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DOENCA RENAL POLICISTICA DO ADULTO: UMA ATUALIZACAO
ADULT POLYCYSTIC KIDNEY DISEASE: AN UPDATE
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RESUMO

A doenga renal policistica do adulto € uma desordem genética de carater autossémico dominante, caracterizada por progressivo
desenvolvimento e crescimento de cistos renais, que culminam com a faléncia renal terminal na meia-idade. Outras manifestagbes
clinicas associadas incluem cistos hepaticos e pancreaticos, hipertensdo, aneurismas cerebrais e defeitos cardiovasculares. Aspectos
celulares e moleculares dos mecanismos de cistogénese envolvem proliferagao e apoptose celular, remodelamento da matriz extracelu-
lar, secregdo e acimulo de fluidos. Geneticamente heterogénea, na maioria dos casos (aproximadamente 85%) séo mutagbes no gene
PKD1, localizado no cromossomo 16p13.3, com o segundo gene, PKD2, localizado nos intervalos do cromossomo 4q13-g23, respon-
dendo por 15% das mutagdes, ambos ja seqlienciados e caracterizados. Existem evidéncias da interagdo comum das proteinas policis-
tinas 1 e 2 em rotas de eventos de adesao extracelular e transporte idnico, possibilitando a regulagao do fluxo de Ca** transmembrana.
Inimeros trabalhos vém tentando correlacionar o gendtipo mutado ao fendtipo expresso em termos da progresséo e severidade da
autosomal dominant polycystic kidney disease. A analise das mutagdes autosomal dominant polycystic kidney disease € fundamental
para a compreensdo dos mecanismos de atuagéo envolvidos na doenga. Métodos de deteccéo baseados na reagdo em cadeia da poli-
merase tém sido amplamente empregados, como a rea¢&o em cadeia da polimerase via transcriptase reversa, protein truncation test,
single-strand conformational polymorphism e denaturing high performance liquid chromatography, importantes ferramentas que auxiliam
no sequienciamento e caracterizagao dessas mutagdes.

Unitermos: Doenga renal policistica do adulto, biologia molecular, gene PKD1.
ABSTRACT

Adult polycystic kidney disease is an autosomal dominant genetic disorder, characterized by progressive development and
growth of renal cysts, which result in terminal renal failure in middle age. Other associated clinical manifestations include hepatic and
pancreatic cysts, hypertension, cerebral aneurysms and cardiovascular disorders. Cellular and mononuclear aspects of the mechanisms
of cytogenesis comprehend cellular proliferation and apoptosis, remodeling of the extracellular matrix, secretion and accumulation of
fluids. This disease is genetically heterogeneous; in most cases (approximately 85%), the gene involved is PKD1, which is located on
chromosome 16p13.3. In the remaining cases (15%), the disease is caused by mutational changes in another gene (PKD2), which is
located at chromosome intervals 4q13-g23. Both genes have been sequenced and characterized. There is evidence of the common
interaction of polycystins 1 and 2 in pathways of extracellular adhesion and ionic transportation events, which promotes the regulation of
transmembrane Ca** flow. Several studies have tried to correlate the mutant genotype with the phenotype expressed in terms of progres-
sion and severity of the autosomal dominant polycystic kidney disease. Analyzing mutations in the autosomal dominant polycystic kidney
disease is crucial for understanding the action mechanisms involved in this disease. Detection methods based on the polymerase chain
reaction have been widely used, such as the reverse transcriptase polymerase chain reaction, protein truncation test, single-strand con-
formational polymorphism, and denaturing high performance liquid chromatography. They are important tools that help sequencing and
characterizing those mutations.

Keywords: Polycystic kidney disease, molecular biology, PKD1 gene.

INTRODUCAO

Conhecida como uma das nefropatologias heredita-
rias monogénicas mais comuns que afetam os humanos, a
autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD)
tem uma prevaléncia de 1/400 a 1/1.000 (1). Estima-se que,
no mundo, cerca de 12,5 milhdes de pessoas sofram dessa
doenga, independentemente de sexo, idade, raca ou origem
étnica.

