el
rifidn y la mucosa gastrointestinal, y participa en la produccién de prostaglandinas que
intervienen en procesos fisioldgicos, como, por ejemplo, la proteccion del epitelio gastrico o
el mantenimiento del flujo renal. Por el contrario, la enzima COX2 se expresa solamente en los
lugares inflamados generando prostaglandinas mediadoras de la inflamacién y el dolor. Por lo
tanto, la inhibicidn de la enzima COX1, en el caso del uso de AINESs no selectivos, se asocia a
efectos secundarios principalmente gastrointestinales como la Ulcera o sangrado gastrico, la
enterocolitis necrotizante en el recién nacido o la perforacion intestinal. Asi mismo, también
se asocia a efectos secundarios renales, aunque esto no ha demostrado en las tubulopatias pierde
sal donde las dosis que se emplean por lo general son bajas.

Los efectos nefrotoxicos de los AINEs no selectivos se han comentado previamente en la
discusion (apartado 8). El riesgo de los efectos gastrointestinales de los AINEs no selectivos
es dosis-dependiente y se da sobre todo en tratamientos prolongados, incluso en pacientes con
distintos tipos de Sindrome de Bartter (195, 231, 236, 428). Hasta el 50% de los pacientes que
toman AINESs no selectivos de manera cronica refieren dolor de estbmago, vomitos o diarrea,

y un tercio de los pacientes presentan una Ulcera gastrica o gastritis crénica en algin momento
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de la evolucién (235). En nuestra cohorte todos los pacientes recibieron indometacina, y
solamente el 60% recibian un protector gastrico. El 14% de los pacientes de la cohorte referian
sintomas intestinales y todos ellos recibian AINEs. Un paciente present6 una ulcera duodenal
y otro una gastritis crénica; aunque ambos recibian un protector gastrico en el momento de las
alteraciones gastrointestinales, no lo recibian al diagnostico de la enfermedad. En el resto
pacientes con sintomas gastrointestinales se desconocia si se realiz6 alguna exploracion
endoscopica, por lo que es posible que el porcentaje de pacientes que presentaron Ulceras o
lesiones gastrointestinales fuera superior a la descrita. Por lo tanto, teniendo en cuenta los
efectos secundarios gastrointestinales de los AINESs no selectivos, y el beneficio que aporta en
los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo I11, es recomendable ademas de prescribir una dosis

adecuada del farmaco, asociar a un protector gastrico en todos los pacientes.

Por otro lado, se han empleado AINEs inhibidores selectivos de la enzima COX2 en el
Sindrome de Bartter con éxito (242). En nuestra cohorte, ningn paciente recibio ningun AINE
de este tipo. Aunque con este grupo de farmacos el riesgo de efectos secundarios
gastrointestinales es mucho menor, algunos farmacos como el rofecoxib presentan un riesgo
aumentado de eventos cardiovasculares. Entre todos, el celecoxib ha demostrado ser el mas
seguro en este sentido (240). Actualmente se desconoce el grado de riesgo cardiovascular que
existe con el empleo de los inhibidores selectivos de la enzima COX2 en el Sindrome de Bartter
Tipo Il1, aunque se ha demostrado que los pacientes que reciben rofecoxib presentan una
tension arterial méas alta en comparacién con los pacientes que reciben indometacina (429, 430).
Por otro lado, este farmaco también se ha empleado en pacientes pediatricos con artritis cronica
juvenil observando menos efectos secundarios en comparacion con el naproxeno (241). Por lo
tanto, actualmente no existe una recomendacion especifica sobre el empleo de un tipo u otros
de AINES en el Sindrome de Bartter. y se deben de tener en cuenta los riesgos especificos de
cada farmaco e individualizar su uso en cada paciente. En nuestra cohorte es probable que no
se hayan empleado los inhibidores de la enzima COX2 en ningun paciente por el riesgo de

eventos cardiovasculares y por la menor experiencia, sobre todo en los pacientes pediatricos.
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10. CARACTERISTICAS MOLECULARES EN EL SINDROME DE BARTTER TIPO
i

Las primeras variantes en el gen CLCNKB se describieron en el afio 1997. En un estudio de 17
pacientes con clinica de Sindrome de Bartter que no presentaban variantes en el gen SLC12A1
(Sindrome de Bartter Tipo 1) ni en el gen KCNJ1 (Sindrome de Bartter Tipo II), descubrieron
que presentaban variantes en el gen que codifica el canal del cloro CIC-Kb (gen CLCNKB) no
descrito hasta el momento. De esta manera, a esta nueva patologia se le denominé Sindrome
de Bartter Tipo Ill. Las variantes mas frecuentemente halladas en estos pacientes fueron las
grandes deleciones en homocigosis (53%) seguido por las variantes missense en 41% pacientes
(24 % en homocigosis, y 17 % en heterocigosis compuesta con una variante tipo splicing o una
nonsense) (70). Asi mismo, en el afio 2000 Konrad y colaboradores estudiaron a 30 pacientes
observando una alta frecuencia de grandes deleciones en el gen CLCNKB (187). Actualmente
existen al menos 187 variantes en la base de datos HGMD [Human Gene Mutation Database

- www.hgmd.cf.ac.uk], siendo la mayoria de tipo missense seguido, en orden, por las grandes

deleciones, las pequefias deleciones y las de tipo splicing. En nuestra cohorte, se hallaron 14
variantes diferentes: el 50% eran variantes missense, el 29% eran variantes frameshift, el 7%
eran pequefas deleciones, el 7% eran grandes deleciones y el 7% eran variantes nonsense. Asi
mismo, en un trabajo donde se describen 115 pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 11l se
hallaron 60 variantes distintas y, entre ellas, el 55% eran missense seguido en orden por las
variantes frameshift (13%), las nonsense (12%), las splicing (10%) y las grandes deleciones
(10%) (179).

En estudios previos de nuestro grupo, se observd que la mayoria de los pacientes espafioles
presentaban la variante p.Ala204Thr en homocigosis (258). Asi mismo, en los trabajos
publicados por nuestro grupo de investigacion de Enfermedades Renales Hereditarias y Raras
del Instituto de Investigacion Sanitaria Biocruces Bizkaia de pacientes con Sindrome de Bartter
Tipo 111 se describié que la mayoria de los pacientes con la variante missense p.Ala204Thr en
homocigosis eran espafoles, sugiriendo un posible efecto fundador (257, 258). Asi mismo, en
la cohorte actual de nuestro grupo, compuesta por un mayor numero de pacientes, se sigue
observando la misma tendencia. La variante p.Ala204Thr supuso el 65% de los alelos mutados,
y si se seleccionan solamente los pacientes esparioles, esta variante se hallo en el 76% de los

alelos. En toda la cohorte, 27 pacientes procedentes de 26 familias, presentaron la p.Ala204Thr
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en homocigosis y todos, salvo uno, eran espafioles. Segun los estudios poblacionales realizados
hasta la actualidad la p.Ala204Thr es una variante rara con una 4 (Minor Allele Frequency) <
0,001 en la poblacion general. Sin embargo, en algunos estudios, se ha observado que al
analizar a la poblacién espafiola la frecuencia de esta variante es mayor. En un trabajo realizado
por nuestro grupo de investigacion con 300 controles de ascendencia esparfiola se halld esta
variante en 2 alelos en heterocigosis, 1o que supondria una MAF de 0,003 (258). Por otro lado,
en la base de 1000 Genomes donde se estudia a una poblacion de 212 espafioles se hallo esta
variante en dos alelos, suponiendo una MAF de 0,009. En nuestra cohorte, dos pacientes de
origen latino presentaron la p.Ala204Thr, un paciente era procedente de Peru y presentaba esta
variante homocigosis y la otra paciente era de Brasil y presentaba esta variante en heterocigosis
compuesta con una variante framsehift. Es posible que en ambas familias existiera una
ascendencia espafiola, aunque este dato fue desconocido. En el apartado 11 de la discusion se
comentan los aspectos del pronostico a largo plazo de los pacientes 27 pacientes procedentes
de 26 familias con la variante p.Ala204Thr en homocigosis.

En nuestra cohorte, en segundo lugar, se hallaron las grandes deleciones que suponian el 11%
de todos lo alelos mutados de la cohorte. Entre los pacientes espafioles, en el 7% de los alelos
mutados se hallaron grandes deleciones. Por el contrario, en los pacientes africanos (Norte de
Africa y Africa Subsahariana) de nuestra cohorte, en 5 de los 6 alelos mutados se detectaron
grandes deleciones. Entre los 3 pacientes africanos de nuestra cohorte, dos presentaron una
gran delecidn en homocigosis y en el tercer paciente se hall6 una gran delecion en heterocigosis
compuesta con una pequefia delecion. Esta frecuencia de las grandes deleciones en pacientes
de origen africano se ha observado previamente en otros estudios. En la primera publicacion
sobre pacientes de Sindrome de Bartter Tipo Ill, en todos los pacientes afroamericanos se
describieron grandes deleciones homocigosis. Ademas, en ese trabajo, tres pacientes de
Portugal y un paciente de Oriente Medio presentaron grandes deleciones en homocigosis (70).
Asi mismo, en otra serie de 17 pacientes de Iran, el 70% presentaron una gran delecion del gen
CLCNKB en homocigosis (259). Por lo tanto, podemos decir que la mayoria de los pacientes
afroamericanos y del oriente medio afectos de Sindrome de Bartter Tipo Il presentan grandes
deleciones en homocigosis en el gen CLCNKB.

Todas las variantes halladas en nuestra cohorte, salvo cuatro, estan descritas en trabajos previos

en otros pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Ill. Dos de ellas han sido publicadas
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previamente por nuestro grupo de investigacion (196). Estas dos variantes eran de tipo
frameshift, concretamente, p.(Ser343Alafs*6) y p.(Leu252Serfs*97). Segln el andlisis in silico
son consideradas causantes de enfermedad y la guia del Colegio Americano de Genética
ACMG (del inglés, American College of Medical Genetics) las clasifica como variante
patogénica. Sin embargo, las otras dos variantes nuevas halladas en nuestra cohorte, la missense
p.Ala577Thr y la missense p.Gly57Gly, se consideran en las guias ACMG como variantes

probablemente benigna y de significado incierto, respectivamente.

El paciente SOR 195 presento la variante missense p.Ala577Thr en homocigosis. Se trata de
una variante rara encontrandose en las bases de datos gendmicas publicas con una frecuencia
muy baja en heterocigosis (Minor Allele Frequency < 0,01). Teniendo en cuenta que el paciente
presentaba una clinica muy sugestiva de Sindrome de Bartter, a pesar de que el analisis in silico
y la guia ACMG la consideraban como probablemente benigna, en nuestro paciente
consideramos que era causante de la enfermedad. Ademas, este paciente, al ser diagnosticado
inicialmente de Sindrome de Gitelman, se descartd que presentara variantes en el gen SLC12A3.
Hasta la actualidad no hay trabajos que hayan realizado estudios funcionales con esta variante.
La variante p.Ala577Thr se encuentra en el dominio CBS1 del extremo carboxilo-terminal del
canal CIC-Kb. Esta region, junto con la barttina, participa en la activacion del canal. En
estudios funcionales se ha demostrado que las variantes halladas en la region carboxilo-
terminal, como por ejemplo la p.Trp610Ter, da lugar a una menor activacién y a una dificultad
de apertura del canal CIC-Kb debido a que no reciben el estimulo de la subunidad barttina para
ello. Sin embargo, la funcion residual es mayor del 20% (431). Esto podria explicar que nuestro
paciente presentara un fenotipo mas leve, diagnosticandose a los 23 afios de edad y que no
presentara clinica severa desde el nacimiento. No obstante, seria interesante realizar estudios
funcionales con la variante p.Ala577Thr para conocer el grado de afectacién que genera la

funcion del canal del cloro CIC-Kb y para poder confirmar su patogenicidad.

Por otro lado, los pacientes SOR 137 y SOR 163 presentaron la variante missense p.Gly57Glu
en heterocigosis compuesta con una gran delecion y con la variante p.Ala204Thr,
respectivamente. Esta variante no estaba previamente descrita en ningun otro paciente afecto
de Sindrome de Bartter Tipo Ill, y es una variante que, hasta la actualidad, no se ha descrito en
estudios poblacionales. Aunque la mayoria de los software de prediccién la consideran una

variante causante de enfermedad, la guia del Colegio Americano de Genética ACMG la

244



V1. Discusiéon

clasifica como una variante de significado incierto. No existen estudios funcionales realizados
con esta nueva variante. Se sitta al inicio del canal del cloro CIC-Kb, donde se inicia la region

transmembrana, en la segunda hélice alfa.

La regidn transmembrana esta entre ambos monomeros del canal, y es necesaria para que cada
mondmero realice el transporte de cloro. Existen otros pacientes con Sindrome de Bartter Tipo
Il que presentan variantes missense que se situan en la misma region del canal, como por
ejemplo la variante p.Ala61Asp, o la variante p.Arg76Ter, y los estudios funcionales han
demostrado que dan lugar a una pérdida total de su funcion (164, 432). Ademas, tanto el
paciente SOR 137 como SOR 163 presentan en el otro alelo una gran delecion dando lugar a
una expresion nula de la proteina, y la variante espafiola p.Ala204Thr cuya patogenicidad es
conocida. Por lo tanto, debido a todo lo anterior, consideramos que la variante p.Gly57Glu fue
causante de enfermedad en ambos pacientes de nuestra cohorte. No obstante, al igual que en el
resto de las variantes nuevas, seria interesante realizar estudios funcionales para conocer el
grado de disfuncion que se genera en el canal del cloro y poder analizar su correlacion con la

clinica.

