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INTRODUCAO

Doenca Renal Policistica do Adulto




Doenca renal policistica do adulto

O rim € um dos 6rgdos mais comuns para ocorréncias de cistos no
organismo. De uma maneira geral, diversas condi¢cdes patolégicas podem ter
relacdo com a formagado de cistos e, embora a condicao histolégica seja a
mesma, podem ocorrer variacbes quanto ao numero, localizacdo e aspectos
clinicos associados (GLASSBERG, 1998; EVAN e McATEER, 1992).

De um modo geral, cistos renais sdo cavidades preenchidas por fluido e
revestidas por uma camada Unica de células epiteliais. Variam de estruturas
microscépicas a grandes formacdes e podem surgir em qualquer porcao do
tubulo renal. Os cistos podem ser Unicos ou multiplos e acometer 0s rins uni ou
bilateralmente (LEE et al, 2004). O desenvolvimento destas anormalidades
estruturais em substituicio ao parénquima renal normal freqlentemente
acarreta numa disfuncdo funcional do 6rgao (ONUCHIC, 1998). A figura 1
ilustra a formacao de cistos a partir de células do epitélio tubular.

A B c

Proliferacéo Separacdo do tdbulo genitor e formacéo
de limen ativado por secrecio

Tibulo Normal

Nunes2006

Figura 1: Formacao do cisto renal através da proliferagdo celular. Num tdbulo normal (A), uma
célula mutante passa a proliferar de forma descontrolada (B). A massa celular se desprende do
tibulo a passa a acumular fluido (C). Com a expanséao da cavidade forma-se um cisto (D).
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As doencgas renais policisticas genéticas constituem um grupo de
moléstias de grande impacto médico e socioeconémico.

A forma mais prevalente é a autossémica dominante. Grande parte dos
estudos disponiveis apresenta dados referentes a essa variante da doenca
renal policistica.

Aspectos Epidemioldgicos

A doenca renal policistica do adulto (ADPKD — autosomal polycystic
kidney disease) é uma das doengas humanas hereditarias mais prevalentes e
certamente é a patologia renal monogénica mais comum (ONUCHIC, 1998).

ADPKD tem uma distribuicdo universal. Em termos epidemiolégicos, a
maioria dos dados existentes refere-se a pacientes norte-americanos e
europeus, sobretudo pacientes caucasianos. Varios dados ja foram descritos
em relacdo a prevaléncia dos rins policisticos ao longo das ultimas décadas,
com valores desde 1:400 (IGLESIAS et al., 1983) até 1:1000 (GABOW, 1993)
entre os pacientes norte-americanos. Contudo, sdo escassos os dados sobre
afro-descendentes norte-americanos, populacdes africanas ou asiaticas, bem
como populagdes latino-americanas (GUAY-WOODFORD, 1999a). Alguns
estudos da doenca renal policistica sao citados na tabela “1”. De um modo
geral, ha uma caréncia de dados relativos a populagées africanas ou afro-
descendentes.

A doenca é responsavel, ainda, por cerca de 3000 hospitalizacées por
ano nos Estados Unidos e aproximadamente a metade dos individuos
acometidos desenvolve insuficiéncia renal em estagio terminal até os 60 anos
de idade, perfazendo de 8-10% da populacdo norte-americana em dialise
cronica (GABOW, 1993).

Entre 9 e 10% dos pacientes submetidos a hemodialise na Europa
apresentam rins policisticos (GLASSBERG, 1998; DALGAARD e SZREN,
1989).

Interessante observar a ocorréncia de uma menor prevaléncia na Asia
onde somente 2,5% a 3,2% de pacientes em tratamento dialitico possuem o
diagndstico de rins policisticos (HIGASHIRA et al., 1998; HOUNG et al., 2000).
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No Brasil, estima-se a existéncia de aproximadamente 60.000 pacientes
em tratamento para insuficiéncia renal crénica terminal. Sdo Paulo é o Estado
da Federacdo que contribui para o tratamento do maior percentual destes
pacientes. De acordo com levantamento feito em 1991 na Grande Sao Paulo,
num total de 2905 pacientes analisados, 87 (3%), tinham rins policisticos
(SESSO et al., 1994).

Em Porto Alegre, foram avaliados 975 pacientes em tratamento
hemodialitico entre os anos de 1999 e 2002. Desses, 74 pacientes,
correspondendo a 7,6% da amostra, apresentaram o diagndstico de rins
policisticos como causa da insuficiéncia renal terminal (NUNES et al., 2003).

Tabela 1: A doenga renal policistica em diferentes grupos étnicos.

Iglesias et al. 1983  Caucasiana Americana
Kaariainen etal. 1987  Caucasiana Finlandesa
Gabow 1993  Caucasiana Americana
Sesso et al. 1994  Euro-descendentes  Brasileira
Higashira et al. 1998  Asiatica Japonesa
Houng et al. 2000 Asiatica Chinesa
Nunes et al. 2003 Euro-descendentes  Brasileira
Peltola et al. 2005 Caucasiana Finlandesa

Dados recentemente publicados pelo 6rgdao publico de saude norte-
americano (National Institutes of Health) revelam que a incidéncia de rins
policisticos se mantém relativamente estabilizada naquela populagédo. No inicio
dos anos 90, a incidéncia (calculada para cada hum milhdo de individuos da
populacdo, ajustada de acordo com as caracteristicas demograficas e
considerada apenas para pacientes com diagnéstico primario da uremia
compativel com doenga renal policistica) oscilava entre 7,4 (1992) e 7,7 (1995).
A maior incidéncia foi atingida nos anos de 1998 e 1999 (8,0) e atualmente o
valor esta calculado em 7,6 (dados até 2003). A avaliacdo sequencial dos
dados de 1993 a 2003 mostrou que o percentual de pacientes com rins
policisticos e insuficiéncia renal crénica terminal é de 6,1% entre os
caucasoides, 1,6% entre os negrbides, 1,5% entre os americanos nativos
(incluindo nativos do Alasca) e 2,5% entre os descendentes asiaticos (U.S.
Renal Data System, 2005).
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Aspectos Clinicos

Do ponto de vista clinico, a evolugcado dos pacientes com rins policisticos
€ bastante variavel (GAL et al., 1989; RAVINE et al., 1992; SESSA et al., 1997,
LEE et al., 2004; PATERSON et al., 2005). O cuidado do paciente com rins
policistico € um processo que ainda estd em amplo estudo e conseqgiente
discusséo.

Essa doenca é clinicamente detectavel primeiramente nos rins (100%),
mas pode ocorrer também no figado (57%), pancreas (10%) e ter, ainda,
alguns focos em tecidos epiteliais (MILUTNOVIC et al,, 1990; ORELLANA et
al., 1995a).

Algumas complicagdes clinicas e comorbidades sdo descritas nos
pacientes com rins policisticos em diferentes etnias: hematuria, proteindria,
hipertensao, diverticulose, infecgcdes urinarias, litiase renal e neoplasia.
Também ja foram descritos aneurismas nas artérias cerebrais (5%), bem como
anormalidades vasculares e/ou cardiacas (26%), sugerindo a ocorréncia de
mutacdes associadas com esses eventos (DALGAARD e SOREN, 1989;
MILUTINOVIC et al, 1990; SESSO et al, 1994; GRANTHAM, 1997;
HIGASHIRA et al., 1998; SHARP et al., 1998; HJELLE et al., 2000). A figura 2
mostra algumas relagbes entre os sinais e sintomas, bem como comorbidades

gue podem estar associadas com ADPKD.

Até o presente momento ndo existem testes laboratoriais especificos ou
achados clinicos para o diagnéstico direto da doenca renal policistica,
especialmente em sujeitos assintomaticos até a meia idade. A ultrassonografia,
como exame de imagem, tem sido utilizada preferencialmente pelo fato de nao
necessitar agentes de contraste nem envolver radiagdo, aliado a facilidade e
seguranca. A tomografia computadorizada e imagens por ressonancia
magnética do abdémen também sdo técnicas rotineiramente empregadas para
a deteccéao dos cistos renais (GABOW e GRANTHAM, 1997).

A figura 3 mostra algumas imagens usadas na investigacao da doenca

renal policistica em adultos.

14



Alterada

Hunes2006

Figura 2: Representagdo esquematica dos mecanismos envolvidos na etiopatogenia dos rins
policisticos.

Munes2006

Figura 3: Diferentes formas de visualizagédo de rins policisticos: o exame anatomopatoldgico
onde ha um rim adulto de tamanho normal ao centro para comparagéao (A), o exame de Raio-X
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(B), a imagem por ultrassonografia (C) e a imagem axial por tomografia computadorizada (D).
As setas vermelhas indicam os limites cisticos.

Outras possibilidades incluem analises de ligacao genética de familias
que apresentam histéricos da doenca e inumeros trabalhos procuram utilizar
marcadores moleculares como ferramentas no diagnostico precoce da ADPKD
(GABOW e GRANTHAM, 1997; COTTON e AVNER, 1998; VERLINSKY et al.,
2004).

Estudos em modelos animais apontam novas técnicas de tratamento,
incluindo terapia génica (OSADA et al., 1999; PRITCHARD et al., 2000). Outras
opcoes terapéuticas incluem alteracdoes dietéticas como a utilizagdo de
proteinas vegetais que parecem modificar 0 quadro clinico desses pacientes,
sendo que ha uma influéncia exercida tanto pelo sexo quanto pelo nivel de
proteina ingerida (AUKEMA et al., 1999). Outro estudo experimental descreve a
adicao de acido citrico e citrato de potassio na dieta de ratos urémicos. Essa
mistura, em doses especificas, reduziu a concentracao plasmatica de potassio,
o que melhorou a funcéo renal (TANNER, 1998).

Em um estudo recente, o uso de ‘rapamicina’ em modelos animais
indicou retardo na progressao da doenca, mas essa estratégia terapéutica
ainda nao foi testada em humanos (TAO et al., 2005a).

Algumas abordagens de tratamento mais recentes estdo vinculadas a
terapia génica ou tratamentos farmacogendmicos, principalmente no que diz
respeito ao tratamento das principais comorbidades associadas a doenca renal
policistica, como anemia (OSADA et al., 1999) e a hipertensdo (ARANDA et al.,
2000).

Contudo, o tratamento mais adotado, ainda, € a terapia renal substitutiva
para os pacientes com insuficiéncia renal avancada em fase terminal, ou ainda
o transplante renal (ROZANSKI et al., 2005) que recentemente teve a adicao
da laparoscopia como ferramenta auxiliar (SULIKOWSKI et al, 2006). A
adocao de técnicas de aconselhamento genético em familias afetadas também
pode ser uma opc¢ao de identificagdo para o tratamento precoce dos sintomas
associados. Entretanto, essas técnicas apresentam algumas limitagdes
praticas, que sao seguidamente encontradas ndo apenas nos estudos da
doenca renal policistica, mas também em outras doengas monogénicas ou
multifatoriais (JONES, 1998; GULCHER et al., 2001).
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As terapias propostas se baseiam em protocolos para neoplasias a partir
dos estudos com modelos animais. Até 0 momento se busca a associacao de
uma mutacdo genotipica e os processos celulares ocorridos a um quadro
clinico e, conseqglentemente, a novos tratamentos com agentes especificos.
Trabalhos experimentais sustentam essa hipdtese também durante a
progressao da doencga.

Aspectos Geneéticos

O padrao de heranca dos rins policisticos foi descrito pela primeira vez
em um estudo feito em Copenhagen (DALGAARD, 1957), onde foram
avaliados 284 pacientes e seus familiares (DALGAARD e SUREN, 1989).

Cerca de 60% dos pacientes com rins policisticos tem historia familiar
positiva para essa doenca. Contudo, os mais variados gradientes de
herdabilidade dos rins policisticos ja foram descritos (GABOW, 1990;
FOSSDAL et al., 1993; NEOPHYTOU et al., 1996; GUAY-WOODFORD, 1999b;
HATEBOER et al., 1999, PEI et al., 2001).

As formas autossémicas dominantes incluem a doenca renal policistica
autossémica dominante (ADPKD - autosomal dominant polycystic kidney
disease), o complexo esclerose tuberosa (TSC — tuberous sclerosis complex), a
doenca de von Hippel-Lindau (VHL) e uma forma de doenga cistica medular
(LONGA et al., 1997; CAl et al., 2003). A principal patologia autossémica
recessiva, por sua vez, é a doenca renal policistica autossémica recessiva
(ARPKD — autosomal recessive polycystic kidney disease).

ADPKD é causada principalmente por mutacées em genes especificos
dos cromossomos 16 (PKD1) e 4 (PKD2), que codificam as policistinas 1 e 2,
proteinas que participam de processos celulares basicos como proliferacao,
diferenciacdo e transporte de moléculas. Diversas mutagdes (insercoes,
missense e frameshiff) tém sido identificadas nesses genes com aparente
reducdo no potencial funcional de tais proteinas, causando o surgimento de
diversos sintomas clinicos associados a doenca renal policistica (GABOW,
1990; GRANTHAM, 1996; TORRA et al., 1997, HATEBOER et al., 2000).
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Alguns estudos também relatam possiveis associagdes com outras
moléculas que influenciam na expressdao génica das policistinas, o que
determinaria o perfil diferenciado de progressdo dessa doenca nos pacientes
(PERSU et al., 2000).

Na ultima década diversos estudos moleculares tém mostrado a
variabilidade polimérfica dos diferentes genes envolvidos com a doenca renal
policistica (PERAL et al, 1996a e 1997; ROELFSEMA et al., 1997;
VELDHUISEN et al., 1997; PEI et al., 1998a e 1998b; BADENAS et al., 1999;
TORRA et al., 1997 e 1999). Alguns estudos analisam a dinamica populacional
desses polimorfismos moleculares e de variantes genéticas possivelmente
associadas a eles (VIRIBAY et al., 1994 e 1995; COTO et al., 1995; KIM et al.,
2000; THONGNOPPAKHUN et al., 2004; VOUK et al., 2006).

