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1. INTRODUCAO

A Doenga Autossémica Dominante do Rim Policistico (ADPKD), também
conhecida como Doenga Renal Policistica do Adulto, ¢ uma das mais frequentes

desordens monogénicas. A prevaléncia estimada dessa condigdo, na populagdo
12,34,
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caucasiana. ¢ da ordem de 1:1000 individuos e cerca de 8 a 10 % dos casos
de insuficiéncia renal terminal tém como causa a ADPKD>>°.

A ADPKD caracteriza-se por ser uma desordem cujo acometimento €
sistémico' 23478, podendo ocorrer em qualquer momento da vida, incluindo intra
utero®”. E caracterizada pela formagdo de cistos em orgdos ductais,
particularmente rins e figado, associado a anormalidades gastrointestinais,
cardiovasculares e musculo-esqueléticas™®, principalmente nos tecidos
conectivos'’.

O principal orgao afetado é o rim, onde podemos encontrar anormalidades
estruturais, funcionais e enddcrinas, podendo ainda apresentar complicagoes.

A alteragdo renal principal € na sua estrutura, com a formagdo dos cistos, os
quais variam em tamanho, numero e aspecto. Ocorre um aumento do tamanho
renal, podendo atingir até 8 kg de peso®.

Funcionalmente, o rim perde sua capacidade de concentragdo osmotica,
evoluindo para insuficiéncia renal na maioria dos pacientes.

Sao descritas pelo menos duas alteragdes endocrinas, ligadas aos rins: o
aumento da secre¢do de renina, ativando o sistema renina-angiotensina-
aldosterona'', e uma manuten¢do dos niveis de eritropoetina, atravé de um

aumento de secrecdo deste hormonio pelas células remanescentes no rim

afetado”.



Encontram-se ainda alteragdes extrarrenais, como formagdes de cistos em
figado, pancreas, bago, sistema nervoso central, ovario, testiculo e vesicula
seminal’.

Os cistos hepaticos, por sua vez, incidem em aproximadamente 50% dos
pacientes em azotemia, atingindo cerca de 10% dos pacientes entre 20 e 29 anos
e 75% dos paciente maiores de 60 anos de idade’.

O aneurisma sacular intracraniano - cisto de aracndide - parece ser mais
freqiiente em pacientes com ADPKD do que na populagdo geral, mas alguns
autores tém sugerido que ndo existe um fator de risco aumentado em relagdo a
esta evidéncia, ndo havendo a necessidade de tratamento dos pacientes
assintomaticos, portadores desta condigdo’'%.

Dentre as alteragdes ndo cisticas associadas a doenga, temos as
anormalidades de valvulas cardiacas, como o prolapso das valvulas mitral e/ou
aortica, ou uma degeneragdo mixomatosa dessas valvulas®.

O diverticulo de colon constitui a principal manifestagdo ndo cistica no trato
gastro-intestinal, determinando um risco de perfuragdo do colon®.

Os principais achados clinicos e suas respectivas freqiiéncias sdo

apresentadas na tabela 1.



TABELA 1

Frequéncia das Manifestagdes da ADPKD em adultos

GASTROINTESTINAL
Cistos Hepaticos
Colangiocarcinoma
Fibrose Hepatica Congénita
Cisto Pancreatico
Diverticulo de colon
CARDIOVASCULAR
Anormalidades valvulares
Aneurismas intracranianos
Aneurismas de Aorta
GENITAL

Cistos ovarianos

Cistos testiculares

Cistos da vesicula seminal
OUTROS

Cisto aracnoide

Cisto pineal

Cisto esplénico

RENAL
ANATOMICOS
Cistos renais
Adenomas renais
Calcificagdes de cistos

FUNCIONAIS

Diminuigdo capacidade concentragdo
Diminuigdo excregdo de citrato
Prejuizo a acidificagdo renal
HORMONAIS