11. CORRELACION GENOTIPO-FENOTIPO EN EL SINDROME DE BARTTER
TIPO I

El canal del cloro CIC-Kb estd formado por dos subunidades o poros proteicos (mondémeros)
que forman un dimero y estan situados en sentido perpendicular a la membrana plasmatica de
la célula. Cada subunidad consta de 18 hélices alfa (A-R) formadas por dos mitades orientadas
de manera antiparalela (hélices alfa A-1 y hélices alfa J-R). Ademas, cada monémero forma su
propio e independiente poro (protoporo) realizando el transporte del cloro de manera
independiente. Sin embargo, ambas subunidades tienen una superficie de contacto entre ellas
denominada interfase, que se sitla en la membrana plasmatica en las hélices alfa G y H, y que
es necesaria para el correcto funcionamiento de los mondmeros. Las dos mitades de la
subunidad envuelven un centro comdn con el fin de reunir a los aminoacidos de los extremos
de las hélices alfa creando un gradiente electrostatico positivo para el paso del cloro (249, 250).
Por otro lado, cada mondmero consta de una region amino y otra carboxilo terminal que se
sitian dentro de la célula de manera antiparalela con respecto a las dos subunidades. En la

regién carboxilo terminal existen dos dominios CBS (del inglés, Cystathionine-Beta-Synthase).
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Entre ambos dominios CBS existe una hendidura donde se encuentra el aminoécido aspartato
0 la asparagina. Aunque no esta clara la funcion que tienen los dominios CBS, se cree que
pueden ser un punto de union para los ligandos implicados en el transporte del cloro desde el
citoplasma hacia la membrana para su posterior activacion o apertura (251, 252). Ademas, la
proteina CIC-Kb es sensible al calcio y al pH extracelular, de forma que cuando aumentan
ayudan en la activacion del canal del cloro aumentando la conductancia. En la proteina CIC-
Kb existen puntos de union del calcio para ello. Por otro lado, en los poros de cada monémero
existen tres puntos de unién al cloro que permiten el paso de este anion hacia la zona

extracelular.

En distintos estudios sobre el Sindrome de Bartter Tipo Il se ha estudiado la correlacion
genotipo-fenotipo en base a los estudios funcionales en el canal del cloro CIC-Kb realizados
con las distintas variantes halladas en los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo IlI.
Dependiendo de la localizacion de la variante en la proteina CIC-Kb, y de la expresion o de la
insercion de la proteina en la membrana plasmatica, la funcion o la conductancia final del cloro
a través del canal estara mas o menos afectada (164). Hasta la actualidad se han descrito un
gran numero de variantes que se sitdan a lo largo de la proteina CIC-Kb afectando sobre todo
al poro de los monémeros y a la zona de interfase que une ambos monémeros del canal CIC-
Kb (178, 179, 187, 189, 194, 249, 261, 303, 304, 431).

En nuestra cohorte, para el analisis de la correlacion genotipo-fenotipo, se revisaron las
publicaciones sobre los estudios funcionales realizados con las variantes halladas en nuestra
serie. Se clasificaron los pacientes en dos grupos segun su genotipo, basandose en la
conductancia residual que generaba cada variante (conductancia residual mayor del 20% o
menor del 20%). Por un lado, no se hallé una relacion significativa entre el genotipo y la edad
al diagndstico, ni con el fenotipo clinico de presentacién. En ambos grupos predominaron los
pacientes con fenotipo antenatal y clasico sin diferencias significativas. Asi mismo, en ambos
grupos de genotipo hubo pacientes que presentaron un fenotipo similar al Sindrome de
Gitelman, sin existir diferencias significativas. Ademas, las alteraciones hidroelectroliticas,
salvo la hipocloremia, fueron similares en ambos grupos. La media del cloro en plasma fue
menor en los pacientes con genotipo mas severo. lgualmente, en los estudios realizados hasta
la actualidad, que analizan la correlacién genotipo-fenotipo en los pacientes con Sindrome de

Bartter Tipo 111, se ha observado que los pacientes que presentan un genotipo mas severo con
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una conductancia residual del canal del cloro menor del 20% presentan una cloremia menor al
diagnostico. Sin embargo, a diferencia de nuestra cohorte, en otros estudios se ha observado
unarelacién significativa entre el fenotipo clinico de presentacion y el genotipo de los pacientes.
Es decir, la mayoria de pacientes con genotipo severo presentan un fenotipo antenatal o
neonatal o fenotipo clasico, mientras que la mayoria de los pacientes con genotipo mas leve
presentaron un fenotipo Gitelman (164, 179). En nuestra cohorte, teniendo en cuenta que la
mayoria de los pacientes presentaban la variante p.Ala204Thr en homocigosis, el hecho de que
no exista una relacion significativa entre el fenotipo clinico y el genotipo, sugiere que existe
una alta heterogeneidad clinica entre los pacientes con la variante espafiola p.Ala204Thr.
Igualmente, el hecho de que en el grupo de pacientes con genotipo severo también haya
pacientes que presentan un fenotipo leve como el fenotipo Gitelman, plantea que la severidad
fenotipica en el Sindrome de Bartter Tipo I11 no solamente depende de la severidad del genotipo,

sino que existen otros factores relacionados.

Por otro lado, en nuestra cohorte, también se analizé la distribucién de los tipos de variantes
dependiendo el fenotipo clinico de presentacion. Las grandes deleciones fueron las variantes
maés graves de la cohorte y, aunque el 90% de los alelos con grandes deleciones se hallaron en
pacientes con fenotipo clinico antenatal o neonatal y clasico, el 10% se hallaron en pacientes
con fenotipo Gitelman que se supone que es el fenotipo mas leve y con presentacion mas tardia
que el resto de fenotipos. Este resultado también se ha observado en otras series de pacientes
con Sindrome de Bartter Tipo |1l donde alrededor del 10-20% de las grandes deleciones se
hallaron en fenotipos menos severos, apoyando la escasa correlacion genotipo-fenotipo que

existe en esta enfermedad (179, 193).

En nuestro estudio se analiz6 si existia una correlacion entre el genotipo y el prondéstico a largo
plazo de los pacientes, en cuanto a la funcidn renal y la talla baja. Por un lado, la talla final fue
similar independientemente del genotipo que presentaran los pacientes. Esto sugiere, que
probablemente, el recibir un tratamiento adecuado y precoz es lo que marca la talla final de los
pacientes, mas que el genotipo que presenten. Por otro lado, no se hallé ninguna relacion entre
el genotipo y el deterioro de la funcion renal a largo plazo. Ademas, en nuestra cohorte, entre
los 11 pacientes que desarrollaron un deterioro de la funcion renal a largo plazo, el 72%
presentd la variante p.Ala204Thr en homocigosis, el 18% presentd la p.Ala204Thr en

heterocigosis compuesta con la variante missense p.Gly442Glu, y el 10% presentd la variante
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nonsense p.Arg595* en homocigosis. Por un lado, la variante p.Gly442Glu se sitla en la zona
exterior del canal donde se realiza el filtro de selectividad de los iones de cloro que se conducen.
Los estudios funcionales relacionados con esta variante han mostrado que se trata de una
variante con una expresion reducida en la membrana (una expresion de alrededor de un 29%
respecto al control) y que genera una conductancia residual de alrededor del 7,8% (164). Asi
mismo, se ha demostrado que la variante nonsense p.Arg595* situada en el dominio CBS1, el
cual es indispensable para la correcta activacion del canal, da lugar a una conductancia
residual practicamente nula (179). Por ultimo, la variante missense p.Ala204Thr, la mas
frecuente en nuestra cohorte, se sitla en la zona de interfase dimérica en la hélice alfa G del
canal CIC-Kb. En este caso, la expresion de la proteina CIC-Kb en la membrana plasmatica es
practicamente normal y presenta una conductancia residual de cloro de aproximadamente el
30-40% con respecto a los controles (260). Por lo tanto, en principio, podemos decir que la
p.Ala204Thr no es una variante tan severa como el resto de variantes que presentaron los
pacientes con enfermedad renal cronica en nuestra cohorte. Sin embargo, el 55% de los
pacientes de nuestra cohorte presentaron esta variante en homocigosis, y a pesar de tener un
genotipo mas leve, hasta el 30% de éstos desarrollaron enfermedad renal cronica a largo plazo.
Por el contrario, ningun paciente de nuestra cohorte con una gran delecion en homocigosis
presentd un deterioro cronico de la funcion renal, aunque el tiempo de evolucién de estos

pacientes era menor, entre 1 y 5 afos.

Otra muestra de la escasa correlacion genotipo-fenotipo del Sindrome de Bartter Tipo 111 es la
alta variabilidad en la presentacion clinica de los pacientes con la variante p.Ala204Thr en
homocigosis de nuestra cohorte. Entre los 27 pacientes de nuestra cohorte con la variante
p.Ala204Thr en homocigosis, el 37% presentaron un fenotipo antenatal o neonatal, el 52% un
fenotipo cléasico y el 11% un fenotipo Gitelman. Ademas, como se ha comentado anteriormente,
a pesar de presentar la misma variante, no todos los pacientes presentan la misma evolucién y

el 30% evolucionaron hacia una enfermedad renal cronica.

En relacion a la escasa correlacion genotipo-fenotipo en el Sindrome de Bartter Tipo IlI, se
observa también cdmo la presentacion y la evolucion clinica es diferente en los pacientes
afectos de una misma familia. Esta variabilidad clinica tanto en la presentacion como en la
evolucion a largo plazo entre pacientes que presentan variantes idénticas en el gen CLCNKB

ha sido descrita previamente en la literatura (259, 311). Por ejemplo, en nuestra cohorte, en la
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familia SOR 24, la paciente SOR 24A se diagndstica a los 10 meses de edad en contexto de un
retraso ponderoestatural con un fenotipo de Sindrome de Bartter Clasico, mientras que su
hermana mayor SOR 24B se diagnostica a raiz del diagndstico de SOR 24A a los 17 afios de
edad con un fenotipo similar al Sindrome de Gitelman con desarrollo ponderoestatural normal.
Esta paciente solamente presentdé como signo clinico una avidez por la sal desde la infancia.
Asi mismo, en la familia SOR 54, donde existen tres miembros afectos de Sindrome de Bartter
Tipo 11 diagnosticados antes del afio de edad con un fenotipo clinico clasico, solamente dos
de los hermanos (SOR 54A y SOR 54B) desarrollan enfermedad renal crénico a largo plazo.
Por altimo, en la familia SOR 124, la paciente SOR 124A presenta un fenotipo de Sindrome
de Bartter Clasico diagnosticandose a los 8 meses de vida. Por el contrario, su hermano SOR
124B, aunque se diagnostica en el periodo de lactante a los 6 meses de vida, presentd un

fenotipo clinico antenatal con polihidramnios durante el embarazo.

Por lo tanto, podemos decir que existe una escasa correlacion genotipo-fenotipo en el Sindrome
de Bartter Tipo Il y que la severidad de la afectacion del canal del cloro secundaria al genotipo
no es por si sola un factor que predispone a un peor prondstico. No obstante, como hemos
comentado previamente a lo largo de la discusion, es probable que el conjunto de otros factores
como la edad de diagnéstico, las alteraciones electroliticas o las variaciones interindividuales
en los mecanismos de compensacion estén relacionados en la evolucion a largo plazo de esta

enfermedad.

Por ultimo, cabe recalcar la importancia de realizar el estudio molecular en los pacientes con
sospecha de tubulopatia pierde sal. Teniendo en cuenta la gran variabilidad clinica tanto en la
presentacion clinica como en la evolucién a largo plazo, asi como la similitud en la clinica de
los distintos tipos de tubulopatias pierde sal, el analisis molecular proporciona tanto al paciente
como a su familia una informacion mas veraz sobre la historia natural de esta enfermedad.
Ademas, permite ofrecer un consejo genético mas preciso, ademas de mejorar el seguimiento
de los pacientes. En este aspecto, en la actualidad, el uso de técnicas de secuenciacion masiva
y el uso de paneles de genes son herramientas muy Utiles que permiten conocer si existen
alteraciones en otros genes que podrian ayudar a entender la variabilidad clinica que existe en

las tubulopatias pierde sal.
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12. COMPLICACIONES DURANTE EL EMBARAZO EN LAS MUJERES AFECTAS
DE SINDROME DE BARTTER TIPO IlII

Hasta la actualidad, no se ha descrito una mayor frecuencia de complicaciones a lo largo del
embarazo en los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 11, ni siquiera en los pacientes en los
que el diagnostico de la enfermedad se realiz6 durante o posterior al embarazo (433-438).
Igualmente, en el Sindrome de Gitelman, los casos de embarazos reportados no refieren
complicaciones a lo largo del embarazo si se realiza un control estricto de las alteraciones
electroliticas (439, 440). Durante el embarazo, existe una hiperestimulacion del sistema renina-
angiotensina-aldosterona que aumenta las pérdidas de potasio por orina agravando la
hipokalemia (441). Este fendmeno esta compensado, en parte, por los cambios hemodinamicos,
y por el aumento de niveles de progesterona en sangre que juega un papel protector debido a
su unién al receptor mineralocorticoideo (433, 442). A pesar de ello, los niveles de potasio
disminuyen sobre todo alrededor de la mitad de la gestacion, por lo que se debe monitorizar la
kalemia de manera estrecha requiriendo en ocasiones un aumento de los suplementos de

potasio a lo largo del embarazo (443, 444).

