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RESUMO: As nefropatias hereditarias cisticas (NHCs) sao
causadas por mutagdes génicas determinantes ao desenvolvimento
de anormalidades nas células renais epiteliais, alteragdes que
criam as condi¢des bioldgicas necessarias a formagao cistica.
A identificagdo de genes mutados nessas enfermidades e a
caracterizagdo de seus produtos proteicos vém permitindo a
elucidacdo de mecanismos envolvidos em sua patogénese.
Esta revisdo tem como foco as bases genéticas e a patogénese
molecular dessas enfermidades, embora também aborde
brevemente aspectos clinicos e epidemioldgicos das NHCs de
maior impacto médico e socioecondmico. Dentro deste conjunto
de moléstias, abordaremos a doenga renal policistica autossomica
dominante, doenga renal policistica autossomica recessiva,
nefronoftises, doenca renal tibulo-intersticial autossomica
dominante, doenga de von Hippel-Lindau e complexo esclerose
tuberosa. Essas NHCs possuem sobreposi¢do de manifestagdes
clinicas e compartilham vias e defeitos moleculares. Entre
suas caracteristicas comuns, destacaremos o papel central de
anormalidades no cilio apical primario e de vias de sinaliza¢ao
intracelular responsaveis por alteragdes fundamentais do fenétipo
celular. Ao apresentar os avangos obtidos na patogénese molecular
e celular das NHCs, discutiremos criticamente o estabelecimento,
os papeis e as implicagdes da homeostase defeituosa de calcio
citosolico; resposta celular hiperproliferativa ao AMP ciclico;
taxas elevadas de proliferago celular e apoptose; alteragdes da
matriz extracelular; altera¢des da polaridade celular; e secre¢ao
transepitelial de fluido. O conhecimento acumulado nas ultimas
duas décadas trouxe um novo contexto molecular e celular as
NHCs, capaz de criar a plataforma de conhecimento necessaria
para o desenvolvimento de ensaios pré-clinicos. Tais ensaios, por
sua vez, vém amparando a condug¢ao de estudos clinicos robustos,
os quais tém aberto perspectivas terapéuticas promissoras.

Descritores: Doengas renais cisticas; Mutagdo/genética; Rim
policistico autossomico recessivo; Rim policistico autossomico
dominante.

ABSTRACT: The inherited cystic nephropathies (ICNs) are
caused by gene mutations determinant to the development of renal
epithelial cell abnormalities, alterations that create the biological
conditions necessary to cyst formation. The identification of genes
mutated in these diseases and the characterization of their protein
products have been allowing the elucidation of mechanisms
involved in their pathogenesis. The current review focus on the
genetic basis and molecular pathogenesis of such illnesses, though
it also briefly addresses clinical and epidemiological aspects
of the ICNs with higher medical and socioeconomical impact.
Within this disease set, we will approach autosomal dominant
polycystic kidney disease, autosomal recessive polycystic
kidney disease, nephronophthises, autosomal dominant tubule-
interstitial kidney disease, von Hippel-Lindau disease, and
tuberous sclerosis complex. These ICNs present overlapping
of clinical manifestations and share pathways and molecular
defects. Among their common features, we will focus on the
central role of abnormalities affecting the primary apical cilium
and intracellular signaling pathways responsible for fundamental
alterations in cell phenotype. When highlighting the advances in
molecular and cellular pathogenesis of ICNs, we will critically
discuss the establishment, the roles and the implications of the
defective cytosolic calcium homeostasis; hyperproliferative cell
response to cyclic AMP; high cell proliferation and apoptosis
rates; extracellular matrix alterations; cell polarity abnormalities;
and transepithelial fluid secretion. The knowledge accumulated
in the last two decades brought a new molecular and cellular
scenario to the ICNs, creating the required platform to develop
preclinical assays. Such studies, in turn, have been supporting the
performance of robust clinical trials which have been opening
promising therapeutic perspectives.

Keywords: Kidney diseases, cystic; Mutation/genetics;
Polycystic kidney autosomal recessive; Polycystic kidney
autosomal dominante.
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INTRODUCAO

Cerca de um ter¢o da populacdo acima de 50
anos de idade apresenta cistos renais. Embora
na maior parte desses casos esta manifestacdo ocorra na
forma de cistos simples, o acometimento cistico renal
também inclui doencgas cisticas de maior complexidade,
associadas a multiplas etiologias e expressdo fenotipica
altamente variavel'. Tais desordens podem ser causadas por
mutacgdes germinativas patogénicas, como nas nefropatias
cisticas herdadas, por anormalidades do desenvolvimento
embriolédgico, pelo desenvolvimento de cistos associados
a doengas sistémicas e por cistos renais adquiridos ao
longo da vida.

Nesta revisao abordaremos as nefropatias hereditarias
cisticas (NHC), um conjunto de doengas de elevado
impacto médico e socioecondmico. Entre elas, destacam-
se a doenca renal policistica autossdmica dominante
(DRPAD), a doenga renal policistica autossomica recessiva
(DRPAR), as nefronoftises (NPHP) e a doenca renal tiibulo-
intersticial autossomica dominante (DRIAD). A DRPAD
constitui-se na doenca renal hereditaria mais comum,
sendo responsavel por 4,4-10% de todos os pacientes em
terapia renal substitutiva em todo mundo®. A DRPAR ¢é
uma moléstia renal cistica geralmente grave e de inicio
precoce, consistindo em uma importante causa hereditaria
de doenga renal cronica terminal (DRCT) na infancia’. As
NPHPs, por sua vez, constituem as causas mais comuns
de DRCT em criangas e adultos jovens*®. A patogénese
molecular e celular dessas enfermidades sera abordada com
relativa profundidade neste artigo, em conjunto com seus
aspectos clinicos e epidemioldgicos, estes de forma menos
detalhada. A DRIAD manifesta-se clinicamente entre a
terceira e sexta década de vida, evoluindo para DRCT em
idades variadas®. Esta desordem sera discutida de forma
mais sucinta, assim como a doenga de von Hippel-Lindau
(VHL) e complexo esclerose tuberosa (CET).

As NHCs tém como base comum muta¢do ou
mutagdes germinativas em um locus ou loci génicos
determinantes para o desenvolvimento de desordens
estruturais e/ou funcionais em células renais epiteliais.
Este defeito génico primario resulta na dilatacdo e/ou
evaginagdo a partir de segmentos tubulares, processo
que progride a formacdo e crescimento gradual de cistos
renais e, frequentemente, ao declinio da fun¢ao renal.
Embora a cistogénese envolva um mecanismo complexo
e com particularidades para cada entidade patologica,
avangos obtidos nas ultimas duas décadas foram capazes
de identificar defeitos moleculares e celulares comuns a
formacao e a expansao dos cistos renais. Tais mecanismos
compreendem homeostase defeituosa de célcio citosolico,
resposta celular hiperproliferativa ao AMP ciclico (AMPc),
taxas elevadas de proliferago celular e apoptose, alteragdes
da matriz extracelular, alteracdes da polaridade celular,
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secrecao transepitelial de fluidos, desdiferenciagdo celular
e inflamacdo. As vias moleculares envolvidas nessas
alteracdes celulares serdo apresentadas ao longo desta
revisao.

A identificacao de muitos genes mutados nas NHCs,
ocorrida a partir da década de 90, abriu um novo cenario
na investigacdo da patogénese dessas doengas, permitindo
a caracterizagdo das proteinas codificadas por tais genes e
a geracao de modelos animais ortdlogos as enfermidades
humanas. Interessantemente, muitos dos produtos de genes
mutados em doengas cisticas renais humanas e em modelos
animais de doenca renal policistica se expressam no cilio
apical primario (CAP). Dessa forma, foi possivel unificar
um amplo espectro de doencas cisticas renais sob um novo
conceito fisiopatologico denominado “ciliopatias”. No
entanto, apesar dos grandes avancos obtidos as relagdes
entre defeitos no CAP e cistogénese ainda sao pouco
compreendidas.

O CAP, classificado como cilio nao-moével, €
uma organela sensorial que se projeta da superficie da
grande maioria das células. Esta estrutura assume um
papel fundamental na sinalizacdo celular, incluindo
vias envolvidas no crescimento e diferenciacao celular,
orientacdo tridimensional da polaridade celular e divisao
planar, proliferacdo celular e apoptose. Dada a amplitude
de tal modulagdo, disfungdes de vias que transitam pelo
CAP podem resultar em fenotipos complexos e afetar
multiplos 6rgdos; notavelmente, entretanto, o achado
clinico mais comum das ciliopatias € o desenvolvimento
de cistos renais’. Embora disfungdes de proteinas expressas
no CAP resultem em cistogénese, defeitos em proteinas nao
ciliares também podem levar a formagao de cistos renais.
Ademais, a localizacao subcelular de muitas cistoproteinas
nao ¢ restrita ao CAP. Estudos recentes apoiam, de fato,
o envolvimento de vias de sinalizacdo extraciliares no
processo de cistogénese e demonstram interacdes e
modulacdes entre diferentes cistoproteinas, convergindo
a um fenotipo cistico comum.