Alguns casos de recém-nascidos de familias com ADPKD que
apresentam os sintomas sao exemplos da variabilidade de expressao clinica
dessa doenca (BLYTH e OCKENDEN, 1971; KAARIAINEN, 1987; FICK et al.,
1993; ZERRES et al., 1993; MAGISTRONI et al., 2003). Fick e colaboradores
sustentam a idéia de que essas familias sdo exemplos de “antecipacao” e
propbée que uma instabilidade de repeticbes de triglicerideos pode ser
responsavel por esses casos (FICK et al., 1994).

Em outro estudo, Peral e colaboradores descreveram uma familia onde
gémeos univitelinos com a mesma mutacao germinativa nonsense no gene
PKD1 apresentavam diferentes fenoétipos. Uma das criancas desenvolveu a
doenca na infancia de forma severa enquanto a outra nao apresentava cistos
aos 5 anos de idade, quando foram investigadas. Os autores sugerem que
essa diferenca na apresentacao clinica pode estar associada ao efeito de um
namero pequeno de fatores de modificacdo genética (PERAL et al., 1996b).

Provavelmente o padrao genético nao pode explicar sozinho todos os
aspectos da variabilidade fenotipica dos rins policisticos em humanos, mas as
modificacoes moleculares e citogenéticas dos genes envolvidos na PKD tém
orientado o entendimento dos mecanismos envolvidos (QIAN et al., 1996;
FUCHSHUBER et al., 1998; GOGUSEYV et al., 2003; PATEL et al., 2004; FAIN
et al., 2005).
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A Historia das Descobertas Moleculares

A busca pelo lécus génico responsavel pela doenca renal policistica se
intensificou na década de 80, quando diversas técnicas de biologia molecular
passaram a ser aplicadas na investigacdo da etiopatogenia dos rins
policisticos.

Os estudos de ligacdo genética sdo determinantes nesse aspecto. A
ligacdo genética ocorre quando dois genes se localizam préximos entre si de
tal maneira que tendem a segregar juntos. Isso significa que durante o
pareamento dos cromossomos homélogos, na préfase Il da meiose, a chance
de que ocorra recombinacao (crossing over) entre eles é muito baixa. Desse
modo, a frequéncia da recombinagcdo entre dois genes pode ser usada para
medir a distancia genética entre eles.

Reeders e colaboradores contribuiram com dois trabalhos importantes,
nos quais a doenga renal policistica se mostrou ligada a dois marcadores
localizados no brago curto do cromossomo 16: o complexo da alfa hemoglobina
(REEDERS et al., 1985) e o gene da fosfoglicerato quinase (REEDERS et al.,
1986). A ligacdao com o complexo da alfa hemoglobina esta estimada numa
taxa de recombinacao de 5%, com intervalo de confianga superior e inferior de
3,5% e 7,5%, respectivamente. Para a relacdo do gene da fosfoglicerato
quinase e a doenca renal policistica esse valor nao foi determinado. Contudo,
diversos polimorfismos de DNA indicam que a probabilidade de ligacdo entre
esses dois genes é superior a 95%.

Entretanto, nem todos os casos de rins policisticos podiam ser
explicados quando se fazia a analise atraves de estudos de ligacdo nesse
l6cus génico. Buscando elucidar a compreensao da doenca renal policistica,
um estudo feito com 163 membros de uma mesma familia norte-americana,
cujos ancestrais tinham emigrado da Sicilia, onde 71 individuos eram
portadores de rins policisticos, sugeriu que havia um segundo gene
responsavel pela doenca; os diagndésticos foram confirmados pelo exame
ultrassonografico e nessa familia a freqiiéncia de recombinacdo entre o
complexo da alfa hemoglobina excedia 4%, indicando que a mutacao

responsavel pela doenca, nessa familia, estava em outro lécus. Todavia, o
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perfil clinico dessa familia era indistinguivel de outras igualmente diagnosticas
com doenca renal policistica (KIMBERLING et al.,, 1988). Dados semelhantes
foram observados por Romeo e colaboradores (ROMEO et al., 1988).

A sugestdo da existéncia de um segundo gene envolvido na doenca
renal policistica estimulou diversos trabalhos, porém nem todos concordavam
com essa nova hipétese (BACHNER et al., 1990).

Em 1990 Elles e colaboradores publicaram em estudo feito com 24
familias onde, de acordo com os testes moleculares usados, ndo foram
encontradas evidéncias para a existéncia de um segundo gene. Contudo,
chamaram a atencdo para o fato de que os trabalhos que propunham essa
hipotese foram elaborados com familias de origem italiana, o que sugeria
apenas uma variacao étnica (ELLES et al., 1990).

Tal como a historia da biologia molecular, o estudo dos rins policisticos
teve grandes saltos nos ultimos vinte anos.

Em 1985, através das técnicas de ligacdo genética, foi localizado um
gene no brago curto do cromossomo 16 associado a doenga renal policistica
em 90% ou mais das familias com esse diagnoéstico (REEDERS, 1985).
Contudo, esse gene sozinho ndo explicava todos os casos da doenga,
sugerindo a existéncia de um segundo gene ou de multiplos genes.

A existéncia desse segundo gene foi comprovada no inicio dos anos 90
(KIMBERLING et al., 1993 e PETERS et al., 1993) e as denominacbes PKD1 e
PKD2 passaram a ser usadas para identificar os genes associados a
etiopatogenia dos rins policisticos (GABOW, 1993). A figura 4 mostra a
localizacdo dos genes relacionados com a ADPKD.

Como a grande maioria dos casos correspondia ao gene localizado no
cromossomo 16 (PKD1), muitos estudos passaram a se voltar no diagnéstico
precoce dessa variante comum da doenca renal policistica do adulto. Além
disso, parece ser a forma mais severa da doenca renal policistica, com baixa
média de sobrevida e alto risco de progressdo para a doenca renal crbnica
terminal (RAVINE et al., 1992).
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Figura 4: Ideogramas dos cromossomos 16 e 4, com respectivas regides dos genes PKD1 e
PKD2.

O uso de polimorfismos de DNA como marcador molecular passou a ser
indicado tanto para pacientes assintomaticos quanto para o exame pré-natal
em familias com histéria clinica que justificasse tal investigacao.

Com essa abordagem 92% dos individuos nado relacionados podem ser
considerados informativos para marcadores tipo polimorfismos de DNA,
quando usados primers que flanqueassem o gene PKD1. Em individuos néao-
recombinantes (90% dos membros de uma mesma familia), a acuracia do
diagnéstico usando marcadores de DNA é superior a 99% (BREUNING et al.,
1990 e 1990b). Atualmente diversos polimorfismos de DNA estio
padronizados e podem ser usados como rotina no diagnostico dos rins
policisticos (HARRIS et al., 1991; JEFFERY e MORGAN, 1993; SNAREY et al.,
1994; WANG et al., 1995; PERAL et al., 1996-1997; ROELFSEMA et al., 1997;
VELDHUISEN et al,, 1997; PEI et al., 1998a-1998b; DANIELLS et al., 1998;
BADENAS et al, 1999; KIM et al., 1999; TORRA et al., 1999; COTO et al.,
1995; KIM et al., 2000; KOBAYASHI et al., 2004).
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O gene PKD1 e a Policistina-1

A variante mais comum da doenca renal é causada por alteracdes no
gene PKD1, totalizando entre 85% e 95% de todos os casos descritos até o
momento (QIAN et al, 1996). O gene foi mapeado no braco curto do
cromossomo 16 (16p 13.3) por Reeders e colaboradores em 1985 (REEDERS
et al., 1995).

Diversas hipbéteses tém sido lancadas para explicar as bases
moleculares da formacao focal dos cistos na doenga renal policistica tipo 1 em
humanos. Algumas mutacdes de ponto Unicas no gene PKD1 podem explicar a
variacao interfamiliar, mas isso nao explica como individuos que apresentam
uma mutacao presumivelmente comum tém diferentes apresentagdes clinicas
(QIAN et al., 1996; ROSSETTI et al., 2002a 2002b e 2003).

O gene PKD1 é um grande gene composto por 46 éxons que
correspondem a 53 Kb do DNA gendmico e apresenta um mecanismo
complexo de reparo (BACOLLA et al, 2001). Esse gene produz um RNA
mensageiro de 14,5 Kb e codifica um polipeptideo de 4.304 aminoacidos, a
policistina-1 (MURCIA et al., 1998). A figura 5 representa esquematicamente a
constituicdo molecular do gene PKD1.

Ry Gene PKD1

Transcrito primario

Nunes2006

Figura 5: Representacdo esquemética do gene PKD1.

22



A policistina-1 possui um grande dominio extracelular, regides de
espacamento transmembrana e uma terminacao carboxi intracelular (GENG et
al., 1996; MALHAS et al.,, 2001; NIMS et al., 2003). O dominio extracelular
apresenta 16 copias de uma repeticio de 80 aminoacidos semelhantes a
imunoglobulina, o dominio PKD. Embora a funcdo do dominio PKD seja
desconhecida, dominios PKD em diversas outras proteinas estdo localizados
na superficie extracelular e sdo altamente glicosilados. O dominio
aminoterminal da Policistina-1 também contém repeticdes ricas em leucina, um
dominio LDL-A, um dominio REJ e um dominio lectina Ca®* dependente
(GILLESPIE et al., 1991). A presenga do dominio REJ é particularmente
importante, porque esse dominio parece ter um papel regulatério na molécula
(MOY et al., 1996). A policistina-1 esta ancorada por cerca de 7 a 11 dominios
transmembrana. Ja a porcao carboxi terminal da policistina-1 contém diversos
sitios de fosforilacdo (PARNELL e CALVET, 1997; PARNELL et al., 1998) e um
dominio com capacidade de fazer ligagdes helicoidais, conhecido como “coiled-
coil’, que demonstrou, in vitro, interagir com a porcao carboxi terminal do
produto protéico do gene PKD2, a policistina-2 (QIAN et al., 1997; TSIOKAS et
al., 1997). Essa composicao esta representada na figura 6.
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Figura 6: Representacédo esquematica da composicao protéica, localizagdo e interacao entre a
policistina-1 e policistina-2 na membrana celular.
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Esses numerosos componentes sugerem que a policistina-1 € uma
molécula grande e multifuncional, envolvida em motivos de reconhecimento de
carboidratos, na adesdo de moléculas ligantes e na regulacdo do Ca**. Parece
também que essa proteina esta envolvida nas interagdes célula-célula e/ou
célula-matriz, onde parece regular um sinal de transducao de rotas mediado
por interacdes protéicas na superficie citoplasmatica da membrana celular de
diversos tipos de tecidos (MULLER et al, 1999; PETERS et al., 1999;
BOULTER et al., 2001; QIAN et al., 2003).

MutagcGes germinativas no gene PKD1 sdo identificadas em diversas
genealogias da ADPKD (PERAL et al, 1995,1996a, 1996b, 1997,
CONSTANTINIDES et al., 1997; TURCO et al., 1995; WATINICK et al., 1997;
KOPTIDES et al., 1998; BLASZAK et al., 1999; PHAKDEEKITCHAROE et al.,
2001; BERGMANN et al., 2003; ARIYUREK et al., 2004).

Individuos que herdaram alguma mutagcdo germinativa possuem
apresentacao variavel na severidade da doenca e na idade de inicio dos
sintomas.

Algumas evidéncias demonstram que ADPKD tipo 1 e uma doenca
fenotipicamente dominante que apresenta um padrdo recessivo no ambito
celular. Nesse caso, a mutacao herdada predispde um individuo a desenvolver
a doenca pela inativacdo ou remocao imediata do primeiro alelo PKD1 renal
(QIAN et al., 1996).

Este evento na linhagem germinativa fornece um primeiro alvo limitado
no lécus. A analise de células epiteliais de cistos individuais revelou a
existéncia aleatéria de um segundo alvo independente que ocorre em balango
com o alelo normal PKD1 nas células individuais do epitélio renal (QIAN et al.,
1996; BRASIER et al., 1997).

Esse segundo alvo que seria 0 causador da perda de funcao do gene
PKD1 nas células individualmente, iniciando as lesdes policisticas por todo rim.

A figura 7 representa o provavel mecanismo da expansao cistica.
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Figura 7: Representagdo esquematica do mecanismo de inativagdo alélica em PKD1 ou PKD2.
Hip6teses de um segundo alvo de mutacdo somatica em células heterozigotas para uma
mutagao germinativa de predisposi¢cao. Possivel mecanismo que explica a grande variabilidade
fenotipica interfamiliar e intrafamiliar dos rins policisticos, a partir do comportamento
monoclonal dos cistos renais.

O gene PKD2 e a Policistina-2

O tipo 2 da doenca renal policistica € caracterizado como uma variante
menos comum de rins policisticos e esta associado a um gene localizado no
braco longo do cromossomo 4 (4q 13-3) e foi mapeada de forma independente
por dois grupos de pesquisa ha pouco mais de dez anos (KIMBERLING et al.,
1993 e PETERS et al., 1993).

O gene PKD2 expressa um RNA mensageiro de 5,4 Kb que codifica um
polipetideo de 968 aminoacidos, a policistina-2. A figura 8 mostra de forma
esquematica a estrutura do gene PKD2.
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Figura 8: Representacédo esquematica do gene PKD2.

A policistina-2 contém 6 regides transmembrana e tem tanto um dominio
intracelular com porcao carboxi terminal quanto um dominio intracelular com
porcdo amino terminal e se expressa em diversos tecidos (FOGGENSTEINER
et al., 2000).

As regides transmembrana apresentam homologia significante com
canais de voltagem Ca®’Na?* ativados, sugerindo que a prépria policistina-2
possa ser uma proteina de canal (ARNOULD et al., 1999).

A porcéao carboxi terminal contem um dominio “EF hand” que foi descrito
como ligante de Ca**, o que reforca a hipétese de que a policistina-2 possui
funcdes de canal de Ca?* (GONZALEZ-PERRETT et al, 2001). A porgédo
carboxi terminal também possui sitios potenciais de fosforilagdo. A figura 9
ilustra essa hipotese.