Aumento produgao de renina
Manutengao produgdo de eritropoietina
COMPLICACOES

Hipertensao

Hematuria, hemorragia

Dor aguda ou cronica

Infecgdo do trato urinario

Nefrolitiase
Nefromegalia
Insuficiéncia Renal

~ FREQUENCIA

+/- 50% (aumenta com idade)
raro
raro
+/- 10%
80% dcs pctes com IRCT

26%
5-10%
desconhecido

desconhecido
desconhecido
desconhecido

5%
raro
raro

100%

21%

comum

potencialmente todos os adultos
67%
desconhecido

provavelmente todos adultos hipertensos
provavelmerte todos com IRCT

>80% pctes com [IRCT e 30% criangas

50%

60%

comum

20%

100%
_ 45%pctes>60anos
Modificado de Gabow et al., 1993°



A doenga apresenta uma heterogeneidade clinica importante, tanto intra como
inter-familial'’. Existe uma grande variabilidade na idade de instalagdo dos sinais
e sintomas clinicos. O inicio da manifestagdo da doenga geralmente ocorre em

>678  com o aparecimento do aumento da

torno dos vinte a trinta anos de idade
pressdo arterial, podendo ou ndo estar associado & hematuria, cefaléia, nauseas e
vomitos, dor abdominal e lombar'®. Em 45 a 50% dos pacientes o quadro culmina
com a Insuficiéncia Renal Cronica Terminal (IRCT), tornando-se dependente de
sessdes de dialise (geralmente hemodialise) e candidato a transplante renal'.
Existem ao menos trés genes responsaveis pela origem desta doenga: um no
brago curto do cromossomo 16'%34%141316.17(16513 3) outro no brago longo do

41819 (4921-23) e outro em local ainda ndo determinado'’. Estes

Cromossomo
genes, quando mutados, originardo a doenga.

O gene do cromossomo 16 (nomeado gene PKDI1) foi identificado em
1985>1%1* como ligado ao gene da alfa-globina®. Em 1994 o Consorcio europeu
da ADPKD identificou uma translocagdo cromossomial associado ao ADPKD, o
qual separou o gene PBP (ponto de quebra policistico), codificando um transcrito
de 14 kilobases (kb), sendo identificado assim o gene PKDI1*'**. E em 1995, o
Consorcio internacional da ADPKD descreveu a estrutura completa do gene
PKDI1, com 46 éxons, assim como a proteina originada desse gene - a
policistina®®. A mutagdo deste gene ¢ responsavel por cerca de 85 % das familias
afetadas estudadas®. Subsequentemente foram descritas varias familias portadoras
do ADPKD que, ao estudo de ligagdo génica, ndo demonstravam serem ligadas
ao cromossomo 16.

Em 1993, um segundo locus ADPKD, que foi descrito na regido 4ql3-q23.
Peters et al, 1993 localizaram um 2° gene para ADPKD, ligado ao cromossomo 4,

através da analise de ligagdo com marcadores deste cromossomo (D4S231 e

D4S423)". Kimberling et al, no mesmo ano - 1993, também localizaram o 2°
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gene para ADPKD no brago longo do cromossomo 4, utilizando os marcadores
D48231 e D4S414. Foi definindo um segmento de aproximadamente 9 ¢cM -
denominado PKD4'®. Este gene foi clonado e caracterizado por Mochizuki et al,

em 1996, consistindo num gene de 15 exons, com 2904 pares de base™.

2.34.18.19

Responsavel por menos de 15% das familias afitadas , admite-se que a

mutagao deste gene determine um curso clinico mais brando, com uma evolugdo

dos sinais e sintomas mais lenta’>*.
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Figura 1: Crom. 16 e marcadores Figura 2: Crom. 4 e marcadores