DOENCA RENAL POLICISTICA AUTOSSOMICA
DOMINANTE (DRPAD)

Epidemiologia e Manifestacoes Clinicas

A DRPAD ¢ uma das doengas hereditarias humanas
mais comuns, com uma prevaléncia estimada de 1:400-
1000 em diferentes populagdes®. Embora essa enfermidade
apresente um fendtipo renal predominante, a mesma
constitui-se numa doencga sistémica. Seu fendtipo renal
caracteristico inclui cistos renais multiplos, distribuidos
bilateral e difusamente. Os cistos se originam inicialmente
como uma evaginacdo conectada ao lumen tubular,
estrutura que se desconecta do segmento de origem ao
atingir um determinado tamanho. Vale notar que a doenca
progride com crescimento do volume dos rins e relativa
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manuten¢do da funcao renal por muitos anos, antes de
iniciar um processo de declinio constante da taxa de
filtragdo glomerular (TFG). Nesse cendrio, cerca da metade
dos pacientes afetados evolui para DRCT até a sexta década
de vida.

A maioria dos sintomas observados nos individuos
com DRPAD se relaciona ao aumento do tamanho dos
rins e o crescimento cistico. Enquanto dor em flanco,
lombar ou abdominal e plenitude pds-prandial decorrem
do aumento do volume do 6rgdo, hematuria, infeccao
urinaria, nefrolitiase e disturbios de concentragao urinaria
se associam classicamente a expansao dos cistos renais.

Apesar do fendtipo renal se destacar, a DRPAD
¢ uma desordem sistémica, associando-se também a
manifestacdes extra-renais. Entre estas, merecem destaque:
1) manifestacdes cardiacas, como prolapso da valva mitral
e outras valvopatias cardiacas, aneurismas intracranianos,
aneurismas aorticos, hipertrofia do ventriculo esquerdo e
miocardiopatia; 2) manifestagdes gastrointestinais, como
cistos hepaticos (com acentuado alargamento do 6rgdo
em alguns casos), cistos pancreaticos e diverticulos de
colon; e 3) outras manifestagdes, incluindo cistos na
vesicula seminal e epididimo, hérnias abdominais e cistos
esplénicos”!?.

Diversos estudos mostram que o envolvimento
cardiovascular parece se iniciar precocemento no curso
da DRPAD e se constitui na maior causa de morbidade
e mortalidade em pacientes com a doenga'''2, Nesse
contexto, destacam-se os efeitos da hipertensao arterial
sistémica (HAS), presente em cerca de 60% dos pacientes
com DRPAD antes mesmo de prejuizos na func¢do renal
serem detectados'>'* e 10 anos antes que na populagio
geral’®. A génese da HAS ainda ndo estda completamente
elucidada na DRPAD, porém a ativacdo do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) em resposta a
compressdo vascular decorrente da distensdao dos cistos
parece cumprir um papel central na determinacdo desse
fenodtipo'®. O desenvolvimento de hipertrofia ventricular
esquerda e de miocardiopatia dilatada idiopatica também
impactam no prognoéstico da doenga!”'®, Em estudo recente
conduzido em camundongos, mostramos que a deficiéncia
de atividade de Pkdl, ortdlogo ao gene humano PKDI,
determinou disfung¢ao e redugdo da deformidade cardiaca
(strain). Foi interessante observar que o tecido cardiaco
dos animais deficientes em Pkdl apresentou aumento de
apoptose e fibrose discreta'.

Os genes mutados na DRPAD e seus produtos

A DRPAD ¢ geneticamente heterogénea, podendo
decorrer de mutagdes no gene PKD1 (Polycystic Kidney
Disease 1), localizado no cromossomo 16p13.3, ou
PKD?2 (Polycystic Kidney Disease 2), mapeado a regido
cromossomica 4q21. Estima-se que cerca de 75% dos casos
devem-se a mutagdes em PKDI (DRPADI), enquanto
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aproximadamente 25% dos pacientes desenvolvem a doenga
em decorréncia de mutagdes em PKD2 (DRPAD2)X. De
acordo com o banco de dados de mutacdes na DRPAD,
1272 variantes patogénicas ja foram descritas para PKD1
¢ 202 para PKD2. Embora as manifestacdes clinicas sejam
comuns a DRPAD1 e DRPAD?2, pacientes com mutagdo em
PKD?2 apresentam fenotipo clinico mais brando que aqueles
com mutagdao em PKDI. De fato, DRCT ocorre em média
aos 54 anos na DRPADI versus 74 anos na DRPAD22!,

A expressao clinica da DRPAD ¢ bastante variada,
podendo se manifestar raramente ja na vida intrauterina,
com rins massivamente aumentados, até apresentagdes
brandas com fungao renal relativamente preservada até a
sétima década de vida. Merece atencdo, ainda, a observagao
de uma variabilidade fenotipica substancial entre e dentro
de familias afetadas. Nesse contexto, apesar de ser uma
doenca monogénica de transmissdo genética dominante,
a DRPAD se comporta como uma desordem complexa,
uma vez que varios fatores genéticos e ndo-genéticos
podem influenciar seu desfecho clinico®. Além do locus
envolvido e de fatores ambientais, também contribuem para
a variabilidade clinica da doenga o background genético,
a heterogeneidade alélica e variantes genéticas de /oci
modificadores®.

A inativacao em homozigose de PKDI ou PKD?2
¢ invariavelmente embrionicamente letal. Um grande
estudo de correlacdo genotipo-fendtipo revelou associagao
entre a natureza da mutacdo patogénica em PKD/ e a taxa
de sobrevida renal. Individuos com mutacdo neste gene
associada a truncamento evoluem para DCRT em média
aos 55,6 anos de idade, enquanto pacientes com outros
tipos de mutagdo atingem DRCT em média aos 67,9 anos®.
Interessantemente, outro estudo relatou co-segregagio
de uma mutacdo missense para PKDI/ e uma mutacao
associada a truncamento para PKD2 em trés pacientes
pertencentes a uma familia com heranga bilineal?*. Esses
individuos trans-heterozigotos sobreviveram, porém
apresentaram fendtipo muito mais severo que os outros
individuos afetados carreadores de apenas uma das
mutagdes. Mutacdes que ndo levam a inativagdo completa
de PKDI ou PKD2 geram alelos hipomorficos, com
diferentes niveis de atividade residual. Nesse cenario, ja
foram descritas casos com heterozigose composta para
PKD1 ou PKD2; nesses casos, a0 menos uma das variantes
¢ necessariamente hipomorfica®.

Embora ndo diretamente associados a DRPAD,
variantes genéticas em loci modificadores podem piorar
a severidade da doenca quando co-herdados com as
variantes patogénicas de PKDI ou PKD2. Esforgos estdo
sendo dirigidos para a identificacdo de tais /oci. Entre
os fatores ndo-genéticos potencialmente capazes de
influenciar a progressao da doenga renal e manifestagdes
extra-renais, destacam-se a cafeina, por favorecer a
proliferacao celular e secregdo transepitelial de fluido, e o
tabagismo, por seus efeitos potencialmente mutagénicos,
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proliferativos, inflamatdrios e indutores de desbalanco
redox e hemodindmico®.

O gene PKDI codifica policistina-1 (PC1), uma
glicoproteina integral de membrana de 4.303 aminodcidos
(aa) com uma porgao extracelular N-terminal com mais de
3.000 aa, 11 dominios transmembranicos e um segmento
C-terminal intracelular curto de aproximadamente 200
aa. A por¢do extracelular N-terminal (NTF) contém uma
combinacdo de dominios aparentemente importantes
para interacdes proteina-proteina e proteina-carboidrato,
incluindo repeti¢des ricas em leucina; 16 copias do
dominio PKD; dominio lectina tipo-C; LDL-A (low-density
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lipoprotein receptor domain class A); um dominio REJ
(receptor for egg jelly) ¢ um dominio GPS (G protein-
coupled receptor proteolytic site). Sua por¢ao C-terminal
apresenta diversos sitios de fosforilagdo ¢ um dominio
helicoidal fundamental para a interacdo fisica entre as
por¢des C-terminais da PC1 e da policistina-2 (PC2), o
produto do gene PKD?2 (Figura 1). PC2 também ¢ uma
glicoproteina integral de membrana, com seis dominios
transmembranicos mas ambas as extremidades N- e
C-terminais intracitosolicas (Figura 1). PC2 funciona
como um canal de cations ndo seletivo permeavel a Ca*',
enquanto admite-se que PC1 funcione como um receptor
de membrana e uma molécula de adesao.
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Figura 1. Estrutura e representagdo dos dominios fundamentais da policistina-1 (PC1), da policistina-2 (PC2) e da poliductina/fibrocistina
(FPC), os produtos de PKDI, PKD2, e PKHDI, respectivamente. NTF: por¢ao N-terminal da policistina-1; CTF: porgdo C-terminal

da policistina-1

O fato de mutagdes em um ou outro gene induzirem
fenotipos qualitativamente semelhantes apoia a formagao
de um complexo PC1/PC2 e modulagdes funcionais entre
essas proteinas. Tais proteinas se expressam em muitos
tecidos, porém suas fun¢des precisas ainda sdo pouco
conhecidas; a melhor caracterizagdao nesse sentido foi
obtida para o complexo PC1/PC2 expresso no CAP de
c€lulas renais.

DOENCA RENAL POLICISTICA AUTOSSOMICA
RECESSIVA (DRPAR)

Epidemiologia e Manifestacoes Clinicas

A DRPAR ¢ uma desordem caracterizada por
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dilatagdes fusiformes nio obstrutivas dos ductos coletores
renais e malformagdo do trato portal. Ocorre em uma
frequéncia estimada de 1 para 20000 nascidos vivos, porém
a existéncia de casos graves acompanhados de obito fetal
sugere uma incidéncia maior®.