Como mencionado anteriormente, o dominio carboxi terminal da
policistina-2 é capaz de formar ligacdes helicoidais com a porcao carboxi
terminal da policistina-1, in vitro (QIAN et al., 1997; TSIOKAS et al., 1997).
Essa interacdo sugere que a policistina-2 existe como um homodimero e como
um complexo heterodimérico com a policistina-1. A interacdo entre as
policistinas 1 e 2 sustenta as evidéncias moleculares de que ha uma rota
comum para o desenvolvimento da doenca renal policistica, onde PKD1 e

PKD2 atuam mutuamente.
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Figura 9: Modificacdo na interpretagdo do mecanismo de atuacao da policistina-2 como canal
de Ca®* nao seletivo

Ao que tudo indica, a inativagdo somatica do gene PKDZ2 resulta na
doenca renal policistica. Num estudo feito por Wu e colaboradores, um exon 1
mutante foi introduzido no lécus PKD2 de camundongos tipo selvagem. Esse
alelo mutante instavel que leva a inativacdo somética, através da recombinacgéao
entre os homoélogos intragénicos. Camundongos heterozigotos e homozigotos
para essa mutacdo, tal como camundongos Pkd*", desenvolveram rins
policisticos e lesdes no figado, indistinguiveis do fenétipo humano. De qualquer
modo, cistos renais surgem das células do tubulo renal que perdem a
capacidade de produzir a proteina policistina-2.

A perda somatica da expressao da policistina-2 €, ao mesmo tempo,
necessaria e suficiente para formacao do cisto renal na ADPKD, sugerindo que
0 gene PKD2 possui um mecanismo de controle celular recessivo (WU et al.,
1998). Outros estudos sugerem que essa inativacdo pode ocorrer tanto no
gene PKD1 quanto no gene PKDZ2 (DELMAS et al., 2004; AL-BHALAL e
AKHTAR, 2005; ONG, 1999; ONG et al., 1999; ONG e HARRIS, 2005).
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Os mecanismos exatos da inativagdo somatica dos genes PKD1 e PKD2
ainda sao desconhecidos, mas parece ser uma explicacao viavel para a grande
variabilidade fenotipica encontrada nessa doenca, o que sera discutido adiante
nos mecanismos de controle da cistogénese (IGLESIAS et al., 2000).

Outra evidéncia da proximidade entre os genes PKD1 e PKD2 séao os
estudos de localizagcdo subcelular. A policistina-1 ocorre predominantemente
nos tubulos distal e proximal, principalmente na membrana basolateral,
indicando uma fungdo no mecanismo adesao célula-célula e nos contatos
célula-matriz, que pode ser alterada devido a doenca cistica (RUSSO et al,,
2005). A policistina-2, além da membrana celular, onde ocorre sempre proxima
a policistina-1, também pode ser observada no reticulo endoplasmatico,
sugerindo um papel na regulacdo do metabolismo celular (AL-BHALAL e
AKHTAR, 2005).

Além disso, o gene PKD1 contém um dominio PEST e pode ser
inativado por degradacao rapida (TSIOKAS et al., 1997). A ligacdo do gene
PKD2 ao gene PKD1 pode proteger o gene PKD1 dessa deterioracéo
bloqueando o acesso ao dominio PEST (TSIOKAS et al., 1997). Mutagdes nos
genes PKD1 ou PKDZ2 que provoguem a ruptura dessa interacdo podem
ocasionar na degradacéao rapida do gene PKD1 (WATNICK et al., 1997). Esse
€ um mecanismo que pode explicar o fendtipo similar da doenca sendo
causado por esses dois genes mutantes (MURCIA et al.,, 1998 e 1999). Uma
forma de provocar essa instabilidade é através de um erro de ‘splicing’, ou seja,
rearranjo desordenado do gene durante seu processamento (REYNOLDS et
al., 1999).

A figura 10 exibe a distribuicdo das policistinas em diferentes pontos da

membrana celular.
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Figura 10: llustragao da distribuicdo celular das policistinas e seus papéis na adesao célula-
célula e célula-matriz, além da funcao de troca idnica no epitélio ciliar do tdbulo renal.

O gene PKD3 e a Policistina-3

Um pequeno numero de familias apresenta uma outra forma da doenca
renal que ainda nao foi mapeada, sugerindo a existéncia de um terceiro gene
envolvido na etiopatogenia da ADPKD. A idéia mais aceita é que esse gene
atua no citoplasma como um catalisador da atividade de troca i6nica, que é
desempenhada pelas policistinas da membrana. Alguns estudos concordam
com essa hipétese (BOGDANOVA et al., 1995; DAOUST et al, 1995 e de
ALMEIDA et al., 1995).

Contudo, ha hipéteses de que as policistinas 1 e 2 possam
desempenhar diferentes papéis, inclusive intracelulares, o que coloca a idéia
da existéncia de um terceiro gene em duvida (PATERSON & PEI, 1999).
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Novos estudos nesse sentido poderao esclarecer melhor essa questao.
E até que se tenha clonado algum gene que efetivamente desempenhe as
fungdes citoplasmaticas de controle ibnico na ADPKD, a existéncia do PKD3

continua sendo especulativa.

Funcoes e Expressao Génica das Policistinas

Os dados clinicos suportam a idéia do aumento da proliferacdo celular
nessa doenga e isso ocasiona um aumento no namero de células na parede do
cisto renal, a ocorréncia de hiperplasia polipldide do epitélio cistico e 0 aumento
da freqliéncia de adenomas nos rins cisticos (GABOW, 1993).

Embora alguns fatores de proliferacdo estejam envolvidos na
cistogénese, isso ndo é o suficiente para a formagéao do cisto. A secreg¢ao de
fluido também é necessaria (GRANTHAM et al., 2006).

Em experimentos in vitro, alguns cistos ou formas nodulares
(semelhantes a adenomas) de células renais caninas da linhagem “Madin-
Darby” dependem da proliferacdo com ou sem secrecdo. Nesse modelo, o
estimulo do AMP ciclico, por substancias como cafeina, produz fluido que ao
ser secretado dilata o cisto, sugerindo uma ligagdo entre o sistema de
comunicacao celular e a cistogénese (BELIBI et al., 2002 e 2004).

As policistinas ‘1’ e ‘2 apresentam semelhancas em dominios
transmembrana e na adesao extracelular (WATNICK & GERMINO, 1999). Uma
ligacao heterodimérica entre ambas, através de uma regiao o-hélice localizada
na porcao C-terminal das proteinas, permite que a interacado entre elas seja
forte. Ha evidéncias da participacao das policistinas em eventos como adesao
extracelular e transporte idnico, que possibilitam a regulacdo do fluxo de Ca**
transmembrana (GRANTHAM, 1996; HUSSON et al., 2004).

As policistinas formam uma extensa familia de proteinas composta por
multiplos membros. Varias moléculas ortblogas ja foram descritas em
invertebrados, peixes e mamiferos (GRIFFIN et al., 1997a; CHEN et al., 1999;
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LI et al.,, 2003a e 2003b). Em humanos, € expressa em varios tipos celulares e
suas fungdes bioldgicas ainda nao sao totalmente conhecidas (SANDFORD et
al., 1997; GRIFFIN et al., 1997b; GRIMM et al., 2003 e 2006; DELMAS, 2005).
As figuras 11 e 12 ilustram diferentes proteinas homélogas a PC-1 ou PC-2 que

ja foram descritas até o momento em humanos.
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Figura 11: llustragdo da hPKD1, proteina homéloga a policistina-1 que foi descrita em
humanos.

31



[_)'!Jm:iiifu de [l Sitio de Retengio de
Ligagéo de Sinal do Reticulo Homaélogo ao
Ca’* (EF-hand) \ Endoplasmatico Receptor de

Peptideo Src

H,

hPKD2 Nunes2006

Figura 12: llustragdo da hPKD2, proteina homéloga a policistina-2 que foi descrita em
humanos.

Ensaios realizados a partir do cDNA de toda extensdo do gene PKD1
demonstraram a expressao da policistina-1 in vitro (O'SULLIVAN et al., 1998).
Anticorpos policlonais direcionados contra dominios especificos, extra e
intracelulares, precipitaram a policistina-1, permitindo o uso deste grupo de
anticorpos para determinar a localizacdo desta proteina no epitélio renal e em
células endoteliais, além de tecidos fetais, adultos e de origem cistica. Em rins
adultos e néfrons fetais maduros normais a expressao de policistina é restrita
as células epiteliais do néfron distal e células endoteliais vasculares. A
expressao no néfron proximal foi observada apenas quando a injuria na
proliferacao celular foi induzida. Em outros 6rgaos a expressao da policistina-1
é limitada ao ducto epitelial no figado, pancreas, coracao e células especificas
do cérebro. Esses dados sugerem que a policistina-1 também desempenha
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funcbes de diferenciacdo epitelial e maturacdo celular (IBRAGHIMOV-
BESKOVNAYA, 1997).

Um ponto bastante interessante é o fato da policistina-1 ser menos
abundante em tecidos adultos do que em epitélio fetal e sua expressao ser
significativamente maior em cistos ADPKD, sugerindo um “feedback’ positivo
devido a compostos alterados (IBRAGHIMOV-BESKOVNAYA, 1997).

Existe uma hipotese de consenso de que as diferentes expressdes da
doencga envolvam os genes PKD1, PKD2 e PKD3 (apesar deste ultimo ainda
ter sido alvo de pouco estudos) e resultam de defeitos na interacao de fatores
envolvidos em uma mesma rota metabdlica, provavelmente atuando como

cascatas de sinalizagdo na morfogénese tubular.

QIAN e colaboradores (1997) descreveram um dominio capaz de formar
ligacdes helicoidais (coiled-coil) na por¢cao C-terminal da policistina-1 que se
liga especificamente com a porcdo C-terminal da policistina-2. Quando alguma
mutagdo patogénica ocorre em um dos genes esta associacao fisica in vivo é
comprometida. Outra evidéncia dessa ligacdo bastante estavel é o grau de
conservacao da porcao final do gene PKD1 (WATNICK et al., 1998; TSUCHIYA
et al., 2001; RODOVA et al., 2003).

Embora tenha um padrdo de heranga bem definido, ADPKD tem sido
considerada como uma desordem recessiva sob o aspecto celular, sendo
ambos os alelos PKD1 necessarios para sua inativacao, onde o mecanismo
desencadeador seria uma mutagdo germinativa, seguida entdo por uma
mutacao somatica (GRANTHAM, 1996; PEI et al., 1999).

Atualmente alguns estudos tém se concentrado na funcado, também
atribuida as policistinas, de sinalizagdo mecano-sensitiva de cilios primarios
(WANG et al, 2004). A conexdao entre estruturas ciliares e ADPKD foi
observada a partir de dois modelos animais com rins policisticos de carater
autossdémico recessivo (ARPKD), conhecidos como Orpk e Cpk (congenital
polycystic kidney). Nos camundongos Orpk homozigotos para uma mutag¢ao no
gene Inv que codifica a proteina inversina foi observada a expressao
acentuada de cilios primarios no epitélio renal (MORGAN et al, 1998).
Camundongos Orpk afetados por mutacdo em outro gene, Tg737, codificam
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uma nova proteina chamada polaris, localizada em corpos ciliares basais e no
axonema, que apresentam defeitos no desenvolvimento e assimetria ciliar
(PAZOUR et al., 2002).

Em outros estudos com modelo animal (ratos pck), mutagdes no gene
Cpk deram origem a proteina cistina, co-localizada com as proteinas polaris e
tubulina em células epiteliais renais (LAGER et al.,, 2001; HOU et al., 2002;
YODER et al., 2002).

Trabalhos mais recentes confirmam que o canal policistina-1/policistina-2
esta ligado a associacdao de proteinas microtubulares em cilios primarios. A
funcéo senso-ciliar atuaria como evento sinalizador que leva a proliferacao e a
ativacdo para transporte de ions. Sinais intracelulares mediados pelas
policistinas também incluem regulacado de proteinas GPS (G-protein-coupled-
receptor proteolysis site) e cascatas de ativacao de quinases. Ainda que sejam
hip6teses e inferéncias, parece essencial a presenca de proteinas ciliares no
mecanismo sensitivo das policistinas (NAULI et al., 2003).

CHAVEUT e colaboradores (2004) relatam rotas alternativas e/ou
paralelas atuando a partir de estimulos ciliares e que, através de eventos
proteoliticos, clivam as por¢cdes N-terminal extracelular e C-terminal
intracelular. Este fragmento de cerca de 200 aminoacidos se transloca ao
nucleo, ativando rotas de sinalizacao celular (quinases e fosfatases) e atuando
como modulador de expressao génica das policistinas.

As policistinas possuem atividade relacionada com sinalizacdo de
moléculas e rotas metabdlicas, assim como vasta distribuicdo em organismos
de todo reino animal, com excecao apenas de seres unicelulares. Classificadas
quanto a estrutura molecular, as chamadas PKDI1Like (PKD1, PKD1L1-3 e
PKDREJ - receptor for egg-jelly) possuem uma extensa porcao extracelular, 11

dominios transmembrana e curta porcao intracelular (figura 13).
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Figura 13: llustragdo da hPKDREJ, proteina homéloga a policistina-1 e ao receptor
espermatico de equinodermatas e que foi descrita em humanos.

A porcao REJ tem papel crucial nos eventos de sinalizacado celular e,
paralelamente, como pré-requisito na exocitose da vesicula acrossomal por
processos de concentracdo Na*/Ca?* (QIAN et al., 2002; MENGERINK et al.,
2000). As proteinas homodlogas descritas em equinodermatas também

apresentam caracteristicas moleculares semelhantes (figuras 14 e 15).
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Figura 14: llustracao da suREJ1, proteina do receptor espermatico de equinodermatas
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Figura 15: llustracdo da suREJ3, proteina do receptor espermético de equinodermatas e

homdloga a policistina-1.
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Outros estudos com o nematddeo Caenorhabditis elegans revelaram a
expressdao da lov-1 (location of vulva - figura 16), proteina homdloga as
policistinas 1 e 2, na diferenciacao e comportamento sexual desta espécie (QIN
et al., 2001). Cilios primarios neurais localizados na cabeca e na cauda
desempenham ainda fungdes tacteis do ambiente e resposta ao meio. Este
verme parece ser mais um bom modelo para a ADPKD, além dos murinos,
caninos e felinos ja estudados (JAUREGUI e BARR, 2005; XIAOYING et al.,
2002; YOUNG et al., 2005; ONG e WHEATLEY, 2003; ZHANG et al., 2004).

