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Analise de biomarcadores urinarios e séricos na progressao da doenca poliquistica

renal autossémica dominante

Glosséario
a-GST — a-glutatido S-Transferase

ADH — Hormona Anti-diurética

cAMP — 3"5"-adenosina-monofosfato-ciclico

CS — Creatinina Sérica

DPRAD - Doenca Poliquistica Renal Autossomica Dominante

DRC — Doenga Renal Cronica

DRT — Doenca Renal Terminal

Hb — Hemoglobina

Hp — Haptoglobina

HTA — Hipertensdo Arterial

PC1 — Policistina 1

PC2 — Policictina 2

TC — Tomografia Computorizada
TR — Tamanho Renal

TFG — Taxa de Filtracdo Glomerular
TSR — Terapia de Substituicdo Renal

VRT — Volume Renal Total
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Resumo

A doenca renal poliquistica autossomica dominante (DPRAD) é uma doenca
hereditaria que se caracteriza pela formacdo de quistos renais. Devido ao aumento de
tamanho dos quistos e a formacéo de fibrose intersticial, ha diminuicdo da funcgéo renal,
podendo culminar na necessidade de terapia de substitui¢do renal (TSR).

Caracterizou-se uma amostra de 22 doentes com DPRAD e analisou-se a presenca
dos biomarcadores urinarios a-glutatido s-transferase (a-GST) e haptoglobina (Hp), bem
como a sua relacdo com a taxa de filtragdo glomerular (TFG) e a creatinina sérica ao fim
de 5 anos de seguimento em consulta de nefrologia. Adicionalmente, compararam-se 0s
biomarcadores da amostra da populacdo doente com a amostra de uma populacdo de
controlo composta por 17 individuos sem patologia renal diagnosticada.

Com este estudo verificamos que os doentes com DPRAD apresentaram valores
aumentados de a-GST urinario em relacdo ao grupo controlo. Com o passar dos anos
verificou-se um expectavel agravamento da fungéo renal, segundo a creatinina sérica ou
TFG, mas também se verificou um aumento na urina do biomarcador a-GST com a
progressdo. A creatinina sérica esteve diretamente correlacionada com os biomarcadores
urinérios na populacdo com DPRAD. Assim, a a-GST e a Hp estdo associados a leséo
renal e poderao ser Uteis na identificacdo precoce na historia natural do declinio da fungéo
renal nestes doentes, sendo Uteis na identificacdo de possiveis candidatos a novas
terapéuticas, como o Tolvaptan, que diminui a velocidade de progressdo da doenca.

Palavras Chave: DPRAD, a-GST, Hp, progressao

O trabalho final exprime a opinido do autor e ndo da FML.
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Abstract

Autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD) is a hereditary disease
characterized by the formation of renal cysts. Due to increased cystic size and interstitial
fibrosis formation, there is a decrease in renal function, which may lead to the need of
renal replacement therapy (RRT).

A sample of 22 patients with ADPKD was characterized and the presence of the
a-glutathione s-transferase (a-GST) and haptoglobin (Hp) biomarkers, as well as their
relationship with the glomerular filtration rate (GFR) and serum creatinine after 5 years
of follow-up in nephrology consultation was analyzed. In addition, the biomarkers of the
diseased population were compared to a control sample composed of 17 individuals
without diagnosed kidney disease.

With this study we verified that the patients with ADPKD had increased values of
a-GST in relation to the control group. Over the years there was an expected worsening
of renal function according to serum creatinine or GFR, and there was also an increase in
the a-GST biomarker with progression. Serum creatinine was directly correlated with
urinary biomarkers in the sample of the population with ADPKD. Therefore a-GST and
Hp are associated with renal damage and may be useful in early identification of the
decline in renal function in these patients. They also might be helpful in identifying
potential candidates for new therapeutics, such as Tolvaptan, which contributes to a
decrease in ADPKD progression rate.

Key Words: ADPKD, a-GST, Hp, progression
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Introducéo

A doenca poliquistica renal autossomica dominante (DPRAD) é uma doenca
monogeénica que afeta entre 1:400 e 1:1000 individuos em todo o0 mundo, perfazendo 5%
dos doentes com doenca renal terminal (DRT).1:23

Esta patologia caracteriza-se pela formacao bilateral progressiva de quistos renais
e é causada por mutacdes nos genes PKD1, localizado no cromossoma 16p13, e PKD2,
localizado no cromossoma 4qg21-g23. O gene PKD1 codifica a policistina 1 (PC1),
correspondendo a 85% dos casos de DPRAD; o gene PKD2, por sua vez, codifica a
policistina 2 (PC2), sendo responsavel por 15% dos casos desta doenga. A PC1 e a PC2
sdo proteinas transmembranares e encontram-se interligadas, regulando a funcdo uma da
outra. Forma-se, assim, o complexo PC1/2 que possui diversas func@es a nivel celular e
das vias de sinalizagio, bem regulac&o do fluxo de célcio.>3®

Este complexo encontra-se ao nivel dos cilios primarios, sendo que defeitos ao
seu nivel resultam num conjunto de doengas denominadas de ciliopatias. De facto, dentro
das ciliopatias, o fenotipo mais comum € a formacéo de quistos renais. Assim, a perda da
funcdo ciliar da PC1/2 leva, em ultima analise, ao aumento do CAMP o que promove a
atividade da proteina cinase A, resultado na proliferacdo celular e na secrecédo de fluido,
originando quistos. O crescimento dos quistos resulta em fibrose intersticial, desarranjo
da arquitetura renal, levando a degradacao progressiva da funcdo dos rins. A evolucgédo
culmina em doenca renal terminal e, consequentemente, na necessidade de terapéutica de
substituicdo renal, sendo esta doenga a quarta causa a nivel mundial de necessidade de
TSR.135