Esta doenca fibrocistica apresenta um espectro
clinico bastante variavel, incluindo desde fenotipo neonatal
grave até formas mais brandas de manifestagoes tardias. O
fendtipo peri/neonatal caracteriza-se pelo desenvolvimento
de oligoidramio devido ao baixo debito urinario, hipoplasia
pulmonar, Sindrome de Potter (deformidades dos membros
e anormalidades faciais) e rins acentuadamente aumentados.
Estudos populacionais mostraram que a DRPAR apresenta
mortalidade perinatal de aproximadamente 30%, devido
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principalmente a insuficiéncia respiratoria®’.

As manifestagdes renais tipicas consistem em
rins hiperecogénicos, bastante aumentados, com perda
da diferenciagdo cortico-medular devido as dilatacdes
fusiformes dos ductos coletores. Cistos menores que 3 mm
podem ser observados, principalmente na regido medular.
Um estudo retrospectivo mostrou que a taxa de sobrevida
renal dos que sobrevivem ao periodo peri/neonatal ¢ de
86% em 5 anos, 71% em 10 anos e diminui para 42% aos
20 anos (28). Os acometidos podem apresentar déficit
de concentragdo urindria por efeito dilucional, com
consequente hiponatremia, politria e polidipsia.

As alteragdes hepaticas associadas a DRPAR
incluem fibrose hepatica congénita (FHC) e alteragdes
colangiodisplasicas, originadas pela malformagao da placa
ductal. Dado o remodelamento incompleto da placa ductal
nesta doenga, seguem-se uma ramifica¢do biliar anormal
e dilatacao dos ductos biliares, que se associam a fibrose.
Em alguns casos, os pacientes podem evoluir com dilatagio
massiva dos ductos biliares intrahepaticos de maior calibre,
condi¢do denominada doenga de Caroli. A FHC progride
ao longo do tempo, podendo levar a hipertensdo portal
grave. Como consequéncia, os pacientes podem apresentar
inversdo do fluxo hepatoportal, esplenomegalia e varizes
de esodfago e do fundo gastrico®.

Cerca de dois tergos dos pacientes apresentam HAS,
geralmente de inicio precoce e muitas vezes de controle
dificil. Embora a fisiopatologia da hipertensdo nesta
moléstia ndo seja completamente conhecida, a ativagao do
sistema renina-angiotensina-aldosterona intra-renal parece
contribuir para tal manifestacdo®°. Se neglicenciada, a
HAS pode levar a hipertrofia ventricular e insuficiéncia
cardiaca.

O gene mutado na DRPAR e seu produto

A DRPAR ¢ causada por mutagdes em um nico
gene, PKHD1 (polycystic kidney and hepatic disease gene
1), mapeado na regido cromossomica 6p12.2. PKHDI ¢ um
gene enorme e complexo que se estende por um segmento
genomico de 470kb e inclui um minimo de 86 éxons,
arranjados em multiplos transcritos alternativos resultantes
de variacdes de splicing. Seu quadro de leitura aberto mais
longo inclui 67 éxons e codifica poliductina/fibrocistina
(FPC), uma proteina de membrana.

Até o momento, cerca de 750 mutagdes patogénicas
foram identificadas ao longo de todo o gene®. Estudos
populacionais mostraram que pacientes acometidos com
ambas as mutagoes associadas ao truncamento de FPC se
correlacionam com o fenoétipo letal ou formas muito graves
da doenca. Mutagdes em sitios de splicing em ambos os
alelos, ou associadas a mutagao com truncamento, também
resultam no fendtipo perinatal grave?!.

A ampla variacao fenotipica encontrada na DRPAR
nao pode ser explicada apenas com base no seu gendtipo.
Nesse contexto, também se deve considerar o papel de
variantes em Joci modificadores, fatores epigenéticos,
efeitos hormonais e influéncias ambientais®>?%32,

A FPC ¢ uma proteina de 4.074 aa com uma porgao
extracelular N-terminal de 3858 aa, um unico dominio
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transmembranico (TM) e uma cauda C-terminal intracelular
curta. A porgdo extracelular é constituida por repetigdoes
de dominios TGU/IPT (immunoglobulin-like-plexin-
transcription factor) e PoH1 (parallel p-helix 1)* (Figura
1). Esses dominios podem mediar agdes biologicas da FPC,
uma vez que podem atuar como receptor de superficie e/
ou ligantes (Figura 1). O complexo perfil de splicing de
PKHDI pode gerar produtos com diferentes combinagdes
de dominios, resultando em proteinas com diferentes
afinidades, especificidades e localiza¢des subcelulares™.
FPC se expressa em ramos do broto ureteral, ductos
coletores renais e ductos biliares, um padrdo consistente
com as alteragdes anatomo-patoldgicas da doenga®*.
Muiltiplos estudos mostraram que, no nivel subcelular, FPC
se expressa no cilio apical primario de células epiteliais
renais e colangiocitos*36.

NEFRONOFTISE (NPHP)
Epidemiologia e Manifestacoes Clinicas

A denominagao “nefronoftise” refere-se a
um conjunto de desordens monogénicas de heranca
autossOmica recessiva, caracterizadas pelo acometimento
tubulo-intersticial e desenvolvimento de fibrose renal. A
NPHP constitui-se na principal causa genética de DRCT
em criangas ¢ adultos jovens. Clinicamente ¢ possivel
distinguir 3 diferentes formas de NPHP. Na forma mais
comum de NPHP, a juvenil ou NPHP1, as manifestagoes
clinicas podem comegar antes dos 6 anos de idade e os
pacientes evoluem para DRCT em média aos 13 anos. A
NPHP infantil ou NPHP2 ¢ a forma mais rara, evoluindo
para DRCT antes dos 4 anos. A NPHP da adolescéncia ou
NPHP 3, por sua vez, evolui para DRCT em média aos
19 anos*>¥".

Em estagios funcionalmente mais precoces, 0s
pacientes com NPHP apresentam polidipsia, poliuria,
defeitos de concentrag¢do urinaria, enurese, natriurese e
anemia. Com o curso da doenga, instala-se um quadro
de desidratagdo persistente que, juntamente com o
desenvolvimento precoce de DRC, tornam o retardo de
crescimento um achado comum?,

Embora o fenotipo renal possa variar
consideravelmente entre as diferentes formas clinicas
de NPHP, caracteristicas comuns sdo compartilhadas.
Em exames ultrassonograficos, pacientes com NPHP
apresentam rins de tamanho usualmente normal ou
diminuido, com perda da diferenciacao cortico-medular e
presenca de pequenos cistos cortico-medulares. Além disso,
a NPHP apresenta como caracteristicas histologicas renais
atrofia tubular, infiltrado inflamatorio, fibrose intersticial
e alteragdes na espessura e/ou rompimento da membrana
basal tubular!+3,

Cerca de 10-20% dos pacientes desenvolvem
manifestacdes extra-renais, principalmente visuais,
neurologicas e osteo-musculares. Os genes mutados
na NPHP codificam proteinas envolvidas na atividade
primaria do CAP*¥. Uma vez que o CAP esta presente
em diferentes tipos celulares, defeitos estruturais e/ou
funcionais podem afetar multiplos 6rgdos, dando origem
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a diferentes sindromes. A sindrome de Senior-Loken
(SLS) ¢ caracterizada pela associagdo das manifestagdes
renais tipicas da NPHP com retinite pigmentosa, a
manifestagdo extrarrenal mais comum associada a essa
desordem®. Pacientes com manifestagdes neuroldgicas
podem apresentar sindrome de Joubert (SJ), associada
a hipoplasia de vermis cerebelar e ataxia, assim como
sindrome de Meckel-Gruber (MKS), geralmente letal,
associada a encefalocele occipital, polidactilia e displasia
renal bilateral®®. Outras sindromes menos comuns também
ja foram relacionadas a NPHP. Vale notar, ainda, que tais
manifestagcdes podem por vezes se expressar isoladamente,
sem envolvimento renal34,

Os genes mutados nas NPHPs e seus produtos
A NPHP ¢ geneticamente muito heterogénea; 20

genes mutados nessa entidade ja foram identificados até o
momento: NPHPI-NPHPI18, NPHPIL e NPHP2L*. Esta

enfermidade constitui-se em uma desordem de heranca
autossomica recessiva em que delecdes homozigotas no
gene NPHP] respondem por 21% dos casos. Em cerca de
70% dos individuos afetados, contudo, a causa genética
ndo ¢ conhecida. Nesse cenario, a lista de genes associados
as NPHPs deve se expandir ao longo dos proximos anos.

O conjunto de proteinas codificadas por esses genes
sao denominadas “nefrocistinas” (NFCs) e se expressam
em componentes ciliares ou em estruturas associadas
ao CAP, como corpusculo basal e centrossomos*¥. As
NFCs participam da ciliogénese e da regulacao de vias
de sinalizagdo ciliares envolvidas em proliferagdo e
orientacdo celular, principalmente nos rins, retina, 0ssos
e sistema nervoso central'>. A Tabela 1 sumariza os genes
mutados nas NPHPs, suas localiza¢cdes cromossomicas,
suas respectivas proteinas, o fenotipo renal (idade média
de DRCT) ¢ os fenoétipos extrarrenais/sindromes a que se
associam.