Sitio do Receptor
Proteolitico Ligado
@ Proteina G

Homdélogo da
Lipoxigenase LOV'1 Munes2006

Figura 16: llustracao da Lov-1, proteina homéloga a policistina-1 descrita em C. elegans.

Evidéncias apontam também associacdo das policistinas com a
formacao do canal ibnico, além da participacdo de subunidades protéicas na
sinalizagdo para o acoplamento estrutural e ativagdo de rotas metabdlicas
(SHILLINGFORD et al., 2006). Essas ativacdes, por sua vez, determinam
eventos como crescimento, diferenciacdo, apoptose e remodelamento tecidual,
em especial durante a cistogénese (DELMAS et al., 2004).
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Controle da Cistogénese

Na evolucéo clinica da ADPKD ha a dilatagdo progressiva de segmentos
tubulares. A perda da morfogénese tubular normal em pacientes com ADPKD
necessita da atividade coordenada de diferentes elementos, sendo que a
maioria deles envolvidos no crescimento celular, remodelamento da matriz

extracelular e secrecao de fluidos.

Estudos da proliferagdo celular sustentam o conceito de que a
predisposicao de transformacao do epitélio tubular é coordenada pela atividade
de outros fatores ambientais necessarios para o processo inicial da
cistogénese, além de fatores genéticos intrinsecos, como mutagdes somaticas
adicionais ou perda de heterozigosidade (HOCHER et al., 2003).

A combinacao destes mecanismos potenciais da cistogénese leva aos
diferentes estagios da doenca. A proliferacdo celular e mudancas
extracelulares sdao provavelmente as causas de predisposicdo dando inicio a
dilatacdo das estruturas tubulares. Sem a secrecédo de fluidos, a proliferacao
celular da origem, preferencialmente, a formagéao de tumores sélidos, no qual

cistos e carcinomas renais coexistem (GRANTHAM et al., 1987).

Por outro lado, mudangas na composicdo da matriz extracelular
resultaram no bloqueio da cistogénese in vitro, sugerindo uma interacao célula-
célula e/ou célula-matriz extracelular (STREETS et al, 2003). Interacdes
célula-matriz extracelular também sao vitais em fungdes regulatérias e na
manutencgao da integridade tecidual (SESSA et al., 1997).

Aparentemente o0 metabolismo do adenosina monofosfato ciclico (CAMP)
€ 0 componente central da formacao, estimulacao de secrecao e acumulo de
fluidos cisticos (YAMAGUCHI et al., 2000; TORRES, 2004). Nas células renais
normais a proliferagéo celular é inibida pelo cAMP, diferentemente nas células
ADPKD ocorre estimulacao de proliferacao celular. H4 evidéncias que o cAMP
e fatores de crescimento epiteliais atuam como efeitos complementares na
progressao da doenga (GRANTHAM, 2002).

Niveis consideraveis de RNAm para colageno e laminina foram
encontrados em rins de camundongos cpk/cpk, 0 modelo animal para PKD
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recessivo. Em analogia, células PKD em cultura produziram niveis elevados de
compostos de colageno, sugerindo que células epiteliais em matrizes de
colageno podem mudar sua orientacdo e tipos de intera¢des celulares. Isso
envolve a polaridade e a localizagdo de transportadores de agua e solutos,
como glicose, que pode ter seu metabolismo alterado em condi¢des cisticas
(STREETS et al., 2006).

O monitoramento da Na*/K* ATPase nos diferentes estagios de
cistogénese em camundongos Cpk/Cpk mostrou um aumento circunstancial
durante o desenvolvimento de cistos (CANDIANO et al., 1992), dando a essa
enzima um papel de potente mediador de secrecdo de fluidos e solutos em
cistos no paciente ADPKD. A figura 17 ilustra o provavel mecanismo de
inversdo da polaridade iénica envolvido na génese do cisto renal.

@ ok atpase
VReceplur do Fator de Crescimento Epidermal

Reabsorgao

Secregao

]

i

Nunes2006

Membrana basal

Figura 17: Mecanismo de inversdo da polaridade do fluxo iénico no epitélio ciliar que altera a
funcao celular, passando de absorvente para secretora.

Um mecanismo potencial para a secrecdo de fluidos pode ser a
localizacdo anormal da Na'/K* ATPase no epitélio cistico. O epitélio cistico
humano possui Na*/K* ATPase localizada da posicdo apical em direcdo a
porcéo basolateral das células. Embora essa alteracdo da polaridade celular
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possa contribuir para a cistogénese da ADPKD e também possa ser aplicada
ao modelo murino (camundongos cpk) de ARPKD, ela ndo parece competente
o bastante na etiopatogenia dessa doenca, uma vez que a Na'/K* ATPase tem
distribuicao basolateral normal na doenca cistica induzida quimicamente e na
doenca policistica autossémica recessiva em humanos (GABOW, 1993).

Por outro lado, estudos histopatolégicos de rins com ADPKD tém
confirmado que a formacao dos cistos inicia com o crescimento anormal de um
tubulo em qualquer segmento do néfron, inclusive naqueles com origens
embrionarias diferentes (EVAN e McATEER, 1992; SHAFER et al., 1994).
Essas observacgdes sugerem que a formagdo dos cistos ocorre num processo
de duas etapas, onde além da mutacao herdada no lécus do gene da ADPKD
que se esta investigando, ha a necessidade de outro estimulo para o inicio da
cistogénese, provavelmente uma mutagdo somatica. Essa hipdtese &
sustentada, ainda, pela idéia de que os cistos renais sao monoclonais (QIAN et
al., 1996).

O mecanismo de inativacdo do cromossomo X tem sido comumente
usado para demonstrar a natureza clonal de tumores. A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), baseada em ensaios de clonagem tem sido aplicada a uma
quantidade de modelos. Esse método expde sitios de restricdo sensiveis a
metilagéo (Hpall e Hhal), tais como o do gene do receptor do androgénio ligado
as repeticdes (CAG)n altamente polimorficas encontradas no cromossomo X. O
padrdao de metilacdo desses sitios se correlaciona com a inativacdo do
cromossomo X. Wililam e colaboradores usaram esse principio e
demonstraram a natureza monoclonal da histiocistose X (WILLIAM et al.,
1994). Qian e colaboradores modificaram a técnica e determinaram a natureza
monoclonal que as células epiteliais podem assumir em um unico cisto. Nesse
estudo foram isoladas amostras de DNA a partir de células do epitélio cistico
recolhidos por microdissec¢ao. Foram avaliados 76 cistos renais de 8 mulheres
afetadas e 6 cistos (82%) foram considerados monoclonais. Outro teste usado
pelos autores foi o calculo da perda de heterogeneidade alélica através do
microssatélite intragénico KG8 do gene PKD1.

Esse marcador esta localizado na regidao 3’ nao-traduzida do gene
(SNAREY et al., 1994). Normalmente dois alelos sdo amplificados na maioria
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das amostras. Num pequeno subgrupo, apenas uma banda simples foi
amplificada por PCR. Como controle enddgeno, foram usados primers do gene
do receptor do androgénio. Ao todo, 46 cistos de quatro doadores foram
avaliados por KG8 e 17% foram identificados como hemizigotos para esse
marcador. Para confirmar os resultados, foi usado um segundo marcador nao-
intragénico, mas imediatamente préximo ao gene PKD1, distante apenas 70 Kb
da regiao altamente polimérfica: EJ1. Foi encontrada uma concordancia quase
completa (exceto por uma amostra) entre os resultados de KG8 e EJ1. Esse
estudo foi muito importante na determinacao do comportamento clonal que os

cistos assumem durante sua expansao.

Outras Interacoes Moleculares

Se por um lado a etiologia dos rins policisticos pode ser explicada por
mutagcbes em genes especificos (PKD1, PKD2 ou PKD3), o mecanismo de
expansao dos cistos ou a prépria progressdo da doenca renal policistica nao
podem ser explicados por mutacdes isoladas nesses genes. Desse modo,
diversas hipéteses de interagdes moleculares sdo apontadas como possiveis
co-participantes desse processo, conforme apresentado anteriormente na
figura 2 (pagina 15).

Um exemplo é a participacao da proteina Tg737 (MURCIA et al., 1998).
Como o gene humano para a forma recessiva da doenca renal (doenga renal
policistica da infancia) ndo foi identificado a partir de clones, o gene associado
ao camundongo mutante orpk € atualmente usado como modelo.

Assim como em humanos, o modelo animal orpk apresenta doenca
hepatorrenal. A caracterizacdo do l6cus mutante aponta o gene Tg737 como
associado ao fenétipo nesse modelo. A analise do DNA complementar indica
que o gene Tg737 expressa um RNA mensageiro de 3,2 Kb que codifica um
polipeptideo de 824 aminoacidos. A proteina Tg737 contem 10 cépias de
repeticoes tetratricopeptidicas, um motivo bastante conservado que foi
originalmente identificado em varios genes do ciclo de controle celular. Esse
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motivo também ja foi identificado em proteinas que nao apenas controlam o
ciclo celular, mas também que participam da regulacado de rotas metabdlicas,
incluindo transporte de proteinas, regulacdo da transcricido e diferenciacéo
celular. O gene Tg737 é altamente conservado entre humanos e murinos. O
gene humano produz um RNA mensageiro que codifica uma proteina quase
idéntica em tamanho a proteina murina. O mapeamento cromossémico mostra
que esse gene se localiza no brago longo do cromossomo 13, numa posicéao
préxima ao centrdmero.

Um complexo de macromoléculas pode estar envolvido no surgimento e
progressao dos rins policisticos (MURCIA et al., 1998). Esse complexo que
envolve policistina-1, policistina-2 e Tg737, proteinas existentes na membrana
citoplasmatica, pode ser ancorado por outras proteinas como a actina do
citoesqueleto, a-catenina, p120-catenina, as quais se sabe formam ligacdes
com Tg737 (HUAN e vanADELSBERG, 1999; RODOVA et al, 2002).
Admitindo-se que a policistina-2 pode formar um canal ativado de Ca**, como
um homodimero, a conexao de um ligante indefinido ao dominio extracelular da
policistina-1 pode mediar as alteragdes na regulacdo intracelular do Ca*
(BABICH et al, 2004). Esse ligante indefinido também pode facilitar as
modificacbes na fosforilacdo da policistina-1, a qual pode participar da
transducédo de sinais na célula. Como resposta a essa conexao do ligante
indefinido, pode haver o desprendimento da Tg737 das moléculas associadas a
ela na membrana, o que potencialmente permite que a Tg737 se mova até o
nucleo onde pode se associar a outras proteinas, como o fator de transcricao
HNF4. De acordo com esse modelo, sem a policistina-1, policistina-2 ou a
Tg737, devem acontecer mudangas no Ca?* intracelular e na transdugdo de
sinais, alteracdo na actina do citoesqueleto e mudancas na transcricdo dos
genes (figura 18). Essas mudangas dentro das células podem coletivamente
dar inicio as caracteristicas proliferativas, secretoras e as alteracdes da matriz
extracelular que levam, em ultima instancia, a formagéao dos cistos renais na
doenca renal policistica (ORELLANA e AVNER, 1995).

Outro mecanismo proposto envolve a rota do receptor do fator de
crescimento epidermal (EGFR- Epidermal Growth factor receptor). O EGFR
estd normalmente localizado na superficie basolateral das células do epitélio
renal. Uma localizacdo mista do EGFR, com distribuicdo tanto na superficie
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basolateral quanto apical, em linhagens de células do ducto coletor é
conhecida por ocorrer tanto em humanos quanto em camundongos com
diversas formas da PKD que foram iniciadas por diferentes genes mutantes.
Com a alteragdo da localizagdo do EGFR para a superficie apical ha um
aumento tanto na producdo do RNAm dessa proteina quanto na atividade
tirosina quinase nos rins cisticos que o EGFR possui (ORELLANA et al., 1995).

Nunes2006

Figura 18: A) Um grande complexo consistido da PC1, PC2, 737, a-catenina (o) e p120-
catenina (p120) pode se ligar com o complexo a/p-120/B-catenina/E-caderina e ao complexo
o/EGFR através do citoesqueleto de actina. B) Pela ligacdo de um ligante indefinido da
policistina-1 (PCL), podem ocorrer alteragdes na concentragao intracelular de Ca®*, transdugao
de sinais, transcricdo génica e degradagao do RFCE. Snx, variante da nexina especializada na
degradacéo lisossomal; HNF4, fator nuclear 4 do hepatdcito.

Em adicdo ao papel do complexo protéico PKD, a Tg737 pode ainda ter
um papel importante na sinalizagdo do EGFR através da sua associagdo com a
Snx1, uma variante selecionada da nexina. Normalmente a Snx1 estd
envolvida na degradacdo lisossomal do EGFR, através de ligagcdes a
membrana desse fator. Com a possibilidade de associacdo da Tg737 com a
Snx1 promove uma modificacdo na estabilidade de ligacao entre a Snx1 e
EGFR. Na auséncia da Tg737, como ocorre nos rins mutantes, a Snx1 pode

43



assumir uma fung¢ao inadequada, guiando uma estabilizacao relativa do EGFR
na membrana celular, o que pode ocorrer, preferencialmente, na superficie
apical e pode ser responsavel pelo aumento significante dos niveis de EGFR
observado na superficie apical do epitélio cistico (MURCIA et al., 1998).