S6 nos EUA, sao mais de 600.000 pacientes, sendo
considerada a quarta causa de faléncia renal, levando 5%
dessa populacdo a didlise e conseqiiente transplante renal

).

Em estudos realizados em uma populagdo de 975
adultos, 75 deles apresentavam ADPKD como primeira
causa de faléncia renal cronica, correspondendo a 7,6% de
pacientes em didlise na cidade de Porto Alegre, Regido Sul
do Brasil (3).

A ADPKD ¢ ainda responsdvel por 6 a 9% de casos
de doenga renal em estagio terminal na América do Norte e
Europa (4).

Caracterizada basicamente pelo progressivo cresci-
mento e desenvolvimento de cistos renais que acabam por
comprometer o correto funcionamento do 6rgdo, pode
manifestar-se também no figado e pancreas, além de estar
intimamente associada a hipertensado, defeitos cardiovascu-
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lares e aneurismas adrticos e cerebrais. Outras manifesta-
¢oes clinicas incluem infec¢des do trato urindrio, hematu-
ria, litiase renal e diverticulose intestinal. Dor abdominal é
o sintoma mais comum ao paciente, podendo ser continua
ou intermitente, além de cefaléia, devido a hipertensdo,
onde a atividade do sistema renina-angiotensina representa
um papel crucial na sua regulacdo (5).

Agentes terapéuticos para hipertensdo, como inibi-
dores da enzima conversora de angiotensina (ECA), redu-
zem a pressdo sangiiinea e a resisténcia vascular renal.
Devido a esses efeitos na hemodinamica renal, inibidores
da ECA sido vilidos especialmente na fase inicial, sendo
que a funcdo renal deve ser constantemente monitorada
para detectar qualquer declinio ao longo do curso da doen-
ca (6).

Geneticamente heterogénea, a maioria dos casos (a-
proximadamente 85%) envolve mutagdes no gene PKDI,
localizado no cromossomo 16p13.3, com o segundo gene,
PKD2, localizado nos intervalos do cromossomo 4q13-q23,
respondendo por 15% de mutac¢des, ambos ja seqiienciados
e caracterizados, e ocorrendo ainda em um terceiro gene,
PKD3, porém ainda pouco estudado.

Nio existem testes laboratoriais ou critérios fisicos
para o diagndstico da ADPKD, especialmente em sujeitos
assintomdticos até a meia-idade. A ultra-sonografia tem
sido utilizada preferencialmente pelo fato de ndo necessitar
agentes de contraste nem envolver radiacdo, aliado a facili-
dade e seguranca, sendo que a tomografia computadorizada
e imagens por ressonancia magnética do abdomen também
sdo técnicas rotineiramente empregadas para a detec¢do
dos cistos renais. Outras possibilidades incluem andlises de
ligacdo genética de familias que apresentam histérico da
doenca, e, ultimamente, intimeros trabalhos procuram utili-
zar marcadores moleculares como ferramentas no diagnés-
tico precoce da ADPKD (7).

ASPECTOS MOLECULARES DO GENE PKD1

O gene PKDI estd associado a um quadro clinico
mais severo da doenga (insuficiéncia renal terminal, em
média, aos 53 anos de idade, quando comparados aos 69
anos do gene PKD2). Corresponde a aproximadamente 52
kb de DNA, gendmico, possuindo 46 éxons que codificam
uma transcricdo de cerca de 14 kb, traduzidos em uma
proteina com 4.303 aminoécidos, chamada policistina 1.

A policistina apresenta um sinal peptidico de NH, e
uma porcdo terminal carboxilica (COOH) intracelular.
Entre as duas regides da proteina, ocorre uma variedade de
dominios protéicos caracteristicos (repeticdes de leucina,
lectina C, unidades similares de imunoglobulinas, fibronec-
tina III) e areas homdlogas com outras proteinas. Dois
tercos de seqiiéncias gendmicas proximas a regido 5° do
gene PKD1 (50.000 pares de bases, incluindo éxons e in-
trons) sdo duplicados indmeras vezes, com mais de 95% de
seqiiéncias similares a PKD1. Apenas cerca de 3,5 kb da
regido final 3’ do gene transcrito sdo codificados por uma
regido de cOpia tnica. O fato dessas regides homologas
recombinarem-se inimeras vezes torna a detec¢do de mu-

tacdes especialmente dificil, podendo comprometer a capa-
cidade de distinguir quando se tratam de mutacdes ou po-
limorfismos (8).

