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Aplicacao da biologia molecular na abordagem da
sindrome de Bartter: relato de caso
Application of molecular biology at the approach of Bartter’s

syndrome: case report

Resumo

O presente trabalho teve como objetivo
mostrar a utilidade da biologia molecu-
lar para o diagnéstico da sindrome de
Bartter (SB) por meio do relato de caso
de duas irmas e propor um algoritmo pa-
ra abordagem molecular dessa sindrome.
Os dois casos relatados apresentaram
prematuridade, gestagio complicada
com poli-hidramnio e baixo peso ao nas-
cer. Durante o primeiro ano de vida, as
criangas apresentaram polidria, polidip-
sia e atraso no crescimento, o que levou
a investigacdo de doengas tubulares re-
nais e erros inatos do metabolismo. Os
exames laboratoriais sugeriram SB, mas
a confirmacdo diagndstica so foi obtida
pela detec¢do de muta¢do em homozigo-
se no exon 5 do gene KCNJ1, resultando
em substituicio do aminodcido alanina
por valina no cédon 214 (A214V) nas
duas fitas de DNA nas duas irmias e de
mutac¢do em heterozigose em seus pais. O
diagnoéstico de certeza da SB muitas ve-
zes é dificil de ser obtido. Dessa forma,
por meio dos casos relatados, mostrou-se
a utilidade de métodos moleculares pa-
ra o diagnostico de certeza da SB, e foi
proposto um algoritmo para a utiliza¢do
racional dessas técnicas.

Palavras-chave: Biologia Molecular. Erros
Inatos do Transporte Tubular Renal.
Sindrome de Bartter.

ABSTRACT

This paper aims to show the utility of
molecular biology for diagnose Bartter
syndrome (BS) by the case report of two
sisters and to propose a diagram for the
molecular approach of this syndrome.
The two reported cases presented pre-
maturity, pregnancy complicated with
polyhydramnio and low birth weight.
During the first year of life, children
exhibited polyuria, polydipsia and fai-
lure to thrive, leading to the investiga-
tion of renal tubular diseases and innate
errors of metabolism. The laboratorial
exams suggested BS, but the definitive
diagnostic was only obtained by the
detection of homozygous mutation on
the exon 5 of the gene KCNJ1, resul-
ting in a substitution of the aminoacid
alanin for valin on codon 214 (A214V)
in both DNA stripes in the two sisters
and a heterozygous mutation in their
parents. The definitive diagnostic of
BS is frequently very difficult to be ob-
tained. Consequently, considering the
reported cases, we showed the utility
of molecular techniques for the defini-
tive diagnostic of BS and we proposed
a diagram for the rational use of these
techniques.

Keywords: Molecular Biology. Renal
Tubular Transport, Inborn Errors. Bartter
Syndrome.

INTRODUCAO

A sindrome de Bartter (SB) consiste em
um grupo heterogéneo de tubulopatias, de
heranca autossdmica recessiva e dominan-
te, decorrente do comprometimento da re-
absor¢dao de sédio e de cloro na porg¢io
espessa ascendente da al¢a de Henle.! Os

estudos moleculares permitiram a identifi-
ca¢io de pelo menos cinco diferentes sub-
tipos da sindrome.!® (Tabela 1)

A SB tipo I pode cursar com hipercal-
cidria, nefrocalcinose, alcalose metabdlica
e hipocalemia, decorrente de mutagoes em
SLC12A1, que codifica o cotransportador
bumetanida-sensivel, NKCC2.>¢ A SB tipo
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Tabela 1 Tipos DE SINDROME DE BARTTER CONFORME SUA NOMENCLATURA USUAL, GENES AFETADOS E
DENOMINAGAO CLINICA

Tipo de SB Mutacao genética Localizagao Denominacao clinica
SB tipo | SLC12A1 12q15-21 Neonatal, pré-natal
SB tipo Il KCNJ1 11g24 Neonatal

SB tipo Il CLCNKB 1p36 Classica

SB tipo IV BSND 1p32.1 Neonatal com surdez
SB tipo V CASR 3913 Neonatal com surdez

SB: sindrome de Bartter.