Ha um interesse consideravel na definicAo de outras moléculas ou
alteracdes nas rotas de progressao da PKD, em adicdo a identificacédo e estudo
dos genes que sao responsaveis pelo inicio da doenca (GALLAGHER et al,,
2000). Um numero consideravel de alteragbes celulares tem sido identificado
em rins mutantes de humanos e de varios modelos de camundongos para
PKD, inclusive 0 aumento da expressdo génica de diversos protooncogenes
(MURCIA et al.,, 1998). Entretanto, ndo estd claro se essas alteracbes sao
responsaveis pela progressao da doenca ou se sao simplesmente secundarias.
Isso poderia refletir anormalidades da matriz extracelular, da proliferacéo
celular ou alteragcbes na polaridade da membrana que sao comumente
observadas na PKD tanto em humanos quanto nos modelos animais
disponiveis para estudo (GATTONE et al., 2002).

Esse interesse por novas moléculas envolvidas na progressao da doenca
renal policistica é importante para que sejam definidas estratégias terapéuticas
para os pacientes. Algumas abordagens parecem contribuir nesse sentido,
como a participacdo de caspases (TAO et al., 2005b) e ATP (WILSON et al.,
1999).

O que diversos autores concordam é que a compreensdao dos
mecanismos envolvidos nos rins policisticos contribuira ndo apenas para o
entendimento dessa doenca, mas também para o esclarecimento de algumas
variantes da fungédo renal (COTTON et al, 1998; MURCIA et al, 1999;
WILSON, 2001 e 2004; HUSSON et al., 2004; AL-BHALAL & AKHTAR, 2005;
ONG & HARRIS, 2005; GRANTHAM et al., 2006).
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RESUMO

Introducao: A doenca renal policistica autossémica dominante (ADPKD) é uma
das nefropatias genéticas mais comuns com uma prevaléncia de 1:800
individuos da populacao em geral e entre 5-10% dos pacientes submetidos a
hemodialise. Existem poucos dados epidemiologicos sobre essa doenca no
Brasil. Nesse sentido, o objetivo desse estudo foi investigar tanto a prevaléncia
quanto o perfil clinico e molecular da ADPKD entre os pacientes submetidos a

hemodialise no sul do Brasil.

Métodos: Esse estudo transversal prospectivo envolveu 24 centros de
hemodialise durante 5 anos de investigacdo. Os pacientes foram selecionados
para ADPKD de acordo com as informacgdes clinicas, laboratoriais e exames de

imagem existentes nos registros médicos.

Resultados: Dentre os 1326 pacientes em hemodialise no sul do Brasil que
compuseram a amostra, 99 (7,5%) apresentavam rins policisticos como causa
primaria da insuficiéncia renal crénica. As comparacdes entre os subgrupos
avaliados (ADPKD e nao-ADPKD) nao revelaram diferengcas com relevancia
estatistica para média de idade, género e etnia. Foram identificadas 42
mutagdes na regido 3’ do gene PKD1 em 17 pacientes ADPKD analisados.

Conclusoes: Nossos dados revelam a prevaléncia da ADPKD entre os
pacientes submetidos a hemodialise no sul do Brasil. Além disso, o perfil clinico
da ADPKD observado na amostra estudada é semelhante aos dados descritos
nas populagdes norte-americana e européia. Isso pode ser atribuido a
semelhanca na composicao étnica da nossa amostra, onde predominam o0s
descendentes de imigrantes europeus. Nenhuma mutacédo nova foi observada
na amostra. Da mesma forma, nenhuma relacédo entre a evolugéo clinica e o

perfil molecular dos pacientes foi identificada.

47



INTRODUCAO

A doenca renal policistica autossémica dominante (ADPKD) é uma das
doencas genéticas mais freqlentes, constituindo uma importante causa de
insuficiéncia renal. Essa doenca pode ser identificada em até 10% dos
pacientes em hemodialise na Europa e Estados Unidos [1,2] e em cerca de 3%
dos pacientes na Asia [3]. A ADPKD afeta um a cada 800-1000 individuos da
populacao geral e é responsavel por uma a cada 3000 internagdes hospitalares
[1,4,5]. Um estudo previamente publicado indicou que 7,6% dos pacientes
submetidos a hemodialise em Porto Alegre, capital do Rio Grande do Sul (sul
do Brasil), tinham diagndéstico de rins policisticos [6].

A ADPKD é causada basicamente por mutacées em genes especificos no
cromossomo 16 (PKD1) e 4 (PKD2), que codificam as policistinas 1 e 2,
respectivamente. As policistinas sao proteinas que participam de processos
celulares basicos como proliferacao, diferenciacao e transporte molecular [4].
Diversos tipos de mutacao ja foram descritos nos genes PKD1 e PKD2, o que
pode causar uma reducao aparente na funcdo das policistinas e resultar na

formacéao de cistos [3,7,8].

Os cistos sao clinicamente detectaveis nos rins, figado e pancreas, mas
também podem ser observados em diversos tecidos epiteliais [1,4]. Além disso,
algumas complicagdes e comorbidades sao descritas nos pacientes com rins
policisticos, tais como hematuaria, proteindria, hipertensao, diverticulose,
infeccdes urinarias, litiase renal e neoplasia [1,2,4-7]. Também ja foram
descritos aneurismas cerebrais em aproximadamente 5% dos pacientes e

anormalidades cardiovasculares em cerca de 25% [5,9-13].

Os dados epidemiolégicos de prevaléncia da ADPKD sao extensamente
publicados em outros paises, principalmente nos Estados Unidos e na Europa.
Um pequeno numero de estudos sobre a epidemiologia dos rins policisticos
esta disponivel no Brasil, sendo que a prevaléncia varia de 3,3% a 7,6% entre
0os pacientes submetidos a hemodialise [6,11]. Desse modo, o objetivo do
presente estudo foi investigar a prevaléncia, o perfil clinico e molecular da
ADPKD nesses pacientes.
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MATERIAIS E METODOS
- Populacao de estudo

Trata-se de um estudo transversal prospectivo que analisou os pacientes
atendidos em 24 centros de hemodialise localizados na regido sul do Brasil
(Rio Grande do Sul). O estudo foi conduzido em 10 cidades (Porto Alegre,
Camaqua, Soledade, Santa Maria, Lajeado, Santa Cruz do Sul, Caxias do Sul,
Passo Fundo, Novo Hamburgo e Canoas) através da investigacdo de
prontudrios, no periodo de dezembro de 2000 a dezembro de 2005.

Foram considerados como critérios de inclusao: (i) existéncia de histéria
familiar de rins policisticos e (ii) exame de imagem positivo para ADPKD,
conforme Ravine et al. [14]: pacientes jovens com até 30 anos devem ter até
dois cistos em um dos rins; entre 30 e 59 anos os pacientes devem ter dois
cistos em cada rim e pacientes com 60 anos ou mais devem ter quatro cistos

em ambos oS rins.

Ale da data de inicio do tratamento por hemodidlise, algumas informacdes
clinicas anteriores a hemodiélise, coletadas a partir de relatos dos pacientes,
foram avaliadas como dados complementares, tais como: histoéria pregressa de
hematdria macroscépica, infeccdo urinaria de repeticdo, litiase renal,

hipertensao, diverticulose, cistos hepaticos e aneurisma.

Também foram analisados como dados complementares alguns
parametros clinicos aferidos durante o tratamento dialitico, sendo eles: uréia
pré-dialise, uréia pods-dialise, creatinina sérica, calcio, potassio, fdésforo,
albumina e globulina. Para essas variaveis foram considerados os valores mais
recentes disponiveis nos prontuarios. Os valores de referéncia normais para
pressao arterial sistémica foram: pressao sangtinea sistdlica <120 mmHg e
pressao sanglinea diastélica <90 mmHg.

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre (IRB n? 00000921 - International Review Board).
Todos os pacientes convidados a participar do estudo foram informados quanto
aos objetivos da investigacao e a admissdo na amostra dependia da assinatura

de um consentimento informado.
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- Analise molecular

Para garantir que fossem selecionados pacientes com ADPKD tipo ‘1’,
foram analisados somente os pacientes com idade média de diagndstico de
4015 anos. Desse modo, dentre os pacientes ADPKD identificados foram
obtidas amostras de DNA de 32 individuos nao relacionados para analise
mutacional descritiva. O DNA total dos pacientes foi isolado a partir de sangue
periférico e isolado pela técnica de desproteinizacao diferencial por sal [15]. As
amostras de DNA foram flanquedas por oligonucleotideos na regido 3’ do gene
PKD1 e foram amplificadas por PCR. Os produtos de PCR foram analisados
por sequlenciador automatico (MegaBACE 1000 — GE HealthCare), conforme
instrucbes do fabricante. Os dados obtidos foram comparados pela plataforma
BLAST do GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/).

- Analise estatistica

Os dados sdo apresentados como meédiatdesvio padrdao (DP). As
diferengas entre os pacientes ADPKD e ndo-ADPKD foram comparadas pelo
teste t ndo pareado para as variaveis com distribuicdo normal e pelo teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney para as variaveis com distribuicao distorcida. As
diferencas entre as freqiiéncias foram calculadas pelo teste do Qui-quadrado
(x?), com correcdo de Yates quando necessario. A andlise dos dados foi
processada pelos pacotes estatisticos SPSS 8.0 (SPSS Inc, Chicago, IL) e
STATA 7 (College Station, Texas). A margem de significancia foi estabelecida
em 0,05.
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RESULTADOS

Foram avaliados 1.326 pacientes de 24 centros de didlise. Dentre esses,
99 (7,5%) apresentaram o diagndstico definitivo de doenca renal policistica
como causa da insuficiéncia renal crénica terminal, 74 individuos apresentaram
informacdes clinicas disponiveis no prontuario e 47 dispunham de dados
bioquimicos.

Em relacdo a idade média dos pacientes e a distribuicdo por sexo nao
foram observadas diferencas relevantes do ponto de vista estatistico. Os dados

demograficos estdo resumidos na tabela 1.

A informacado etnia foi baseada na autodeterminacdo dos pacientes. A
maioria dos pacientes avaliados consiste em Euro-descendentes (77%) e
nesse grupo 7,7% dos pacientes apresentam diagnéstico de ADPKD. O
restante da amostra consiste em Afro-descendentes (23%) e entre esses 6,9%
sdo portadores de ADPKD. A diferenca entre os valores da frequéncia de
ADPKD entre esses dois grupos étnicos nao caracteriza uma diferenca
estatisticamente significativa. Esse é o primeiro dado epidemiol6gico sobre a
doenca renal policistica do adulto descrito para Afro-descendentes brasileiros.
Nenhum paciente de outro grupo étnico foi observado na nossa amostra.

De um modo geral, diversas patologias associadas aos rins policisticos
foram observadas. A mais comum foi a hipertensédo, observada em 49% dos
pacientes com diagnéstico de ADPKD. O diabetes mellitus foi observado em
apenas trés pacientes ADPKD.

A hematuria macroscépica € um dos sinais comuns da doenca renal
policistica [4]. Entretanto, esse achado, analisado através de relatos, foi
observado em apenas quatro pacientes (6%) com diagnéstico de rins
policisticos e em 16 pacientes (1,9%) do grupo ndo-ADPKD (P= 0,06). A litiase
renal também ¢é tida como uma comorbidade comum e, nesse estudo, foi
descrita por 8 pacientes (12%) com ADPKD, um numero significativamente alto
quando comparado aos 3% observados entre pacientes ndo-ADPKD (P=0,03).

A presencga de infecgao urinéaria foi similar nos grupos.

Como era esperado, os cistos hepaticos foram relatados apenas nos
pacientes com rins policisticos [1] e apenas um paciente com rins policisticos
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teve diagnéstico de aneurisma cerebral. As caracteristicas das patologias
associadas estdo sumarizadas na tabela 2.

Os niveis séricos de creatinina, potassio e fésforo foram
significativamente maiores nos pacientes com ADPKD. Qutras varidveis como
calcio, albumina, globulina, uréia pré e pés dialise foram semelhantes nos dois
grupos. Os parametros laboratoriais dos pacientes em hemodialise estao
apresentados na tabela 3.

Dos 32 pacientes selecionados para analise mutacional descritiva, apenas
17 apresentaram alteracbes na sequéncia de DNA da regido 3’ do gene PKD1.
Ao todo foram identificadas 42 mutacdes, sendo elas: 12 insercdes, 6 delecoes,
13 transversdes e 11 transicfes. Nenhuma mutagdo nova foi observada na
amostra estudada. As alteracées de nucleotideos encontradas estdo descritas

na tabela 4.

DISCUSSAO

A ADPKD é o melhor exemplo de doenca cistica renal monogénica
relacionado ao fendtipo policistico [1,2] e constitui uma importante causa de
insuficiéncia renal, 50% de todos os pacientes afetados desenvolvem
insuficiéncia renal crénica terminal (IRCT) [2,16-18].

Nesse estudo, foi avaliada a prevaléncia e os parametros clinicos de
pacientes com rins policisticos e IRCT submetidos a hemodialise no Rio
Grande do Sul, regiao sul do Brasil. Foi observado que 7,5% dos pacientes
desse grupo apresentam doenca renal policistica como causa da IRCT.

A maioria dos pacientes estudados é descendente de europeus. Nesse
sentido, o valor da prevaléncia concorda com dados previamente publicados
nos Estados Unidos e Europa, onde 8-10% dos pacientes em hemodialise tém
ADPKD. Entretanto, os resultados apresentados aqui contrastam com a
prevaléncia de 3,3% previamente publicada para pacientes em hemodialise no
Estado de Sao Paulo, sudeste do Brasil [11]. Essa discrepancia pode ser
atribuida a diferengas na composicao étnica dessas regides ou a uma possivel
sub-amostragem do estudo realizado por Sesso e colaboradores [11] que usou
como base de dados os registros do Ministério da Saude (DATASUS).
Diferencas epidemioldgicas da ADPKD j& foram descritas entre os alguns
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grupos étnicos [16-18]. Por exemplo, uma baixa prevaléncia observada na
Asia, onde apenas 2,5-3,2% dos pacientes em dialise tém rins policisticos [12].
Além disso, dados epidemioldgicos recentes de 90.778 pacientes com doenca
renal cronica terminal nos Estados Unidos revelam uma prevaléncia de ADPKD

entre caucasoides de 6,1% e apenas 1,6% entre os pacientes negroides [19].