En nuestra cohorte, a lo largo de la evolucion tres mujeres tuvieron 8 embarazos, de los cuales,
tres no progresaron: dos fueron abortos del primer trimestre y uno del tercer trimestre. La
incidencia de abortos espontaneos en la poblacién general es de alrededor del 20% de los
embarazos, pudiendo llegar hasta el 30% en el primer trimestre de gestacion segun algunos
estudios (445, 446). Por lo tanto, no se consider6 que los abortos espontaneos de nuestra serie
tuvieran relacion con la enfermedad de base. El tercer embarazo que no progresé fue una
muerte fetal tardia en la semana 37 de gestacion (paciente SOR 8). La anatomia patoldgica de
la placenta mostré una placenta madura con microcalcificaciones e infartos focales con un
hematoma retroplacentario. La muerte fetal por anomalias placentarias supone la segunda
causa de muerte fetal tardia y ademas, las calcificaciones en la placenta es un hallazgo
fisiolégico en gestaciones a término (445, 447). Por lo tanto, no consideramos que la muerte
fetal en este caso tuviera relacion con el Sindrome de Bartter Tipo Ill. Se desconoce si se
practico la autopsia al feto por lo que no pudimos descartar totalmente la presencia de alguna
malformacion congénita asociada macro o microscépica en el feto. Sin embargo, las ecografias
prenatales fueron normales hasta ese momento, sin presenciar anomalias placentarias o

malformaciones estructurales congénitas, y el feto present6 un peso y una talla adecuados para
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la edad gestacional. Por otro lado, aunque la variacion de la dosis del suplemento de potasio o
los valores en plasma de potasio durante la gestacion no estuvieron disponibles, solamente una
paciente (SOR 5) present6 descompensaciones agudas en el contexto de vomitos en el primer

trimestre del embarazo precisando ingreso hospitalario.

En nuestra cohorte todos los embarazos fueron planificados retirandose previamente los
antiinflamatorios no esteroideos como la indometacina e inhibidores de la enzima convertidora
de angiotensina (IECAs). La indometacina y los IECAs atraviesan con facilidad la placenta
durante la gestacion y la teratogenicidad en el feto varia segln la etapa del embarazo. El uso
de los antiinflamatorios no esteroideos durante el embarazo se ha asociado a cardiopatias
congénitas, disfuncion renal, hemorragia cerebral en pretérminos y enterocolitis necrotizante,
entre otros (448, 449). Por otro lado, el empleo de IECASs durante el embarazo se ha asociado
con disfuncién renal, oligohidramnios y retraso de la osificacion (450-452). Por ello, es
importante planificar el embarazo en pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 111 e informar de
los posibles riesgos para prevenir las malformaciones asociadas a estos farmacos. Después del
parto, se debe reintroducir el tratamiento de base y continuar con los controles habituales en la

paciente.

En nuestro estudio, el periodo neonatal de todos los recién nacidos transcurrio sin incidencias,
todos presentaron un peso adecuado para la edad gestacional. A pesar de no obtener detalles
sobre la evolucion neuroldgica de los hijos de pacientes con Sindrome de Bartter Tipo IlI,
segun datos reflejados en la historia, se dedujo que eran nifios sanos. Hasta la actualidad no
existen casos reportados en la literatura de retraso neurolégico en los hijos de pacientes con

Sindrome de Bartter Tipo IlI.
Por lo tanto, podemos decir que, en general, el embarazo en las mujeres afectas de Sindrome

de Bartter Tipo Il no supone un riesgo afiadido para las pacientes ni para el feto, siempre que

sea planificado y se realicen controles estrechos de la kalemia a lo largo de todo el embarazo.
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VII. Resumen de los hallazgos

En nuestra cohorte de 49 pacientes afectos de Sindrome de Bartter Tipo Il existe un amplio
espectro de severidad en la presentacion clinica. Un tercio de los pacientes presentaron un
fenotipo clinico similar al Sindrome de Bartter Antenatal o Neonatal, la mitad un fenotipo de
Sindrome de Bartter Clasico y sélo un 12% un fenotipo de Sindrome de Gitelman. Ademas, un
tercio de los pacientes presentaron polihidramnios durante el embarazo y solamente un 15%
nacieron prematuramente. Casi todos los pacientes se diagnosticaron en la infancia o en la
adolescencia y el 60% antes del afio de edad. La edad al diagnéstico de los pacientes con
fenotipo Gitelman fue mayor que la de los pacientes con fenotipo antenatal o neonatal y
fenotipo clasico. Sin embargo, probablemente debido al diagnostico tardio de algunos
pacientes de nuestra cohorte, a pesar de presentar un fenotipo antenatal, no se hallaron
diferencias en la edad al diagnostico entre los pacientes con fenotipo antenatal o neonatal y con
fenotipo clasico. Ademas, se hall6 una relacion significativa entre el afio y la edad del
diagndstico clinico. Asi, los pacientes que se diagnosticaron antes del afio 2000 tenian una edad
mayor que los pacientes diagnosticados posteriormente al afio 2000. Es probable que el
desarrollo de la biologia molecular a partir de la década de los 90 ha permitido un mejor

conocimiento de la enfermedad facilitando el diagnéstico precoz.

El signo clinico mas frecuente al diagndstico de la enfermedad fue el fallo de medro en los tres
grupos de fenotipo clinico de presentacion. La hipotonia y la deshidratacion fueron signos
clinicos casi exclusivos de los pacientes con fenotipo antenatal. Por el contrario, los calambres,
la astenia y las palpitaciones sélo se hallaron en los pacientes con fenotipo Gitelman. Por otro
lado, aunque globalmente podemos decir que los pacientes de nuestra cohorte presentaron un
desarrollo neuroldgico normal, seria necesario realizar una valoracion neuroldgica de manera
homogénea para valorar la capacidad intelectual que presentan a largo plazo. Asi mismo, hasta
el 10% de nuestra cohorte presentaba un cuadro ansioso-depresivo, lo que apoya la importancia
de realizar un seguimiento psicoldgico de estos pacientes como parte del tratamiento de una

enfermedad crénica como es el Sindrome de Bartter Tipo I11.

En cuanto a las alteraciones hidroelectroliticas de nuestra cohorte, no todos los pacientes
presentaron hipocloremia al diagndstico de la enfermedad y globalmente la hipocloremia fue
menos severa que en otros estudios. Este hecho, probablemente, es debido a que la mayoria de
los pacientes de nuestra cohorte presentaban la variante p.Ala204Thr en homocigosis, que da

lugar a una alteracion mas leve del canal del cloro, en comparacion con otras variantes mas

255



VII. Resumen de los hallazgos

severas, como por ejemplo, las grandes deleciones. Ademas, los pacientes que eran menores
de 2 afios al diagnostico de la enfermedad presentaron una hipocloremia méas severa al
diagnostico que los pacientes mayores de 2 afios, sugiriendo una inmadurez del tabulo renal

los primeros meses de vida, con menor capacidad de compensar las pérdidas renales de cloro.

Por otro lado, todos los pacientes presentan una hipokalemia y una alcalosis metabolica al
diagnostico de la enfermedad. En un tercio de la cohorte, esta hipokalemia es severa
encontrandose por debajo de 2 mEg/Il. A lo largo de la evolucion, aunque la kalemia mejora,
practicamente en todos pacientes persisten tanto la hipokalemia como la alcalosis metabdlica
a pesar del tratamiendo continuado, sugiriendo que los pacientes presentan un
hiperaldosteronismo crénico. Todo ello apoya la necesidad de mantener un aporte de sal y una
hidratacién adecuada en esta enfermedad para intentar disminuir la activacion del sistema
renina-angiotensina-aldosterona y evitar, en la medida de lo posible, las complicaciones
asociadas a éste. Por otra parte, en nuestra cohorte, no se hall6 una relacion significativa entre
la dosis de potasio que recibian los pacientes y los niveles de potasio en plasma. Teniendo en
cuenta que el potasio ingerido se elimina en pocas horas por orina, podemos decir que, a pesar
de prescribir dosis altas de potasio, en algunos pacientes es dificil mejorar la kalemia.
Finalmente, aunque aproximadamente un tercio de los pacientes de nuestra cohorte precisaron
iniciar suplementos de sodio por hiponatremia al diagnostico, la natremia globalmente mejora
alo largo de la evolucion. Ademas, la hiponatremia fue mas frecuente en los pacientes que eran
menores de 2 afios al diagnostico. Probablemente, al igual que con el cloro, los pacientes con
la edad adquieren la madurez tubular necesaria para compensar las pérdidas de sal por orina.
Asi mismo, es posible que los pacientes mas mayores sean capaces de compensar las pérdidas

por orina mediante el aumento de la ingesta de sal en la dieta.

En nuestra cohorte, alrededor de un tercio presentaron hipercalciuria y un 8% presentaron
hipomagnesemia al diagnéstico. Ademas, el 14% desarrollaron nefrocalcinosis a lo largo de la
evolucion de la enfermedad y el 8% presentaron litiasis. A lo largo de la evolucion, el
porcentaje de pacientes que desarrollan hipocalciuria e hipomagnesemia aumenta
significativamente presentando un fenotipo similar al Sindrome de Gitelman. Esto sugiere que
el tubulo contorneado distal, un segmento donde también se expresan los canales CIC-Kb y
donde no existe ningn mecanismo que compense las pérdidas de cloro por orina, con el tiempo,

presente una disfuncion mas severa explicando la evolucion del fenotipo de algunos pacientes.
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Globalmente, los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo Il presentan una mejoria en el
desarrollo ponderoestatural a lo largo de la evolucidn, independientemente del fenotipo clinico
al diagnostico. Al estudiar los factores que podrian estar relacionados con el crecimiento, se
observo que en los pacientes con talla baja final tenian un tiempo de seguimiento menor. Esto
se debe probablemente a la necesidad de un mayor tiempo de tratamiento de su enfermedad en
los pacientes mas jovenes para realizar un catch-up adecuado. Por otro lado, los pacientes con
talla baja al final del estudio presentaron una hipokalemia y una alcalosis metabdlica mas
severa al diagnostico, sugiriendo que el hiperaldosteronismo crénico es un factor negativo en
el desarrollo ponderoestatural. Ademas, algunos pacientes con talla baja final presentaron muy
mala adherencia al tratamiento con indometacina y con los suplementos orales de sodio y
potasio. En este sentido, cabe recalcar la importancia de optimizar el tratamiento ajustando la
dosis de indometacina, y de administrar cloruro sédico con el fin de evitar el
hiperaldosteronismo cronico. Asi mismo, es importante asegurar un buen cumplimiento

terapéutico para asegurar el correcto desarrollo ponderoestatural.

En cuanto al prondstico a largo plazo, el 22% de los pacientes presentaron un deterioro cronico
de la funcion renal tras una mediana de tiempo de evolucion de 12 afios. Al estudiar los factores
relacionados con el deterioro cronico de la funcién renal, se observo que los pacientes con
enfermedad renal cronica (ERC) presentaron una hipokalemia y una alcalosis metabolica mas
severa al diagnostico que los pacientes con funcién renal normal, lo que sugiere que estos
pacientes presentaron un hiperaldosteronismo mayor. Por otro lado, los pacientes que
desarrollaron ERC a largo plazo en nuestra cohorte se diagnosticaron mas tarde que los
pacientes con funcion renal normal, explicando que la exposicion prolongada a mecanismos
fisiopatoldgicos como el hiperaldosteronismo podria estar relacionado con un prondstico renal
peor en el Sindrome de Bartter Tipo 111, por la fibrosis intersticial y glomerular que genera a
largo plazo. Sin embargo, no podemos considerar que el hiperaldosteronismo sea el Unico
factor relacionado con la ERC, ya que en todos los grupos de fenotipo clinico de presentacion
existen pacientes con deterioro cronico renal. Asi, existen pacientes con fenotipo Gitelman,
fenotipo mas leve que el antenatal o el clasico y probablemente con un menor estimulo cronico
del sistema renina-angiotensina-aldosterona, que desarrollan ERC a largo plazo. Al contrario,
no todos los pacientes con fenotipo antenatal, considerados como pacientes con mayor
hiperaldosteronismo que los pacientes con el resto de fenotipos, presentan mal prondstico renal

a largo plazo.
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En relacion al tratamiento farmacoldgico, todos los pacientes, salvo dos, recibieron
antiinflamatorios no esteroideos no selectivos de la enzima ciclooxigenasa a largo plazo y
solamente el 60% de los pacientes recibian un protector gastrico. El 14% referian sintomas
gastrointestinales, y en dos pacientes que no recibian protector gastrico se interrumpio el
tratamiento con AINEs debido a Ulceras gastricas. No se debe olvidar la importancia de
prescribir un protector gastrico junto con los AINEs de cara a evitar en la medida de lo posible
sus efectos adversos. Por otra parte, en nuestra cohorte el empleo de inhibidores de la
aldosterona y de inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina aumenta
significativamente a lo largo de la evolucién. Entre éstos, algunos presentaban ERC con o sin
proteinuria, y otros tenian una funcion renal normal. Ambos farmacos son conocidos por su
efecto nefroprotector en la ERC y como ahorrador de potasio en el Sindrome de Bartter Tipo
I11 con el fin de mejorar la kalemia. Sin embargo, su uso debe individualizarse teniendo en
cuenta que inhibe el principal mecanismo de compensacion en los segmentos distales del

tabulo, lo que podria empeorar la hipovolemia en algunos casos.