Muitos autores tém descrito familias apresentando uma forma mais branda de
ADPKD onde o estudo de ligagdo para os cromossomos 16 e 4 nao foram
positivos, indicando que um 32 locus PKD esta envolvido no desenvolvimento da
doenga™*°*”. Devido ao baixo nimero de casos por familias, sendo casos mais

leves. levam a pensar que a frequéncia deve ser maor do que o indicado.
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Através da técnica de Biologia Molecular, utilizando marcadores
relacionados aos loci especificos do cromossomos 16 e 4, pode-se determinar a
origem da anomalia na familia e reconhecer o diagnostico de portador ou ndo da
mutagdo geradora da doenga'**!%21%8 Para isso, é necessaria a execug¢do de um
estudo familiar, analisando os polimorfismos caracteristicos do DNA de
marcadores intragénicos ou que flanqueiam os genes em cada mutagdo' .

Para o gene PKDI, apenas um pequeno numero de mutagdes tem sido

29.30,31.32,33.34

descrito no final 3°da copia tnica deste gene , incluindo deleg¢des™ ™,

mutagdes em splicing’'** substituigdes®®, mutagdes em sentido contrario™ """ e
mutagdes sem sentido™ "7,

Para o gene PKD4, Veldhuisen et al, 1997 descreveram 20 mutag¢des ligadas
ao cromossomo 4. A maioria das mutagdes parecem ser mutagdes unicas
ocorrendo através do gene, sem evidéncia de agrupamento®. Pequenas delegdes,
inser¢des e substituigdes™ que levam a paradas prematuras em translagdo, uma
substituicio de aminoacido e cinco possiveis mutagdes em sitios de splicing
foram encontradas™,

Estes achados sugerem que o 1° passo para formagdo dos cistos no PKD2 ¢ a
perda de uma copia fundamental da Policistina 2°*.

A patogénese da ADPKD permanece pouco compreendido™. Existe uma
grande variedade de anormalidades no desenvolvimento das células epiteliais,
mas o mecanismo molecular envolvido permanece obscuro®*'.

O gene PKDI produz uma nova proteina - policistina 1- cuja estrutura ¢ de
uma grande glicoproteina (que contem 4302 aminoacidos) com dominios extra-

celulares e multiplas regides transmembrana, podendo estar envolvida nas

interagdes célula - célula e célula - matriz*.



Geng et al, 1996 encontrou esta proteina (ccm 460 nDa) no epitilio tubular
renal, ductos hepaticos, ductos pancreaticos, assim como na pele, sendo super
€Xpresso na maioria, mas ndo em todos, dos cistos renais da ADPKD*

Existe uma distribuigdo sistémica da policistina, condizendo com a natureza
sitémica da ADPKD e a regra para células epiteliais na doenga'’.

Estudos recentes demonstraram que a policistina ¢ detectada em células
epiteliais de fetos normais, adultos e rins policisticos'**.

Qian et al, em 1997 descreveu o dominio final espiralado da policistina 1 e
demonstrou que ela se liga especificamente ao C terminal da Policistina 2.

Referiu ainda que uma mutagdo em um dos dois genes desfaz a associagdo entre

as policistinas, demonstrando assim a interliga¢do entre os dois genes da

PKD*#.
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O reconhecimento das familias afetadas e a possibilidade de investigagdo
imediata das mutagdes génicas, assume grande importéncia devido a variabilidade
de evolugdo clinica da doenga (de acordo com a mutagdo génica)***. Também
permite o acompanhamento precoce do paciente e o aconselhamento genético
adequado, visto que os métodos de imagem (ultrassonografia, urografia excretora,
Tomografia Axial Computadorizada e Ressondncia Nuclear Magnética) sdo
métodos de diagnostico precoce da doenga, mas dificilmente sdo realizados antes
de algum sintoma aparecer®. Aliado a isto, temos que a ultrassonografia, melthor
método de screening da doenga, apresenta uma baixa especificidade, quando
realizados em familiares com suspeita de ADPKD menores de 30 anos de
idade™. Assim, o estudo de ligagdo molecular assume importante papel no
diagnostico precoce da doenga, assim como no diagnostico de possiveis doadores
renais’’.