Tabela 1: Genes mutados nas nefronoftises e seus respectivos produtos génicos, fenotipo renal e manifestagdes extrarrenais/sindromes

associadas
. Fenétipo renal (idade . 5 )

Gene Mutado Proteina Cromossomo | édia de DRCT) Manifestagoes extrarenais

NPHPI Nefrocistina-1 2ql3 NPHP (13 anos) SLS (10%), AOM (2%), JBTS
(raramente)

NPHP2/INVS Inversina 9q31 NPHP Infantil (<4 anos) SLS (10%), FH, situs inversus,
DCC

NPHP3 Nefrocistina-3 3q22 NPHP Infantil e da FH, SLS (10%), situs inversus,

Adolescéncia MKS, DCC

NPHP4 Nefrocistina-4 1p36 NPHP (21 anos) SLS (10%), AOM, FH

NPHP5/IQCB1 Nefrocistina-5 3q21 NPHP (13 anos) SLS de inicio precoce

NPHP6/CEP290 Nefrocistina-6/CEP290 12q21 NPHP JBTS, MKS, SLS

NPHP7/GLIS?2 Nefrocistina-7/GLIS2 16p NPHP -~

NPHPS8/RPGRIPIL Nefrocistina-8/RPGRIP1L 16q NPHP JBTS, MKS, SLS

NPHPY/NEKS Nefrocistina-9/NEK8 17q11 NPHP Infantil (<4 anos) SLS

NPHP10/SDCCAGS Nefrocistina-10/SDCCAG8 1q43 NPHP Juvenil SLS, BBS-like

TMEM67/MKS3/NPHP11 Nefrocistina-11/Meckelin 8q22.1 NPHP JBTS, MKS, FH

TTC21B/JBTS11/NPHPI2 | Nefrocistina-12/IFT139 2q24.3 NPHP de inicio precoce, JATD, MKS, JBTS, BBS-like

NPHP Juvenil

WDR19/NPHP13 Nefrocistina-13/IFT144 4pl4 NPHP JATD, SBS, SLS, Caroli, BBS-like

ZNF423/NPHP14 Nefrocistina-14/ZNF423 16q12.1 NPHP Infantil, PKD IBTS, situs inversus

CEP164/NPHP15 Nefrocistina-15/centrosomal | 11q23.3 NPHP (8 anos) SLS, JBTS, FH, obesidade

protein 164 kDa

ANKS6/NPHP16 Nefrocistina-16/ANKS6 9q22.33 NPHP, PKD FH, situs inversus, anormalidades
cardiovasculares

IFT172/NPHP17 Nefrocistina-17/IFT172 2p23.3 NPHP JATD, JBTS

CEP83/NPHP18 Nefrocistina-18/centrosomal | 12q22 NPHP de inicio precoce Dificuldade de aprendizado,

protein 83 kDa (3 anos) hidrocefalia, FH
NPHPI1L/XPNPEP3 Nefrocistina-1L/XPNPEP3 22ql3 NPHP Cardiomiopatia, crises convulsivas
NPHP2L/SLC41A41 Nefrocistina-2L/SLC41A1 1g32.1 NPHP Bronquioectasia

BBS-like: semelhante a Sindrome Bardet-Biedl; DCC: doenga cronica cardiaca, JATD: displasia toracica asfixiante de Jeune, JBTS: Sindrome de Joubert;
FH: fibrose hepatica; MKS: Sindrome de Meckel-Gruber; AOM: apraxia oculomotora; SBS: Sindrome de Sensenbrenner; SLS: Sindrome Senior-Loken.
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DOENCA RENAL TUBULO-INTERSTICIAL
AUTOSSOMICA DOMINANTE (DRIAD)

Anteriormente denominada doenga renal medular
cistica, a doenga renal tubulo-intersticial autossomica
dominante caracteriza-se pela presenca esporadica de
cistos medulares, alteragdes tubulares e fibrose intersticial.
Embora seu fenotipo renal assemelhe-se bastante ao da
NPHP, a DRIAD constitui-se em uma desordem herdada
de forma dominante e ndo se associa a manifestagoes
extrarrenais tipicas. Outra diferenca importante é que a
DRCT ocorre classicamente entre a terceira e sexta década
de vida, ao passo que nas NPHPs ocorre antes dos 20 anos
de idade.

Individuos acometidos pela DRIAD apresentam
capacidade de concentracdo urindria diminuida em
decorréncia da nefrite intersticial. A evolucdo para
DRCT ¢ lenta e o exame de urina revela auséncia de
células sanguineas e quantidades minimas ou auséncia de
proteinuria. Em virtude do desenvolvimento de fibrose,
os rins mantém-se com tamanho normal ou o apresentam
diminuido/atrofiado.

ADRIAD ¢ uma desordem heterogénea de heranca
autossomica dominante, que pode decorrer de mutagdo
em um de quatro genes: UMOD, que codifica a proteina
uromodulina; MUC], cujo produto ¢ denominado mucina;
REN, que codifica a pré-pro-renina; e HNFIf (hepatocyte
nuclear fator 1), codificador do fator nuclear de hepatdcito
1B. Vale notar, contudo, que algumas familias afetadas nao
apresentam mutag¢ao em qualquer desses genes, sugerindo
o envolvimento de outros /oci nessa doenga.

DRIAD associada a mutagido em UMOD

A DRIAD resultante de mutagdes em UMOD
(DRIAD?2) associa-se a perda precoce de fun¢do renal,
proteinuria minima ou ausente e rins hiperecogénicos
com tamanho reduzido. Os pacientes, em sua maior
parte, evoluem para DRCT entre 20 e 70 anos de idade.
HAS e defeitos de concentragdo urinaria podem ser
observados em uma parcela dos pacientes (1). Achados
histolégicos incluem fibrose tubulo-intersticial difusa e
presenca esporadica de cistos medulares. A hiperuricemia
¢ um achado caracteristico nessa desordem, podendo ser
assintomatica ou evoluir para gota*'2,

UMOD ¢ mapeado na regido cromossomica
16p12.3 e possui 11 éxons. Seu produto uromodulina
(Umod) também ¢é conhecida por Tamm-Horsfall,
expressando-se exclusivamente nas células epiteliais da
porcao ascendente espessa da al¢a de Henle (TAL). Umod
possui um alto contetido de residuos cisteina que permite
a formacao de pontes dissulfeto e, consequentemente, a
estabilizagdo de sua estrutura terciaria complexa®’. Mais de
100 mutagdes patogénicas ja foram descritas para UMOD
em pacientes com DRIAD. Vale notar que a maior parte
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delas se concentra nos éxons 4 ¢ 5 ¢ leva a substitui¢do
de um residuo de cisteina*. Essa altera¢do ndo permite
seu adequado empacotamento no reticulo endoplasmatico
(RE), impedindo o trafego de Umod para a membrana
plasmatica (MP)*. Uma vez aprisionada no RE, a Umod
mutante precipita e pode ativar vias de estresse de RE,
morte celular por apoptose, inflamagao e fibrose. A ativagao
destes mecanismos induz lesdo na TAL, acelerando a
perda de fun¢do renal®. A perda da integridade da TAL
também contribui para o defeito de concentracao urinaria
e diminui¢do da reabsorcdo de sddio nessa porcao do
néfron. Essa diminuicdo, por sua vez, ¢ compensada pelo
aumento da reabsor¢ao desse ion nos tibulos proximais,
o que favorece o aumento da reabsor¢do de acido
urico e, consequente e aparentemente, a hiperuricemia
caracteristica na DRIAD2 (43). Interessantemente, Umod
mutante pode atuar como uma proteina dominante negativa,
impedindo o transporte e fun¢do da Umod normal. Além
disso, assim como outras proteinas envolvidas nas doengas
renais cisticas, Umod se expressa no CAP e centrossomo
de células renais*®.

DRIAD associada a muta¢cdo em MUCI

A DRIAD decorrente de mutagdao em MUCI
(DRIADI) compartilha muitas caracteristicas com a
DRIAD?2, incluindo o ritmo lento de progressao da doenca
tabulo-intersticial. Gota e hipertensdo arterial, ndo sao
manifestagdes primarias na DRIAD1, embora possam
ocorrer secundariamente a perda de funcdo renal em estagio
avancado de doenca renal cronica®’#$,

O gene associado a DRIADI foi identificado
apenas em 2013. MUC] ¢ mapeado na regido cromossdmica
1921 e, estruturalmente, possui varias copias (20-125) de
uma grande unidade de repeti¢do (60 pares de bases)
com alto contetdo de CG (>80%), denominada VNTR.
Todas as mutagdes descritas para DRIAD1 até o momento
compreendem uma insercao de citosina na regido VNTR,
resultando em mudanga de fase de leitura e consequente
geracdo de uma proteina anormal com uma unidade
de repeticao distinta. Devido a essas particularidades,
a identificagdo desse tipo de mutagdo requer ensaios
especificos e complexos®.

Mucl, o produto de gene MUCI, ¢ uma das
proteinas constituintes do muco, cuja funcao ¢ lubrificar
e proteger epitélios de revestimento. Constitui-se em
uma glicoproteina de alto peso molecular, com dominios
transmembranicos e uma cauda citoplasmatica (MucT) com
dominios envolvidos em sinalizacdo celular. Acredita-se
que MucT possa se desprender da membrana plasmatica
e migrar para o nucleo celular. Uma vez no nucleo,
MucT pode regular a transcri¢cdo de genes envolvidos na
prolifera¢do, motilidade, adesdo e viabilidade celular™.
Seu papel na patogénese da DRIADI, contudo, ainda ¢
incerto. Uma possibilidade ¢ que Mucl aberrante nao
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sofra processamento pos-translacional, perdendo suas
propriedades originais de ancoramento transmembranico
e seus dominios de sinalizagdo intracelular. A neoproteina
formada pode se acumular no interior das células tubulares
renais e induzir morte celular®®,

DRIAD associada a mutacdo em REN

A DRIAD causada por mutagdes em REN
evolui com declinio da funcao renal geralmente no final
da adolescéncia e para DRCT entre 40 ¢ 60 anos de
idade’'. O acometimento renal pode vir acompanhado de
hiperuricemia e gota, porém nesses casos a manifestacao
ocorre geralmente mais tarde, entre 20-30 anos. Nesse
subtipo de DRIAD, os pacientes desenvolvem anemia em
idade precoce devido aos niveis reduzidos de eritropoetina™.
Ocasionalmente os pacientes podem apresentar pressao
arterial diminuida e hipercalemia leve.