IT caracteriza-se por poli-hidrimnio durante a gestacio,
prematuridade, politria intensa e aumento de prostaglan-
dinas E. E causada por mutacdes em Potassium inmwar-
dly-rectifying channel, subfamily ], member 1(KCNJ1),
que codifica o canal de potassio renal outer medullary
K (ROMK).>” Alteracoes no gene chloride channel Kb
(CLCNKB), que codifica CLC-Kb, reduzem a atividade
do canal, produzindo a SB tipo III, associada a perda
significativa de sal e hipocalemia.®® A SB tipo IV é uma
forma pré-natal associada a surdez neurossensorial e in-
suficiéncia renal precoce.'® E, principalmente, causada
por mutacdes em Bartter syndrome, infantile, with sen-
sorineural deafness (BSND), que codifica a proteina bar-
tina, a qual modula a estabilidade, a localizacdo superfi-
cial celular e a funcio dos canais CIC-Ka e CIC-Kb." A
SB tipo V consiste em mutagido de ganho de fun¢do no
gene CASR do receptor sensivel ao ion calcio (CaR).>3
Mutacoes em Calcium Sensing Receptor (CaSR) podem
causar formas autossdmicas dominantes da SB.>*
Portadores de SB enfrentam diversas dificuldades pa-
ra o tratamento, ja que o diagndstico é frequentemente
tardio, o que implica em condug¢io inadequada por lon-
gos periodos, evoluindo com nefrocalcinose e, até mes-
mo, doenca renal cronica (DRC) terminal.” O objetivo
deste relato de caso foi mostrar a apresentagio clinica
de duas irmas com SB e a importancia da caracterizacio
genética para o diagnéstico definitivo. Pretendeu-se tam-
bém propor um fluxograma para a utilizagdo racional de
técnicas de biologia molecular para o diagndstico da SB.

ReLaTO DE CASO

Caso 1

O caso indice é uma menina, de um ano de idade,
que nasceu com 34 semanas, com poli-hidrdmnio
e baixo peso ao nascimento (1.940 g). Durante o
primeiro ano de vida, a crianga apresentou epi-
sodios de febre recorrente, vomito, polidria, po-
lidipsia e déficit de crescimento. Foi submetida a
ampla investiga¢do e diversos tipos de tratamento,

sem sucesso. Os pais da crianca sdo primos de pri-
meiro grau. O diagndstico de SB foi inicialmente
estabelecido em bases clinico-laboratoriais por
meio da detec¢io de perda urindria de sal (fragdo
excretada de Na*= 3,5 %) associada a hipocalemia
intermitente (K*= 3,2 a 3,7 mEq/L), hipocloremia
importante (Cl"= 93 mmol/L), alcalose metabdlica
(HCO3-=30), hiperfiltracdo (220 mL/min/1,73 m?),
hipercalcidria (Ca*? urindrio = 6,5 mg/kg/dia) e aumen-
to das concentragoes de aldosterona (65 pg/mL) e da
atividade de renina plasmatica (4,3 ngAngl/mL/h). O
ultrassom renal mostrou leve nefrocalcinose medular.

Caso 2

A partir do caso indice e da consanguinidade dos pais,
foi aventada possibilidade de SB em sua tnica irma
mais velha. Essa crianga também apresentou poli-hi-
dramnio, prematuridade (34 semanas) e baixo peso
ao nascimento (2.235 g). Durante os primeiros anos
de vida, a menina foi assintomdtica. Aos trés anos de
idade, exibia moderada politiria e polidipsia associadas
a discreto atraso do crescimento. Os exames laborato-
riais revelaram hipocloremia (Cl'= 96 mmol/L), alcalo-
se metabdlica (HCO3 = 28 mEq/L) com niveis séricos
de potdssio nos limites inferiores da normalidade, per-
da urindria de sal (fracdo de excrecio de Na*= 2 %),
hiperfiltracao (150 mL/min/1,73 m?) e niveis urindrios
de cdlcio no limite superior (3,8 mg/Kg/dia). O ul-
trassom renal também revelou discreta nefrocalcinose
medular, assim como a atividade da renina plasmatica
(2,2 ngAng I/mL/h) e as concentracdes plasmaticas de
aldosterona (47 pg/mL) encontravam-se elevadas.
DNA foi extraido de sangue total das pacientes e
dos pais, de acordo com protocolo padrdo. Detalhes da
reacdo da PCR e os oligonucleotideos utilizados estao
disponiveis mediante solicitagao. O sequenciamento au-
tomatico (ABI 3130, Applied Biosystems, Foster City,
CA) identificou mutagcao em homozigose no exon 5 do
gene KCNJ1, resultando em substituicio do aminoacido
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alanina por valina no cédon 214 (A214V) nas duas fitas
das criancas e em heterozigose nos pais (Figura 1).