O St. George’s Hospital Medical School da Universidade de Londres, na
Inglaterra, desenvolve ha alguns anos uma pesquisa no estudo de haplotipos
genéticos em familias inglesas, utilizando as sondas de DNA especificas de cada
l6cus responsavel pela ADPKD.

Um trabalho paralelo, em colaboragdo, foi idealizado pela orientadora deste
trabalho - Dra. Eliana Ternes Pereira. Com a aceitagdo de colaboragdo pelo Dr.
Steve Jeffery (responsavel pelo programa naquele hospital), aliado ao apoio
cientifico-financeiro do CNPq, desenvolve-se um projeto de pesquisa visando a
realizagdo de um estudo clinico e molecular de familias catarinenses portadoras
de ADPKD, com possibilidade de expansdo para todo o Brasil, no decorrer dos

trabalhos.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € apresentar um modelo de analise de ligagdo
génica na Doeng¢a Autossomica Dominante do Rim Policistico, descrevendo os

meétodos utilizados e analisando a interpretagdo dos resultados.



3. METODO

O estudo molecular apresentado neste trabalho foi realizado em uma das 10
(dez) familias com a Doenga Autossdmica Dominante do Rim Policistico do
Adulto que estdo sendo acompanhadas no Nucleo de Genética Clinica do
Hospital Umniversitario, UFSC. O estudo ¢ parte do projeto de pesquisa
denominado “Estudo Clinico e Molecular de Pacientes portadores da Doenga
Autossémica Dominante do Rim Policistico”, apoiado pelo CNPq (processos
numeros 530053/93-4 ¢ 520856/95-3), sob orientagdo da professora Dra. Eliana
Ternes Pereira. O autor do trabalho, Fermando Romariz Ferreira, é parte da
pesquisa como aluno de inicagdo cientifica do CNPq, participando de todas as
etapas do mesmo.

As familias foram indicadas para o atendimento através dos ambulatorios do
HU ou encaminhadas do interior do Estado de Santa Catarina por médicos
interessados.

Foi realizado o contato com a familia a partir de um paciente do servigo de
nefrologia do Hospital Universitario, o qual apresentou-se a este setor com 0
diagnostico clinico de Doenga Renal Policistica do Adulto, sendo este realizado
aos 45 anos de idade.

A familia analisada neste trabalho foi encaminhada de Criciuma. Inicialmente
foi confirmado o diagnostico no paciente indice através do estudo
ultrassonografico do rim. Os pacientes foram considerados afetados pela doencga
quando o exame demonstrava a presenga de pelo menos 5 cistos em cada rim. Os

exames de fungdo renal foram também avaliados.
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A seguir, foi realizado o heredograma da familia, sendo contatados os
familiares interessados na investigagdo para avaliagdo, da mesma forma que no
paciente indice.

Foi explicado para a familia a origem da doenga e a sua heterogeneidade
genética e oferecido o estudo molecular aos individuos interessados.

Os interessados permitiram a coleta de sangue para estudo do DNA.

O acompanhamento clinico de rotina continuou sendo realizado nos
individuos afetados pelo médico que fez a indicagdo da familia para o HU.

Periodicamente a familia foi avaliada pelo grupo de pesquisa para coleta de
dados relacionados a evolugdo da doenga, como parte da metodologia da
pesquisa.

Realizou-se entdo o estudo molecular da familia nuclear do probando

O processo de investigagdo molecular foi realizado em duas etapas:

.1* Etapa: Isolamento do DNA de leucociios sanguineos, realizado no
Laboratorio de Citogenética Humana do Hospital Universitario - UFSC, pelo
autor deste trabalho, seguindo o método descrito por SAMBROOK et al. em
1989 (vide apéndice)’’.

2% Etapa: Analise molecular, através do estudo dos haplotipos de cada
individuo, com a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction). Foram utilizadas
as sondas marcadoras de DNA, especificos de cada locus génico.