En cuanto al genotipo y su efecto en el fenotipo, en nuestra cohorte, el tipo de variante mas
frecuentemente hallada en el gen CLCNKB fue la missense, concretamente la p.Ala204Thr. Asi,
27 de los 49 pacientes afectos presentaron la variante p.Ala204Thr en homocigosis y todos,
salvo uno, eran espafioles. Al analizar la correlacion genotipo-fenotipo en nuestra serie, al
contrario que otros estudios, no se observo ninguna correlacién entre la funcion residual del
canal de cloro CIC-Kb y el fenotipo clinico de presentacién o la evolucion clinica a largo plazo.
Ademas, en nuestra serie existe una alta variabilidad en la presentacion clinicay en la evolucion
de los pacientes que pertenecen a la misma familia. Asi mismo, entre los 11 pacientes con ERC
de la cohorte, todos salvo uno presentaban la variante p.Ala204Thr en homocigosis, una
variante que, como se ha comentado anteriormente, no altera de manera tan severa la
conductancia final del canal del cloro. Por lo tanto, podemos decir que la afectacion del canal
del cloro secundaria al genotipo no es por si sola un factor que predispone a un pronostico peor

en el Sindrome de Bartter Tipo I11.

Por ultimo, todos los embarazos de las mujeres de nuestra cohorte fueron planificados y
controlados, y globalmente, no presentaron complicaciones asociadas al Sindrome de Bartter
Tipo Ill. Solamente una paciente present6 episodios de hipokalemia en contexto de vomitos

durante el primer trimestre. Por lo tanto, podemos decir, que siempre que se planifiquen y se
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realice un control estricto de las alteraciones hidroelectroliticas, el embarazo no supone un

riesgo afiadido para las pacientes ni para sus hijos.
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El Sindrome de Bartter Tipo Il se caracteriza por una amplia variabilidad fenotipica tanto en

la presentacion clinica como en su prondstico a largo plazo.

a)

b)

La mayoria de casos se diagnostican en la infancia, antes de los dos afios de edad. El
fenotipo clinico de presentacion mas frecuente es el clasico, seguido por el fenotipo
antenatal o neonatal y el fenotipo Gitelman. El retraso ponderoestatural es el signo
clinico mas frecuente al diagnostico en los tres fenotipos clinicos, seguido de la
poliuria y la polidipsia. Los calambres, la astenia y las palpitaciones son
practicamente exclusivas del fenotipo Gitelman. Las alteraciones hidroelectroliticas
al diagnostico de la enfermedad son mas severas en pacientes menores de dos afios
y, en general, la nefrocalcinosis, las litiasis y la hipercalciuria son hallazgos poco
frecuentes. La hipokalemia severa se relaciona con alteraciones cardioldgicas
severas, que en ocasiones poco frecuentes pueden tener una evolucién fatal. No
existen diferencias significativas en las alteraciones electroliticas entre los tres

grupos de fenotipo clinico.

Globalmente, tras iniciar el tratamiento, los pacientes mejoran clinicamente. Sin
embargo, la alcalosis metabdlica y la hipokalemia persisten a lo largo de la evolucion.
Con el tiempo, alrededor de un tercio de los pacientes evolucionan hacia un fenotipo

Gitelman.

La mayoria de los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo 1l presentan un adecuado
desarrollo ponderoestatural a largo plazo, alcanzando en la edad adulta un peso
normal y una talla normal respecto a la poblacion general, siempre que presenten
una adherencia terapéutica correcta. Por otro lado, la hipokalemia y la alcalosis
metabolica severa al diagnostico se relacionan con una talla baja final. Ademas,
cerca de una cuarta parte de los pacientes desarrollan un deterioro cronico de la
funcion renal. El diagnostico tardio de la enfermedad, el tiempo de evolucion menor,
asi como la hipokalemia y la alcalosis metabdlica severa al diagndstico son factores
de riesgo para desarrollo de enfermedad renal cronica. Estos hallazgos plantean que

el hiperaldosteronismo podria ser un factor relacionado con un peor pronostico a
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d)

f)

9)

largo plazo, por lo que, ademas del tratamiento con indometacina y con suplementos
orales de potasio, es preciso que los pacientes reciban aportes de sal y que mantengan
una hidratacion adecuada.

En relacion al tratamiento, practicamente la totalidad de los pacientes con Sindrome
de Bartter Tipo Il reciben antiinflamatorios no esteroideos no selectivos de la
ciclooxigenasa, y poco méas de la mitad asocian un protector géstrico. Aunque, en
general, el nimero de pacientes con efectos secundarios gastrointestinales es bajo,
algunos pacientes presentan ulceras gastricas o duodenales precisando la suspensién
del farmaco. Por lo tanto, es recomendable la prescripcion concomitante de un
protector gastrico. Por otro lado, el empleo de los inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina y los diuréticos ahorradores de potasio
(espironolactona o eplerrenona) aumenta significativamente durante el seguimiento
empleandolo bien por su efecto nefroprotector, o0 como tratamiento alternativo para

mejorar las alteraciones electroliticas.

El tipo de variante genotipica mas frecuente en el gen CLCNKB asociada al
Sindrome de Bartter Tipo Il es la missense. Mientras que entre los pacientes
espafioles la p.Ala2014Thr en homocigosis es la variante mas frecuente, entre los
pacientes de origen africano predominan las grandes deleciones. No existe ninguna
correlacion genotipo-fenotipo en relacion a las caracteristicas al diagnostico ni en la
evolucion a largo plazo de los pacientes con Sindrome de Bartter Tipo I11. Asi mismo,
existe una gran variabilidad intrafamiliar tanto en el fenotipo clinico de presentacion

como en la evolucion a largo plazo.

Los pacientes con la variante p.Ala204Thr en homocigosis presentan una gran
heterogeneidad en la presentacién clinica y en el pronostico a largo plazo. Alrededor
de un tercio de estos pacientes desarrollan enfermedad renal crénica a lo largo de la

evolucién de la enfermedad.

El embarazo en mujeres con Sindrome de Bartter Tipo Il no supone un mayor riesgo

para la paciente ni para el feto siempre que sea planificado y que se realice una
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estricta monitorizacion de las alteraciones electroliticas. Previo al embarazo, se
deberan suspender los antiinflamatorios no esteroideos y los inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina para evitar las malformaciones fetales asociadas a

estos farmacos.
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Anexo 1. Secuencia del promotor y del exdn 1-20 del gen CLCNKB (transcripto
ENSTO00000375679.9). Las distintas regiones en el gen se distinguen por el color de las bases
de los nucleotidos adenina (a), guanina (g), citosina (c) y timina (t): en color verde las
secuencias flanqueadas, en naranja las regiones no traducidas, en negro las regiones intronicas
y en azul secuencia traducida. Cada cuadrado de color encima de las bases representan los

distintos tipos de variantes halladas en el gen hasta la actualidad.

.......... ggacattctaagtgttcgccataaaccctgggeccaggegggaaaggggg

GCAGGATGITGATTGTTGGAACACACACCTETCEAGGTECAGGEGAGCTGGAGGCTCTGTG
ABAGGAGGECCAGETCAGCCACAGCAGGAGGACTGACAG

EETGATGGAGGAGTTTGTIEGIEBE TGCGTGAAGGCTCETCAGGGAACCCIGTGACTET
GEAGGABCTETEGGGECCCHGTCCCCCEATCCGCEGAGGCATCEGAG

GTGGECTEGABTGGCTEBAABCAGAABCTCTICCGCCIGGGEGAGGABTGRITAETTCCTGA
TGACEECG@@@ICAIGGQCT@TCAGCTGTGCCATGGACTTGGQGTTGAGAQTQ
TEGTCRG

CECACCAGTGGCHGTACAGGGAGATTGGEGACAGCCAECTGCTCCGETATCTETCCTGGA

CLIGTGTACCCTGTGGCCCTEGTCTCTITTETCTTCAGGCTTCTCTICAGAGCATCINCACCET
CCTCTGGAG

GTTCEGGAATICCCBGAGGTGAAGACEATGRTGGECEBGGEGTGGICETGGAGGABTACCIIGG
ATAICAAGAACTITIHEGECCAAAGTGGIGGGCCTCICETGCACECTEGCCTIGTGGCAGEA
CCCTETTCCTEGGGAAAGTE

GGCCCTTTCGTGCACCTGTCIGTEGATGATGGCTGCETACCIGGGCCGIITNIGCCEACEARG
AFFINICGGGGAGCCTGAG

AACAAGAGCAAGCAAAACGAAATGCIGGTGGCAGCEBGCEGCABTGGGEGTGGCEAMMGTC
TTIGCAGCEIICCCTICAGEG

GEGTCCTGTTCAGCATCIEABGTCATGTCIMICECABTTCTCTGIOTEGCINRIARTGGAGGE
GETTETTTGCGGCEACCTCRGGEBGCCTTCATGTTCCCECTECTEGGCEGGTETTCAACAGLE
AGCAGG

AGACCATCACCTCCCTCTABAAGACEAGTTTECCEBGTGGAEGTTIMEETTEGACCIGECTG
ABA TTTTTGTGGCGEHEGG
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EGGTCTETEUGGEATCCTGGCAGCGCTTACCTETITETGTCAGRGAATIITICTTTGGCTT
CLACEAG

CATCAGGAACRATAGGTTCAGCTCCAAACTGETGG
gtaggctccgggcetaagggetgggg.......... cctagagcccacccatcccccacag

CAAGCCTGTGTACTCEGCTCTGGCEACETTGGTTCHCGCCTHCATCACCTACCCACCCAG
CGCCGGECGETTCETAGCTTCTCGG

gtaaggggccttgagtggggtggca.......... ccagttcccacctgecccgecacag
CTETCCATGAABCABCAICTGGABTCBCTGITEGACAACCACTECTGGGECBCIGATGALCC
CAGAACICCAGCCCACCCTGGCCEGAGGAGCTECGABCCCMAGCACETETGGTEGGAATIEN
TABCACCIHECGGTTC CECTTGCCTICTTCCTGGTTATGAAG

gtgggceccctggtecceaggtgtg.......... tgccctgggctecccacteccacag

TTCTGGATBICTEATTCIGGCCACCACEATECCEATGCCTGCEGGGTACTTEATGCCCATE
T|T§£

TTTG G

gtgagtctggggtectgaggttctg.......... ccccteaccctaagtetgtggecag

§AGCTGCIATIQGGCG.CICTITGGGGATAET CCTGAGGGEATCG
HT

TGGCTGGAGGGATEACCAATCCCATCATCHINGGEGGETATGCTCTGGCAG

gtgagtgggtcaggggcectgetgceg.......... geectgectgactctgeecttgeag

EGGCTGCAGECTTETCAGGGGCTEGTGACIECACACEBATCTCCAL G*TGCTGGC TTEG
&A CGG E\!EG

AGGTGARCGGCCBATAGTGCATGCAETGCCEGTGCTGATGG TGGCAGC
CCATTGCABABAGCIGCCAGCCETCCTICTAIGATGGCACEGTEATITGTEAAGAAGCTGC
CATABCTGCCACGGATTCTGGGCCGCAACATCGE

gtgagtggtgcccacctcaggctga.......... ctgatgggageccctetgectgeag

LiITCCCACCGEGTGAGGGTBGAGCACTTCATGAACCA
CATCOACTIIEAGGABGTGG TR Y cinicilc AT TR GACA
GGTGGAGAGCACAG

AGCATCACCACACTGGCCAAGGA
GilcGeCIV.GTATCCCCH

gtgcccagecggaagggaggaggaa........ ctctggctgtetctecacttgecag

AGTCCEAGATCETEGTGGGCATAGTE®GAAGGGCCCAGCTEGTEGCAGGCCETEAAGGCTG
AGCCTCCITCCTGEGCTCCHEEACACCAG

gtgggtactcctgaggggeatgggg.......... acctgtaacccttccccacceccag

BAGTCIMICCAGGACATCITGGCIGCAGGCTGECCCACAGAACIIGTGACIETGAAGCTG
TCECCAGAGACTTCCCTGCATGAG

gtaacggggagaactggggagtgtg.......... gtgtttcctaacatcccecatccag

GCACACAA TITGAGCTGTIGAACCTTCATTCCCICTTIGTGACGTCECGEGGCAGA
GCTGTGGGETGEGTETCCTEGGTEEAG

gtaccagggtcccgggggceagagca.......... cctccaccccctttetetgttctag

CCBCCAGCECCAAAGTEAG
TRCEGAGEITGGGCTG
GECEAGCTCCATTCTTTGGC CAGECA

TGETEAGTGAC
CAABGGCAGGEAR
AAAGCT]
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Anexo 2. Meédicos responsables que remitieron las muestras de sangre para el estudio

molecular asi como los datos clinicos de la evolucion de nuestra cohorte. Entre paréntesis se

menciona el hospital de procedencia y localizacion

© © N o g bk~ w DN

-
©

11.
12.
13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.

Dra. Madariaga, Dra. Aguirre, Dra. Herrero, Dr. Arrieta, Dra. Bueno (Hospital Universitario
Cruces, Barakaldo)

Dra. Ariceta, Dra. Chocrén (Hospital Universitario Vall d’Hebron, Barcelona)

Dr. Pintos Morell (Hospital Germans Trias i Pujol, Badalona)

Dra. Catala (Hospital General de Granollers, Granollers)

Dr. Quiroz (Hospital Residencia Sant Camil, Barcelona)

Dr. Len (Hospital Universitario Araba, Vitoria-Gasteiz)

Dra. Iceta (Hospital Virgen del Camino, Pamplona)

Dra. Espinosa, Dra. Navarro (Hospital Universitario La Paz, Madrid)

Dra. Espino (Hospital Universitario Fundacion Alcorcén, Alcorcdn)

Dra. Fernandez, Dr. Garcia (Hospital Virgen de la Salud, Toledo)

Dra. Gil (Hospital Clinico Universitario Santiago de Compostela, Santiago de Compostela)
Dra. Lucas (Hospital Manises, Valencia)

Dra. Ferrando (Hospital Universitario y Politécnico La Fe, Valencia)

Dr. Garcia Nieto, Dra. Llanes, Dr. Arango (Hospital Nuestra Sefiora de la Candelaria, Tenerife)
Dr. Barajas, Dra. Campos, Dra. Martinez (Hospital Universitario Virgen de las Nieves,
Granada)

Dr. Aljama (Hospital Universitario Reina Sofia, Cordoba)

Dr. Vela (Hospital de Poniente, Almeria)

Dra. Fijo (Hospital Virgen del Rocio, Sevilla)

Dr. Sedefio (Hospital de Antequera, Méalaga)

Dra. Loza (Hospital Nacional Cayetano Heredia, Lima, Pert)

Dra. Ponde (Hospital San Bartolomé, Lima, Per()

Dra. Barilari (Hospital Municipal de San Justo, Buenos Aires, Argentina)

Dra. Kapoor (Lok Nayak Jai Prakash Narayan Hospital, Delhi, India)

Dra. Pintza (Hippokratio General Hospital, Thessaloniki, Grecia)

Dra. Espitaleta (Hospital Universitario San Ignacio, Bogota, Colombia)

Dra. Do Carmo (Hospital Universitario de Brasilia, Brasil
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Anexo 3. Hoja de registro para la recogida de datos clinicos creada por el portal Renaltube

para el estudio molecular del Sindrome de Bartter.