A doencga tem como principais sintomas a dor lombar ou nos flancos e a hematuria,
cursando com o aparecimento de hipertensdo arterial secundaria. Com o evoluir da
doenca, a dor torna-se crénica e o0 aumento continuo dos rins devido aos quistos leva ao
aumento do volume abdominal e consequente aparecimento de hérnias da parede
abdominal. Porém, as consequéncias mais gravosas para o doente sdo as complicagdes
cardiovasculares e as infecdes dos quistos requerendo tratamento com fluoroquinolonas.
Eventualmente, serd necessario o transplante de um rim com dador compativel, com o
objetivo de diminuir a gravidade destas complicacdes que sdo causa de morte destes

doentes.1 >
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Para além do rim, ha também formacéo de quistos no figado e pancreas, o que
torna a DPRAD uma patologia sistémica. Em casos raros podem originar neoplasia
maligna, sendo a sua incidéncia semelhante & da populacdo em geral.1®

Geralmente o diagndstico é feito em idades inferiores a 30 anos, mas os doentes
podem manter-se assintomaticos até a quarta ou quinta décadas de vida. Desta forma,
visto ser uma patologia com diversas repercussées a nivel sistémico e ao nivel da
qualidade de vida dos doentes, é necessario a proceder a investigacdo diagnostica no caso
de haver histéria familiar de DPRAD.8

Se a doencga tiver origem na mutacdo do gene PKD1, deve-se realizar uma
ecografia renal, sendo o diagnostico imagiologico: se o0 doente em questdo tiver entre 15
e 30 anos, considera-se o diagnostico de DPRAD se se identificar pelo menos dois quistos
renais uni ou bilateralmente; nos individuos entre 30 e 59, se pelo menos dois quistos em
cada rim; e nos individuos com idade superior a 60 anos, pelo menos quatro quistos em
cada rim...’8

Uma vez que as mutagdes no PKD2 resultam quer em formas moderadas da
doenca, quer num inicio mais tardio da mesma, os critérios enumerados anteriormente
sd0 pouco sensiveis nestes casos, resultando em falsos negativos.’

A tomografia computorizada e a ressonancia magnética modo T2 podem ser
utilizadas nestes casos, uma vez que detetam quistos de dimensdes mais reduzidas. No
entanto, para além de a maioria dos quistos terem ainda dimensdes inferiores ao poder de
detecdo destes exames imagioldgicos, a TC tem o risco de nefrotoxicidade devido a
injecdo de contraste e sdo ambos métodos imagioldgicos pouco custo-efetivos. Os testes
geneéticos apenas se aplicam em casos que suscitem duvidas no diagnostico ou num
potencial dador de rim familiar do doente que tenha idade inferior a trinta anos e ainda
ndo tenham sido detetados quistos renais ecograficamente.’

Atualmente ndo existe tratamento especifico que impeca o crescimento dos
quistos e o consequente declinio da funcéo renal. Desta forma, a terapéutica da DPRAD
centra-se essencialmente na redugdo da morbilidade e mortalidade resultantes das
complicacdes desta doenca.l®

O controlo da presséo arterial é essencial pois esta contribui quer para 0 aumento
do risco cardiovascular quer para a rapida progressdo para DRT. Os inibidores do sistema
renina-angiotensina-aldosterona sdo os farmacos de elei¢do neste caso. A dor abdominal

e nos flancos provocada pelo aumento acentuado dos rins pode ser incapacitante num
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pequeno grupo de doentes. Desta forma, a nefrectomia pode ser considerada em doentes
com doenca renal terminal, -1

O Uanico tratamento verdadeiramente curativo para estes doentes € o transplante
renal. Este apenas pode ser considerado quando se atinge DRT, o que acontece em cerca
de 70% dos doentes entre a quarta e a sétima décadas de vida. Contudo, enquanto o
transplante ndo é possivel, os doentes com DRT necessitam de hemodialise.>1%1

Quanto a progressdo da doenca, tém-se desenvolvido farmacos promissores que
atuam ao nivel da reducdo da velocidade de progressdo da doenca. De facto, existem
varias terapéuticas em estudo que interferem ao nivel da proliferacao celular, tais como
o0s analogos da somatostatina, os inibidores da mTOR, como o Sirolimus e o Everolimus,
e, aqueles que parecem ser 0S mais promissores, 0s antagonistas do recetor V2 da
vasopressina.t

Vérios estudos demonstraram que a hormona antidiurética e o seu segundo
mensageiro (CAMP) promovem a proliferagdo celular dos quistos e a secregéo de fluido,
com consequente crescimento quistico. A sua supressao através do blogqueio do recetor
V2 da vasopressina no tubo coletor reduz esse efeito e protege o rim. Desta forma, estas
conclusdes justificam o estudo do Tolvaptan, um antagonista do recetor V2, nos doentes
com DPRAD.!