Para o lécus PKDI1 (16p) foram utilizadas as sondas: KG8 (intragénico),
CWA4AC2.5 e SW7 (flanqueiam o gene e tem fragdc de recombinagdo zero).

Para o locus PKD4 (4q) foram utilizadas as sondas D4S1534 e D45423.

As caracteristicas de cada sonda pode ser observada nas tabelas 2 e 3, que

seguem abaixo:
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TABELA 2 - Caracteristicas dos marcadores utilizados no trabalho.

Nome do Alelos Comprimento Heterozigose Referéncias
marcador Descritos (bp) esperada
KGS8 8 116 A130 0.501 Snarey et al, 1994 **
SM7 11 81a107 0.62 Harris et al, 1991
CW4AC2.5 10 154 a 170 0.79 Thompson et al, 1992
D4S1534 6 146 a 158 0.76 CEPH MAP, 1997 "
D4S423 9 103 a 125 0.82 Peters et al, 1993 '*

TABELA 3 - Sequéncia dos indicadores utilizados no PCR

Nome do Iniciador Dianteiro Iniciador Reverso
Marcador

KGS8 5’CTCCCAGGGTGGAGGAACGTG | 5 GCAGGACAGCCAGCTCCGAG
SM7 5> ACAAGAGTGAATCTCTGACAG | 5> ACATATGTAGTCTTCTGCAGG
AC2.5 57 AAGGCTGGCAGAGGAGGGA 5" CTAATCGGCGGCGAGCTCTA
D4S1534 | 5 ATTCAGTTTCAGCCCCAT 5" ACCAGCCCAAGGTAGAGG
D4S423 5" TTGAGTAGTTCCTGAAGC 5" CAAAGTCCTCCATCTTGAGTG

Todas as amplificagdes foram realizadas com o primeiro ciclo de 95°C por

minuto, seguido por um tempo de espera a 80°C para adigdo da enzima,

reiniciando com um ciclo de 94°C por minuto, um ciclo final de extensdo de 10

minutos a 72°C e 25 ciclos intermediarios apos como demonstrado abaixo, na

tabela 4:




TABELA 4 - Condigoes do PCR
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Nome do Temperatura de Temperatura de Temperatura de
Marcador desnaturacao annealing extensao
KGS8 94°C - 1 minuto 65°C - 1 minuto 72°C - 1 minuto
SM7 94°C - 1 minuto 60°C - 1 minuto 72°C - 30 segundos
AC2.5 94°C - 1 minuto 57°C - 1 minuto 72°C -30 segundos
D4S1534 | 94°C - 1 minuto 55°C - 30 segundos 72°C - 1 minuto
D4S423 94°C - 1 minuto 55°C - 30 segundos 72°C - 1 minuto

Esta etapa foi realizada no St. George’s Hospital Medical School, pela
orientadora deste projeto (em visita ao setor), sob supervisio do Dr. Steve

Jeffery.

Apos a obtengdo do haplotipo de cada individuo, os dados foram digitados
no programa MegaBASE ¢ a andlise de ligagdo o1 realizada com o programa
MLINK como descrito por Fenton ¢ Sandkuijhl, 1992 *°. Os programas utilizados
sdo de propriedade da Unidade de Medicina Molecular do St. George’s Hospital
Medical School, da London University, com o qual a orientadora tem um trabalho

de colaboragio.
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4. RESULTADOS

O probando foi um paciente que apresentou a primeira manifestagdo da
doenca renal policistica - hematuria - aos 30 anos de idade, sem quaisquer outras
queixas anteriormente. A partir dai, foi diagnosticado um quadro de hipertensao
arterial sistémica. Iniciando investigagdo para a nova condi¢do, foram realizados
exames de urografia excretora e ultrassonografia (USG), sendo visualizados
varios cistos renais bilateralmente.

Aos 35 anos de idade o paciente apresentou ulcera duodenal, o qual foi
controlado clinicamente.