REN localiza-se na regido cromossomica
1932 e codifica um RNA mensageiro composto por
10 éxons, inicialmente traduzido em uma proteina
intermediaria denominada pré-pro-renina. Essa proteina
intermediaria contém um peptideo sinal responsavel por seu
enderecamento ao RE. Nessa organela, a pré-pro-renina é
clivada e processada até sua forma ativa. Mutagdes pontuais
na sequéncia sinal impedem seu transporte e processamento
no RE. Dessa forma, renina ativa nao ¢ formada e secretada,
seguindo-se o acumulo de produto mutado no citoplasma da
célula®~4. Esse acumulo ¢ nefrotoxico, levando a faléncia
renal progressiva. E importante atentar que individuos
com mutagdes que resultam em auséncia total de renina
cursam com disgenesia tubular e morte intrauterina ou em
idade precoce®.

DRIAD associada a mutacdo em HNF1[ (hepatocyte
nuclear factor 1)

HNF 1p codifica um fator de transcri¢ao associado
ao desenvolvimento de varios 6rgdos, como pancreas,
figado, rins e trato genito-urindrio. Em rim embrionario
de camundongo, Hnf1p se expressa no broto ureteral, nos
corpos em forma de virgula, nos corpos em forma de S e em
tubulos proximais e distais*®. Muta¢des em HNF1 foram
inicialmente associadas ao desenvolvimento de uma forma
precoce de diabetes mellitus (usualmente diagnosticada
antes dos 25 anos de idade) denominada MODY 5 (maturity
onset diabetes of the young type 5). Nem todos os individuos
com mutagdo em HNFIf desenvolvem diabetes, porém a
coexisténcia de cistos renais/declinio da fun¢do renal e
diabetes ¢ um feno6tipo comum, denominado sindrome
de cistos renais e diabetes. Nessa sindrome, os rins sao
hiperecogénicos e de tamanho normal ou aumentado a
ultrassonografia. A variabilidade da forma de apresentacao
¢ extensa, sendo que aproximadamente 15% dos pacientes
chegam a DRCT?®’. Mutag¢des em HNFIf também
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foram detectadas em casos de doenga glomerulocistica
hipoplasica familiar associada a diabetes mellitus. Esta é
uma desordem autossdmica dominante caracterizada por
cistos corticais glomerulares com espagamento da capsula
de Bowman®®. A deficiéncia de HNF 18 também se associa a
um amplo espectro de malformagdes urolédgicas, incluindo
displasia renal, hipomagnesemia, alteracdes hepaticas e
hiperuricemia ou gota de inicio precoce (1).

Delecdes do gene inteiro sdo responsaveis por
cerca de 30% das mutacdes de HNF'1f3, enquanto o restante
consiste em mutagdes pontuais®*°. Vale ressaltar que 30-
50% dos casos associados a mutagdes nesse gene decorrem
de mutagdes de novo, tornando seu diagnéstico desafiador®.
A relagdo entre deficiéncia de HNF1f e desenvolvimento
de cistos renais ainda ndo € clara. No entanto, um estudo
recente mostrou que o fator de transcrigdo HNF 1 pode
atuar no controle da expressao dos genes Pkhdl, Pkd2 e
Umod®'.

DOENCA DE VON HIPPEL-LINDAU

A doencga de von Hippel-Lindau (VHL), uma
sindrome neoplasica com heranga autossdmica dominante,
afeta 1 em cada 30.000 - 50.000 individuos®>. VHL
caracteriza-se pelo desenvolvimento multissistémico de
tumores benignos e malignos, e pode ser clinicamente
classificada em tipo 1 ou tipo 2, consoante a auséncia
ou presenca de feocromocitoma. A VHL tipo 2 é menos
frequente, correspondendo a 7-20% dos casos®.

Os sintomas comec¢am a surgir em média aos
26 anos, porém o inicio e a forma de apresentacdo sao
muito varidveis®*. As manifestagdes neoplasicas incluem
angioglioblastomas de SNC e retina, feocromocitoma,
carcinoma de células renais (CCR), tumores do saco
endolinfatico auditivo, cistoadenomas e neoplasias
neuroenddcrinas de pancreas. A morbidade e mortalidade da
VHL estdo associadas as lesdes neurologicas, principalmente
angioglioblastomas de SNC, e a metastizacdo do CCR.

Cerca de 70% dos pacientes com VHL apresentam
alteragdes morfologicas renais®®%. As manifestagdes nesse
orgao englobam cistos, CCR e, menos frequentemente,
adenomas e angiomas renais. Cistos renais podem
ser simples, porém em sua maioria estdo associados a
componentes neoplasicos. CCRs apresentam-se como
massas solidas hipervascularizadas ou cistos complexos
com septos espessos € nddulos murais. Geralmente as
lesdes renais sao multiplas e bilaterais, entretanto a fungao
renal mantém-se relativamente preservada®.

A doenga é causada por mutagdes no gene
supressor de tumor VHL, localizado em 3p25. Este gene
¢ composto por 3 éxons e codifica a proteina pVHL. A
associa¢cdo de pVHL com outras proteinas leva a formagao
de um complexo que atua na ubiquitinacao e degradacao
proteolitica do fator de transcri¢ao induzivel por hipoxia
(HIF). HIF ¢ formado por duas subunidades, HIFla e
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HIF1P, que uma vez associadas dentro do nucleo da
célula, se ligam a regides especificas do DNA e ativam a
transcricao de diversos genes. Em situagdo basal, pVHL se
liga a subunidade HIF 1 a, promovendo sua ubiquitinagao e
degradagdo via proteossoma. Oxigénio e outras enzimas sao
cofatores para as rea¢des envolvidas nesse processo. Em
hipoxia ou na deficiéncia de pVHL, HIF 1o ndo ¢ degradado
e, consequentemente, migra para o nicleo, onde se associa
a HIF1p%. Dentro do nucleo, HIF ativa a transcri¢do de
genes envolvidos na proliferagdo celular, crescimento
celular, mitose ¢ angiogénese. A hiperativagao dessas vias
favorece a formag¢ao dos tumores.

COMPLEXO ESCLEROSE TUBEROSA (TSC)

O TSC ¢é uma doenca de acometimento
multissistémico, de heranca autossdmica dominante,
causada por muta¢des nos genes supressores de tumor
TSC1 (tuberous sclerosis 1) ou TSC2 (tuberous sclerosis
2). Essa doenga apresenta incidéncia aproximada de 1:5800
nascidos vivos e se caracteriza pelo desenvolvimento
de hamartomas, principalmente em SNC, pele, coracdo,
pulmdes e rins®’.

As manifestagdes clinicas do TSC sdo altamente
variaveis e dependem primariamente dos oérgdos e
sistemas acometidos. Elas sdo frequentes no SNC, estando
associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade.
Entre tais manifestacoes, destacamos tuberosidades
corticais, nddulos subependimais e astrocitoma gigante
subependimal. Outra manifestagdo importante ¢ a
linfangioleiomiomatose pulmonar, que acomete pelo
menos 40% das mulheres com TSC®. As lesdes cutaneas,
por sua vez, sdo as mais frequentes nesses pacientes,
incluindo maculas hipocromicas, fibromas ungueais
e angiofibromas faciais. Embora muitos dos sintomas
observados na maioria dos 6rgdos decorram da formagédo de
tumores, o envolvimento neurolégico pode também incluir
manifestagdes severas ndo tumorais, tais como epilepsia,
retardo de desenvolvimento, retardo mental, desordens de
comportamento e autismo.

Cistos renais ocorrem em 14-45% dos pacientes
com TSC®7', A manifestacdo desse acometimento cistico
pode variar da presenca de microcistos assintomaticos até
um fendtipo equivalente ao da DRPAD, com multiplos
cistos derivados de diferentes partes do néfron, inclusive
glomérulos™. Cerca de 2-3% dos pacientes apresentam
a sindrome de contiguidade 7SC2/PKD1, caracterizada
por deleg¢des envolvendo total ou parcialmente esses dois
genes vizinhos. Pacientes acometidos pela sindrome de
contiguidade apresentam fenétipos complexos e agressivos,
que sobrepdem manifestagdes clinicas da TSC e da
DRPAD. Nesses casos, a evolugao da doenca renal cistica
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¢ precoce, com achados radioldgicos similares aos de
pacientes com DRPAD avangada’.