ID_paciente

Iniciales paciente

Sexo

Fecha nacimiento

Etnia

Consanguinidad

Fecha_inclusién

Tipo_Bartter

Nefrocalcinosis_y o_urolitiasis

Insuficiencia_renal

Talla_padre

Talla_padre_ud

Talla_madre

Talla_madre_ud

Otros

Peso_al nacer

Peso_al nacer ud

Longitud_al_nacer

Longitud_al_nacer_ud

Edad_gestacional

Polihidramnios

Otros_ant_per

Fecha_de_diagndstico

Edad_al diagnostico

Edad_al diagnostico_ud

Edad_al debut_clinico

Edad al debut clinico_ud

Motivo_de consulta

Enfermedades_asociadas

Peso_al_diagnostico

Peso_al_diagnostico ud

Talla_al_diagndstico

Talla_al_diagnostico_ud

Presion_arterial

Edad_06sea

Creatinina_sérica

Creatinina_sérica_ud

pH_venoso

Bicarbonato_sérico

Bicarbonato_sérico_ud

Potasio_sérico

Potasio_ sérico _ud

Sodio_ sérico

Sodio_ sérico _ud

Cloro_ sérico

Cloro_ sérico _ud

Calcio_ sérico
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Calcio_ sérico _ud

Magnesio_ sérico

Magnesio_ sérico _ud

Renina_Actividad_renina_plasmatica

Renina_Actividad_renina_plasmatica_ud

Aldosterona_plasmatica

Aldosterona_plasmatica_ud

pH_urinario

EF Na

EF K

EF CI

GTTK gradiente_transtubular_de_ Potasio

Cociente_urinario_calcio_creatinina

Cociente_urinario_calcio_creatinina_ud

Calciuria_24h

Calciuria_24h_ud

Cociente_urinario_magnesio_creatinina

Cociente_urinario_magnesio_creatinina_ud

Magnesiuria_24h

Magnesiuria_24h_ud

RX_abdomen_simple

Ecografia_renal

RX_huesos_largos

Audiometria

Gen

Mutacion

Forma_de_presentacién
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Anexo 4. Hoja de registro (en espafiol e inglés) de datos clinicos para obtener informacion
adicional del momento clinico y para obtener datos clinicos sobre la evolucion a largo plazo

(version en espafiol y en inglés).

SINDROME DE BARTTER (espafiol)

1. Codigo del paciente (SOR)

2. Hospital y medico de referencia: e-mail: Telf:
3. Fecha de nacimiento:

4. Ecografias prenatales

- Tamafio renal: normal/anormal

- Liquido amnidtico: normal/polihidramnios

- Otros hallazgos:

5. Fecha diagnostico Sindrome de Bartter Tipo IlI:
6. Ecografia renal al diagnostico:

- Tamafio renal: RD RI

- Ecogenicidad: normal/aumentada

- Desdiferenciacion cortico-medular: si/no

- Nefrocalcinosis: si/no

- Litiasis: si/no

- Otros hallazgos (quistes/otras malformaciones....)

7. TA actual

8. Analitica sangre actual: Fecha

xPlasma

pH Na* (mEg/l) K* (mEg/I): Cl-(mEg/l): HCO*(mEg/l)
Mg (mg/dl)

Creatinina (mg/dl): Urea (mg/dl)

Renina (ng/ml): (valores de referencia)
Aldosterona (pg/ml): (valores de referencia)

X Orina:

Diuresis (poliuria si/no): ........... ml/24 horas
EFNa%: EFK%: EFCI%:
Cr (mg/dl): Ca (mg/dl): Proteinas (mg/dl):

Microalbuminuria (mg/dl):
Hematuria:no/ macro/micro

9. ERC final si/no: Fecha inicio ERC:

10. Eco renal actual

- Tamafio renal: RD RI

- Ecogenicidad: normal/aumentada

- Desdiferenciacion cortico-medular: si/no
- Nefrocalcinosis: si/no

- Litisis: si/no

- Otros hallazgos (quistes/CAKUT....)
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11. Crecimiento y desarrollo

Peso actual: kg

Tallaactual: cm

Nutricion: precis6 sonda nasogéstrica o gastrostomia en algin momento si/no
Desarrollo neuroldgico: normal/anormal

12. Complicaciones durante la evolucion:
Ingreso por hipopotasemia:
Ingreso por infecciones:

Litiasis que precisa litotricia extracorporea/otra intervencion quirdrgica por obstruccion:

Embarazos si/no (n°....) Abortos si/no (especificar trimestre y causa)
Complicaciones durante embarazo

13. TRATAMIENTO:

- Suplemento cloruro sédico si/no

Al diagnostico (mEg/dia)

Actual (mEg/dia)

- Aportes de potasio

Al diagnoéstico (mEqg o mg/dia)

Actual (mEg/dia o0 mg/dia):

- Aportes Magnesio :

Al diagnostico: si/no

Actual: si/no

- AINES si/no  Cual (indometacina/ibuprofeno/otros):

Fecha de inicio:

Dosis al diagnéstico mg/dia

Dosis actual mg/dia

Complicaciones (efectos secundarios: ulceras...): sino Especificar:
Suspension farmaco si/no

- Protector gastrico:

Al diagnoéstico si/no

Actual si/no

- Hormona de crecimiento a lo largo de la evolucion  si/no

- Espironolactona:

Al diagnostico si/no

Actual si /no
- Amiloride

Al diagnoéstico si/no
Actual si /no

- Eplerrenona
Al diagnoéstico si/no

Actual si /no
- IECA

Al diagnoéstico si/no
Actual si /no

- Otros farmacos que haya recibido durante la evolucion:

14. BIOPSIA RENAL. Si/no  Descripcion:
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BARTTER SYNDROME (inglés)

1. Patient's Code (SOR)

2. Hospital and doctor of reference:
E-mail:
Telephone:

3. Date of birth:

4. Prenatal ultrasound

- Kidney size: normal/abnormal

- Amniotic fluid: normal/polyhydramnios

- Other findings:

5. Date of diagnosis Bartter Syndrome Type Il1:

6. Renal ultrasound at diagnosis:

- Renal size: Right Left

- Echogenicity: normal/increased

- Cortico-medullary dedifferentiation: yes/no

- Nephrocalcinosis yes/no

- Stones yes/no

- Other findings (cysts/CAKUT...)

7. Current blood pressure:  mmHg

8. Current biochemical data:

Date

X Plasma

pH:  Na* (mEg/l): K* (mEg/l):  CI'(mEg/l):  HCOz(mEg/l):

Mg (mg/dl)

Creatinine (mg/dl): Urea (mg/dl)

Renin (ng/ml): (reference values)

Aldosterone (pg/ml): (reference values)

X Urine:

Diuresis (polyuria yes/no): ... ml/24 hours

EFNa%: EFK%: EFCL%:

Cr (mg/dl): Ca (mg/dl): Protein (mg/dl):

Microalbuminuria (mg/dl):
Hematuria: no/ macro/micro

9. Renal Chronic Failure current yes/no: Renal Chronic Failure start date

10. Current renal Ultrasound

- Kidney size: RD RI

- Echogenicity: normal/increased

- Cortical-medullary dedifferentiation: yes/no
- Nephrocalcinosis yes/no

- Stones yes/no

- Other findings (cysts/other anomalies...)

11. Growth and development

Current weight: kg

Current size: cm

Nutrition: nasogastric tube/gastrostomy at any time of the evolution  yes/no
Neurological development: normal/abnormal

12. Complications during evolution:
- Admission for hypokalemia:

303



IX. Anexos

- Admission for infections:

-Stones requiring Lithotripsy/other surgical intervention due to obstruction:

- Pregnancies yes/no (n°....) Abortions yes/no (specify trimester and cause)
Complications during pregnancy:

13. TREATMENT:

- Supplementary sodium yes/no

At diagnosis (mEg/day)

Current (mEg/day)

- Supplementary potassium

At diagnosis (mEq or mg/day)

Current (mEg/day or mg/day):

- Supplementary Magnesium :

To diagnosis: yes/no

Current: yes/no

- NSAIDs yes/no Which (indomethacin/ibuprofen/other):

Start date:

At diagnosis dose mg/day

Current dose mg/day

Complications (side effects: ulcers...): yes/no Specify
Drug suspension yes/no

- Gastric protector:

At diagnosis yes/no

Current yes/no

- Growth hormone along evolution yes/no
- Spironolactone:

To diagnosis yes/no

Current yes / no

- Amiloride

To diagnosis yes/no

Current yes / no

- Eplerrenone

To diagnosis yes/no

Current yes / no

-ACEi

To diagnosis yes/no

Current yes/ no

- Other drugs you may have received during your evolution:

14. RENAL BIOPSY. Yes/no Description:
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Anexo 5. Tablas y gréficas de tamafio renal segun la edad gestacional en los recién nacidos
segun Le Guern et al. (453) y en el resto de pacientes segln Dinkel et al. (454).

Le Guern et al: Tamafio renal normal segln edad gestacional.

longueur (mm)
o0l

o5
504
45"
40 -
351
30
254
201

15

semaines
"lll'l!l]tttfltll!]l](['4"

20 25 30 35 40

DS: en francés, desviacion estandar. Semaines: en francés, semanas. Longueur (mm): en

francés, longitud en mm
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E. Dinkel et al.: Sonographical kidney size in childhood
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Anexo 6. Primers empleados para la amplificacion mediante PCR y secuenciacion del gen

CLCNKB
Exén/ . .o . .o Tamafio del fragmento de PCR
Promotor Cebador directo (5°- 37) Cebador antisentido (5°- 3") (Pares de bases)

Promotor * CTCTCCCCATTCACAGGGTG * TGGACAGGTGTGTGTTCCAA 966
+ CGGCCTCCGTGATCTTAGAC + AGCATGACCACAGCCTCC
1 * CTCTGTGCAGCTATGGTGGG * CTGTCCACCTATGAGCACCC 429
2 $ ACTGGAAGGGCCTAGAGGCAGT $ GATGTCCTGAGTGGTCCTCCAG 11231
3 § CACTGTGTCACCACTGTCACC SAGGAGTAAAGCCAGGACCAGA 11460
FD | 1 TGCCCCACCCTGTGCCGTGAC | 1 GGGTGGTTGGGATGCCCTCAC 2558
4 || # GAGGCTGTGGGTGCCTCCCTG | # AGTGGGGACTGGCGTAGCGAC 200
5-7 § AGATCTTGTCCCCAAAGGAAA § GGCTGAAGTGAGAACTAGAATGA 11950
+ AGTGGTATGGGCAGGGGT + AGGTAGGCAGCCATCATCAC
+ CACCTGTCTGTGATGATGG + GGGTAGGGTGGTTGGGA
FE | 1 CCCTCCTGGCCCTGCCCAC | TAGCTCGCTGAGAGGTCCCCAG 2082
8 | # GGAGGGCCCACCTGAGATCAG || # GCAGGGCCAGGGTCAGGCAG 193
9-10 | # CGCCATCTTGGCTCCCCACTG | # AGCTCGCTGAGAGGTCCCCAG 374
11-12 § CTGACCCCACAGGTTCTGT § ** CCAGGGCAGAGGTTAGAGGC 11099
+ GCCTCCTTTGCGTGTAT + TAACCAGGAAGAAGGCAAGG
+ GGTTCACCATCTTTGGGA + CTGACCTCCCGAAGCTGTAG
FF || 1 GTCGGGCTCTGGGCTCATGTC | 1 CAGTCAGCCTGAGGTGGGCAC 2660
13-14 | # TCTAGGACACTCCCCTGTCCC | # CCCTGGGGAACCACCAGCCAA 519
15 #+ CATCACTCCCTCGTGGCTCCTG #+ CTACGGTGGCGTTTCTTTTTCG 11518
16 ++ GCTAAAGTGGAGCTGGTCTG ++ GCAACAAGGATTTGGAGG 11750
+ CCACAGCATCACCACACT + CACAACCTTGACCACCTCCT
17-18 § CACAATAGCCCCATAGGAACA § CTCTCCCACTTCCCTCATCTC 11672
+ GGTCAGAGAGAGGCATCCTG + ATGTCCTGGAGACACTGCTG
19 || GGGCACCTTCTACCCTCCAGTG | GTCTTCTCAGGCATAGGTTCCCTG 11187
20 | CTACATCCCCCCGCACCACCAC || AGGGTCTCAGCCCAACCTC 11153
7-10 GGCTGACTCTGAGCCCTGGAC CAGGAACAATAGGTTCAGCTCCA 1431
7 GGCTGACTCTGAGCCCTGGAC CTGGGTCCCTCAAGCTCCTCC

Secuencia de referencia utilizada: Ensembl: ENST00000375679; Las bases que difieren del gen
CLCNKA (Ensembl: ENST00000331433) estan en negrita; * Cebadores disefiados; T Cebadores
internos disefiados para la secuenciacion; § Cebadores previamente disefiados [194]; § Cebadores
previamente disefiados [195]; || Cebadores cortésmente proporcionados por el Hoépital Européen
Georges Pompidou, Service de Génétique, Paris; § Cebadores especificos para Long-Range PCR; #
Cebadores especificos para la Nested-PCR; ** Cebador antisentido modificado (Gltima base eliminada
porque es un SNP); 1f Cebadores previamente disefiados [196]; {1 Cebadores con cola M13 para la
secuenciacion (cebador directo-TGTAAAACGACGGCCAGT- cebador antisentido-
CAGGAAACAGCTATGACCQ).
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Anexo 7. Consentimiento informado para el estudio genético del gen CLCNKB

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA OBTENCION DE MATERIAL GENETICO
Nombre del paciente:
Fecha de nacimiento:
No de historia:
Nombre del profesional solicitante:
Servicio y centro hospitalario:
Antecedentes del tema y objetivos del estudio

Las tubulopatias primarias, se asocian a diversas manifestaciones clinicas que pueden comprometer el prondéstico
y calidad de vida de los pacientes. Estas enfermedades, pueden tener una base genética, cuya identificacion supone
www.renaltube.com, es avanzar en el conocimiento actual que existe sobre las tubulopatias hereditarias. Para ello,
se recogeran datos epidemioldgicos, clinicos y analiticos de pacientes con estas enfermedades, que sern incluidos
en una base de datos, para su posterior andlisis. Al mismo tiempo, se realizard un estudio genético, tratando de
identificar mutaciones en los genes implicados en estas enfermedades.