Até o momento, 212 mutagdes no gene PKD1 ja fo-
ram descritas na literatura, sendo que 110 tratam-se de
substitui¢cdes (9).

A substituicdo de um nucleotideo que ndo provoca
uma mudanga na seqii€ncia de aminoacidos de determinada
proteina é chamada de mutacdo silenciosa. Por outro lado,
quando ocorrem a alteragc@o na seqiiéncia de aminodcidos e
o comprometimento funcional da proteina, sdo denomina-
das mutacdes de sentido alterado ou missense mutations
(10).

Outras substitui¢des de nucleotideos também podem
provocar o surgimento de um cédon de terminagdo prema-
turo, de maneira que todos os aminodacidos codificados por
coddons posteriores & mutagdo ndo serdo incorporados na
proteina mutante, gerando proteinas com baixa ou mesmo
nenhuma atividade, sendo esse processo denominado non-
sense mutation ou mutagdo sem sentido (11).

Das outras mutagdes relatadas, 53 tratam-se de pe-
quenas delecdes, 18 sdo splicings, 16, pequenas inser¢oes,
11, delegdes grosseiras, duas sdo duplicacdes/insergdes, e
duas, rearranjos/inversodes (9).

ASPECTOS DA CORR/ELA(;AO GENOTI-
PO/FENOTIPO

Intimeros trabalhos vém tentando correlacionar o
gendtipo mutado com o fendtipo expresso em termos da
progressdo e severidade da ADPKD. Alguns sugerem que o
polimorfismo de insercdo/delecdo do gene ECA possa ser
um fator relacionado a progressdo clinica de determinadas
nefropatias e ao haplétipo DD; porém, outros estudos nio
encontraram resultados significativos na associacdo de
insuficiéncia renal terminal entre pacientes com rins poli-
cisticos (12,13).

De forma geral, todos relatam a alta variabilidade da
doenga, devido a uma mutagdo do alelo PKD1 normal ou a
sua interacdo com outros genes modificadores. A heteroge-
neidade genética pode ser considerada fator parcial da
variabilidade fenotipica para ADPKD, onde evidéncias
consistentes da variacdo clinica entre individuos ja foram
descritas, porém sem mutacdes caracterizadas para PKDI,
sendo que essas diferencas de expressdo da doenca ndo
explicam as variabilidades clinicas inter e intrafamiliares
observadas (14).

Outro fator de considerdvel importincia diz respeito
ao comprometimento de regides adjacentes do gene
PKDI1/TSC2 (esclerose tubular), sendo sugerido que a
inativacdo do alelo PKDI, combinada com dele¢des do
gene TSC2, tenha um efeito fenotipico caracteristico.

Extensas delecdes da regido terminal de gene PKDI
parecem estar intimamente associadas a um fendtipo mais
severo, por alterar a porcdo C-terminal, envolvida nos
componentes intracelulares e no citoesqueleto protéico da
policistina, onde a fosforilagdo desse local afeta a proprie-
dade de adesdo da proteina & membrana (15).
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A posicdo da mutacido no gene PKD1 também pos-
sui correlagdo com a severidade da doenca renal policistica.
Os efeitos da posi¢do da mutagdo sdo significativos quando
relacionados a idade dos individuos ao atingirem insufici-
éncia renal terminal, com diferencas de 2 a 5 anos entre
populacdes com mutacdes na regido 5’ (valores médios de
49 anos de idade) e na regido 3’ do gene (valores médios de
52 anos de idade). Esses dados deram suporte a hipétese de
que uma posic¢do ao longo de 7 a 8 kb do gene, préxima a
por¢do média, marcaria um ponto determinante da expres-
sdo precoce ou tardia e mais severa ou amena da doenga
(16).