Aos 42 anos de idade, ainda sob tratamento para hipertensdo arterial
sistémica, o paciente indice evoluiu com sintomas de nduseas € notou um
aparecimento de massa abdominal em flancos.

Aos 43 anos de idade o paciente evoluiu com insuficiéncia renal crénica,
iniciando o programa de hemodialise e aguardando na fila para um possivel
transplante renal, o qual quase foi realizado por 2 vezes; ndo o sendo por falta de
diagnostico preciso do familiar, menor de 30 anos e idade, candidato a doador.

Realizou hemodialise por mais 2 anos, havendo, aos 45 anos de idade,
complicagoes dialiticas - SIC, indo a obito.

O paciente apresentava, a ultrassonografia realizada aos 40 anos de idade,
cerca de 10 cistos em cada rim, medindo entre 2 e 5 centimetros de didmetro

cada cisto. Associado ao quadro, apresentava alguns cistos hepaticos.
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Figura 4: heredograma da familia
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Ao exame ultrassonografico da familia nuclear do probando, encontramos:

II, - USG +, com 1 cisto renal bilateral (+/-3cm), aos 44 anos de 1dade;

[V, - USG -, aos 20 anos de 1dade;

[Vs - USG -, aos 17 anos de idade;

[Ve - USG +, com 1 + 2 cistos renais (<2cm), aos 13 anos de idade.

Os descendentes do probando permaneceram assintomaticos.

A mae do probando (II,) diagnosticou hipertersdo arterial sistémica aos 27
anos de idade, sendo controlada apenas com tratamento clinico. Apresentou
historia de infecgdes do trato urinario de repetigdo (varios episodios),

evidenciando dor abdominal e lombar durante as crises. Apresentou, ainda,



historia de tlcera duodenal, tratada clinicamente. Paciente referiu diagnostico de
doenga renal policistica aos 46 anos de idade, por estudo de investigagdo
familiar, apresentando ultrassonografia com 1 cisto renal bilateral, ambos maiores
que 5 centimetros de didmetro. O tultimo exame de creatinina sérica realizado foi
de 2,6 mg/dl (ref. 0,4 a 1,4 mg/dl).

O filho mais novo do probando (IV¢) manteve-se assintomatico, com o ultimo
exame de creatinina sérica de 0,82 mg/dl (ref. 0,4 a 1,4 mg/dl).

Os resultados do heredograma nuclear ¢ do padrdo genotipico da familia €

demonstrado nas figuras 4 e 5, com os marcadores para os cromossomos 16 e 4,

respectivamente.
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Figuras 4 e 5: Heredogramas da familia, demonstrando os genotipos definidos
pelos marcadores ligados aos PKDI1 (fig. 4) e PKD4 (fig 5). Os nimeros junto a
parte superior dos simbolos representam a idade dos individuos. Aos alelos sdo
dados nimeros arbitrarios, arranjados de acordo ccm os haplotipos. Os simbolos

hachurados representam os afetados.



Na analise de ligagdo ao gene PKD1, no programa MLINK, verificou-se:

Tabela 5: marcador KGS8:

Fracao (9) 0,500 0,000 0,010
Recombinagao
Lod score (Z) 0,000 0,531 0,530

Tabela 6: marcador CW4AC2.5:

Fragio  (9) 0,500 0,000 0,010
Recombinagao
Lod score (Z) 0,000 0,531 0,523

Tabela 7: marcador SM7:

Fragio  (9) 0,500 0,000 0,010
Recombinagao
Lod score (Z) 0,000 0,531 0,523

Na analise de ligagdo ao gene PKD4, no mesmo programa, foram obtidos

pontos negativos de lod score.




5. DISCUSSAO

Os marcadores do cromossomo 4 utilizados ndo segregaram com a doeng¢a
nessa familia, fornecendo um lod score negativo, indicando que o gene alterado
nessa familia ndo é o PKD4.

Na figura 5, verificamos que o marcador D4S423 nao foi informativo. O pai
carreador era homozigoto para esse alelo.