Beneficios del estudio

Este estudio pretende ampliar el conocimiento que existe actualmente sobre estos desérdenes tubulares. El analisis
genético ofrecera un diagndstico de certeza de la enfermedad, facilitando el abordaje clinico del paciente con una
mejor adecuacion de las pautas de tratamiento y un seguimiento mas protocolizado, disminuyendo la aparicion de
complicaciones y mejorando el pronéstico del mismo.

No existen riesgos médicos adicionales asociados a la participacion en este estudio, salvo los indicados
posteriormente en relacion con la extraccién de muestra sanguinea.

Mantenimiento del contacto con los pacientes

Debido al habitual caracter permanente de esta enfermedad y la necesidad de un seguimiento a largo plazo de la
misma, es posible que exista algin cambio en el profesional médico responsable del paciente. Para evitar
problemas derivados de esta posibilidad, debera plantear esta modificacion a su médico.

Extraccion de sangre para estudio de ADN

La finalidad de obtener y estudiar su ADN es el analisis de los genes especificos que puedan estar relacionados
con su enfermedad. La obtencion de ADN se realiza mediante la extraccion de una muestra de sangre, de un modo
similar a la que se realiza para un analisis de rutina. Los efectos secundarios son los propios de este tipo de
extraccion: mareos, desmayos, dolor, hemorragia, formacién de hematomas y, en muy raras ocasiones, infeccion.

Participacion, confidencialidad y proteccion de datos

La participacion en el estudio es completamente voluntaria. La informacion remitida por el profesional médico a
Renaltube permitira la inclusién de los datos médicos del paciente en una base de datos, asi como cualquier otra
informacién clinica que surja en el curso del seguimiento. El paciente tiene derecho a presentar su renuncia a la
participacién en este estudio en cualquier momento, sin ningln tipo de repercusién en su asistencia médica. Para
ello, debera ponerse en contacto en primer lugar con su médico y éste notificard a Renaltube su retirada de la
autorizacion.
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La participacion en este estudio es anénima y confidencial. Se garantizara la preservacion de su identidad personal
y la confidencialidad en todo momento, de acuerdo con la Ley Basica 41/2002, de 14 de noviembre, Reguladora
de la Autonomia del Paciente y de Derechos y Obligaciones en materia de informacion y documentacion clinica.
A cada paciente se le asignara un codigo de identificacion. Todos los datos introducidos de cada paciente se
guardaran de manera confidencial, a través del cédigo asignado. El profesional médico de cada paciente sera quien
establezca de manera individualizada la frecuencia de las revisiones. ElI médico podra actualizar la informacion
introducida en la base de datos, a medida que aparezcan nuevos datos en el curso de la enfermedad, pero siempre
a través de un codigo identificativo asignado aleatoriamente. La identidad de las personas no sera desvelada en
posibles publicaciones futuras.

Por el presente documento:Autorizo al aislamiento de ADN a partir de una muestra de sangre con el fin

Su muestra de ADN también puede ser conservada y utilizada para futuros estudios, si usted muestra su aprobacion
(Marque la casilla de su eleccion):

0 Si, deseo que mi muestra se conserve para estudios posteriores.o No, prefiero que mi muestra sea eliminada
después de este estudio.

l1o. He sido informado(a) de los riesgos derivados de una extraccion rutinaria de sangre: posibilidad de dolor y
generacién de un hematoma local. Siempre que sea posible, se hara coincidir la extraccion de esta muestra con
otra extraccion de sangre indicada por otro motivo asistencial. En ese caso, simplemente se obtendria un volumen
mayor al necesario para el analisis asistencial, minimizando asi las molestias para el implicado.

20. He sido informado(a) de que, con relacion a los estudios realizados, la confidencialidad sera mantenida en
todo momento y la identidad de las personas estudiadas no sera desvelada en caso de publicaciones.

30. En caso de que el estudio que se realice obtenga resultados con alguna utilidad diagnoéstica, esta informacién
sera transmitida inmediatamente a los médicos responsables del seguimiento clinico de la familia mediante
informe escrito. Los investigadores responsables estaran disponibles para responder a cuestiones relacionadas con
el estudio en curso.

R0 ) 101 ] [ (o TR

He/hemos sido informado(s) y he/hemos entendido correctamente los detalles del estudio de investigacion en el
que yo/nosotros, mi hijo/a voy/vamos/va a ser incluido/s, sus beneficios potenciales y riesgos. He/hemos podido
realizar las preguntas aclaratorias necesarias. Comprendo/hemos que la participacion es voluntaria y que uno se
puede retirar del estudio cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que ello repercuta en los cuidados
médicos.

Firma del paciente En caso de incapacidad Firma del médico/investigador
Firma del Representante legal

D.N.I. D.N.I.
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Anexo 8. Consentimiento informado para el uso del material médico con fines docentes o de
investigacion cientifica

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA USO DEL MATERIAL MEDICO CON FINES
DOCENTES O DE INVESTIGACION CIENTIFICA

Se solicita su consentimiento para incluir datos de su historial médico en una base de datos de pacientes
con Sindrome de Bartter. Esta base de datos esta disefiada con el objetivo de avanzar en el conocimiento
gue existe actualmente sobre su enfermedad y asi mejorar la asistencia médica que se ofrece a estos
pacientes. Otros pacientes con su misma enfermedad también participan en este proyecto y sus datos
seran también incorporados a la base de datos.

A partir de su historial médico recogeremos datos epidemiolégicos, clinicos y bioquimicos y los
incluiremos en el registro. Su médico podra actualizar la informacion introducida a medida que
aparezcan nuevos datos en el curso de su enfermedad. Los datos disponibles seran analizados, lo que
permitira conocer y comprender mejor la complejidad de esta enfermedad y facilitara un diagnéstico
mas precoz, unas pautas de tratamiento mas adecuadas y un seguimiento mas protocolizado,
disminuyendo la aparicion de complicaciones y mejorando el pronostico de esta enfermedad.

Su participacién es an6nima y se garantizard la preservacién de su identidad personal y la
confidencialidad en todo momento, de acuerdo a la normativa legal vigente en Espafia (Real Decreto
1720/2007, de 21 de diciembre, por el que se aprueba el Reglamento de Desarrollo de la Ley Organica
15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal y la Ley Basica 41/2002, de
14 de noviembre, Reguladora de la Autonomia del Paciente y de Derechos y Obligaciones en material
de informacién y documentacion clinica).

Si usted desea méas informacion puede consultar también la pagina web.

Y O/NOSOIIOS. ...ttt sttt sttt b e et enas

He/Hemos sido informado/s y he/hemos entendido correctamente los detalles del estudio de
investigacion en el que voy/mi hijo/a va a participar, sus beneficios potenciales y riesgos. He/Hemos
podido realizar las preguntas aclaratorias necesarias.

Comprendo/Comprendemos que la participacion es voluntaria y que uno se puede retirar del estudio
cuando quiera, sin tener que justificar mi decision y sin que ello repercuta en los cuidados médicos

recibidos.

En consecuencia, doy mi Consentimiento para la utilizacion de datos de mi historia clinica en este
estudio.

Firma del paciente En caso de incapacidad, Firma del médico/investigador
firma del Representante Legal

DNI
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Anexo 9. Aprobacion del proyecto por el Comité de Etica de la Investigacion con
Medicamentos de Euskadi

CEIm

Euskadiko Medikamentuen
gaineko Ikerkuntza Batzorde Etikoa

. EUSKO JAURLARITZA
: GOBIERNO VASCO

< . - i OSASUN SAILA
Comité de Etica de la Investigacion

con medicamentos de Euskadi DEPARTAMENTO DE SALUD

INFORME DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION CON
MEDICAMENTOS DE EUSKADI

(CEIm-E)

Nagore Garda Goitiandia
Secretaria del CEIm de Euskadi (CEIm-E)

CERTIFICA

Que este Comité, de acuerdo a la ley 14/2007 de Investigacién Biomédica, Principios éticos de la declaracion
de Helsinki, el Real Decreto 1716/2011, de 18 de noviembre, por el que se establecen los requisitos basicos de
autorizacién y funcionamiento de los biobancos con fines de investigacién biomédica y del tratamiento de las
muestras bioldgicas de origen humano, y se regula el funcionamiento y organizacién del Registro Nacional de
Biobancos para investigacién biomédica y resto de principios éticos y legislacién aplicables, ha evaluado el
proyecto de investigacién titulado Desarrollo del diagnéstico genético de tubulopatias primarias
mediante la aplicacién de la tecnologia de secuenciacién masiva y traslacién clinica de los
conocimientos obtenidos.

Cédigo interno: P12019214 (DOCENTE)
Version del Protocolo: Version 1 del 14 de noviembre 2019
Versidn de la Hoja de Informacion al Paciente:

GENERAL / Version 17 de enero 2020
MENOR DE EDAD (12-17 ANOS) / Versioén 1 del 9 de noviembre 2019

Y que este Comité, reunido el dia 29/01/2020 y recogido en Acta 02/2020, ha decidido emitir informe favorable
a que dicho proyecto sea realizado por el siguiente personal investigador:

e Leire Gondra Sangréniz (Pediatria) Hospital Universitario Cruces

Asi mismo se emite informe favorable a la cesiéon de muestras del Biobanco Vasco.

Lo que firmo en Vitoria, a 10 de febr:

Nagore Garda Goitiandia Euskadiko Medikamentuen gaineko ikerkuntza Batzorde Etikoa
Secretaria del CEIm de Euskadi (CEIm-E) e T VAo O Metiame T e Euskad {CElm-E)
ekl i)

Nota: Se recuerda la obligacién de:

- Incluir en Osabide la alerta correspondiente a cada paciente, de que se encuentra bajo estudio o ensayo clinico

- Enviar un informe de seguimiento anual y el informe final que incluya los resultados del estudio (si el estudio dura menos de un
afio, con el informe final serd suficiente). Mas informacién en la pagina web del CEIm-E: http://www.euskadi.eus/comite-etico-
investigacion-clinica/
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Anexo 10. Caracteristicas clinicas de la cohorte al diagnostico clinico de la enfermedad

Sexo: hombre (H), mujer (M). Datos perinatales presencia (+) o ausencia (-) de polihidramnios (PH). La edad gestacional (EG) en semanas (en negrita los pretérminos) y el peso
de recién nacido (PRN) en gramos. Edad: La edad al diagndstico se muestra en afios. Afio: afio en el que se diagnostico la enfermedad. Datros antropométricos: peso y la talla
en z-score (desviaciones estandar). El peso en los adultos se expresa en indice de masa corporal (kg/m?). En negrita se muestra los valores de peso Y talla patolégicos. Plasma:
valores de sodio, potasio, cloro, bicarbonato en plasma en mEg/Il. Calcio y magnesio en mg/dl. En negrita se muestran los valores patoldgicos. Filtrado glomerular estimado
(FGE): en ml/min/1,73m?2. En los menores de un afio se muestra la creatinina en mg/dl. Los pacientes con (*) presentaron una insuficiencia renal aguda al diagnéstico en contexto
de desehidratacion que se resolvié. En negrita se muestran los pacientes con enfermedad renal crénica. Orina: EF (excrecion fraccionada expresada en %) de sodio, potasio y
cloro en porcentaje, el indice de proteinas/creatinina (Pr/Cr) y el de calcio/creatinina (ca/cr) en mg/mg. En negrita se expresan los valores son patoldgicos. En el caso de la calciuria:
hipercalciuria en negrita e hipocalciuria subrayado. Otras caracteristicas: se muestran otras caracteristicas clinicas asi como hallazgos en la ecografia al diagnéstico de la

enfermedad.
) Perinatal Antropometria Plasma Orina
. Fenotipo . s
Paciente P Edad/Afo Otras caracteristicas
Clinico/Sexo
PH EG PRN Peso Talla Na K Cl Ca HCO* Mg FGE EFNa EFK EFCI Cal/Cr
S.Fanconi secundario que se
resuelve. Proteinuria mixta
. ) (tubuloglomerular 10 mg/m?/hora)

SOR 3 Antenatal/M + 36 2810 6/1990 1,3 1,7 135 14 94 10,5 35 0,9 85 1,2 50 2,9 0,43 Hiperecogenicidad renal,
desdiferenciacion  corticomedular
bilateral en ecografia.