O tratamento inicial de ambas consistiu basica-
mente em suplementacio de cloreto de s6dio, indome-
tacina, hidroclorotiazida para controle da hipercalcid-
ria e suplementacdo oral de potdssio. Essa abordagem
determinou melhora clinica e laboratorial de ambas,
caracterizada pela normalizacdo das alteracdes meta-
bélicas e retomada do crescimento. A nefrocalcinose
regrediu e a funcdo renal se mantém preservada.

DiscussAo

O diagnéstico da SB em centros de referéncia normal-
mente é possivel por meio da experiéncia da equipe.!!
Alguns achados podem direcionar o diagnostico como
a presenca de nefrocalcinose, frequente em pacientes
com mutag¢oes nos genes KCNJ1 e SLC12A1. No en-
tanto, outros sinais e sintomas sio comuns aos diver-
sos tipos de SB, tais como: baixo peso ao nascimento,
poli-hidrdmnio e prematuridade. O relato de consan-
guinidade dos pais e/ou historia de casos semelhantes
na familia também pode aumentar a suspeita clinica.
Nos casos relatados, a consanguinidade foi um dos
aspectos que motivou a pesquisa de SB na irma mais
velha, apesar da auséncia de sintomas significativos.
Mesmo o diagnédstico de SB sendo possivel em bases
clinico-laboratoriais, somente a pesquisa de mutagoes
genéticas permite o diagnostico definitivo e possibilita
o aconselhamento genético para as familias.

No inicio dos anos 1990, era dificil distinguir
alguns tipos de SB de outras tubulopatias, como a
sindrome de Gitelman. Dessa forma, embora pouco
disponivel em nosso meio, o uso de ferramentas mole-
culares para o diagnostico da SB tem-se tornado cada
vez mais importante.>**’ O uso racional da biologia
molecular certamente permitird maior compreensiao
da genética da SB, tornando mais individualizada a
abordagem dos pacientes.

Existem poucos estudos sobre o diagndstico gené-
tico da SB.2%6%12 Merece mencao o estudo recente de
Brochard et al.,> que avaliou mutagdes em 42 criangas
com SB. A maior parte delas apresentou mutag¢oes no
gene KCNJ1 em heterozigose (45%). A hipercalemia
neonatal transitoria, que, frequentemente, é pouco
diagnosticada, foi detectada em 63% das criangas
com mutacdo no gene KCNJ1 e ndo foi observada
em criancas com mutagdes em outros genes.”? Nozu
et al.'> mostraram que a andlise do material genéti-
co em células encontradas na urina de pacientes pode
evitar a necessidade de procedimentos mais invasi-
vos, tais como: coletas de sangue e bidpsia renal. A
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metodologia proposta por esses autores permitiu ana-
lisar mutagdes no gene SLC12A1 da SB tipo 1.1?

Em nosso pais, as principais dificuldades relacio-
nadas ao diagnéstico da SB, mesmo em Centros de
Referéncia, sdo a identificacdo precisa de qual mutacao
esta envolvida. Nesse sentido, a inclusio de técnicas
moleculares na abordagem da SB pode evitar atraso
no diagnéstico e no tratamento, além de proporcionar
aconselhamento genético para a familia. Dessa forma,
propds-se a utilizacio de um fluxograma para racio-
nalizar o diagndstico molecular da SB em servigos de
referéncia (Figura 2). Conforme mostrado na Figura
2, a apresentacdo clinica e laboratorial da doenga de-
ve direcionar a avalia¢io molecular inicial do pacien-
te. Ressalta-se que foram descritos casos de mutacoes
combinadas dos canais de cloro, cujo quadro clinico se
assemelha ao de mutacoes da “Bartina”.'3 Esses casos
raros podem dificultar o diagnéstico, mas, ainda as-
sim, permitem o uso do fluxograma proposto.

Este artigo apresenta o relato de dois casos de SB
nos quais a pesquisa de mutagoes permitiu o diagnos-
tico de certeza, e propde um fluxograma para aborda-
gem molecular racional desses casos. Estudos molecu-
lares com maior niimero de pacientes sio necessarios
para a compreensdo da expressao genética da doenga
em nosso pais.

Figura 1. Resultado do sequenciamento realizado nas
pacientes (C-Paciente 2 e D-Paciente 1) e nos pais
(A-Pai e B-Mae) evidenciando a alteragao homozigotica
recessiva nas pacientes e sua auséncia nos pais.
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Figura disponivel em cores no site: www.jbn.org.br/
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Figura 2. Fluxograma de investigacao diagnostica para sindrome de Bartter com inclusao de analises genéticas.
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