De facto, foi demonstrado que o Tolvaptan abrandou o crescimento renal e o
declinio da funcgéo renal, bem como das complicacgdes relacionadas com a DPRAD (HTA,
dor, hematdria, nefrolitiase). Além disto, estudos verificaram que ha diminuicdo do
volume renal total com esta terapéutica.*

Uma vez que é uma doenca hereditaria, a DPRAD & transmitida de geracdo em
geracgdo pelo progenitor afetado, sendo que cada filho tem 50% de hip6tese de herdar o
gene mutado. Este gene tem uma penetrancia completa, contudo existe uma grande
variabilidade intrafamiliar no que se refere a idade em que o doente atinge o estadio
terminal da doenca. Isto leva a que haja uma grande dificuldade em prever a progresséo
individual desta patologia. Por esta razdo, sdo necessarios biomarcadores que auxiliem
no diagnostico, na avaliacdo da progressédo e no resultado do tratamento de determinada
doen(;a.5’12'13'14*2°

A cistogénese na DRPAD é um processo complexo, caracterizado por
anomalidades da proliferacdo celular, da secrecdo de fluidos, da formacgdo de matriz
extracelular e da polaridade celular. O processo resulta na diminuicdo da fungéo da
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barreira de filtracdo, na diminuicdo da reabsor¢édo tubular, no aumento da proteinas e na
libertagcdo de marcadores por células inflamatorias, que podem ser libertadas na urina dos
doentes. Atualmente a monitorizagdo deste processo baseia-se na avalia¢do da creatinina
sérica, da taxa de filtragio glomerular e no volume renal total.*>16

A creatinina sérica é um produto da degradacao da fosfocreatina e traduz a perda
de funcéo renal. No entanto, para além de ser filtrada pelo glomérulo, esta é também
secretada no tubulo contornado proximal, pelo que pode haver uma sobrestimagdo da
funcdo renal. Por sua vez, a taxa de filtracdo glomerular é calculada com base em
diferentes pardmetros, como a idade, 0 sexo, a raca para além do valor da creatinina sérica.
No entanto, devido a hiperfiltracdo compensatdria dos nefrénios saudaveis, a TFG pode
manter-se estavel durante décadas. Concomitantemente, estudos demonstraram que
existem periodos de estabilidade ao nivel do declinio da funcdo renal e periodos de
declinio rapido, podendo os primeiros ocorrer mesmo em estadios mais avangados da
doencga. Desta forma, a creatinina e a TFG tém uma capacidade limitada para avaliar a
doenca e prever a sua progressio nos estadios mais precoces,>101318

Por sua vez, o volume renal total, determinado através de ressonancia magnética
de alta resolucdo, € considerado um melhor marcador da progressdo da doenca, pois, para
além de ser possivel detetar um aumento das dimensbes e volume dos quistos, este
aumento estd relacionado com o declinio da funcdo renal nos estadios iniciais da
doenca, 18101321

Atualmente, com o surgimento de interesse em terapéuticas experimentais
potencialmente modificadoras da doenga, como o Tolvaptan, tem surgido a necessidade
de novos biomarcadores para monitorizagdo da doenca. Nos Ultimos anos surgiram
diversas publicagdes a sugerir que os biomarcadores urinarios tém potencial na previsao
da evolucdo da doenga. Destes destacam-se a haptoglobina (Hp), a neutrophil gelatinase-
associated lipocalin (NGAL), a molécula de lesdo renal-1 (KIM-1) e a
uromodulina,1-21316:28

A haptoglobina (Hp) é uma proteina sérica de fase aguda produzida
principalmente pelos hepatocitos em resposta a secre¢do de interleucina (IL)-6, IL-1 e
fator de necrose tumoral (TNF)-a. A sua funcdo primaria € ligar-se a hemoglobina (Hb)
livre apds a hemolise, prevenindo, desta forma, a excrecdo renal de ferro, bem como
proteger 0s vasos sanguineos do stress oxidativo causado por este. O complexo
haptoglobina-hemoglobina (Hp-Hb) liga-se ao recetor CD163 presente nos hepatocitos e
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células de kupffer, sendo eliminado por estas células. Desta forma, a haptoglobina previne
o dano causado nos tecidos pelo stress oxidativo.®2%23

Em condic¢Bes normais, o complexo Hp-Hb, devido as suas dimens@es e a sua
carga negativa, ndo € filtrado no glomérulo. A sua presenca na urina pode, desta forma,
significar diminuicdo da funcdo renal. Para além disto, a haptoglobina em situacdes
particulares de stress pode ser produzida ao nivel do tubulo contornado proximal, sendo
eliminada na urina desde uma fase precoce da diminuicdo da funcdo renal. Por estas
razdes, a Hp urinaria tem sido apontada como um biomarcador candidato a predicdo do
declinio precoce da funcdo renal. Em adicdo, a haptoglobina também previne o dano
causado nos tecidos pelo stress oxidativo.?4%°

A Hp € constituida por duas cadeias leves a e duas cadeias  pesadas, ligadas entre
si de forma covalente por pontes persulfureto. Devido a existéncia de dois alelos
autossomicos codominantes, HP1 e HP2, a cadeia a possui duas formas principais (ol e
02), dando origem a trés fendtipos possiveis — HP1.1, HP2.1 e HP2.2.522