ESTRATEGIAS PARA ANALISE DE MUTACOES

A andlise e caracterizacdo das mutacdes ADPKD
sdo fundamentais para a compreensdo dos mecanismos de
atuacdo envolvidos na doenca, sua relacio com outros
fatores de predisposi¢do, estudos de ligacdo genética evolu-
tiva, aconselhamento genético familiar e desenvolvimento
de novas tecnologias capazes de auxiliar na triagem e se-
qlienciamento de mutacdes génicas.

Os métodos atualmente utilizados baseiam-se nos
seguintes principios: especificidade, fornecendo uma res-
posta verdadeiramente positiva para a mutacdo; sensibili-
dade, permitindo a identificacdo de uma mutagdo a partir
de quantidades muito pequenas de determinada amostra,
possibilitada pela amplificagdo de seqiiéncias do DNA
através da reagdo em cadeia da polimerase (PCR); e sim-
plicidade, aplicando um ensaio para mutacdo eficiente,
eficaz e de baixo custo a rotina laboratorial.

A deteccdo de mutacdes em genes humanos € carac-
terizada pelo fato da seqiiéncia de nucleotideos de um gene
em individuos afetados diferir da seqiiéncia do mesmo gene
em individuos com fen6tipo normal (17).

Reacdo em cadeia da polimerase via transcriptase reversa
(RT-PCR)

A partir do RNA total extraido do tecido que ex-
pressa o gene da doenga, sdo sintetizadas as fitas de DNA
complementar utilizando a técnica de PCR aliada a enzima
transcriptase reversa, visando obter o produto final corres-
pondente aos éxons transcritos e traduzidos. A RT-PCR
tem sido rotineiramente empregada em indmeros trabalhos
e recentemente aplicada em conjunto com o teste da protei-
na truncada (8,15,17,18).

Protein truncation test (PTT)

Esse teste detecta mutacdes sem sentido, delecdes e
insercdes fora do molde, delecdes no molde maiores que 25
pb e alteragdes nos sitios dos rearranjos que revelem um
éxon maior que 25 pb.

A proteina sintetizada marcada com um aminodcido
radioativo ou biotinilado € separada por eletroforese (SDS-
PAGE) e detectada por auto-radiografia ou quimiluminis-
céncia. Se o gene apresenta uma delecdo interna maior do
que 25 pb, uma muta¢do sem sentido ou uma mutagdo
juncdo/rearranjo, a proteina resultante é menor (truncada).

O seqiienciamento do DNA ¢ realizado para estabelecer a
natureza da alteracdo que deu origem a proteina truncada
(8,17,18).

Single-strand conformational polymorphism (SSCP)

A andlise conformacional da fita simples tem sido
comumente utilizada e se baseia na andlise da estrutura
conformacional da molécula de DNA de individuos afeta-
dos e ndo-afetados. Depois da amplificagdo via PCR, os
produtos de cada reagcdo sdo desnaturados, resfriados e
assumem uma conformacio tridimensional, conseqiiéncia
do pareamento de bases intrafitas e da formacdo de outras
bandas. As diferentes conformacdes possuem diferentes
velocidades de migragcdo quando submetidas a eletroforese.

Esse método localiza a alteragdo do nucleotideo em
uma regido ou éxon especifico do gene, podendo detectar
cerca de 90% das mutacdes em um tnico par de bases nos
produtos de PCR com 200 pb ou menos; no entanto, nao
revela a natureza da mutagdo. Essa informagdo pode ser
fornecida pelo seqiienciamento do DNA
(1,8,14,15,17,19,20).

Denaturing high performance liquid chromatography
(DHPLC)

Outro protocolo semi-automatizado se baseia na a-
ndlise de fragmentos por cromatografia liquida, através de
um sistema de absor¢do diferencial de homo e heteroduplex
e matrizes hidrofébicas em uma coluna cromatografica, que
detecta mudancas de bases provocadas por diferentes agen-
tes mutacionais, possuindo um bom nivel de reprodutibili-
dade e sensibilidade e demonstrando ser uma eficiente
ferramenta para diagndstico molecular de ADPKD (18-20).