S6 o marcador D4S51534 foi o informativo por ser o pai heterozigoto.

A filha 1V,, ndo afetada e o filho IV apresentaram o mesmo haplotipo
paterno.

Sendo discordante em relagdo a doenga, indica que o gene alterado ndo fo1 o

PKD4.

Os marcadores do cromossomo 16 segregaram com a mutagdo do gene
PKD1, nessa familia, com lod score positivo, como demonstrado nas tabelas 5, 6
e 7.

O haplotipo comum nos pacientes afetados foi 1.2.2, respectivamente para o0s
marcadores KG8, SM7 e CW4AC2 5.

O 1deal seria obter lod score maior que 1,0. Entretanto, nessa familia, ndo
conseguimos coletar amostras de outros familiares afetados e ndo afetados.

Do ponto de vista clinico, o resultado molecular concordou com os dados da
literatura, que refere que a forma PKD1 €é mais precoce e evolui mais

rapidamente para insuficiéncia renal

O probando (III,), na idade de 43 anos, ja iniciou as sessdes de hemodialise,

e aos 45 anos foi a dbito por complicagdes relacionadas a condigdo.
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Entretanto, na mde do probando e no seu filho, a condigdo ndo parece ser
grave. Nessa familia, o estudo clinico continuara para termos mais informagaes.

Somente a avaliagdo sistematica de varias familias portadoras do gene PKDI
e PKD4 poderdo fornecer dados relevantes que confirmem a diferenga de

evolugdo clinica nas duas formas, como citado na literatura.
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6. CONCLUSAO

A importancia do estudo molecular dos portadores de Doenga Renal
Policistica do Adulto, assim como de seus familiares, reside no diagnostico
precoce, pois evidencia os portadores da doenga mesmo antes do aparecimento
dos cistos renais. A origem PKD1 ou PKD4 pode rer importancia prognostica (de
acordo com a ligagdo génica especifica) da doenga. Isso pode auxiliar na melhor
orientagdo dos portadores da condigdo. O tratamento precoce visa minimizar a
morbidade da mesma.

Concluimos sugerindo que, uma vez que ndo existe um tratamento especifico
para a doenga do rim policistico, o tratamento dos sinais e sintomas iniciais, para
evitar uma progressdo mais agressiva da doenga, como ocorre nos casos
associados a hipertensdo arterial sistémica ndo tratada, ¢ fundamental nesses
pacientes.

Como a ADPKD evolu para a insuficiéncia reral terminal, concluimos que €
de grande valia a determinagdo dos familiares ndo portadores do gene mutante,
por este ser um potencial doador de rim.

Concluimos também que ¢ importante o aconselhamento genético das
familias, para orientagai das geragdes futuras.

Finalmente, concluimos que somente a avaliagdo sistematica de varias
familias portadoras do gene PKD1 e PKD2 poderio fornecer dados relevantes

que confirmem a diferenga de evolugdo clinica entre as duas formas.
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RESUMO

A Doenga Autossomica Dominante do Rim Policistico (ADPKD) ¢ uma das
mais freiientes desordens monogénicas, com uma prevaléncia de 1:1000.
Caracteriza-se pela formagdo de cistos em orgdos ductais (rins, figado, entre
outros). Existem ao menos 3 genes responsaveis pela origem da doenga: um no
cromossomo 16p13.3 (PKD1), outro no cromossomo 4q21-23 (PKD4) e outro
em local ainda ndo determinado.

Apresentamos um modelo de estudo de ligagdo no ADPKD, analisando e
interpretando os resultados encontrados em uma familia portadora desta
condigdo.

Obtivemos lod score positivo para a ligagéiio ao gene PKDI e lod score
negativo para a ligagao ao gene PKD4.

Do ponto de vista clinico, o resultado molecular concordou com os dados da
literatura, onde o PKDI1 € mais precoce e evolui mais rapidamente para a
insuficiéncia renal.

