Giornale Italiano di Nefrologia

Sindrome di Bartter, grave patologia renale rara orfana di farmaci: un passo avanti
verso la terapia mediante studi farmacogenetici ed epidemiologici

Editoriali

Elena Conte, Paola Imbrici, Dalila Sahbani, Antonella Liantonio e Diana Conte

Dipartimento di Farmacia — Scienze del Farmaco, Universita di Bari

Corrispondenza a:

Dott.ssa Diana Conte

Dipartimento di Farmacia — Scienze del Farmaco, Universita di Bari
Via Orabona 4, CAMPUS, 70125 Bairi, ltalia

e-mail: diana.conte@uniba.it

Dott.ssa Diana
Conte

G Ital Nefrol 2018 - ISSN 1724-5990 - © 2018 Societa Italiana di Nefrologia — Publisher OSC 1



Giornale Italiano di Nefrologia

Le sindromi di Bartter (BS tipo 1-5) rappresentano un gruppo di tubulopatie renali rare a carattere
autosomico recessivo che si manifestano con fenotipi clinici parzialmente sovrapponibili
caratterizzati da perdita di sali, alcalosi metabolica, ipokaliemica, poliuria, polidipsia, debolezza
muscolare e ritardo della crescita. La qualita di vita dei pazienti affetti &€ compromessa e il tasso di
ospedalizzazione e elevato. Nelle forme piu severe 'aspettativa di vita & ridotta. Tali patologie
sono dovute a un difetto nel riassorbimento dello ione sodio, potassio e cloro a causa di mutazioni
in geni che codificano per proteine canale o trasportatori presenti in diversi tratti nel
nefrone (1, 2). In particolare, la BS di tipo 3 & una canalopatia clinicamente eterogenea causata da
mutazioni con perdita di funzione nel gene CLCNKB che codifica per il canale al cloro CIC-Kb
coinvolto nel riassorbimento di NaCl (3). Mutazioni con perdita di funzione nel gene BSND che
codifica per la subunita accessoria barttina sono responsabili della piu severa forma di BS, definita
di tipo 4 (4, 5). Il canale CIC-Kb & espresso con la barttina nel tratto ascendente spesso dell’ansa di
Henle (TAL), nel tubulo contorto distale e nel dotto collettore, dove contribuisce al riassorbimento
di ioni cloro verso il lato basolaterale delle cellule tubulari. La barttina € necessaria per la corretta
espressione ed attivazione dei canali CLC-K. La perdita di funzione di CIC-Kb/barttina nel TAL, a
causa di difetti di espressione o biofisici della proteina, si traduce in una minore estrusione di
cloro, ridotto riassorbimento di NaCl attraverso il cotrasportatore Na-K-2Cl e ridotto
riassorbimento di cationi bivalenti, tutti eventi cellulari responsabili del fenotipo Bartter (6). La BS
di tipo 3 e caratterizzata da ipocloremia, segno diagnostico distintivo di tale forma di BS rispetto
alle altre varianti. Il trattamento della BS & puramente sintomatico, rivolto alla correzione della
disidratazione e dei disordini elettrolitici e alla riduzione dei livelli di renina e prostaglandine, e
pertanto basato su supplementi di potassio e magnesio, diuretici risparmiatori di potassio,
antiinfiammatori non steroidei, ACE inibitori e sartani con effetti collaterali che limitano la
compliance del paziente soprattutto nel lungo periodo (2, 7).

Ad oggi, non & disponibile una terapia farmacologica mirata per tali sindromi renali. La ricerca di
base e la ricerca clinica in questo campo sono pertanto orientate, da un lato, alla comprensione dei
meccanismi patogenetici associati alla BS di tipo 3 e alla definizione di una correlazione
genotipo/fenotipo e, dall’altro, allo sviluppo di ligandi dei canali CLC-K potenzialmente utili per un
trattamento mirato di tale patologia renale. A differenza di altri canali ionici, la caratterizzazione
elettrofisiologica e I'identificazione di molecole attive sul canale CIC-Kb renale e stata rallentata da
difficolta tecniche nell’espressione di questo canale ionico. Solo in tempi recenti, sono state infatti
individuate le condizioni sperimentali ottimali per lo studio del canale in sistemi di espressione
eterologa che garantiscono la corretta espressione, stabilita e degradazione cellulare della
proteina canale (4, 8, 9).