Os angiomiolipomas (AMLs) constituem o achado
renal mais comum e geralmente estdo localizados no
cortex renal”. Os AMLs sdo hamartomas de composicéo
histologica mista e variavel, apresentando tecido adiposo,
musculo liso hiperplasico e hipertréfico e exuberante
vasculariza¢do. Sua incidéncia aumenta com a idade,
chegando a acometer até 85% dos pacientes. Ao contrario
dos AMLs esporadicos, sdo geralmente multiplos ¢
bilaterais™. A maior complicacdo associada aos AMLs é a
hemorragia, uma causa capital de mortalidade na TSC™.
O risco de sangramento aumenta com o tamanho do
AML, grau de vascularizacdo e da presenca de aneurismas
intratumorais’.

Aproximadamente 70% dos casos de TSC sao
esporadicos, decorrendo de mutagdes do novo. Mutagdes
no gene 7SC2 sdo responsaveis pela maior parte dos casos
(~85%) e se associam, geralmente, a um fendtipo mais
grave’®’!,

TSC1 codifica hamartina, enquanto 7SC2 codifica
atuberina. Essas proteinas interagem entre si, formando um
complexo funcional (TSC1/TSC2) que atua na supressao
da via mTOR (mammalian target of rapamycin). mTOR
¢ a subunidade catalitica de dois complexos funcionais,
mTORC1 e mTORC2. mTORCI ¢ classicamente sensivel
a droga rapamicina e possui agdo pleitropica, regulando
diversos processos celulares, como sintese proteica,
proliferagdo celular, crescimento celular, angiogénese e
autofagia’”’. TSC1/TSC2 inibe constitutivamente Rheb
(Ras homolog enriched in brain), membro da familia Ras
GTPase, cuja fungdo ¢ ativar o complexo mTORCI1. Na
doenca TSC, TSC1/TSC2 perde sua fun¢do inibitoria,
permitindo a conversdo de Rheb em sua forma ativa e
consequente estimulacdo de mTORCI. A hiperativagdo de
mTORCI, por sua vez, favorece a formagao dos tumores
caracteristicos da doenca. Estudos clinicos recentes de fase
2 e 3 mostraram que tratamento com inibidores de mTOR
promoveu reducdo de volume de tumores em SNC e rins
em pacientes com TSC. Seus beneficios de médio e longo
prazo, entretanto, ainda nao foram comprovados.

PATOGENESE MOLECULAR DAS CILIOPATIAS
CISTICAS RENAIS (DRPAD, DRPAR e NPHP)

Cistos renais constituem o achado clinico mais
comum entre as ciliopatias’. Nesse cendario, abordaremos
inicialmente conceitos morfolégicos e funcionais
associados ao CAP para, a seguir, discutir os principais
mecanismos ciliares e extra-ciliares envolvidos na
patogénese molecular dessas doencas.
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Cilio apical primadrio

O CAP ¢ uma organela altamente especializada
que se projeta da superficie da grande maioria das células.
O CAP ¢ constituido por um axonema nao dotado de
motilidade, que se estende a partir de uma estrutura
localizada na base do cilio denominada corpo basal (CB).
Este axonema compreende nove pares de microtubulos
circundados por uma membrana; diferentemente dos cilios
mdveis, entretanto, ndo apresenta dois filamentos centrais
(arranjo 9+0). O centrossomo é uma estrutura essencial
na manuten¢do da estrutura ciliar ¢ na ciliogénese. Ele
¢ formado pelo centriolo mae e pelo centriolo filho,
dispostos ortogonalmente entre si. Cada centriolo, por
sua vez, ¢ formado por nove trincas de microtubulos.
Interessantemente, o CB ¢é formado a partir do centriolo
mae em células quiescentes ou em Go. Nessa condigdo,
o centrossomo ¢ capaz de migrar em dire¢do a superficie
celular e se ancorar na MP. Uma vez ancorado, o centriolo
mae sofre alteracdes estruturais e passa a ser chamado de
CB”. Interessantemente, durante a mitose os centriolos
formam os polos do fuso mitotico®.

Uma grande quantidade de estudos apoia a
existéncia de dois mecanismos para o inicio da ciliogénese,
a depender do tipo celular. No primeiro, a formacao e
projecao do CAP dependem do ancoramento do CB na
MP, enquanto no segundo o CAP comega a ser formado
no citoplasma e se projeta para o meio extracelular a partir
de uma invaginacdo da membrana chamada bolsa ciliar.

Apesar de ser uma organela continua a
membrana plasmatica celular, a membrana ciliar difere
substancialmente desta. Outra caracteristica importante ¢ a
grande concentragdo de proteinas especializadas localizadas
no CAP. As caracteristicas particulares desta organela
decorrem de ao menos trés mecanismos singulares: 1)
presenga de um sistema eficiente de transporte de vesiculas,
que entregam e recolhem as moléculas do CAP; 2) presenca
deum ‘portdo’na base ciliar, capaz de selecionar a entrada e
saida de moléculas; e 3) presenca de um intrincado sistema
de carreamento intraciliar de moléculas. Em conjunto,
esses mecanismos conferem ao cilio propriedades de uma
organela compartimentalizada, com alta concentragdo de
receptores de membrana e de proteinas transdutoras de
sinais.

Evidéncias experimentais sugerem que o transporte
das proteinas ciliares ocorra através de vesiculas formadas
no trans-Golgi. As proteinas marcadas com peptideo
sinal ciliar s3o incorporadas as vesiculas; ao chegarem no
CAP, tais vesiculas se ancoram em uma regido especifica
da membrana ciliar e sdo transportadas para seu interior
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por exocitose polarizada®'. O transporte de proteinas e
lipideos, principalmente de alto peso molecular, constitui
uma questdo central na formagao e manutencao do CAP,
embora permaneca vastamente desconhecida.

Acredita-se que a formagao do ‘portao ciliar’ ocorra
nos estagios iniciais da ciliogénese. Os microtubulos
do CB sao ancorados & membrana ciliar pelas fibras de
transi¢cao (FT). Uma vez que essas fibras encontram-se
justapostas, o espago entre elas ¢ muito pequeno, impedindo
a passagem de vesiculas para dentro do CAP*2. O espago
compreendido entre o CB e o0 axonema ¢ chamado de zona
de transi¢@o (ZT). Fibras em forma de Y presentes na ZT
conectam os microtibulos do axonema a uma regido mais
espessa da membrana ciliar, denominada colar ciliar. A
ZT possui também anéis de septina, complexos proteicos
aparentemente relacionados a manuten¢ao da composic¢ao
da membrana ciliar. Interessantemente, o anel de septina
possui semelhancgas estruturais consoantes ao complexo
nuclear formador de poros. Nesse sentido, outro estudo
mostrou a presenga de nucleoporina na base ciliar®>. Em
conjunto, essas proteinas poderiam levar a formagdo de
poros na membrana ciliar, permitindo a passagem seletiva
de moléculas®. O ‘portdo ciliar’ abrange, portanto, tanto
uma barreira fisica (FT) quanto uma barreira de difusdo
Z1).

Além de participarem da formagao do portdo ciliar,
FT e ZT servem como sitio de ancoramento para proteinas
envolvidas na formagdo do axonema®. Esse processo
¢ dependente de um intrincado sistema de transporte
bidirecional, o transporte intraflagelar (IFT). O transporte
de moléculas da base ciliar em direcdo ao axonema ¢
denominado anterégrado e ¢ mediado por um grande
complexo de proteinas denominado IFT-B. Esse complexo
¢ formado por ao menos 15 proteinas, além da proteina
motora cinesina-2, geradora da forga motriz por meio da
hidrélise de moléculas de ATP. O transporte em diregdo a
base ciliar, por sua vez, ¢ denominado retréogrado, sendo
mediado pelo complexo proteico IFT-A. Tal complexo ¢
formado por ao menos seis proteinas, além da proteina
motora dineina. Os BBSomes, complexos proteicos
adicionais, parecem coordenar a transi¢do do transporte
anterogrado para o retrogado dentro do CAP*¥’. QOutros
estudos amparam o envolvimento dos BBSomes em outras
fungdes, como no ancoramento dos microtiibulos do CB®,
na biogénese da membrana ciliar®
proteinas especificas no CAP%!.

Desregulagdes desses processos que resultem em
alteragdo na estrutura, formag¢do e/ou manuteng¢do do
CAP convergem para defeitos celulares fundamentais,
implicados no desenvolvimento das ciliopatias.

e na entrada e saida de



Amaral AG. Onuchic LF. Bases moleculares e celulares das nefropatias hereditarias cisticas.