A 1mportancia do estudo molecular, para determinagdo da origem génica da
doenga, pode auxiliar na melhor orientagdo dos portadores da condigdo.
Concluimos sugerindo que o tratamento dos sinais e sintomas inicials €
fundamental nos portadores da ADPKD. Concluimos ainda que € importante
obter o resultado molecular para orientagdes para as geragdes futuras e tambeém

poder estabelecer a diferenga de evolugdo clinica das duas formas de ADPKD.



SUMMARY

The Autossomal Dominant Polycystic Kidney Disease (ADPKD) is one of the
most frequent monogenic disorders, with a prevalence of 1:1000. The basic
caracteristic is the presence of cysts in ductal organs (kidneys, liver and others).
There are at least 3 genes responsible for the development of the disease: one in
the chromossome 16p13.3 (PKD1), other in the chromossome 4q21-23 (PKD4),
and another in a unindetifyed locus.

We present a model of study of linkage in ADPKD, analysing and
interpreting the results found in a family carrier of this condition.

We acquired a positive lod score to the linkage to the PKD1 gene and a
negative lod score to the linkage to PKD4 gene.

In the clinic point of view, the molecular outcome agreed with the literature
data, wher the PKD1 is premature and develop earlier to end stage renal failure.

The importance of the molecular study, to determinate the disease’s genetic
cause, could help in the better orientation to the condition’s carrier. We conclude
suggering that the earliest treatment of the signs and symptons is fundamental in
the carriers of ADPKD. We still conclude that it is important to obtain the
molecular pattern to give the correct orientations to the next generations and to

stablish the real difference between the two forms of ADPKD.
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APENDICE

ISOLAMENTO DE DNA DE SANGUE

(Sambrook et al., 1989)*’

1) Método para 10 ml de sangue cohido com EDTA.

2) Antes de iniciar, agite o tubo varias vezes com movimentos de inversdo para
ter uma solugdo homogénea.

3) Diluir 10 ml de sangue com 35 ml de tampéo de lise do sangue em um tubo de
50 ml.

4) A lise das células vermelhas ocorre em 5 minutos a temperatura ambiente.

5) Centrifugar a 1500 rpm por 10 minutos (centrifuga CELME).

6) Desprezar o sobrenadante (colocar em solugdo de hipoclorito de sodio).

7) Lavar o tubo e o sedimento com tampdo de lise do sangue (10 ml).

8) Centrifugar novamente a 1500 rpm por 10 minutos.

9) Desprezar o o sobrenadante.

10) Ressuspender o sedimento com 3 ml de tampdo de lise nuclear (utilizar
vortex).

11) Adicionar 100 ul de pronase e agitar o tubo levemente.

12) Adicionar 150 ul de SDS 20% e agitar o tubo |evemente.

13) Incubar a 37°C por 48 hs. A solugio deve estar clara e viscosa.

14) Adicionar 1 ml de NaCl saturado (6M).

15) Agitar o tubo vigorosamente por 15 segundos com movimentos de inversao.
16) Centrifugar por 15 minutos a 2500 rpm.

17) Transferir o sobrenadante para outro tubo. Enquanto o sobrenadante estiver

turvo, repetir a etapa anterior.
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18) Precipitar o DNA adicionando 2 volumes de etanol absoluto a temperatura
ambiente. Precipitar o DNA por 3 vezes para retirar o excesso de sal.

19) Dissolver o DNA em 400 a 1000 ul de TE-4.

20) Incubar a 65'C (em banho maria) por 30 minutos para excluir qualquer
contaminag¢ao com DNAse.

21) Dissolver na geladeira por 2 dias, antes de utilizar para analise.

Solucoes:
1) TAMPAO DE LISE DO SANGUE:
155mM NH,CI
10mM KHCO;
ImM EDTA pH 7 4

2) TAMPAO DE LISE DOS NUCLEOS:
10mM Tris.Cl
400mM NaCl
2mM EDTA pH 82

3) SDS 20%

4) NaCl 6M

5) TE-4
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