Nossos dados revelam semelhanca na prevaléncia entre os sexos (47%
homens e 53% mulheres, P=0,15), o que esta de acordo com estudos
epidemioldgicos prévios [12,19]. Milutinovic e colaboradores [10] também n&o
descrevem diferenca entre os géneros. Naquele estudo foram amostrados 140
pacientes norte-americanos selecionados a partir de arquivos de familias com
rins policisticos, onde 64 (46%) eram homens e 76 (54%) eram mulheres,
ambos com mesma faixa etaria. Em outro estudo brasileiro, que investigou
pacientes atendidos em um hospital universitario, entretanto, foi observada
uma alta prevaléncia de mulheres (63%) com rins policisticos [20].

O inicio da IRCT é comumente observado na terceira década de vida dos
pacientes afetados por doencas renais diversas. Os pacientes avaliados nesse
estudo apresentam idade média aproximada de 53 anos. Esse dado se
assemelha aos dados descritos em outras populacdes. Por exemplo, um
estudo publicado com dados da populacao japonesa [12], onde foram avaliados
3.699 pacientes em dialise, mostrou que 1976 pacientes eram homens com
idade média 52+11 anos e 1725 eram mulheres com idade média de 54+10
anos. Se considerarmos a idade média de ingresso no tratamento dialitico, o
valor aproximado que foi observado é de 46 anos e é bastante semelhante a
outro estudo feito em pacientes brasileiros [20], onde a idade média observada

ao inicio do tratamento foi de 45,4+9,5 anos.

A hematuria microscopica ou macroscopica também constitui um achado
freqUente em pacientes com rins policisticos [18]. A hematuria macroscépica foi
descrita por 4 (6%) pacientes com ADPKD e por 16 (1,9%) pacientes nao-
ADPKD. Entretanto, esses valores tangenciam a margem de significancia (P=
0,06).

Mais de 50% dos pacientes com ADPKD desenvolvem hipertensdo em
algum estagio da doenca [2]. Essa comorbidade precede o desenvolvimento da
insuficiéncia renal e constitui um fator de complicacdo na progressao da
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doenca renal [21-24]. No nosso estudo, observou-se uma prevaléncia de 49% e
62% de hipertensdo entre o0s pacientes ADPKD e nao-ADPKD,
respectivamente. Esses dados nao apresentam diferenca significativa entre si e
se assemelham a outro estudo feito recentemente em pacientes com ADPKD
(63%) em outra amostra da populacéo brasileira [20]. Por outro lado, dados da
literatura indicam prevaléncias de até 80% de hipertensao nos pacientes com
ADPKD em outras populacées [10,17].

A litiase renal também é um achado freqiente nos pacientes com ADPKD
[2]. Nos nossos pacientes a litiase renal foi descrita por 8 (11,9%) pacientes
com ADPKD. Esse valor foi significativamente alto quando comparado ao grupo
ndao-ADPKD, onde apenas 2,7% dos pacientes relataram litiase pregressa
(P=0,03).

Em pacientes com rins policisticos a freqiiéncia de aneurismas varia de 0
a 41% [2]. O disturbio vascular mais grave é o desenvolvimento de aneurisma
cerebral, que ocorre em menos de 5% dos pacientes [25]. Aneurismas
localizados em outros vasos, aorta e coronarias, por exemplo, ja foram
descritos [26]. Nesse estudo aneurisma cerebral foi observado em apenas um
(1,5%) paciente com ADPKD e em 4 (0,5%) pacientes nao-ADPKD, de acordo

com as informagdes disponiveis nos prontuarios.

O desenvolvimento de cisto hepatico € raro nos pacientes jovens com
ADPKD, mas comum nos pacientes com mais de 50 anos [2]. As mulheres
tendem a ter mais cistos hepaticos que os homens e os cistos aumentam em
namero e tamanho apds a gestacao [17]. Cistos no pancreas e no baco
também podem ser encontrados, porém sdo menos freqtientes [18]. Dentre os
pacientes com rins policisticos avaliados nesse estudo, 11,9% apresentaram
cistos hepaticos. Considerando que a média de idade dos pacientes foi de 54

anos, era esperado um numero maior de pacientes com cistos hepaticos.

Em apenas dois pacientes foi observado diverticulo colénico, sendo um
deles com ADPKD. Em média 20% dos pacientes com rins policisticos
apresentam diverticulos colbénicos. A idéia inicial para esse achado sugere que
os diverticulos resultam da pressdo mecéanica exercida na parede intestinal.
Contudo, essa hip6tese estd sendo reavaliada apds a descoberta de alguns

mecanismos responsaveis por alteragdes moleculares do tecido conjuntivo,
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semelhante ao que acontece nos cistos e aneurismas. Ishikawa e
colaboradores [27] descrevem dilatacdo em ductos biliares de 40% dos
pacientes com rins policisticos. Danaci e colaboradores [28] também
descrevem cistos nas vesiculas seminais (60%) e préstata (11%) em pacientes
com ADPKD.

Outra caracteristica comum nestes pacientes é a suscetibilidade a
doencas infecciosas, especialmente a infeccdo do trato urinario (ITU). Nesse
estudo, a historia de ITU foi observada em 7,5% dos pacientes ADPKD e em
5,6% dos pacientes ndo-ADPKD.

Foram observadas diferencas significativas nos niveis de creatinina,
potassio e fésforo nos pacientes com rins policisticos quando comparados aos
pacientes do grupo nao-ADPKD. Essas diferencas poderiam refletir a
diversidade dos pacientes quanto a dieta, superficie corpdérea ou massa
muscular [17]. Entretanto, parecem nao ter nenhum significado clinico e,

provavelmente, resultam de uma variabilidade estatistica.

A anadlise mutacional descritiva dos pacientes ADPKD revelou a existéncia
de algumas alteragées. Nenhuma das alteragbes de nucleotideos encontrada
caracteriza uma mutagdo nova. Do mesmo modo, n&o identificamos relagao
entre a posicdo e/ou quantidade de mutagdes e a evolugdo clinica dos
pacientes. Mesmo assim, esse tipo de andlise € importante, pois orienta novas
investigacbes em outras regides do gene, uma vez que das 32 amostras
analisadas apenas 17 apresentaram mutacdes na regidao 3’ do gene PKD1.

Dados epidemioldgicos revelam que aproximadamente 91.000 pessoas
possuem rins policisticos nos Estados Unidos, com uma incidéncia de 10.000
casos por ano [19]. Dados semelhantes nao estao disponiveis para populacao
brasileira. Contudo, se considerarmos um aumento de 100% na prevaléncia da
doenca renal entre 1994 e 2001 [29] poderemos estimar o numero de pacientes
brasileiros com rins policisticos. De fato, a populacdo com insuficiéncia renal
cronica terminal esta estimada em aproximadamente 60.000 pacientes com
uma incidéncia de 8% ao ano [29]. Desse modo, como descrevemos aqui que
7,5% em hemodidlise tém rins policisticos, pode-se estimar que existam entre
4.200 e 6.000 pacientes portadores de ADPKD no Brasil atualmente em

hemodialise.

55



Em resumo, os resultados obtidos nesse estudo indicam que a doenca
renal policistica é prevalente entre os pacientes submetidos a hemodiélise no
sul do Brasil. Paralelo a isso, o perfil clinico desses pacientes se mostrou
bastante semelhante ao que ja foi descrito para popula¢cdes norte-americanas e
européias, provavelmente pela semelhanca na composicao étnica da amostra
que é predominantemente composta por descendentes europeus. Devido a
variabilidade da populacdo brasileira, mais estudos epidemiolégicos de
prevaléncia e incidéncia sdo necessarios, além de dados sobre a evolugéo

clinica e o perfil genético e molecular dos pacientes brasileiros.
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Tabela 1: Dados demograficos da populacao estudada.

ADPKD nao-ADPKD
Caracteristica Valor de P
(N=99)* (N=1227)*
Faixa etaria média
ldade (anos) 53,8+ 11,0 53,2+ 16,1 0,76
ldade ao diagnéstico (anos) 452+16,6 47,3+20,4 0,57
Género
Masculino 52 (53%) 699 (57%) 0.43
Feminino 47 (47%) 528 (42%)
Etnia
Euro-descendentes 76 (77%) 906 (74%)
Afro-descendentes 23 (23%) 306 (25%) 0,46
Descendentes asiaticos 0 15 (1%)

Legenda (tabela 1):

*Numero total de pacientes avaliados a partir dos registros médicos
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Tabela 2: Patologias associadas e sinais clinicos identificados.
Disturbio associado/ ADPKD nao-ADPKD

Valor de P
complicacao clinica (N=74)* (N=901)*
Hipertensao™** 33 (49,3%) 495 (57,4%) 0,10
Diabetes** 3 (4,4%) 192 (12,3%) <0,001
Glomerulopatias*™* 0 93 (4,8%) 0,004
Macrohematuria** 4 (6,0%) 16 (1,9%) 0,06
Litiase renal** 8 (11,9%) 23 (2,7%) 0,03
Diverticulo colénico** 1(1,5%) 1 (0,1%) 0,90
Infeccao do trato urinario*™ 5 (7,5%) 48 (5,6%) 0,95
Aneurisma cerebral*** 1(1,5%) 4 (0,5%) 0,72
Cistos hepaticos*** 8(11,9%) O 0,03

Legenda (tabela 2):
* Numero total de pacientes avaliados a partir dos registros médicos

** Informacao existente antes do tratamento por hemodialise

*** Diagnéstico por exame de imagem anterior ao tratamento por hemodialise
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Tabela 3: Valores médios de marcadores bioquimicos e hematoldgicos.

Marcadores bioquimicos ou ADPKD nao-ADPKD
hematoldgicos (N=47)* (N=585)* Valorde P
Creatinina sérica (mg/dL) 10,6 +3,4 8,8 +£3,0 <0,001
Fosforo sérico (mg/dL) 58117 51%£1,6 0,004
Potassio sérico (mEqg/dL) 54+0,8 51+%0,8 0,009
Célcio sérico (mg/dL) 8,8 +1,1 8,614 0,35
Albumina sérica (g/dL) 3,8+0,9 3,6 0,5 0,12
Globulina sérica (mg/dL) 28%0,6 29%0,6 0,60
Hemoglobina (mg/dL) 9,6 £1,9 9,4+1,8 0,44
Hematdcrito (%) 29,5+6,8 29,2155 0,71
Uréia pré-dialise (mg/dL) 1488 +39,5 144,9+39,8 0,51
Uréia po6s-dialise (mg/dL) 52,1 £18,9 496+21,7 0,45
Legenda (tabela 3):

*Numero total de pacientes avaliados a partir dos registros médicos
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Tabela 4: Alteracdes nucleotidicas encontradas em pacientes com ADPKD.

Paciente Sexo* Quantidade™ Posicdao Alteracdo
1 F 1 51742 Insergcéo A
2 M 1 51834 Delecéo G-
3 E 5 51830 Transicao C-T
51851 Transigao G-A
4 M 1 51846 Insercéao G+
5 M 1 51959 Insercao G+
6 M 5 51832 Transversao G-C
51890 Transicao C-T
51880 Transigao G-A
- M 4 51882 Transicao C-T
51883 Transversao G-C
51959 Insercéao G
8 M 1 51727 Transversao C-A
9 F 1 51747 Transversao C-G
51741 ~ ~ G+
10 F 3 51810 '”Serl‘r?g‘;r'”ggr@ao T+
51958 ¢ G+
51739 ~ ~ G+
11 M 2 51962 Insercéo Insercao T+
12 F 1 51855 Transicao A-G
51894 Delecéao A-
13 M 3 51959 Transversao A-T
51960 Transversao T-G
51743 ~ ~ A+
14 M 2 51759 Insercao Insercéo G+
g} ggg Transvers&o GCC
51823 Delegao A-C
Transversao
51852 T s C-T
51862 ransicao A-C
15 F 10 51871 Transversao Cy
51873 Insercao Transicao cT
Transicao
51898 T e G-A
51930 T ransicao C-T
51950 ransversao G-T
g} ggg Transversao ﬁg
16 M 4 Transicao Delecao
51841 Delecio A-
51888 ¢ G-
51757 Transvers&o G-C
17 M 3 51837 Transverséao A-C
51844 Delecéao A-

Legenda (tabela 4):
* F = sexo feminino / M = sexo masculino

** Numero total alteracdes de nucleotideos observadas no mesmo paciente
*** Posicao do nucleotideo mutado no gene PKD1
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ABSTRACT

Background: Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease (ADPKD) is one of the
most common genetic nephropathies. It affects one in every 800 individuals in the
general population and from 5 to 10% in hemodialysis patients. Few data concerning
the prevalence of ADPKD in Brazil are available. Thus, the aim of the present study was
to investigate both the prevalence and clinical profile of ADPKD among hemodialysis
patients in south of Brazil.

Methods: This prospective cross-sectional study consisted of patients from 24
hemodialysis centers during five years of investigation. Patients were screened for

ADPKD by clinical, laboratorial and image examination in medical records.

Results: Of 1326 patients on hemodialysis in south of Brazil that composed this study,
99 (7.5%) had polycystic kidney as primary cause for chronic renal failure. Comparisons
between ADPKD and non-ADPKD patients revealed no differences regarding mean
age, gender and ethnicity. We identified 42 mutations in 3’ region of PKD1 gene among
17 ADPKD patients.

Conclusions: Our data revealed that ADPKD is prevalent among patients on
hemodialysis in the south of Brazil. In addition, the clinical profile of ADPKD is similar to
reported data from North America and Europe, putatively due to the similar ethnic
composition mainly based on descents of Europeans. No new mutation was observed
nor was an association found between molecular profile and clinical evolution in these

patients.
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INTRODUCTION

Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease (ADPKD) is one of the most
frequent genetic diseases and an important cause of renal failure, It affects up to 10% of
the patients on hemodialysis in Europe and in the United States [1,2] and about 3% of
Asian patients [3]. This disease affects one in every 800-1000 individuals in the general
population and is seen in one out of every 3000 hospital admissions [1,4,5]. A previous
study showed a prevalence of 7.6% among hemodialysis patients in Porto Alegre alone,
the capital city of Rio Grande do Sul State, in south of Brazil [6].