Recentemente, diversi autori hanno contribuito in modo significativo a delucidare i meccanismi
molecolari alla base della BS di tipo 3 e a correlare i difetti biofisici e di espressione dei canali
mutati con i sintomi clinici descritti per i pazienti affetti da BS di tipo 3 (10-12), aprendo la strada a
una terapia personalizzata (13). Cheng e collaboratori (10) hanno raccolto una casistica di pazienti
omozigoti per mutazioni in CLCNKB con fenotipi BS di diversa severita. Quindi, combinando studi di
elettrofisiologia e biochimica, gli autori hanno esaminato le conseguenze funzionali di 18 mutazioni
di CLCNKB, valutando le variazioni di gating e di espressione proteica di ciascun canale mutato
espresso in cellule di mammifero. Da questo studio € emerso che la severita del difetto funzionale
delle mutazioni in CLCNKBé altamente correlata con la severita del fenotipo BS ed in particolare
con la minore eta alla diagnosi, I'’elevata escrezione di calcio urinario e la ridotta concentrazione di
cloruro plasmatico, che sono caratteristiche cliniche spesso utilizzate per differenziare la BS dalla
sindrome di Gitelman. In parallelo, guidati dalla struttura cristallina del CmCLC eucariotico, lo
stesso studio ha evidenziato che le mutazioni piu severe sono localizzate nell’elica B del canale
necessaria per l'interazione con la barttina, nell’interfaccia tra i due protopori e nel filtro di
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selettivita, tutti domini importanti per I'attivita del canale.

La caratterizzazione funzionale delle mutazioni di CIC-K e fondamentale per progettare terapie
specifiche per le diverse mutazioni di cui i pazienti sono portatori. Ad oggi, sono noti solo pochi
ligandi dei canali CIC-K e nessun farmaco in commercio usato nella terapia della BS ha come target
i canali CIC-K. L’identificazione in vitro di particolari cambiamenti biofisici o di difetti di espressione
in membrana di proteine CIC-K mutate potrebbe indirizzare la ricerca farmacologica verso
composti che funzionino come correttori del difetto di gating o facilitatori del trasporto della
proteina canale in membrana. A questo scopo, sono stati fondamentali i lavori di Park e
collaboratori (14) e di Louet e collaboratori (15). | primi hanno risolto la struttura di un canale CIC-K
bovino che ha evidenziato una differenza critica della via di trasporto dello ione cloro tra i canali
CIC-K e i trasportatori Cl-/H+ (14); i secondi hanno costruito un modello di omologia del canale CIC-
Kb sulla base di tale struttura bovina e identificato residui amminoacidici importanti per la
funzione del canale. Gli stessi autori hanno identificato una tasca di legame extracellulare per
piccole molecole e utilizzando tecniche di docking molecolare e studi funzionali hanno identificato
una serie di composti capaci di legare il canale CIC-Kb con buona affinita, tra cui diflunisal e
loperamide (15). | risultati di questi due studi sono quindi essenziali per lo screening e la
progettazione razionale di nuovi agenti farmacologici che agiscono sui canali CIC-K.

Attraverso la realizzazione di un vasto studio struttura-attivita condotto da diversi anni nei nostri
laboratori di ricerca, abbiamo identificato I'acido niflumico come unico attivatore dei canali CLC-K
espressi e una serie di composti biciclici, quali per esempio i derivati benzofuranici, capaci di
bloccare con affinita micromolare i canali CIC-K, e infine sviluppato un modello
farmacoforico (9, 16—20). Studi farmacologici preclinici in vivo su roditori, ci hanno permesso,
inoltre, di dimostrare che la somministrazione di alcuni derivati benzofuranici causa un effetto
diuretico, a conferma della capacita di queste molecole di avere come bersaglio i canali al cloro
renali, nonché di definire alcune caratteristiche farmacocinetiche e tossicologiche associate a tali
molecole di nuova sintesi (21, 22).