Segqiienciamento de DNA

Os ensaios para deteccdo de mutacdes identificam
os polimorfismos em nucleotideos simples, que ndo apre-
sentam efeitos comprometedores, assim como também
detectam mutacdes deletérias. Em geral, os polimorfismos
sdo encontrados em individuos afetados e normais; todavia,
alguns individuos podem ser portadores de uma mutag¢do
em um gene que, eventualmente, poderia ser confundida
com um polimorfismo ou vice-versa. Nesses casos, a dis-
tincdo entre polimorfismo e mutacdo € feita pelo seqiienci-
amento do DNA, onde os resultados da substituicio do
nucleotideo podem ser avaliados (17).

Existem basicamente dois métodos adotados para o
seqiienciamento de DNA: um enzimadtico, envolvendo a
terminacdo de cadeia com didesoxirribonucleosideo trifos-
fato, desenvolvido por Fred Sanger, atualmente o mais
utilizado; e o método de degradacdo quimica de DNA,
desenvolvido por Maxam & Gilbert.

O método enzimdtico envolve a incorporagido de um
didesoxinucleotideo (ddNTP), andlogo na cadeia recém-
sintetizada, que impede a progressao da sintese, pois possui
um hidrogénio na posi¢cdo 3’ do carbono da pentose. As
moléculas sdo, entdo, detectadas pela inclusdo de um pri-
mer marcado radioativamente (P*). Sdo realizadas quatro
reacdes individuais, com quantidades limitadas de um dos
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quatro “didesoxis” (ddATP, ddCTP, ddGTP e ddTTP)
incluidos. A interpretacdo é feita pelo tamanho e posigdo
dos quatro produtos “didesoxi” em gel de poliacrilamida,
sendo possivel determinar cerca de 200 a 500pb.

O segundo método envolve a degrada¢do quimica
do DNA pela marcagdo e clivagem das bases que ocorrem
em G, G+ A, T + C e C, sendo entdo removidos por um
tratamento com piperidina. Os produtos submetidos a cli-
vagem sio também analisados em géis de poliacrilamida.

O seqiienciamento automatizado possibilitou a oti-
mizacgdo da técnica a partir da aplicacdo de softwares espe-
cializados, que analisam as seqiiéncias de DNA incorpora-
das. A grande vantagem desse método é que ndo requer a
confeccdo de géis para eletroforese, geralmente envolvendo
produtos téxicos. A leitura é feita pela fluorescéncia espe-
cifica emitida pelo nucleotideo marcado, podendo analisar
fragmentos de 200 a 500 pb, dependendo do modelo de
seqiienciador (17).

Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR real
time)

Com o advento da bioinformdtica, automacdo de
dados e bancos de genes, uma nova tecnologia chamada
PCR em tempo real (PCR real time) permite medir e quan-
tificar a reagdo durante a fase exponencial, monitorando
pequenas mudancas na temperatura, na qual 50% das fitas
estdo desnaturadas através do uso de moléculas fluorescen-
tes, e disponibilizando esses dados instantaneamente pela
chamada Melt Curve. Essa tecnologia tem sido amplamente
utilizada para indmeros usos — entre eles a deteccdo de
mutagdes, discriminagdo alélica, andlise de patdgenos,
doencas infecciosas e seqiienciamento de polimorfismos de
nucleotideos simples — e, assim como no seqilenciamento
automatico, dispensa a necessidade da eletroforese (17).

CONCLUSOES

O reconhecimento de um gene ADPKD mutante a-
través de ferramentas moleculares pode efetivamente auxi-
liar o aconselhamento genético na defini¢do de estratégias
preventivas para individuos pré-dispostos a formacdo de
rins policisticos, viabilizando um diagnéstico de tratamento
terapéutico e adotando medidas de controle para o desen-
volvimento da doenga e elucidacdo dos mecanismos atuan-
tes da cistogénese.
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