ADPKD is primarily caused by mutations in specific genes in chromosomes 16
(PKD1) and 4 (PKD2), which codify for polycystin-1 and -2, respectively, Polycystin
proteins participate in basic cellular processes, such as proliferation, differentiation and
molecule transportation [4]. Several types of mutations in PKD1 and PKD2 have been
identified, causing an apparent reduction of the polycystin function and the development
of several clinical symptoms associated with polycystic kidney disease [3,7,8].

The cysts are clinically detectable in the kidneys, liver, pancreas, but may also be
seen in epithelial tissues. In addition, several clinical complications and comorbidities
are described in patients with polycystic kidneys such as hematuria, proteinuria,
hypertension, diverticulosis, urinary infections, renal lithiasis, and neoplasia [1,2,4-7].
Aneurysms in the cerebral arteries may also occur (5%), as well as vascular and/or
cardiac abnormalities (26%) [5,9-13].

While epidemiological data on the prevalence of ADPKD have been extensively
reported, mainly in United States and Europe. There are only few studies about the
ADPKD epidemiology available in Brazil. Those studies show a prevalence that ranges
from 3.3% to 7.6% among hemodialysis patients [6,11]. Thus, the objective of the
present study was to investigate the prevalence, clinical and molecular profile of
APDKD in these patients from south of Brazil cities.

66



MATERIAL AND METHODS
- Study Population

This prospective cross-sectional study comprised all patients attended at 24
hemodialysis centers in south of Brazil (Rio Grande do Sul State). The study was
conducted in 10 cities (Porto Alegre, Camaqua, Soledade, Santa Maria, Lajeado, Santa
Cruz do Sul, Caxias do Sul, Passo Fundo, Novo Hamburgo and Canoas) by a search

on medical records from December 2000 to December 2005,

The inclusion criteria were polycystic kidney family history and image diagnosis, as
described by Ravine and colleagues [14]: patients younger than 30 years old should
have no more than two cysts in one of the kidneys; 30 to 59 years old patients should
have at least two cysts in each kidney; and patients older than 60 years old should have
at least four cysts in each kidney.

Clinical information, according the medical history before dialysis treatment, also
were analyzed as complementary data in these patients: macroscopic hematuria, renal
lithiasis, urinary tract infections, hypertension, diverticulosis, hepatic cysts and

aneurysm.

Several clinical parameters, measured during dialysis treatment, also were
analyzed like complementary data: serum pre-dialysis urea, pos-dialysis urea,
creatinine, calcium, potassium, phosphorus, albumin and globulin. Most recent available
data for these variables were considered. The normal standards criteria for blood
pressure were: systolic blood pressure <120 mmHg and diastolic blood pressure <90

mmHg.

This study was approved by the Ethics Committee of Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (IRB number 00000921). The patients invited to participate were informed about
the purposes of the study and individual informed consent was obtained from each

subject.
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- Molecular Analysis

To assure that ADPKD type ‘1’ patients were selected, only patients with age of
diagnosis average of 40+5 years were analyzed. With that, DNA samples of 32 non-
related individuals were obtained for descriptive mutational analysis among the
identified ADPKD patients. The DNA samples of the patients were isolated from
peripheral blood by salting out method [15]. The DNA samples attached by primers to
the 3’ region of PKD1 gene and were amplified by PCR. After PCR, the products were
analyzed by MegaBACE 1000 (GE HealthCare), according to the Manufacturer’s
instructions. The results were analyzed by BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

- Statistical Analysis

Data are expressed as meansztstandard deviation (SD). Differences between
ADPKD and non-ADPKD patients were compared by unpaired t-test for normally
distributed variables and non-parametric Mann-Whitney test for variables with skewed
distribution. Differences between proportions were assessed by x? test with the Yates
correction, as needed. Data analyses were performed using the SPSS 8,0 software
package (Statistical Package for the Social Sciences - SPSS Inc, Chicago, IL) and
STATA 7 (College Station, Texas). Statistical significance was established at 5%.

RESULTS

We evaluated 1,326 patients from 24 different dyalisis centers. Among those, 99
(7,5%) presented a definitive diagnosis of ADPKD as a cause for ESRD; 74 presented
clinical information available on their medical record; and 47 had biochemical data.

Regarding the average age of patients and their gender range, no relevant
statistical differences were observed. The demographic data is summarized in Table 1.
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The ethnic input was based on the patients’ self-determination. The majority of
patients analyzed are European descent (77%), and among those, 7.7% presented
ADPKD diagnosis. The remainder of the sample consist of African descent (23%), and
among them 6.9% carry ADPKD. The difference between the values of these two
groups is not a statistically relevant. This is the first epidemiological data regarding
ADPKD for Brazilian African descents. No other ethnic group was observed.

Altogether, several associated pathologies in ADPKD patients were observed. By
far, the most common was hypertension, observed in 49% of patients with a diagnosis
of polycystic kidney disease. Diabetes mellitus was found in only three patients with a

diagnosis of polycystic kidneys.

Macroscopic hematuria is one of the signs of polycystic kidney disease [4]. This
finding, however, was observed in only four (6%) of the patients with a diagnosis of
polycystic kidneys, and in 16 (1.9%) of the control subjects. Renal lithiasis is frequently
found in polycystic kidney patients. In our study, it was found in eight (12%) ADPKD
patients, a number significantly higher than the 3.0% in the non-ADPKD group (p=0.03).

The presence of urinary infection was similar in the two groups.

Hepatic cysts were found only in patients with polycystic kidneys, as expected [1].
Only one patient with polycystic kidneys had a diagnosis of cerebral aneurysm. Patient
characteristics according to the associated pathologies are summarized in Table 2.

Serum creatinine, potassium and phosphorus levels were significantly higher in
ADPKD. Laboratory findings showed higher creatinine, phosphorus and potassium
values in patients with polycystic kidneys. Other variables, such as calcium, globulin,
albumin, and pre- and post-dialysis urea were similar for the two groups. Laboratory
parameters of hemodialysis patients are presented in Table 3.

Among the 32 patients selected for descriptive mutational analysis, only 17
showed changes at 3’ region PKD1 gene DNA sequence. In total were identified 42
mutations: 12 insertions, 6 deletions, 13 transvertions and 11 transitions. Neither a new
mutation was observed nor an association was found between molecular profile and

clinical evolution in these patients. Alterations in the nucleotide sequences are
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summarized in Table 4.

DISCUSSION

ADPKD is the best example of a monogenic cystic renal disease that leads to a
polycystic kidney disease related phenotype [1,2] and it is an important cause of renal
failure with 50% of all affected individuals developing end-stage renal disease (ESRD)
[2, 16-18].

In this study, we evaluated the prevalence of patients with polycystic kidneys and
ESRD in hemodialysis centers throughout the Southern Brazilian State of Rio Grande
do Sul. We observed that ESRD was caused by polycystic kidneys in 7.5% of this

patients.

Since most hemodialysis patients studied were European descents, our findings
are consistent with previous reports from North America and Europe, where 8-10% of
the patients on hemodialysis have a diagnosis of ADPKD. However, our results are in
contrast with the 3.3% prevalence of ADPKD previously published for hemodialysis
patients in Sdo Paulo, southeast of Brazil [11]. This discrepancy might be attributable to
differences in genetic background or to an underestimation of DPKD prevalence in
Sesso and colleagues review [11] that used data from Brazilian Ministry of Health
(DATASUS). In fact, considerable differences in ADPKD prevalence among ethnical
groups are well described [17-19]. For example, a lower prevalence is found in Asia,
where only 2.5% to 3,2% of the patients on dialysis have a diagnosis of polycystic
kidneys [12]. In addition, recent epidemiological data on 90,778 end-stage renal disease
patients from United States revealed a 6.1% prevalence of ADPKD in Caucasians, but
only 1.6% in Black hemodialysis patients [20].

In our sample, no gender was overrepresented (47% men and 53% women,
P=0.15) in accordance with previous epidemiological studies. Milutinovic and
colleagues [10] also reported no difference between genders. In a sample of 140 US
patients selected from a database of families with polycystic kidneys, 64 (46%) were

men and 76 (54%) were women in the same age range. However, in a different
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Brazilian study that investigated patients attended in a University Hospital, it was
observed a higher prevalence of women (63%) with polycystic kidney [20].

The onset of ESRD is usually observed in the third decade in patients suffering
from renal diseases. Our patients initiated dialysis at 54+11 years in average. Similar
data were reported in Japan [12], where from a sample of 3,699 patients on dialysis
1,976 were men with a mean age of 52+11 years old and 1,725 were women with a
mean age of 54110 years old. If we consider the average age at ESRD diagnosis, the
value we observed was around 46 years, which is very similar to the value observed by
a different study made with Brazilian patients [20] that observed an average age at
ERSD of 45,449,5 years.

Microscopic or macroscopic hematuria is a frequent finding in patients with
polycystic kidneys [18]. We found a trend towards a higher prevalence of macroscopic
hematuria, 6% versus 1.9% in ADPKD and controls, respectively (P=0.006).

Hypertension develops in more than 50% of ADPKD patients some time in course
of disease [2]. It often precedes the development of renal failure, and further becomes a
complicating factor for progression of renal disease [21-24]. We found a hypertension
prevalence of 49% and 62% in ADPKD and non-ADPKD patients, respectively. These
data show no difference within them and are very alike to another study recently made
with ADPKD (63%) Brazilian patients [20]. Previous reports indicate prevalence up to

80% of hypertension in ADPKD subijects in others populations [10,17].

Renal lithiasis is also a frequent finding in ADPKD patients [2]. In our sample, was
observed in eight (11.9%) patients with ADPKD. This number is significantly higher than
the number for the non-ADPKD, in which only 2.7% of the patients had lithiasis
(P=0.03).

Aneurysm frequency ranges from 0 to 41% in patients with polycystic kidneys [2].
The most severe vascular disorder is the development of cerebral aneurysm, which
occurs in less than 5% of the patients [25]. Aneurysms in other locations such as in
coronary vessels and in the aorta have also been reported [26]. We found a cerebral
aneurysm in only one (1.5%) of the ADPKD patients and in 4 (0.5%) of the non-ADPKD
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patients, according available medical records.

The development of hepatic cysts in ADPKD is rare in young patients, but
common in patients older than 50 years old [2]. Women have more hepatic cysts than
men, and cysts often increase in number and size after gestation [17]. Cysts in
pancreas and spleen may also be found, albeit less frequent [18]. We found hepatic
cysts in 11,9% of the patients with polycystic kidneys. Since patient mean age was 54
years, it is expected a larger number of patients with hepatic cysts.

Colonic diverticula were observed in only one ADPKD patient and one patient in
the non-ADPKD group. About 20% of the patients with polycystic kidneys have colonic
diverticula. The initial hypothesis that colonic diverticula appeared only as a result of
mechanical pressure exerted on the intestinal wall has been changed since the
discovery of mechanisms responsible for molecular changes in connective tissues,
similar to those found in cysts and aneurysms. Ishikawa and colleagues [27] reported
dilation of bile ducts in 40% of patients with polycystic kidneys. Danaci and colleagues
[28] also reported cysts in seminal vesicles (60%) and prostate (11%).

Other common characteristic of patients on dialysis is the greater susceptibility to
infectious diseases, especially urinary tract infections. In this study, we observed urinary
tract infections in 7,5% of the ADPKD patients and in 5,6% of the patients in non-
ADPKD group.

We observed significantly higher creatinine, potassium and phosphorus levels in
patients with polycystic kidneys when compared with non-ADPKD patients. These
differences may be explained by changes in patient diet, body surface area or muscle
mass [17]. However, this difference probably reflects a statistical variation alone.

The descriptive mutational analysis of ADPKD patients showed some alterations.
None of the alterations found characterized a ‘new mutation’. Similarly, no relationship
between position and/or number of mutation and clinical evolution was observed. Even
so, this analysis is important because it can give guidelines for new investigations in
others regions of PKD1 gene, once 17 out of 32 analyzed samples presented mutations
in the 3’ region of PKD1 gene.
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Epidemiological data reveal that about 91,000 people have polycystic kidneys in
United States, with an incidence of 10,000 cases per year [19]. Similar epidemiological
data are not available in Brazil. However, it was observed a 100% increase in the
prevalence of renal disease between 1994 and 2001 [29]. In fact, population with
ESRD on hemodialysis was estimated at 59,153 patients with an incidence of 8% per
year [29]. As we found a prevalence of ADPKD of 7.5%, at least 4,200 to 6,000 patients
with adult polycystic kidney disease are expected in Brazil.

In summary, the results of this study suggest that ADPKD is prevalent among
patients on hemodialysis in the south of Brazil. In addition, the clinical profile of ADPKD
seems to be similar to the reported data from North America and Europe, probably
because ethnical constitution of our sample is predominantly of European descents.
Because variability of Brazilian population is large, more epidemiologic studies with
prevalent and incident patients describing their clinical evolution and genetic and
molecular profile are needed.

73



ACKNOWLEDGMENT

This study was supported by CNPqg (Ministry of Science and Technology), FIPE
(Hospital de Clinicas de Porto Alegre) and the first author received a grant from CAPES
(Ministry of Education), We would like to thank nursing and medical staffs who attended
patients included in this study, The authors are deeply grateful for the collaboration of
the following nephrologists throughout the sample collection that begun in the year
2000: Sheila Thofehrn, Claus Dummer, Homero Cunha e Agra, Fernando Thomé, Luis
Felipe Gongalves, Gisele Lobato, Cristina Kahrol, Francisco Veronese, Maria Cristina
Giugliani, Roberto Manfro, José Morales, Darlan Lara, Osvaldo von Eye, José Alberto
Marques, Lidia de S&, Domingos D'Avila, Jodo Bianchini, Arduino Zamo, Clotilde
Garcia, Valter Garcia, Rafael Cauduro, Fabiane Fogaca, Alaor Duarte, Méarcia
Abichequer, Fernando dos Santos and Ana Maria dos Santos,

74



10.