SOR5 Antenatal/M + 40 3680 3,3/1989 -1,6 -1,0 136 2 85 9,4 28 2,2 100 2,8 50,5 4 0,5 Nefrocalcinosis bilateral

SOR 8 Clésico/M - 40 2600 2/1977 -4,8 -3,5 135 2 88 9,7 28 1,6 44* 15 62,3 2,1 0,3 -
Hiperecogenicidad renal en

SOR 9 Antenatal/M + 36 2650 2/1972 -4.5 -3,5 143 1,7 96 10 20 1,6 80 2 1,7 2 0,02 ecografia que persiste a lo largo de
la evolucion

SOR 23 Clasico/H - 38 2430 1,8/1992 -3,6 -2,2 139 3 85 - 24,3 19 131 1,2 27,5 2,1 0,73 -

SOR 24A Clasico/M - 40 4100 0,9/1985 -4,8 -3,8 130 18 94 9,8 32 1,6 (Cro0,3) - - - 04 -

SOR 24B Gitelman/M - 40 3200 17/1991 1,0 -1,8 137 2,9 96 10 33 1,3 110 - - - 0,03 -

SOR 25 Gitelman/M - 40 2750 2,3/1997 -3,7 -2,0 130 2,4 95 10,7 26,7 1,3 106 1,2 34,5 0,2 0,6 -
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SOR 26 Antenatal/M + 40 2500 0,7/1999 -3,7 -1,9 129 3,1 88 10,6 37 2,5 (Cro,2) 0,1 7,2 0,2 0,2 -
SOR 39 Clasico/M - 41 3030 0,5/2004 -4,0 -2,3 130 1,6 89 10,1 28 2,8 (Cr0,3) 2,3 54,6 35 0,2 -
SOR 45 Antenatal/H + 40 3270 0,7/2006 2,0 -2,3 133 2,3 78 - 40 2,3 (Cr0,3) 0,4 38 1,3 04 -
Precisa boton de gastrostomia los
SOR 47 Cléasico/H - 41 4160 0,6/2008 -3,5 -1,9 137 25 81 10,8 31 31 (Cr0,3) 1 23 1 0,15 primeros meses para la
alimentacion. Rifién en herradura
SOR 48 Antenatal/M + 42 2850 2/2009 -2,3 -1,2 126 2,9 82 10,5 27 2,9 170 0,6 14,2 0,2 0,6 -
SOR 50 Clasico/H - 38 3300 0,7/1994 -5,3 -5,3 140 2,2 92 8,9 31,4 2,1 (Cr0,2) 2 50 2 0,03 -
Parada cardiorespiratoria y
. 23 Rabdomiolisis. Litiasis unilateral
SOR 51 Gitelman/H ND ND ND 25/1995 (IMC) -2,0 135 0,7 96 9,6 23,6 14 32 15 50 2 0,5 que persiste a lo largo de la
evolucion.
SOR 54A Clasico/H - 42 5000 0,5/1983 -0,6 -0,3 135 2,9 80 - 33 16 (Cr0,3) 3 42 1 0,29
SOR 54B Clésico/M - 38 5000 0,3/1992 -1,8 -0,5 130 2,1 80 10,6 32 1,6 (Cro,2) - - - 0,4
SOR 54C Clasico/M - 38 3350 0,3/1992 -0,6 +0,2 145 2,2 85 - 32 2,2 (Cr0,3) - - - 0,45
Hiperecogenicidad renal en
SOR 57 Antenatal/M + 36 2870 0,7/2009 -6,0 -3,5 135 2,3 87 10,7 35,2 2,8 (Cro,3) 0,1 25 0,5 0,65 ecografia que persiste a lo largo de
la evolucion. Nefrocalcinosis.
SOR 62 Clasico/H - 40 3450 3/2010 -1,9 -2,7 130 19 89 9,7 31 2,4 121 0,9 42 14 11
SOR 63 Clasico/M - 41 2800 0,4/2010 -1,0 -3,0 135 2,7 89 11,8 33,5 2,3 (Cro,3) 0,3 35 1,6 0,12
SOR 64 Antenatal/H + 41 2610 0,8/2010 -2,5 -1,7 135 3 81 9,4 33,5 2,2 (Cro,2) 0,9 50 2 0,5
SOR 73 Clasico/M - 40 2900 0,7/2006 -3,2 -9 139 3,2 94 10,4 30 2,2 (Cro,3) 0,1 25 0,3 0,38
SOR 80 Clasico/H - 40 2800 6/2004 | -1,0 45 135 23 8 107 298 22 60 14 23 11 0,06 | Retrasoescolar. Trastorno de deficit

de atencion e hiperactividad.
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Hidronefrosis leve sin reflujo

SOR 81 Clésico/H - 38 2850 4/2011 -2,0 -1,3 135 2,4 86 10,4 35 2,2 132 15 20 1 0,07 ]
vesicoureteral

SOR 84 Antenatal/H + 38 2880 0,6/2011 -2,4 -0,8 137 29 83 10,8 29,4 24 (Cro,2) 0,6 20 0,6 0,12 Microdelecion en cromosoma 22

SOR 90 Clésico/H - 39 3500 0,5/2011 -3,4 -1,4 123 1,6 87 9,2 60 1,6 (Cr0,3) 3,8 - 0,5 2 Nefrocalcinosis

SOR 97 Clasico/M - 4 3665 0,1/2013 | -1,0 14 121 3 67 116 28 16  (Cro2) - - - 18 -

SOR 100 Clésico/M ND ND ND 26/1984 ND ND 138 3,2 87 10,1 26 2,5 47 - 50 - 04 -

SOR 103 Neonatal/H - 35 1460 0,02/2007 -1,0 -0,2 130 2,9 93 94 27 2 (Cro0,22) 1,3 35 3 1,2 -

SOR 104A | AntenatallH | + 39 3150 | 0182001 | -1,7 +0,2 125 29 8 98 38 18  (Cro.s) 2 28 2 01 Hiperecogeninidad renal transitoria
al diagnostico en la ecograf

SOR 1048 | Antenata/M | + 34 2750 0/2005 | -1,4 +0,3 140 28 92 10 29 2 (Crog) 3 15 47 1 e'*{:‘i;fgggfa“f'”'dad renal transitoria

SOR 105 Clasico/M - 38 3000 5/21983 -1,6 -1,9 139 2,9 91 9,5 32 2,1 104 0,7 20 - 0,17 -
Fenotipo  peculiar con cara

- ) B ) ) triangular, frente amplia y ojos

SOR 109 Clasico/M 38 3000 1,17/2012 2,4 4,5 128 18 96 10,3 36 2,6 98 1,7 0,6 0,54 grades. Desarrollo  neurologico
normal.

SOR 111 Clasico/H - 38 3180 0,1/2013 -2,1 -2,1 130 2,9 90 - 34 2,2 (Cr0,2) - 21 - 04 -

SOR 114 Neonatal/M - 37 2620 0,03/2014 -9 0,3 126 2,4 83 9,3 30 2,1 (Cr0,3) 1,2 35 2,3 0,07 -

SOR 115 Gitelman/M - 39 3600 17,3/1982 -2,5 -2,4 138 2 90 9,5 32 1,2 76 2 78 2,3 0,02 -

SOR 123 Clésico/M - 37 2800 0,3/2007 -2,0 -2,3 128 14 90 9,7 26 2,3 (Cr0,3) 04 10,5 1 0,8 -

SOR 124A Clésico/M - 37 3010 0,67/2012 -3,0 -1 137 3,2 94 9,2 50 1,7 (Cro0,2) 0,3 10,5 0,2 0,2 -

SOR 124B Neonatal/M + 32 2780 0,5/2016 -3,4 -4 130 14 89 8,9 36 2,2 (Cro,2) 0,1 - 0,1 0,1 -

SOR 129 Clasico/H - 37 2900 3,16/1999 -15 -4,4 138 2,4 96 - 37 2,2 128 - 15 - 0,4 -

SOR 132 Antenatal/H + 33 2075 0,66/2015 -2,8 -2,1 135 2,6 86 10,1 33 2,5 (Cro0,1) 0,2 18 0,2 0,12 -
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SOR 137 Antenatal/H + 33 1500 0,08/2016 -4,0 -5,0 130 2 87 9,9 34 2,5 (Cro0,2) 1,6 25 13 2 -

SOR 143 Clésico/M - 41 3260 0,5/2014 -1,5 -0,6 130 2,9 88 9,3 25 1,7 (Cro,1) 0,6 12,3 1 0,20 -

SOR163 | ClasicoH - 40 3120 | 142017 | 20 09 | 138 24 90 - 347 24 143 02 577 08 03 | Hiperecogeninidad renal transitoria
en la ecografia al diagndstico.
Hiperecogenicidad renal en

SOR 186 Antenatal/M + 39 3770 0,67/2018 -2,3 -2,7 135 2,4 87 10 37,5 25 (Cro0,6)* - 60 - 04 ecografia que no estaba presente al
diagnostico.

SOR 195 Gitelman/H ND ND ND 23/1994 (|f/|2c) -0,8 140 2 85 10 35 1,3 120 0,5 56 1 0,02 -

SOR 196 Clésico/M ND 38 3100 0,75/2017 -4,3 -4,5 130 2,3 85 11 35 2 (Cr0,3) 0,4 8,8 1 0,07 =

SOR 197 Clésico/M - 38 2880 1,66/2015 -2,5 -2,0 138 3 95 - 25 25 72 14 38,4 0,3 0,3 =
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Anexo 11. Caracteristicas clinicas de la cohorte al final del estudio

La edad al final del estudio se muestra en afios. Datros antropométricos: peso y la talla en z-score (desviaciones estandar). El peso en los adultos se expresa en indice de masa corporal (kg/m?).En negrita los
valores patoldgicos. Se marcan con (*) los adultos que no alcanzaron la talla diana, Plasma: valores de sodio, potasio, cloro, bicarbonato en plasma en mEg/l. Calcio y magnesio en mg/dl. En negrita se muestran
los valores patolégicos. Filtrado glomerular estimado (FGE):en ml/min/1,73m?2. En negrita se muestran los pacientes con enfermedad renal crénica. Orina: indice de proteinas/creatinina (Pr/Cr) y el de
calcio/creatinina (ca/cr) en mg/mg. En negrita se expresan los valores son patolégicos. Nefrocalcinosis: se subrayan los pacientes que presentaban nefrocalcinosis desde el diagnostico de la enfermedad. Otras
caracteristicas: se muestran otras caracteristicas de los pacientes al final del estudio o que ocurrieron durante el seguimiento. LEOC: litroticia extracorporea por ondas de choque. AINEs: antiinflamatorio no
esteroideo. ND: No determinado.