Devido a presenca de ferro na sua constituicdo, a hemoglobina livre decorrente da
hemolise intravascular tem a capacidade de catalisar a formacdo de radicais livres de
oxigeénio, provocando danos importantes a nivel das células endoteliais. A depuracéo de
Hb livre pela Hp é maior nos individuos que possuem o fenétipo HP 1.1, conferindo uma
maior protecdo contra o dano oxidativo. Uma vez que os trés fen6tipos possuem a mesma
capacidade de ligacdo a Hb, esta variacdo no seu poder anti-oxidativo podera ser reflexo
dos seus diferentes tamanhos. A proteina HP 2.2 por ter um tamanho superior a proteina
HP1.1, remove o ferro para o espacgo extravascular a um ritmo mais lento, permanecendo
a Hb em circulagdo durante mais tempo. Assim, os individuos com este fendtipo (HP 2.2)
sujeitos a maior stress oxidativo e a todas as consequéncias que dai advém.*142

A a-glutatido S-Transferase (a-GST) pertence a uma superfamilia de proteinas
enzimaticas que tem um papel importante nas reacGes de destoxificacéo celular. Ao nivel
renal, a a-GST encontra-se presente nas células epiteliais do tubulo contornado principal.
Por esta razdo, quando esta enzima é libertada na urina em resposta a lesdo tubular, pode
permitir a localizacdo primordial dessa lesdo. Dado que a DPRAD atinge toda a extensao
do nefronio, este biomarcador parece ser promissor na monitorizacdo da fibrose

intersticial renal e, consequentemente, na progressio da doenca.26:272°
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Posto isto, este trabalho tem como objetivos avaliar a concentracdo na urina dos
biomarcadores a-GST e haptoglobina nos diferentes estadios de progressdao da DPRAD;
verificar a existéncia de correlacdo entre a diminuicdo da TFG e os valores dos
biomarcadores o-GST e haptoglobina urinarios; correlacionar os biomarcadores em

estudo com a progressdo da doenca.
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Materiais e Métodos
1. Populacao

Para este estudo foram recrutados 23 doentes com DPRAD seguidos em consulta
de nefrologia no Hospital Beatriz de Angelo durante pelo menos 60 meses,
diagnosticados de acordo com os Critérios de Ravine e com pelo menos cinco
determinacfes de seriadas de creatinina sérica ao longo do follow-up. Os critérios de
exclusdo foram os seguintes: gravidez, hematuria macroscopica no dia da recolha da
amostra de urina, presenca de causas de lesdo renal aguda e recusa de assinatura do
consentimento informado. Foi ainda selecionada uma amostra da populacdo de controlo
composta por 17 individuos sem doenca renal diagnosticada, devidamente emparelhados
com os doentes com DPRAD para a idade, género e creatinina sérica. O estudo foi
aprovado pela Comisséo de ética do Hospital Beatriz Angelo e todos os participantes
assinaram o consentimento informado.

Além dos dados demograficos, foram também colhidos os valores de creatinina
sérica basal e de TFG basal, bem como dados clinicos no inicio do follow-up referentes
ao controlo da pressao arterial, eventos uroldgicos (cdlicas renais, episddios de hematdria
macroscopica) e cardiovasculares (sindrome coronario agudo, acidentes vasculares

cerebrais, etc) e episddios de internamento.
2. Determinacéo dos biomarcadores

No inicio do seguimento em consulta de nefrologia (TO) foram determinados 0s
valores de creatinina sérica e da TFG na amostra da populacdo com DPRAD. Apds os 60
meses, ou seja, 5 anos (T5) de seguimento, foram determinados novamente os valores de
creatinina sérica e da TFG, bem como o volume renal e os valores dos biomarcadores -
GST e Hp séricos e urinarios.

Ap0s determinacgdes seriadas da creatinina sérica, a progressao da funcéo renal da
amostra da populacdo em estudo serd avaliada pelo declinio da taxa de filtracdo
glomerular estimada usando a formula CKD-EPI. A primeira urina da manha foi colhida
em condigdes asséticas, tendo sido processada até 12 horas apds a colheita. Apos a
centrifugacdo, foi adicionado as amostras um tampdo estabilizador urinario para a
determinacédo do a-GST e Hp. Estas foram conservadas a -20°C.

Os biomarcadores o-GST e Hp foram determinados por ensaios imunoenzimaticos
(ELISA) e as 3 variantes fenotipicas do gene HP (HP1.1, HP2.1, HP2.2) foram
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determinados pela técnica de electroforese em gel de poliacrilamida de acordo com o

protocolo aplicado no Laboratério de Genética-FMUL.°
3. Analise Estatistica

Foi realizada uma analise descritiva da amostra da populagéo em estudo. Avaliou-
se a normalidade dos parametros analisados usando o teste de Shapiro-Wilk e foi utilizado
0 teste t-student ou Mann-Whitney para a comparacéo entre grupos. Foram utilizadas
correlagdes de Spearman para averiguar a existéncia de associacdo entre 0s
biomarcadores analisados, a taxa de filtragdo glomerular e a creatinina sérica. Foi
aplicado o teste de qui-quadrado para comparacao de frequéncias. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando a versdo SPSS 24.0. Resultados com p<0,05 foram

considerados significativos.
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Resultados

A média das idades dos doentes com DPRAD selecionados para este estudo foi
de 42 anos, sendo a maioria do sexo feminino (56,0%). Por sua vez, a média das idades
dos individuos da amostra da populacdo de controlo foi de 29 anos, sendo a maioria
também do sexo feminino (82,4%). No que toca aos valores de creatinina sérica T5, ndo
se verificou diferencas estatisticamente significativa entre a amostra da populacao doente
e a amostra da populacdo de controlo (Tabela 1).

Ao fim de 5 anos de follow-up, ha uma diminui¢do da funcéo renal da amostra da
populagdo com DPRAD. Tal como o documentado pela literatura, verificou-se uma
diminuicdo da TFG, bem como um aumento da creatinina sérica (Figura 1).