11

REFERENCES

. Kenneth |, Glassberg M. Renal dysplasia and cystic disease of the kidney. In:

Campbell’s urology, vol. 2, 7th edition. W.B. Saunders Company, Philadelphia,
1998.

Grantham J, Nair V, Winklhofer F. Cystic disease of the kidney. In: Brenner B.
The kidney, vol. 2, 6th edition. W.B. Saunders Company, Philadelphia, 2000.

Hwang Y, Ahn C, Hwang D, et al. Clinical characteristics of end-stage renal
disease in autosomal dominant polycystic kidney disease in Koreans. J Am Soc
Nephrol 2000; 11 (suppl): 392A.

Gabow P. Autosomal dominant polycystic kidney disease — more than a renal
disease. Am J Kidney Dis 1990; 16(5): 403-13.

Grantham J. Mechanisms of progression in autosomal dominant polycystic
kidney disease. Kidney Int 1997; 52(63): S93-S97.

Nunes ACF, Roisenberg I, Piccoli E et al. Adult polycystic kidney disease in
patients on hemodialysis in the south of Brazil. Nephrol Dial Transplant 2003; 18:
2686-7.

Grantham J. The etiology, pathogenesis and treatment of autosomal dominant
polycystic kidney disease: recent advances. Am J Kidney Dis 1996; 28(6): 788-
803.

Torra R, Badenas C, Darnell A et al. Autosomal dominant polycystic kidney
disease with anticipation and Caroli’'s Disease associated with a PKD1 mutation.
Kidney Int 1997; 52: 33-8.

Dalgaard OZ, Seren N. Autosomal dominant polycystic kidney disease in the
1980s. Clin Genet 1989; 36: 320-5.

Milutinovic J, Fialkow P, Agodoa L et al. Clinical manifestations of autosomal
dominant polycystic kidney disease in patients older than 50 years. Am J Kidney
Dis 1990; 15(3): 237-43.

.Sesso R, Ancdo MS, Madeira AS at al. Aspectos epidemioldgicos do tratamento

dialitico na grande Sao Paulo. Rev Assoc Med Bras 1994; 40(1): 10-14.

75



12.Higashira E, Nutahara K, Kojima M, et al. Prevalence and renal prognosis of
diagnosed autosomal dominant polycystic kidney disease in Japan. Nephron
1998; 80: 421-7.

13.Sharp C, Johnson A, Gabow P. Factors relating to urinary protein excretion in
children with autosomal dominant polycystic kidney disease. J Am Soc Nephrol
1998; 9: 1908-14.

14.Ravine D, Gibson RN, Walker RG et al. Evaluation of ultrasonographic diagnostic
criteria for autosomal dominant polycystic kidney disease 1. Lancet 1994;
343:824-7.

15.Lahiri DK & Nurberger JI. A Rapid Non-enzymatic Method for the Preparation of
HMW DNA from Blood for RFLPs Studies. Nucleic Acids Res 1991; 19: 5444.

16.Wilson PD. Polycystic kidney disease: new understanding in the pathogenesis.
Int J Biochem Cell Biol 2004; 36: 1868-73.

17.Fick-Brosnahan G. Polycystic and adquired cystic kidney disease. In: Greenberg
A. Primer on kidney disease. 2nd edition, Academy Press, Toronto, 2001.

18.Gabow P. Autosomal dominant polycystic kidney disease. N Engl J Med 1993;
329 (5): 332-42.

19.U.S. Renal Data System, USRDS 2005 Annual Data Report: Atlas of End-Stage
Renal Disease in the United States, National Institutes of Health, National
Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, Bethesda, MD, 2005.

Disponivel em http://www.usrds.org/

20.Romao E, Moysés Neto M, Teixeira SR et al. Renal and extrarenal
manidestations of autosomal polycystic kidney disease. Braz J Med Biol Res
2006; 39: 533-8

21.Chapman A, Gabow P. Hypertension in Autosomal dominant polycystic kidney
disease. Kidney Int 1997; 52 (suppl.61): S71-S73.

22.Cerasola G, Vecchi M, Mulé G et al. Sympathetic activity and blood pressure
pattern in autosomal dominant polycystic kidney disease hypertensives. Am J
Nephrol 1998; 18: 391-8.

76



23.Kennefick T, Al-Nimri M, Oyama T et al. Hypertension and renal injury in
experimental polycystic kidney disease. Kidney Int 1999; 56: 2181-90.

24.Valero F, Martinez-Vea A, Bardaji A et al. Ambulatory blood pressure and left
ventricular mass in normotensive patients with autosomal dominant polycystic
kidney disease. J Am Soc Nephrol 1999; 10: 1020-6.

25.Schievink W, Torres V, Wiebers D, Huston J. Intracranial arterial dolichoectasia
in autosomal dominant polycystic kidney disease. J Am Soc Nephrol 1997; 8:
1298-13083.

26.Hadimeri H, Lamm C, Nyberg G. Coronary aneurysms in patients with autosomal
dominant polycystic kidney disease. J Am Soc Nephrol 1998; 9: 837-41.

27.Ishikawa |, Chikamoto E, Nakamura M et al. High incidence of common bile duct
dilatation in autosomal dominant polycystic kidney disease patients. Am J Kidney
Dis 1996; 27(3): 321-6.

28.Danaci M, Akpolat T, Bastemir M et al. The prevalence of seminal vesicle cysts
in autosomal dominant polycystic kidney disease. Nephrol Dial Transplant 1998;
13:2825-8.

29.Romao Jr JE. Doenca Renal Crénica: definicdo, epidemiologia e classificacao.
Diretrizes Brasileiras de Doencga Renal Crbnica. J Bras Nefrol 2004; 26(3): 1-3.

77



Table 1: Demographics characteristics of the sample.

ADPKD

non-ADPKD

Characteristic P value
(N=99)* (N=1227)*
Age range
Age (years) 53.8+11.0 53.2 + 16.1 0.76
Age at ESRD (years) 45.2 + 16.6 47.3+20.4 0.57
Gender
Male 52 (53%) 699 (57%) 0.43
Female 47 (47%) 528 (42%)
Ethnicity
European descent 76 (77%) 906 (74%)
African descent 23 (23%) 306 (25%) 0.46
Asian descent 0 15 (1%)

Table 1 legend:

* Number of patients with this variable available in medical records
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Table 2: Pathologies associated and common clinical signs in ADPKD and non-ADPKD

patients.
Associated Disorder/ ADPKD non-ADPKD
Clinical complication (N=74)* (N=901)* Pvalue
Hypertension** 33 (49.3%) 495 (57.4%) 0.10
Diabetes** 3 (4.4%) 192 (12.3%) <0.001
Glomerulopathies** 0 93 (4.8%) 0.004
Macroscopic hematuria** 4 (6.0%) 16 (1.9%) 0.06
Renal lithiasis™* 8 (11.9%) 23 (2.7%) 0.03
Colonic diverticulum** 1 (1.5%) 1(0.1%) 0.90
Cerebral aneurysm™* 1 (1.5%) 4 (0.5%) 0.72
Hepatic cysts*** 8(11.9%) O 0.03
Urinary tract infection®™** 5 (7.5%) 48 (5.6%) 0.95

Table 2 legend:

* Number of patients with this variable available in medical records

** Information available prior to hemodialysis treatment

*** Image diagnosis prior to hemodialysis treatment
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Table 3: Mean values of biochemical and hematological markers on hemodialysis
ADPKD and non-ADPKD patients.

Biochemical or ADPKD non-ADPKD
Hematological Marker (N=47)* (N=585)* Pvalue
Serum creatinine (mg/dL) 10.6 £ 3.4 8.8+3.0 <0.001
Serum phosphorus (mg/dL) 58117 5116 0.004
Serum potassium (mEg/dL) 54+0.8 51+0.8 0.009
Serum calcium (mg/dL) 8.8+1.1 8614 0.35
Serum albumin (g/dL) 3.8x0.9 3.6x0.5 0.12
Serum globulin (mg/dL) 28x0.6 2910.6 0.60
Hemoglobin (mg/dL) 96+1.9 94+1.8 0.44
Hematocrit (%) 29.5+6.8 29.2+55 0.71
Pre-dialysis urea (mg/dL) 148.8 £39.5 1449+39.8 0.51
Post-dialysis urea (mg/dL) 52.1£18.9 49.6+21.7 0.45

Table 3 legend:
* Number of patients with this variable available in medical records
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Table 4: Alterations in 3’ region of PKD1 gene in ADPKD patients.

Patient  Gender' Number®*  Position® Nucleotide Alteration
F 1 51742 Insertion A
2 M 1 51834 Deletion G-
3 F > 51830 Transition C-T
51851 Transition G-A
M 1 51846 Insertion G+
M 1 51959 Insertion G+
6 M 5 51832 Transvertion G-C
51890 Transition C-T
51880 Transition G-A
7 M 4 51882 Transition C-T
51883 Transvertion G-C
51959 Insertion G
1 51727 Transvertion C-A
F 1 51747 Transvertion C-G
51741 Insertion G+
10 F 3 51810 Insertion T+
51958 Insertion G+
51739 Insertion G+
" M 2 51962 Insertion T+
12 F 1 51855 Transition A-G
51894 Deletion A- A-
13 M 3 51959 Transvertion TT-
51960 Transvertion G
51743 Insertion A+
14 M 2 51759 Insertion G+
51757 Transvertion G-C
51805 Deletion C. A-
51823 Transvertion c C-
51852 Transition
51862 Transvertion TA
15 F 10 51871 Insertion %C.:I.“L
51873 Transition G-A
51898 Transition C-T
51930 Transition G-T
51952 Transvertion
51757 Transvertion G-C
16 M 4 51838 Tran3|.t|on A-G
51841 Deletion A- G-
51888 Deletion
51757 Transvertion G-C
17 M 3 51837 Transvertion A-C
51844 Deletion A-

Table 4 legend:
1) F = female / M = male

2) Total number of alterations observed in the same patient
3) Position of mutant nucleotide in PKD1 gene
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TERMO DE CONSENTIMENTO

Consentimento esclarecido e informado: aprovado pelo Comité
de Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre




Termo de Consentimento

O Grupo de Estudos em Nefrogenética (GEN) esté realizando um projeto de pesquisa
sobre doengas renais hereditarias. O objetivo é montar um banco de dados sobre as
caracteristicas genéticas associadas a estas doencgas.

O estudo também pretende avaliar a relagdo entre outras doengas que possam estar
associadas a evolucdo dessas nefropatias, como a hipertensao, o diabetes e a insuficiéncia
renal crbnica sem causa definida.

O procedimento referente ao estudo que envolve uma breve entrevista, a andlise de
meu prontuario e a retirada de duas amostras de sangue, sendo 5,0 mL em cada uma e uma
amostra de 03 (irés) gotas de sangue em papel filtro. Fui informado que a coleta de sangue
pode ser acompanhada de alguma dor e que a quantidade de sangue retirada n&o traz prejuizo
a minha saude.

O material coletado sera armazenado sob a forma de soro e/ou DNA. A participagao
neste trabalho é voluntaria e podera nédo trazer beneficios para vocé, mas sim para o
conhecimento de alteragbes que possam ocorrer relacionadas ao estudo das doencas renais.
Os dados referentes ao estudo sédo confidenciais, podendo ser acessados pelo seu médico e
pelo senhor(a), conforme sua vontade.

() Gostaria de saber os resultados dos exames realizados.

() N&o gostaria de saber os resultados dos exames realizados.

A nado concordancia em participar deste estudo ndo trara qualquer prejuizo ao seu
atendimento. Qualquer duvida referente ao estudo sera esclarecida pelos responsaveis por
este projeto, Elvino Barros e Ane Nunes.

Por esse instrumento, tomo parte, voluntariamente, do presente estudo.

Assinatura do paciente
Nome do paciente:
Local: Data: / /
Responsével pela coleta:

e Este “Termo de Consentimento” foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
de Clinicas de Porto Alegre e contempla os projetos 00194, 03491, 04148, 04149 e 04150.
Pesquisadores Responsaveis
Prof. Elvino Barros Profa. Ane Nunes
ebarros@hcpa.ufrgs.br ane.nunes@terra.com.br
Hospital de Clinicas de Porto Alegre — Servigo de Nefrologia
Fone (51) 2101-8295 / Fax: (51) 2101-8121
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HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

Grupo de Pesquisa e Pés-Graduagao
COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

A Comissdo Cientifica e a Comissdo de Pesquisa e Etica em Saude, que é reconhecida pela Comiss&o
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institucional Review Board (IRB0000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 04-148 Versdo do Projeto:  24/09/2004 Versao do TCLE: 23/11/2004

Pesquisadores:

ELVINO BARROS

VAGNER MILANI

LIANA BERTOLIN ROSSATO
ANES NUNES

Titulo: MARCADORES MOLECULARES APLICADOS AO ESTUDO DA DOENGA RENAL
POLICISTICA DO ADULTO EM PACIENTES SUBMETIDOS A HEMODIALISE NO RIO
GRANDE DO SUL: PREVALENCIA, DIAGNOTICO EPROGNOSTICO.

- Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos, inclusive quanto ao seu Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Nacionais,
especialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselho Nacional de Saude. Os membros do
CEP/HCPA n3o participaram do processo de avaliagéo dos projetos onde constam como pesquisadores.
Toda e qualquer alteragdo do Projeto, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente ao CEP/HCPA. Somente poderéo ser utilizados os Termos de Consentimento onde conste

a aprovacao do GPPG/HCPA.

- De acordo com a regulamentagéo da Resolugéo 340/2004 do CNS/MS o CEP/HCPA foi credenciado,
através da Carta Circular N° 037 CONEP/CNS/MS de 11 de agosto de 2004, para dar aprovagéo final para
este projeto.

legre, 14 de dezembro de 2004.
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