AXONEMA

—

C\NESWA-zI&f-! —5

ZONADE

EORIAD TRANSICAO

CILIAR

\'=— COMPLEXO PC1/PC2

COMPLEXO APICAL

— MEMBRANA CILIAR

FIBRAS DE TRANSICAQ

SEPTINA
CORPO BASAL

- IS

COMPLEXO
PC1/PC2/FPC

COLAR CILIAR
FIBRAS EM FORMA DE Y

}mmm

[neee Jives]

J

Figura 2: Estrutura do cilio apical primario. O axonema é composto por nove pares de microtibulos que se formam a partir do corpo
basal, estando envolto por uma membrana ciliar. O ‘portao ciliar’ é¢ formado pelas fibras de transicéo e pela zona de transi¢do. Proteinas
de transporte intraflagelar (IFT) transportam moléculas para o apice (IFT-B) e para base (IFT-A) do cilio apical primario. As proteinas
motoras cinesina-2 ¢ dineina geram a forga motriz necessaria ao transporte intraflagelar. Policistina-1, policistina-2 e poliductina/
fibrocistina formam um complexo funcional localizado na membrana ciliar. NFC, nefrocistina

Patogénese molecular na DRPAD

No rim, o CAP ¢é encontrado na superficie apical de
todas as células epiteliais tubulares, a excecao das células
intercalares. Eles se projetam para o lumen tubular e se
curvam em resposta ao fluxo de fluido luminal. Estudos
demonstraram a localizagdo de PC1/PC2 na membrana
do CAP e suportam a ideia de que esse complexo possa
agir como um sensor capaz de regular diversas vias de
sinalizacdo intracelulares. Nessa linha conceitual, a por¢ao
N-terminal de PC1 seria capaz de responder ao estimulo
mecanico de curvatura do CAP, enquanto a PC2 funcionaria
como um canal de cations, permitindo o influxo celular de
Ca?". Este influxo, por sua vez, induziria liberagdo de Ca*" a
partir de estoques intracelulares®**, Na DRPAD, portanto,
as células do epitélio de revestimento cistico apresentam
uma homeostase defeituosa do Ca?" intracelular, alteracio
aparentemente responsavel por sua proliferacdo anormal
em resposta ao AMPc. De fato, em células epiteliais renais
normais, a proteina B-Raf é ¢ inibida por Akt (proteina
quinase dependente de Ca?"), prevenindo a ativagdo de
ERK (extracellular signal-regulated kinase) por AMPc;
em células DRPAD, por outro lado, AMPc estimula a via
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MAPK/B-Raf/ERK (mitogen activated protein-kinase),
induzindo proliferacdo celular®. Vale destacar que a
redugdo do Ca?" intracelular pode favorecer o acimulo
intracelular de AMPc, por meio da estimula¢do da adenil
ciclase-6 e da inibi¢do da fosfodiestarase-1 dependente de
Ca?"/calmodulina. Mostrou-se, ainda, que AMPc ¢ capaz
de estimular CFTR, um canal de cloreto presente na
membrana apical de células DRPAD, promovendo secregido
transepitelial de fluido dirigida por cloreto. Este mecanismo
contribui para o processo de crescimento cistico®.

A expressdao de PC1 em desmossomos, adesdes
focais e jungdes aderentes da membrana basolateral
sustentam sua participacdo em fungdes extraciliares. Em
células renais normais, PC1 forma um complexo com
E-caderina e B-catenina nas jungdes aderentes da MP. Em
células DRPAD este complexo ¢ desarranjado e a PC1 ¢
fosforilada. Nesse cenario, PC1 e E-caderina sdo depletadas
da MP%. Em apoio a esta hipotese, outro trabalho mostrou
que células DRPAD apresentam polarizagdo anormal
das proteinas de desmossomos nos dominios apical ¢
basolateral®’. Tais anormalidades contribuem para o
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enfraquecimento da adesdo celular e tornam o epitélio
mais susceptivel a dissociacdo em resposta ao estresse de
cisalhamento.

Outra fun¢@o das policistinas consiste na regulagio
do ciclo celular, ao menos parcialmente mediada pela via
JAK-STAT (janus kinase- signal transducer and activator
of transcription). PC1 ¢ capaz de interagir com JAK2, que
ativa o fator de transcrigdo STAT 1, através de um processo
dependente de PC2. Dimeros ativos de STAT 1 migram para
o nucleo, promovendo a transcri¢do de genes envolvidos na
parada do ciclo celular em G /G *. A desregulagdo desse
mecanismo pode contribuir para o aumento de proliferagao
celular observada na DRPAD.

Varios estudos mostraram que a viamTOR encontra-
se ativada no epitélio cistico renal tanto em pacientes

quanto em modelos animais de DRPAD. Shillingford e cols
mostraram, em células epiteliais renais, interagdo entre a
porcao C-terminal de PC1 e tuberina, sugerindo a formagao
de um complexo proteico PC1, tuberina e mTOR*”. Um
estudo posterior mostrou que a interacdo entre a por¢ao
C-terminal de PC1 e tuberina impede a fosforilagdo desta
pela proteina Akt, mantendo o complexo ancorado a MP e
mTORC] inibido'®. Em condi¢do normal, a formag¢ao desse
complexo e seu ancoramento na membrana celular inibiria a
atividade de mTORCI. Alteragdes em PC1 podem levar ao
desarranjo desse complexo e desinibigdo de mTORC1%-11,
PCI1 também pode regular a via mTORCI1 através da
fosforilacdo da tuberina pela proteina ERK, liberando o
efeito inibitdrio de TSC1/TSC2'%, As vias de sinalizac¢do
alteradas da DRPAD estdo esquematizadas na Figura 3.

I Ativado/Aumentado na DRPAD
Inibido/Reduzido na DRPAD

PC1

PC2

IPase

Na'K*ATPase

Figura 3: Vias de sinalizacdo alteradas na DRPAD. AC-VI = adenilato ciclase 6; Akt = proteina quinase B; AMPK = AMP quinase;
B-Raf'= v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1; CDK = quinase dependente de ciclina; CFTR = cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator; EGF =epidermal growth factor; EP_ R = E-prostanoid receptor 2; ERK = extracellular signal-regulated protein
kinase; GSK3 = glycogen synthase kinase 3; IGF1 = insulin-like growth factor I; IP,R = receptor inositol 1,4,5-trisfosfato; MAPK
= mitogen-activated protein kinase; mTOR = mammalian target for rapamycin; PC1 = policistina-1; PC2 = policistina-2; PDE =
fosfodiesterase; PGE, = prostaglandina E2; PI3K = phosphatidylinositol 3-kinase; PKA = proteina quinase A; PLA, =phospholipase
A2; PLCy = fosfolipase C-y2; R = somatostatin sst2 receptor; Rheb = ras homolog enriched in brain; RyR = receptoe rianodina; SFRP4
= secreted Frizzled-related protein 4; TK = tirosina quinase; TNF-a = tumor necrosis factor-a; TSC2 = tuberina; TSC1 = hamartina;
V2R =vasopressin V2 receptor; VEGF = vascular endothelial growth factor. (Adaptado de esquema usado anteriormente por Ana Paula

Bastos e Luiz F. Onuchic, com autorizagéo)'®
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PC1 ¢ uma glicoproteina enorme com um complexo
perfil de modificagdes pos-transcricionais. Atualmente,
acredita-se que existam duas formas de PC1 na célula: uma
madura, processada pelo complexo de Golgi e direcionada
para a MP (PC1-NTR), e uma nao-madura, que ndo passa
pelo Golgi e permanece retida no citoplasma celular.
Recentemente, um estudo demostrou que a formacao de
PCI-NTR depende de PC2 de forma dose-dependente.
Dessa forma, admite-se que PC2 possa atuar como uma
chaperona essencial a maturacao de PC1 (103). Esse estudo
demonstra que além da formagao do complexo funcional
PC1/PC2, a interagao entre essas proteinas pode acontecer
em diferentes niveis celulares e moleculares.

Apesar de a DRPAD ser uma doenca de transmissao
genética dominante, estudos apoiam um mecanismo
recessivo para cistogénese. De acordo com esse modelo,
a formacao cistica segue um padrao knudsoniano de dois
eventos, descrito inicialmente para genes supressores de
tumores. Nesse modelo, o primeiro evento constitui-se na
mutacdo de linhagem germinativa, ao passo que o segundo
¢ representado por uma mutacdo somatica que inativa,
ou reduz a atividade, da copia previamente normal'®,
Esse modelo explica a natureza focal da cistogénese e ¢
consistente com a variabilidade fenotipica observada na
DRPAD.

Um importante estudo revelou a existéncia de
uma mudancga abrupta de resposta a inativacao de ambas
as copias de Pkdl associada a fase de desenvolvimento
renal. Utilizando camundongos nocautes condicionais
para este gene, Piontek et al.!® mostraram que quando a
inativacao ocorreu antes do 13° dia de vida os camundongos
cursaram com formagao cistica rapida e intensa, ao passo
que a inativagdo posterior a esta fase acompanhou-se de
cistos apenas ap6s cinco meses. Ampliando esse conceito,
outros trabalhos sugerem que no rim maduro a inativacao
de Pkdl nao seja suficiente para cistogénese rapida e
ampla, requerendo um terceiro evento para deflagrar tal
processo!*1% Tais resultados ampliaram e aprimoraram o
modelo de dois eventos. Neste novo cendrio, a cistogénese
se inicia em uma dada célula quando a atividade de PC1 ou
PC2 cai abaixo de um nivel critico, porém admite-se que este
limiar pode variar em funcao da fase de desenvolvimento
renal, variantes genéticas de /oci modificadores, fatores
ambientais e demandas fisiologicas decorrentes de lesdo
renal. Resultados advindos do desenvolvimento de animais
geneticamente modificados homozigotos para mutagdes
hipomorficas em Pkdl ou Pkd2 concordam com tal modelo,
apoiando o conceito de limiar de atividade génica.

Patogénese molecular na DRPAR

Apesar dos genes causadores da DRPAD e
DRPAR serem diferentes e da complexa patogénese
molecular da formacdo de cistos, o epitélio cistico
compartilha anormalidades fenotipicas nessas doencas.
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Estudos mostraram que o eixo de sinalizacdo EGFR
(epidermal growth fator receptor) (MEK/ERK) também
estd desregulado na DRPAR e que agentes inibidores dessa
via melhoram o fendtipo renal''® e hepatico em modelos
animais'!!. Células submetidas ao silenciamento do gene
PKHD I mostraram hiperproliferagao e atividade aumentada
de ERK1/2 em resposta ao fator de crescimento epidermal
(EGF). A resposta hiperproliferativa foi amplificada com o
pré-tratamento das células com um bloqueador do canal de
calcio e revertida apos elevagdo de calcio intracelular. Essa
observacao demonstrou que, assim como na DRPAD, a
resposta hiperproliferativa parece depender da desregulagio
da homeostase intracelular desse cation!'?. AMPc também
parece ser crucial para a cistogénese na DRPAR. Ratos
PCK, modelo ortélogo a DRPAR, tratados com antagonista
do receptor da V2 vasopressina, apresentaram reduc¢do do
nivel de AMPc intracelular e diminuicdo da progressao da
doenca cistica renal'’3.