Antropometria Plasma Orina Otras caracteristicas
Paciente Edad Nefrocalcinosis
Peso Talla Na K Cl Ca HCO* Mg FGE Cal/Cr Pr/Cr
Hiperecogenicidad renal, desdiferenciacion corticomedular bilateral
22 en ecografia desde el diagndstico de la enfermedad. Quiste simple en
SOR 3 34,7 -0,6 135 350 102 10,5 34 24 37 0,15 04 No polo inferior de rifién izquierdo al final del estudio. Trastorno de
(IMC) - . s S ;
ansiedad.Ulceras gastricas de repeticion secundarias a AINEs. Se
suspende indometacina.
Infecciones urinarias por Escherichia coli y Proteus mirabillis,
litiasis coraliformes bilaterales infancia, LEOC (2 sesiones) +
24,8 . obstruccién via urinaria a los 30 afios (Rifion derecho:colocacion
HalE 325 (IMC) +0.1 138 300 100 103 27 2.2 59 0.3 0.15 Si doble J; rifidn izquierdo colocacion de nefrostomia). Embarazos (3):
un aborto en primer trimestre. Multiples ingresos durante el embarazo
por hipopotasemia.
17 Embarazos (3): dos abortos en la semana 8 y 37. En esta Gltima
SOR 8 43,5 (IMC) +0,7 140 3,00 99 10 27 2 132 0,3 0,16 No anatomia patolégica de placenta: microinfartos. No complicacioens
durante los embarazos.
SOR 9 48 (Il%/I3C) -0,2 140 4,00 100 104 27 12 44 0,02 05 No Hiperecogenicidad renal bilateral
SOR 23 28 (|2|8|'<7:) -2,1 136 3,00 89 10,2 27 2,1 115 0,3 0,15 No Gastropatia cronica secundaria a AINEs. Se suspende indometacina
SOR 24A 343 (|2|$|'<5:) +03 | 138 230 98 10 20 18 111 0,18 0,18 No ;
SOR 24B 44 (|2|3|'é) +08 | 137 260 105 98 34 19 122 0,19 0,17 No -
SOR 25 24 (|1|3|'é) -0,5 137 340 102 9,5 31 2 140 0,20 0,15 No Varios ingresos por hipopotasemia.
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SOR 26 205 (|2|\(/)|'é) +1 |13 240 95 10 38 25 140 002 0.5 No -
SOR 39 15 -0,7 -1 138 2,90 102 9,9 25 2,9 92 0,04 0,15 No -
SOR 45 13 -34 -2,1 139 3 94 10,1 33 24 102 0,4 - No Infecciones urinarias, litiasis unilateral (LEOC a los 16 meses)
SOR 47 10,7 -0,13 -1,5 137 2,7 99 10,4 24 2,1 95 0,38 0,10 No -
SOR 48 11,7 -0,9 -1 138 32 100 10,3 31 1,7 110 0,06 0,20 Si -
SOR 50 254 (||€/|2C) -1,6 140 3,2 101 101 28 1,9 110 0,03 0,11 No Multiples ingresos por deshidratacion e hipopotasemia.
Litiasis unilateral desde el diagnéstico. Obesidad, dislipemia,
34 ) brocopatia crénica, pancreatitis cronica al final del estudio. Mal a
SOl 485 (IMC) 0.6 134 5 % 9.9 30 2 12 0.19 110 No adherencia al tratamiento, multiples ingresos por hipopotasemia.
Cuadro ansioso-depresivo.
SOR 54A 26,7 ND ND 134 2,8 95 9,8 25 1,6 67 0,20 0,2 ND Palpitaciones, calambres
SOR 548 36 (|2|\(/)|'é) +07% | 139 32 95 103 35 2 112 0.2 0.2 No Palpitaciones
SOR 54C 26,7 ND ND 145 2,7 99 10,1 33 2 69 0,15 0,2 ND -
SOR 57 10 17 3 137 32 00 107 2% 21 139 001 0,05 si Hlpereppgenlgl(i_ad n_anal bilateral “Que persiste a lo largo de la
evolucion. Mdltiples ingresos por hipopotasemia.
SOR 62 11 ND ND 130 3,3 94 9,7 33 23 116 0,18 0,13 No -
) Ingreso por hipopotasemia por suspender tratamiento previo a una
SRR 9 *+1.25 0.7 133 4 94 104 39 L7 118 0.02 0.2 No intrervencion quirdrgica.Dolor abdominal secundario a AINEs.
SOR 64 9 -0,2 -04 136 32 102 9,8 33 2,1 154 0,11 0,2 No -
SOR 73 13 1 14 139 39 100 104 34 23 105 018 01 No D'iarr'eas_ secundgrias a los suplementos orales de potasio precisando
disminuir la dosis.
SOR 80 20,5 (”37(:) -1 136 32 85 10,7 30 2,1 35 0,02 0,6 Si Varios ingresos por hipopotasemia. Cuadro ansioso-depresivo
SOR 81 11,7 ND ND 137 24 95 10,4 31 23 110 0,15 0,2 No Dolor abdominal intermitente.
SOR 84 8 -06 -2,7 137 3 100 10,4 27 2 120 0,00 0,2 No Dolor abdominal intermintente.
. Mala adherencia al tratamiento. Multples ingresos por deshidratacion
SOR 90 8 -3 -6,7 139 2,6 93 9,2 28 1,6 99 0,30 0,2 Si  hipopotasemia,
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SOR 97 6 18 16 139 35 % 104 30 16 105 018 ) No zlggrseiz asociada a los suplementos de potasio precisando disminuir
SOR 100 61 (|2|\9/)|’é) +07 | 138 43 9 101 29 24 26 0,20 05 si ;
SOR 103 12 -0,36 -0,4 139 2 101 9,9 25 2 110 0,04 0,20 No -
Un episodio de colelitiasis en la infancia. Trastorno de ansiedad.

SOR 104A 13,7 -0,5 -2 137 3,6 94 10,1 29 1,7 108 0,05 0,20 No Dolor abdominal secundario a AINES.

) ) Purpura trombocitopénica inmune en la infancia suspendiéndose el
SOl e 17.3 0.8 0.4 140 8 9 102 33 14 138 0.01 0,20 No ibuprofeno, meses después de prescribe indometacina.
SOR 105 41 ND ND 139 2,8 95 10,2 28 2,2 135 0,03 0,20 No Dos embarazos sin complicaciones.
SOR 109 7 -1.4 -1,5 137 2,8 96 10,3 28 2,1 105 0,2 0,50 No Fascies triangular, frente prominente, ojos grandes
SOR 111 6 -2 -1,5 138 35 103 9,8 33 25 108 0,18 - No Multples ingresos por deshidratacion e hipopotasemia
SOR 114 5 2 15 137 39 o5 95 33 22 112 007 005 No dQ_mstets gortlcales renales bilaterales no presentes en la ecografia al

iagnostico
SOR 115 54 ND ND 138 35 93 9,8 30 1,6 52 0,05 0,20 No Calambres, palpitaciones, debilidad, ECG normal
Mala adherencia al tratamiento. Multiples ingresos por

SOR 123 12 -2,0 -6,6 139 21 98 10,1 30 2,2 59 0,4 0,20 No deshidratacion e hipopotasemia.
SOR 124A 3 -2,1 -0,9 137 2,4 101 10,2 29 2,2 100 0,2 0,10 No Mudltiples ingresos por dehidratacion e hipopotasemia.
SOR 124B 7 -2 -2,7 139 3 94 10,1 28 1,7 99 0,5 0,10 No -

23,6 o ) Mala adherencia al tratamiento. Mudltiples ingresos por
SOR 129 23 (IMC) 3,4 138 2,63 95 9,9 33 1,7 123 0,15 No hipopotasemia.
SOR 132 4 -2 -2,1 135 2,6 91 10,1 35 25 100 0,15 0,20 No -
SOR 137 3 18 1.9 137 28 95 9.9 22 25 120 08 } Si CIiDc:girSreas asociada a suplemtos de potasio precisando disminuir la
SOR 143 45 -2 -3,5 139 2,7 98 9,5 27 1,7 105 04 0,10 No -
SOR 163 15 -1,5 -0,9 138 32 93 10,1 35 24 119 0,15 - No Dolor abdominal intermitente
SOR 186 14 -1,5 -1 133 2,8 90 10 29 25 105 0,30 0,50 No
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Intervalo QT largo. Sincopes de repeticion. Calambres, palpitaciones.
SOR 195 48 ND -0,8 140 2,9 99 10 33 1,3 103 0,01 0,07 No Cuadro ansioso-depresivo
SOR 196 2,2 -2,5 -2,5 138 32 99 10,5 32 2 95 0,03 - No -
SOR 197 5 -7 -1,4 138 32 103 102 28 25 70 0,2 0,20 No -
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Anexo 12. Tratamiento de los paciente de la cohorte al diagndstico y al final del estudio.

En la columna de Potasio se muestra la dosis en mEg/kg/dia. En la columna de AINEs se muestra la dosis en mg/kg/dia. Los pacientes que recibian ibuprofeno se muestran con un (*) y con una “T” se muestra
al paciente que recibia tolmetina (dosis desconocida). El resto de pacientes recibian indometacina. En el resto de columnas, se expresa si los pacientes recibian o no el farmaco.

S CINa (mEg}Ii‘SI/?iia) Magnesio AINEs Omeprazol IECAs Espironolactona Eplerrenona
Inicio | Final | Inicio | Final | Inicio Final Inicio | Final Inicio Final Inicio | Final Inicio Final Inicio Final

SOR 3 15 2,3 15 No Si Si Si

SOR 5 2 3,50 Si 2 15 Si

SOR 8 2,2 3,30 1,6 1 Si

SOR 9 2 1 Si 1,5 0,5 Si Si Si

SOR 23 15 2 15 Si

SOR 24A Si 5,6 5,6 Si 1,3 1,3 Si Si Si Si

SOR 24B 15 15 Si Si 1,3 1,3 Si Si

SOR 25 Si 1,2 3 Si Si 2 2 Si Si Si Si

SOR 26 Si 4,4 4 3 2,5

SOR 39 Si 2,1 1,2 15 2 Si Si

SOR 45 4.4 4.4 15 2,5 Si Si

SOR 47 Si Si 2 4 15 2 Si Si Si

SOR 48 7 7,8 15 15

SOR 50 3 2,5 1 1,2 Si

SOR 51 8 0,3 Si No No Si Si

SOR 54A 3 8 Si 1,5 2 Si Si Si Si Si

SOR 54B Si 3 3,5 Si 1,5 1,5 Si Si Si Si

SOR 54C 2 2 Si 2 3 Si Si Si

SOR 57 Si 2,5 9 T T Si Si Si

SOR 62 Si 3 4 1,5 1,7 Si Si Si

SOR 63 Si 2 1,7 15 1,7 Si Si

SOR 64 2,7 2 15 15

SOR 73 2,5 0,8 25 * 25 * Si Si

SOR 80 3 ND 0,7 0,7 Si Si Si Si

SOR 81 2,4 1,8 2,1 2 Si Si

SOR 84 2 2,6 Si 2 2
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SOR 90 Si Si 20 20 1,5 15 Si Si

SOR 97 Si 2,5 0,5 1,5 1,6

SOR 100 1 5,40 No No Si Si
SOR 103 Si 4,3 5,60 2,5 2,5 Si Si

SOR 104A 2 5,80 Si 30* 2,5 Si Si Si
SOR 104B 55 1,5 Si 30* 30* Si Si Si Si

SOR 105 2 4 No No Si Si
SOR 109 Si 8 4,7 10* 10* Si Si Si Si
SOR 111 Si 4 10 0,2 1.2 Si Si

SOR 114 Si 2 1 Si 1 15 Si Si Si

SOR 115 3 8 Si Si 15 2 Si
SOR 123 Si 10 2,7 2 2 Si Si Si Si
SOR 124A 1,5 0,7 3 3 Si Si

SOR 124B 0,5 10 3 3 Si Si

SOR 129 5 6 3,00 4,5 Si Si Si
SOR 132 Si Si 4,5 6 2,00 2 Si Si
SOR 137 14 2,5 0,70 1 Si Si

SOR 143 Si Si 2 - 3,00 3 Si Si

SOR 163 1 2,5 2,00 2,2 Si Si

SOR 186 2,5 1,5 3,00 3

SOR 195 1 3,5 Si Si 1,00 1,5 Si
SOR 196 Si 58 2,5 1,00 1,2

SOR 197 2 1,8 1,30 1,2
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Anexo 13. Caracteristicas moleculares de la cohorte.

En la columna de funcién se expresa el genotipo de cada paciente en relacion a la pérdida de funcion que genera cada
variante en la proteina CIC-Kb. PT: pérdida total o una conductancia residual de cloro menor del 20%. PP: pérdida parcial
0 una conductancia residual mayor del 20% en el canal del cloro.

Paciente Nucleétido Proteina Exon Tipo Funcion
SOR 3 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 5 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 8 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR9 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 23 €.610G>A homo p.Ala204Thr hom 7 Missense PP

€.610G>A p.Ala204Thr 7 Missense PP

SOR 24A

c.(?_-12) (1961+?)del. p.? 1-19 Gran delecion PT
€.610G>A p.Ala204Thr 7 Missense PP

SOR 24B

c.(?_-12) (1961+?)del. p.? 1-19 Gran delecion PT

SOR 25 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 26 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 39 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 45 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 47 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 48 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 50 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 51 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP

€.610G>A p.Ala204Thr 7 Missense PP

SOR 54A

€.1325A>G p.Glu442Gly 14 Missense PT
€.610G>A p.Ala204Thr 7 Missense PP

SOR 54B

€.1325A>G p.Glu442Gly 14 Missense PT
€.610G>A p.Ala204Thr 7 Missense PP

SOR 54C

€.1325A>G p.Glu442Gly 14 Missense PT
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€.610G>A p.Ala204Thr 7 Missense PP
SOR 57
€.1325A>G p.Glud42Gly 14 Missense PT
SOR 62 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
¢.1192_1203del12 p.(11e398_Thr401del) 12 Pequena ?
delecion
SOR 63
c.(?_-12)_(1961+?)del. p.? 1-19 Gran delecion PT
€.610G>A p.Ala204Thr 7 Missense PP
SOR 64
c.508G>A p.Vall70Met 6 Missense PP
SOR 73 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 80 €.1783C>T homo p.Arg595Ter homocigosis 17 Missense PT
¢.1026delC p.(Ser343Alafs*6) 11 Frameshift PT
SOR 81
€.1325A>G p.Glu442Gly 14 Missense ?
SOR 84 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 90 €.753delG homo p.(Leu252Serfs*97) homo 8 Frameshift ?
SOR 97 c.(?_-12) (1961+?)del. homo p.? 1-19 Gran delecion PT
SOR 100 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 103 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
c.(?_-12) (1961+?)d p.? 1-19 Gran delecion PT
SOR 104A
€.1312C>T p.Arg438Cys 14 Missense PP
c.(?_-12) (1961+?)del. p.? 1-19  Gran delecion
SOR 104B PT
€.1312C>T p.Arg438Cys 14 Missense
SOR 105 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
¢.18dupG p.(Leu7Alafs*3) 2 Frameshift PT
SOR 109
c.371C>T p.Prol24Leu 5 Missense PT
¢.18dupG p.(Leu7Alafs*3) 2 Frameshift PT
SOR 111
€.610G>A p.Ala204Thr 7 Missense PT
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SOR 114 €.1389delA homo p.(Tyr466fs) homo 14 Frameshift ?
SOR 115 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 123 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 124A €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 124B €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 129 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
SOR 132 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
c.(?_-12)_(1961+?)del. p.? 1-19 Gran delecion PT
SOR 137
c. 170G>A p.Gly57Glu 3 Missense ?
SOR 143 €.610G>A homoc p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
€.610G>A p.Ala204Thr 7 Missense PP
SOR 163
c. 170G>A p.Gly57Glu 3 Missense ?
SOR 186 c.(?_-12)_(1961+?)del. homo p.? 1-19 Gran delecion PT
SOR 195 €.1729G>A homo p.Ala577Thr homo 16 Missense ?
SOR 196 c.(?_-12)_(1961+?)del homo. p.? 1-19 Gran delecion PT
SOR 197 €.610G>A homo p.Ala204Thr homo 7 Missense PP
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