Adotando a classificacdo K.D.1.G.O. para a divisdo em estadios da DRC e
agrupando os doentes em estadios precoces (estadios 1 e 2) e avancados (estadios 3, 4 e
5), verificou-se que em T5, 54,8% dos doentes se encontravam em estadios precoces e
14,4% nos estadios mais avangados. Comparando TO com T5, verificou-se que em T5 ha
um aumento da percentagem de doentes em estadio 2 (9,5% em TO versus 31,0% em T5).
Adicionalmente, ao fim dos 5 anos de follow-up, ha doentes que se encontram em estadio
5 (2,4%), algo que ndo acontecia no inicio do follow-up. Isto revela que, embora pouco
acentuada, houve progressao da doenca ao longo dos 5 anos de seguimento da amostra da
populacdo em estudo (Figura 2).

Apds a determinacdo do tamanho renal por métodos ecograficos em T5, obteve-
se a média do tamanho renal dos doentes agrupados por estadio de DRC. Verificou-se
que os doentes em estadio 4 apresentam um volume renal superior ao dos doentes que se
encontram em estadios menos avangados de doenga (Figura 3). Os biomarcadores a-GST
e Hp séricos e urinarios ndo estiveram associados ao tamanho do rim.

Neste momento (T5), os doentes que se encontram nos estadios mais avanc¢ados
apresentam um maior agravamento da fungdo renal por diminuicdo da TFG (p<0,001) e
aumento da creatinina sérica (p=0,015). Isto mostra que, tal como vem descrito na
literatura, o expectavel declinio da funcdo renal em doentes com DPRAD refletindo-se
nos estadios, em que os doentes em estadios K.D.I.G.O. mais avangados possuem uma
maior deterioracdo da funcao renal (Figura 4).

Analisando o biomarcador a-GST urinério na amostra da populagéo de controlo
(n=17) e, ap6s comparag¢ao com o a-GST urindrio da amostra da populagdo em estudo,

observamos uma diferenca estatisticamente significativa entre o biomarcador da amostra
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de controlo e a da amostra da populagdo com DPRAD (p<0,001) (Figura5). Uma vez que
ndo temos dados relativos ao biomarcador da Hp na amostra de populagéo de controlo,
ndo foi possivel averiguar se existe diferencas entre os controlos e a amostra da populagdo
com a doenca.

No que toca aos biomarcadores Hp urinario e a-GST sérico segundo os estadios
K.D..G.O., verificou-se, a existéncia de uma tendéncia para a associacdo entre 0s
biomarcadores e os estadios avangados (p=0,077 e p=0,098 respetivamente) (Figura 5).
Estes resultados revelam que poderd haver um aumento destes biomarcadores com a
progressdo da doenca ao longo do tempo. Néo se verificaram diferencas significativas
dos valores da Hp sérica de acordo com os estadios, apesar de estes terem sido mais
elevados (P=0.100).

Através da aplicacdo dos testes de correlacdo de Spearman, verificou-se uma
correlacdo estatisticamente significativa entre os valores da TFG ao fim dos 5 anos de
seguimento com o0s biomarcadores séricos Hp e a-GST (p=0,039 e p=0,038,
respetivamente), bem como uma tendéncia entre os valores destes biomarcadores e a
creatinina sérica T5 (p=0,054 e p=0,067, respetivamente) (Tabela 2). Estas correlacdes
parecem indicar que estes biomarcadores séricos se comportam como os valores da
creatinina em relagdo a TFG.

No que toca aos biomarcadores urinarios Hp e a-GST, constatou-se que ambos se
correlacionam com a A (T5-TO0) da creatinina sérica (p=0,037 e p=0,048 respetivamente).
Adicionalmente, hd uma tendéncia relativamente a correlacdo entre a Hp urinaria e o valor
da creatinina sérica T5 (p=0,058). Tendo em conta estes resultados, 0 aumento dos
biomarcadores urinarios e séricos em estudo estdo correlacionados com o declinio da
funcdo renal verificada na amostra da populacdo com DPRAD (Tabela 2).

Por sua vez, o biomarcador a-GST urinério correlaciona-se de forma significativa
com os biomarcadores Hp urinario (p=0,000) e a-GST sérico (p=0,038), verificando-se
um aumento simultaneo destes biomarcadores na amostra da populacdo com a doenca
(Tabela 2).

Ap0s a determinacdo dos fendtipos da Hp constatou-se que 20 doentes possuem
os fendtipos associados a melhor prognostico da doenga (HP1.1 e HP2.1) e 2 doentes
apresentavam o fenoétipo HP2.2. Verificou-se uma associagdo significativaentrea A (T5-
TO) TFG e o fen6tipo 2.2 da Hp (p=0,000), pelo que este parametro se relaciona com o

declinio da TFG a medida que a doenca evolui ao longo do tempo.
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Discussao

Conforme o descrito na literatura, houve uma deterioracdo da funcdo renal
demonstrada pela diminuicdo da TFG e aumento da creatinina sérica ao fim dos 5 anos
de seguimento em consulta de nefrologia.>->%=°

No que toca aos biomarcadores séricos Hp ¢ a-GST obteve-se uma correlagdo com
a TFG ao fim de cinco anos de follow-up, bem como uma tendéncia para a associagdo
entre a-GST e os estadios K.D.1.G.O.