Utilizando a estratégia de silenciamento génico
por pequenos RNAs de interferéncia em células mIMCD
(mouse inner medullary collecting duct), Mai et al.!!*
mostraram que FPC atua em mecanismos de adesao célular,
organizagdo do citoesqueleto de actina, interagdo com a
matriz extracelular, proliferagdo celular e apoptose. Em
concordancia com outras ciliopatias, células provenientes
de um modelo de camundongo ort6logo a DRPAR humana
apresentaram ciliogénese aberrante. Em rins de animais
deficientes em Pkhdl observou-se reducdao marcante
da marcacdo ¢ do comprimento ciliar'’®, Um estudo
posterior mostrou, por fim, que a cauda citoplasmatica
C-terminal de FPC contém uma sequéncia polipeptidica
de enderecamento ciliar''®.

Evidéncias acumuladas ao longo dos tltimos anos
sugerem interacao genética entre PKD1, PKD2 e PKHDI.
Garcia-Gonzalez e cols demonstraram pela primeira vez
interacdo genética entre Pkdl e Pkhdl. Baseados na
geracdo de um alelo Pkhdl hipomorfico, Pkhd1%?, tais
autores mostraram que camundongos Pkd 1*; Pkhd 434134
apresentaram manifestagdes da DRPAR substancialmente
mais graves que animais PkdI*"; Pkhd]%534434 117 De
fato, interagdes entre os produtos proteicos dos genes
causadores da DRPAD e DRPAR sao observadas no CAP,
desmossomos, adesdes focais e/ou jungdes aderentes.
Nesse processo, a interagao entre FPC e PC2 em um
complexo cistoproteico ¢ bem documentada. Utilizando
estratégia de delecdo e mutagénese dirigida, mostrou-se
que a expressao de PC2 ¢ regulada pela interacdo entre um
dominio de ligagcdo a PC2 presente na por¢ao C-terminal
intracelular da FPC e um dominio de ligacdo a FPC
localizado na por¢dao N-terminal intracelular da PC2'"8,
Tal interacao ¢ aparentemente capaz de modular respostas
mediadas por Ca*" em epitélio renal e seu comprometimento
pode desempenhar um papel importante na patogénese
molecular da DRPAR'’. Vale notar que tal interagdo e o
defeito na homeostase de Ca*" intracelular também foram
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demonstrados em camundongos knockout para Pkhd .

Merece destaque, por fim, a demonstracao in vitro de
que FPC sofre um processamento proteolitico semelhante
ao da proteina notch, achado que sugere que ela funcione
como uma molécula sinalizadora bidirecional. O processo
de clivagem libera um grande dominio extracelular, bem
como um fragmento C-terminal citoplasmatico. A liberagao
regulada do ectodominio para a luz tubular pode se
constituir em um mecanismo paracrino de distribuicao de
sinal, baseado no fluxo de fluido tubular. A geragao de um
gradiente assimétrico de sinal, por sua vez, poderia manter a
orientagdo planar da célula em relagdo seu eixo longitudinal.
Nesse cendrio, a desregulagdo desse mecanismo poderia
contribuir para os defeitos de polaridade planar encontrados
em células epiteliais do rim na DRPAR'?. Em apoio a esta
hipotese, ratos PCK apresentam defeitos na polaridade
celular'?'. Um estudo posterior caracterizou a relevancia
funcional do fragmento C-terminal da FPC!?. Vale notar
que a expressao deste fragmento em células epiteliais renais
levou a desregulagdo do ciclo celular e apoptose aumentada
em condi¢oes de cultivo com baixa concentracao de soro
fetal bovino. Tais anormalidades podem decorrer da
ativagdo constitutiva de Akt/mTOR em tais células, uma
vez que se detectou aumento da fosforilagdo de Akt e S6
quinase-1. Interessantemente, tal efeito nao foi encontrado
em células transfectadas com FPC completa.

Patogénese molecular nas NPHPs

A maior parte das NFCs ¢ expressa no CAP/
CB de células epiteliais renais. Essas proteinas podem
interagir umas com as outras ou com outras cistoproteinas,
formando complexos funcionais. Dados protedmicos
recentes indicam a formagao de ao menos 3 complexos
proteicos nefrocisticos: o complexo formado pelas NFCs
1-4-8, localizado na zona de transigdo ciliar ¢ jungdes
célula-célula, esta envolvido na organizagao estrutural da
superficie apical do CAP e na morfogénese epitelial; o
complexo formado pelas NFCs 5 e 6 encontra-se localizado
no corpo basal e esta envolvido na ciliogénese; o complexo
formado pelas NFCs 2-3-9, por fim, localiza-se em todo
0 axonema e interage com os outros dois complexos (40)
(Figura 2). As NFCs também interagem com as proteinas
relacionadas a MKS e JBTS, sendo esta uma possivel
explicag@o para a sobreposicdo de manifestagdes clinicas
entre essas doengas*.

NEKS, a produto do gene NPHPY, interage com
PC2. Camundongos deficientes de NEK8 apresentaram
expressao aumentada de PC1 e PC2, levando a seu acumulo
ciliar, além de fosforilagdo anormal de PC2'%, Nessa linha
conceitual, mostrou-se interagdo entre o dominio SH3 de
NFC1 e um motivo poliprolina de PC1. Essa interagao
¢ capaz de modular apoptose celular, sugerindo que a
resisténcia a apoptose mediada por PC1 possa depender
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de NFC1'%,

Estudos moleculares mostraram o envolvimento
da via Wnt na patogénese das NPHPs. Simons e cols
demostraram que NFC2 (inversina) inibe a via canonica
Wnt através da regulacdo da degradacdo da proteina
Dishevelled (Dvl), que em sua forma ativa inibe a
degradacao de -catenina. O aumento da degradacao de Dvl
leva a uma mudanca de sinalizacdo da via Wnt, passando-a
predominantemente da forma candnica para a forma
ndo dependente de B-catenina- via ndo-candnica'”. Esse
mecanismo parece ser essencial para o desenvolvimento
renal normal. Disfunc¢des na inversina ou a ativacao
constitutiva da Wnt candnica levam a extensa formagao
cistica durante o desenvolvimento embrionario'>'?”. NFC3,
por sua vez, pode participar do controle da via Wnt candnica
e ndo candnica. A modulagdo da via candnica pela NFC3
pode decorrer de sua interagdo com a inversina'?®. Além
disso, deficiéncia de NFC3 em Xenopus laevis resultou
em defeitos de polaridade planar celular, mecanismo
tipicamente regulado pela via Wnt ndo-candnica'®. De
forma semelhante, NFC4 também interage com inversina
e controla a via Wnt candnica em zebrafish e em cultura
de células renais'®.

Outra importante via de sinalizacao ciliar envolvida
na patogénese da NPHC ¢ a via Sonic Hedgehog (Shh).
Essa via ¢ essencial durante a embriogénese, atuando
na diferenciacdo e especializagdo celular. A ativagao
desta via depende da ligagdo de Hedgehog (Hh) ao seu
receptor de membrana Patched-1 (PTCH1). Essa ligacao
bloqueia o efeito inibitorio de PTCHI1 sobre a proteina
Smoothened (SMO), que ativa fatores de transcricao da
familia GLI e deflagra a transcri¢cdo de genes responsivos
a Shh. NPHP7,um dos genes mutados na NPHP, codifica
o fator de transcri¢do GLIS2. A deficiéncia dessa proteina
leva a uma mudanga de perfil transcricional que resulta no
aumento da expressao de genes relacionados a inducao de
transicdo epitélio-mesenquimal. Este perfil de expressao
génica, por sua vez, induz aumento de apoptose e da
fibrose em modelo animal'*. Um segundo estudo mostrou
que camundongos carreadores de mutacdo em NPHP6
apresentaram manifestagdes compativeis com JBTS e
aumento de uma proteina inibitéria do fator de transcrigao
GLI3, sugerindo sinalizacdo anormal da via Shh. Esses
animais apresentaram ainda alteracdes estruturais no
CAP, defeito revertido pelo tratamento com agonista do
ligante Hh'*!. As NFCs também podem regular outras
vias sinalizadoras, como a Hippo'*? e DDR (DNA damage
response signalling)'®.

O conhecimento acumulado nas ultimas duas
décadas trouxe um novo contexto molecular e celular as
nefropatias hereditarias cisticas. Diante da identificacao
de genes mutados nessas enfermidades e da caracterizacao
de seus produtos proteicos, o processo de elucidagdo
de mecanismos envolvidos em sua patogénese tem
sido progressivo e constante. Como consequéncia, tal



Amaral AG. Onuchic LF. Bases moleculares e celulares das nefropatias hereditarias cisticas.

plataforma de conhecimentos tem permitido a evolugdo
de métodos diagndsticos e amparado estudos pré-clinicos
fundamentais, varios dos quais j& capazes de sustentar a
realizacdo de estudos clinicos capitais. Esta nova realidade
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