Al fine di ottimizzare la terapia dei pazienti affetti da BS di tipo 3, cercando nello stesso tempo di
permettere l'uso di molecole in tempi brevi in clinica, sono in fase di studio nuove strategie
farmacologiche, come il riposizionamento di farmaci in commercio, ovvero l'identificazione di
farmaci attualmente in uso con altre indicazioni terapeutiche che potrebbero risultare
potenzialmente utili per la terapia di BS. E’ oggi infatti consolidata I'idea che il riposizionamento di
farmaci gia in commercio, ha notevoli vantaggi in termini di rapidita di ricerca preclinica
soprattutto per le malattie rare, perché lo studio di molecole con gia nota biodisponibilita e azione
farmacologica negli uomini accelererebbe notevolmente il relativo uso in terapia (23, 24). A tale
riguardo, recentemente, attraverso l'uso integrato di un registro di farmacovigilanza, tecniche di
elettrofisiologia e di docking molecolare, abbiamo identificato molecole gia in commercio capaci di
legare i canali CIC-K e definito i requisiti molecolari di legame (25). In particolare, dall’analisi di un
registro di farmacovigilanza (Food and Drug Administration-Adverse Effects Reporting System
database), abbiamo individuato farmaci in commercio che inducono la sindrome di Bartter come
effetto collaterale. Utilizzando specifici criteri di esclusione/inclusione (numero di pazienti con
reazioni avverse, proprieta chimico-fisiche delle molecole, meccanismo noto di effetto Bartter-
simile non correlato al blocco dei canali CIC-K), una serie di molecole quali micofenolato mofetile,
quinalapril, valsartan, candesartan cilexetile e acenocumarolo sono state selezionate per i
successivi test in vitro di valutazione dell’effetto sulle correnti sostenute dai canali CIC-K espressi in
sistemi eterologhi. Il micofenolato mofetile, I'acenocumarolo e il quinalapril hanno mostrato una
bassa affinita per i canali CIC-Ka, provocando un blocco delle correnti al cloro minore del 20% alla
dose di 50 uM, mentre il varsartan, alla stessa concentrazione, ha causato una riduzione delle
correnti pari al 60 %. L'uso delle altre isoforme di canali CLC ha permesso di dimostrare che il
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blocco mediato dal valsartan e alquanto selettivo sull’isoforma CIC-Ka e richiede la presenza della
barttina. Il valsartan appartiene alla classe dei sartani, farmaci antagonisti dei recettori per
I’angiotensina Il (recettori AT1) con azione antipertensiva. Al fine di determinare i requisiti
strutturali per legare e bloccare il canale CIC-Ka, & stato valutato l'effetto di altri sartani
quali losartan, telmisartan, candesartan cilexetile e olmesartan. Il valsartan e I'olmesartan, che
contengono entrambi I'anello tetrazolico e il gruppo carbossilico, sono risultati i bloccanti piu
efficaci dei canali CIC-Ka/barttina. Attraverso studi di docking molecolare abbiamo identificato i siti
di legame del valsartan e di olmesartan sui canali CIC-Ka. La deprotonazione che avviene a pH
fisiologico dell’anello tetrazolico e dell’acido carbossilico garantiscono I'instaurarsi di legami con i
residui K165 e N68 che rappresentano quindi il sito di legame. L'assenza di una delle due
interazioni con questi residui aminoacidici, € responsabile della ridotta capacita di blocco del
canale CIC-Ka associata agli altri sartani strutturalmente diversi. | risultati di questo studio possono
avere anche implicazioni cliniche, escludendo l'uso di valsartan e olmesartan in pazienti che
presentano gia disfunzione renale.

Le molecole qui descritte, pur mostrando attivita di blocco dei canali CIC-K, potrebbero avere un
elevato potenziale terapeutico per il trattamento della BS di tipo 3, perché essendo dei ligandi dei
canali potrebbero funzionare come chaperone farmacologici favorendo il “traffico” del canale
verso la membrana plasmatica. Sono in corso studi in vitro su alcuni mutanti responsabili di BS di
tipo 3, caratterizzati da una ridotta espressione in membrana, al fine di valutare mediante tecniche
di elettrofisiologia e di biologia molecolare la potenziale attivita di chaperone associata a queste
molecole.

In conclusione, comprendere il background genetico e i meccanismi molecolari alla base della
sindrome BS ¢ essenziale per il disegno di approcci terapeutici mirati per i pazienti affetti da tale
patologia genetica (Figura 1).
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A tal proposito, i recenti lavori qui citati rappresentano esempi di proficua interazione tra la ricerca
di base e la ricerca clinica con |'obiettivo di sviluppare una medicina di precisione e personalizzata
per il trattamento di questa canalopatia renale ereditaria.
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