O processo de formagéo de quistos que ocorre na DPRAD resulta na diminuicao
da funcdo da membrana de filtragdo, levando a diminuicdo da sua permeabilidade. Esta
diminuicdo da sua funcdo é traduzida pela diminuicdo da TFG e pela presenca de
moléculas na urina que, em condigbes normais, ndo estariam presentes. E o caso da
albumina e, possivelmente, da haptoglobina. Simultaneamente, nesta patologia existe um
processo inflamatério em curso, com formacéo de fibrose e libertacdo de mediadores
inflamatorios. Para combater esse processo, quer os hepatdcitos, quer as células do
nefronio, vao produzir e libertar haptoglobina como medida de protecéo.>623% De facto,
a haptoglobina, para além de proteger contra o stress oxidativo através da sua ligacdo a
hemoglobina livre, também tem propriedades anti-inflamatorias, pois inibe a sintese de
prostaglandinas.***2 Posto isto, sendo a creatinina séricae a TFG os parametros utilizados
para avaliar a funcdo renal, € compreensivel que a Hp urindria se correlacione de forma
significativa com A (T5-T0) da creatinina sérica e a Hp sérica se correlacione com a TFG
T5. Desta forma, a haptoglobina podera ser um potencial biomarcador de lesdo renal com
utilidade na avaliacdo da progressédo da DPRAD.

Relativamente a a-GST urinaria, obteve-se uma correlacdo com a A (T5-TO0) da
creatinina serica e com a Hp urinéria. N&o se verificou, porém, uma associacdo entre a a-
GST urinéria e os estadios K.D.1.G.O., ao contrario do constatado para a a-GST sérica.

Tendo em conta a correlagdo entre a A (T5-T0) da creatinina sérica com a-GST
urinério e Hp urinaria, uma correlacdo significativa entre estes dois biomarcadores
significa que para os mesmos estadios K.D.l.G.O., estes biomarcadores parecem ter uma
particular eficacia na identificacdo de variacGes na creatinina sérica.

Segundo a bibliografia consultada, os nefrénios primitivos demonstram
positividade para a a-GST e a n-GST em toda a sua extenséo entres as 12 e as 36 semanas
de gestacéo. Este padrao de expressdo muda entre as 36 e as 40 semanas, sendo que apds

a 40" semana de gestagdo, a a-GST € expresso no tubulo contornado proximal, enquanto
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que a n-GST esta restrito ao tubulo contornado distal e tubo coletor. O que acontece nos
rins dos doentes com DPRAD ¢ que o epitélio dos quistos expressam quer o a-GST e a
n-GST em toda a sua extensdo e os nefronios sem quistos expressam essas enzimas da
forma descrita anteriormente. Ap0s 0 nascimento, a expressao da a-GST parece ser
consequéncia da proliferacio celular e do aumento das dimensdes do nefronio. 26

Na DPRAD h& uma perda de diferenciacdo das células epiteliais levando a
producdo de o-GST segundo o padréo fetal, 0 que sugere que o aparecimento desta
isoforma esteja relacionada com o atraso da maturacéo tubular. Posto isto, é expectavel a
associacdo entre biomarcador a-GST urinério e esta patologia.

As células do tabulo contornado proximal tém uma elevada atividade metabdlica
e grande consumo de oxigenio, pelo que é expectavel que sejam produzidas elevadas
quantidades de radicais livres. Sendo a a-GST uma enzima importante na fase Il de
desintoxicacdo celular, esta vai ser naturalmente produzida e libertada na urina em
pequenas quantidades. No entanto, estudos demonstraram que em situacdes de lesdo renal
causada quer por patologia, quer por toxinas exdgenas, a excregdo de a-GST urinaria
encontrava-se aumentada.?”2%3237

De facto, com os dados, parece haver uma diferenga entre os valores de a-GST
urinaria no grupo controlo e os doentes com DPRAD. Posto isto, este biomarcador esta
associado a lesdo renal, o que esta de acordo com o descrito anteriormente. No entanto, o
facto de esta enzima poder estar aumentada noutras situacbes em que 0 rim se encontra
disfuncional torna-a pouco especifica quanto ao local da lesdo. *

Analisando apenas os individuos que se encontram nos estadios 1 e 2 da
classificacdo K.D.l.G.O. de ambas as populacdes, ndo se conseguiu apurar a mesma
diferenca. Porém existe uma tendéncia estatistica para tal (p=0,055), pelo que a a-GST
urinéria podera ser preditor de doenca, sendo este um dos resultados que esperamos
apresentar aquando da finalizagao deste estudo.

A enzima a-GST urinéria é excretada mesmo em les6es de baixo grau, sendo que
estudos demonstraram que esta € libertada quando a funcdo renal ainda esta preservada.
Isto acontece porque inicialmente as células mais afetadas sdo as tubulares proximais,
levando a perda urinaria de o-GST, sendo esta informativa de que ha lesdo ou disfungéo
tubular. No entanto, a medida que a lesdo tubular progride e comeca a afetar as partes
mais distais do nefrénio, como o tubo coletor, verifica-se uma descida da a-GST, algo

que ainda nao é totalmente entendido.3*3” Assim, dada a escassa informacdo existente
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atualmente, € necessaria a realizacdo de mais estudos para melhor compreender o papel
desta enzima na doenca renal, em particular na DPRAD.

Ao contrario do que seria expectavel, ndo se verificou uma associagdo entre 0s
biomarcadores urinarios e os estadios K.D.l.G.O., tendo-se observado apenas uma
tendéncia para a correlacdo entre os estadios e a Hp urinéria. Este facto € compreensivel
uma vez que ndo se obteve uma correlacdo com a TFG. A diminui¢do da TFG néo é
linear. Existem periodos de estabilidade e de declinio rapido, sendo que os periodos de
estabilidade podem ocorrer mesmo na doenca avancada. De facto, este padrdo é
observado em cerca de 40% dos doentes com DPRAD.3%3 Assim sendo, este facto em
conjunto com uma amostra de tamanho reduzido podera explicar os resultados obtidos.

A determinacdo do tamanho renal foi efetuada por métodos ecogréficos. No
entanto, este método esta associado a uma grande variabilidade intra e inter-operador, o
que podera explicar o facto de 0s biomarcadores a-GST e Hp séricos e urinarios, neste
trabalho, ndo estarem associados ao tamanho do rim. Para ultrapassar esta limitacdo da
ecografia, os melhores métodos imagioldgicos para determinar o tamanho renal e,
consequentemente, o volume renal total séo a tomografia computorizada e a ressonancia
magnética. Entre estes dois exames de imagem, aquele que tem maior vantagem em ser
utilizado é a RM, pois, para além de o doente ndo ser exposto a radiacao, também permite
estimar o volume dos quistos através da injecdo de contraste.** O estudo CRISP
demonstrou que o volume total dos quistos e 0 VRT estdo correlacionados de forma
inversa com a TFG, pelo que o VRT é um parametro (til na previsdo da deterioracdo da
funcdo renal na DPRAD.*

Como ja foi referido anteriormente, uma das limitagcbes deste trabalho foi o
tamanho reduzido da amostra da populagdo em estudo. Um dos critérios de exclusdo foi
a recusa de amostras de urina com presenca de hemattria macroscopica no dia da colheita
por inviabilizar a determinagé@o dos biomarcadores através de ensaios imunoenzimaticos.
Este facto fez com que a selecdo dos doentes tenha sido restrita. O aparecimento de
hematUria decorrente da rotura dos quistos € um dos principais sintomas que motivam 0s
doentes a procurar 0 médico e motivam o diagndstico de DPRAD. Esta ocorre em
aproximadamente 40% dos doentes, podendo recorrer durante o curso da doenga.>>4°

O percurso desta doenca € muito heterogéneo dependendo de fatores genéticos,
da idade em que sdo detetados 0s primeiros quistos e de inicio da HTA, do volume renal
esperado para a idade, bem como das complicagcGes cardiovasculares e outras doengas
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concomitantes. Para além destes fatores intrinsecos ao doente, a obtencdo de
biomarcadores preditores de progressao de doenca é, também, influenciada por fatores
ambientais.®!838 Na realizacdo deste trabalho, conseguiu-se controlar alguns dos fatores
mencionados através dos critérios de inclusdo e excluséo. No entanto, como existe uma
grande variabilidade entre os fatores ambientais e de eventos da vida dos doentes, estes
devem ser tidos em consideragdo como uma possivel limitacdo deste estudo. Uma vez
que o tempo de follow-up também tem influéncia na identificacdo dos biomarcadores,
este devera ser maior em proximos trabalhos.

Analisando a correlacdo de Hp sérica com a TFG T5, bem como a correlacéo de
Hp urinaria com a A (T5-TO) da creatinina sérica, considera-se provavel que com o
progressivo declinio da funcdo renal haja um aumento da concentracdo de Hp a nivel
sérico e a nivel urinario. A Hp sérica é modulada por varias situacdes como inflamacao,
hemolise ou doenca hepatica, pelo que é expectavel que ndo seja um bom biomarcador
quanto a situacdo renal do doente. Porém, segundo Kharbanda et al. nos individuos que
possuem o fendtipo HP2.2, o nivel de Hp urinéria ndo difere entre os individuos com
funcdo renal comprometida ou preservada. Este achado sugere que o aumento no nivel de
Hp urinaria seja, provavelmente, devido ao aumento da sua expressdo in situ em tecidos
renais.

O gene da haptoglobina possui trés forma fenotipicas diferentes (HP1.1, HP2.1,
HP2.2), sendo que o fendtipo HP1.1 é a forma que possui maior poder anti-inflamatério
e de protecdo contra as acBGes nocivas das espécies livres de oxigénio. Por sua vez, estas
propriedades sdo menos pronunciadas nos individuos que apresentam o fenétipo HP2.2.
assim, este fendtipo e considerado em diversos trabalhos como um fator de risco para
diversas doencas, como hipertensdo ou nefropatia diabética.3! Existem ainda diversos
estudos que correlacionam a presenca deste fenotipo com o declinio da fungdo renal,
sendo considerado fator de risco para progressio para doenga renal terminal (DRT).?324
Em concordancia com os estudos ja existentes, observou-se uma associagéo entre A (T5-
TO) TFG e os fenotipos da haptoglobina, sendo esta associacdo mais significativa para o
fenotipo HP2.2. Conforme o que foi dito anteriormente e considerando que a DPRAD é
uma doenca com um componente pré-inflamatorio, faz sentido que este fendtipo se
relacione com o declinio da TFG e, desta forma, com a progressdo e agravamento da

doenca.
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O gene da haptoglobina e alguns dos genes que estdo na origem da DPRAD,
nomeadamente o gene PKDL1, localizam-se no cromossoma 16. Porém, diversos estudos
demonstraram que os dois loci ndo se encontram interligados, sendo a expressédo destes
genes independente um do outro.®*® Por outro lado, a reduzida dimensio da amostra
deste estudo pode ter sido uma limitacdo a este nivel. Estas sdo algumas hipdteses que
podem explicar o facto de ndo haver uma correlacdo entre a TFG e a Hp urinéria, apesar
de os fendtipos da haptoglobina estarem associados a diminuigdo da TFG.

Para investigacdo futura seria interessante determinar o biomarcador Hp na
amostra de populacdo controlo e verificar se existem diferencas significativas em
comparag¢do com 0 mesmo biomarcador na amostra da populacdo com a doenga. Desta
forma poderiamos verificar se os resultados obtidos neste estudo com doentes com

diabetes mellitus tipo 2 sdo reprodutiveis na nossa amostra da populagdo com DPRAD.
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Concluséao

Concordante com a literatura, ao fim dos 5 anos de follow-up, verificou-se um
comprometimento da funcéo renal nos doentes com DPRAD, uma vez que se observou
na amostra em estudo um aumento dos valores de creatinina sérica e uma diminuicdo da
TFG.

A DPRAD tem uma taxa de progressao muito variavel, pelo que séo necessarios
marcadores de progressdo para prever o prognostico e selecionar os doentes para novos
tratamentos, como o Tolvaptan. Os biomarcadores selecionados para este estudo parecem
permitir uma monitorizacdo da progressao da doenca. No entanto, estes resultados sdo
ainda preliminares e deverdo ser reforcados com um aumento da amostra e do tempo de
follow-up e com uma recolha mais pormenorizada de fatores que possam interferir com

os valores de Hp e a-GST séricos e urinarios.
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Tabelas e Figuras

N Controlo N DPRAD p-value
Idade, anos 17 29,00 (27,00-51,00) 23 42,00 (32,50-48,00) 0,763 ®
Género, n (%)
Feminino 14 (82,40) 14 (56,00) 0,102°
Masculino 3 (17,60) 11 (44,00)

CrséricaT5(mg/dL) 6  0,85(0,81-090) 22  098(0,74-126)  0,504°

Tabela 1: Comparacéo da idade, género e creatinina (Cr) séria ao fim de 5 anos de seguimento
entre doentes com DPRA e controlos. Os valores apresentados séo mediana e P25-P75 ?; p-
value para comparacdes entre DPRAD e controlo, usando o teste de Mann-Whitney; ° p-value
usando o teste do qui-quadrado.
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Figura 1: Avaliacdo da funcdo renal segundo a creatinina sérica e taxa de filtracdo
glomerular (TFG) no inicio do estudo (TO) e ao fim de 5 anos de follow-up (T5). Os valores
apresentados sdo médias + desvio padrdo da média. p-value para comparacfes de médias
entre os momentos TO e T5, usando o teste t-Student.
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Figura 2: Avaliacao dos estadios K.D.I1.G.O. no inicio do estudo (T0) e ao fim de 5 anos de
follow-up (T5) de follow-up em consulta de nefrologia. Valores apresentados em
percentagem (%).
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Figura 3: Avaliacéo do volume renal (VR) segundo os estadios K.D.I.G.O. no momento T5.
Os valores apresentados sao médias * desvio padrao da média.
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Figura 4: Avaliacdo da creatinina sérica T5 e taxa filtrado glomerular (TFG) T5 segundo
estadios precoces (CKD 1,2) e avangados (CKD 3,4,5). Os valores apresentados séo médias
+ desvio padrao da média. p-values para comparagdes usando o teste t-Student. T5, apds 5
anos de follow-up; A(T5-T0), diferenca entre valores apés 5 anos de follow-up e os valores
basais.
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Figura 5: Avaliagdo dos biomarcadores a-GST e Haptoglobina (Hp) segundo a amostra de
controlo versus a amostra da populagdo com DPRAD e segundo os estadios precoces (CKD
1,2) e avangados (CKD 3,4,5). Os valores apresentados sdo médias + desvio padrao da média.
P-values para comparagdes usando o teste t-Student. T5, apds 5 anos de follow-up
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Hp/Cr Hp sérica a-GST a-GST/Cr
urinarias T5 sérica T5 urindrias
(mg/dL) (ng/mL) (ng/L) (ng/mg)
r 0,690 0,624 0,633 0,358
CrséricaT5
(mg/dL) p-value 0,058 0,054 0,067 0,208
8 10 9 14
r -0,571 -0,657* -0,695* -0,337
TFG T5
] »  p-value 0,139 0,039 0,038 0,239
(mL/min/1,73m")
8 10 9 14
* *
A(T5-TO) Cr r 0,738 0,176 0,285 0,606
sérica p-value 0,037 0,626 0,458 0,048
(mg/dL) N 8 10 9 11
r 0,950** 0,227 0,661*
-GST.
(OGSTICr = e 0,000 0,502 0,038
urinarias (ng/mg)
N 8 10 9

Tabela 2: Correlagbes de Spearman, realizadas através da correlagdo dos biomarcadores o-
GST e Hp, séricos e urinarios, com os niveis de creatinina sérica (Cr) T5, taxa de filtracao
glomerular (TFG) T5, A(T0-T5) da creatinina sérica e entre si. TO, basal; T5, ap6s 5 anos de
follow-up; A (T5-T0), diferenca entre valores apos 5 anos de follow-up e os valores basais. *A
correlacdo é significativa no nivel 0,05 (2 extremidades). ** A correlagdo € significativa no nivel
0,01 (2 extremidades).
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