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RESUMO

Introducéo: Ha evidentes diferencas de acometimento racial pela insuficiéncia
renal crénica entre caucasianos e afrodescendentes. Acreditava-se que isto
ocorria por dificuldade de acesso a Saude da populacdo afrodescendente, mas
estudos recentes mostram que variantes do gene APOL1 sdo responsaveis por
grande parte dos casos de glomerulonefrite segmentar e focal, nefropatia
associada ao HIV, nefroesclerose hipertensiva e nefrite lUpica nesta populacéo.
Este € o primeiro estudo a mostrar a presenca destas variantes APOL1 em
afrodescendentes no Brasil.

Métodos: Critérios de inclusdo foram pacientes afrodescendentes em
hemodialise crénica em clinicas selecionadas do Parana e de Alagoas, acima
de 18 anos, sendo também recrutados familiares destes pacientes como
controles. Foram excluidos pacientes abaixo de 18 anos, sem ancestralidade
africana ou com relato de doencas ndo associados as variantes do gene
APOL1 (como uropatias obstrutivas, doenca policistica autossémica renal ou
hipertensdo maligna). Apos obtencdo do termo de consentimento, dados
clinicos foram coletados juntamente com amostras sanguineas para extragao
do DNA. A genotipagem para presenca dos alelos GO, G1 e G2 foi realizada
usando técnica de protein chain reaction.

Resultados: 443 participantes foram incluidos no estudo, sendo 274 pacientes
e 169 familiares. 12% dos pacientes e 1% dos familiares apresentaram dois
alelos de risco, a chamada variante de alto risco (VAR). Portadores da VAR
comecaram dialise em média 13 anos mais cedo, na comparacdo com
portadores de um ou nenhum alelo de risco. Em modelo de regressao logistica,
a presenca da VAR aumentou em 21 vezes o risco de doenca renal crbnica
terminal (DRCT).

Conclusao: A prevaléncia das variantes APOL1 em nossas amostras se
mostrou inferior a estudos anteriores, provavel reflexo do alto grau de
miscigenacdo em nossa populacdo. Reproduzimos, porém, em nosso estudo a
maior prevaléncia das variantes em participantes com doenga renal do que
individuos saudaveis e mostramos que a presengca das variantes esta
associada ao inicio mais precoce de hemodialise.

Palavras-chave: Genética, apoproteina, HDL-colesterol, rim, HIV, insuficiéncia

renal crbnica



ABSTRACT

Background & Aim: There are striking differences in racial involvement by
chronic kidney disease between Caucasians and African Americans. It was
believed that this occurred due to difficulties in access to health of the African
Americans, but recent studies show that APOL1 gene variants are responsible
for most cases of focal global glomerulosclerosis, HIV-associated nephropathy,
hypertensive nephrosclerosis and lupus nephritis in this population. This is the
first study to show the presence of these APOL1 variants in individuals of
African descendants in Brazil.

Methods: Including criteria were patients from 18 years upwards undergoing
dialysis who reportedly had African Ancestry, and first degree relatives were
selected as controls. Exclusion criteria were: patients under 18 years, history of
obstructive uropathy, polycystic kidney disease and malignant hypertension.
After informed consent was obtained, clinical data along with blood samples for
DNA extraction were collected. Genotyping was performed with a protein chain
reaction assay for the wild type allele GO, and G1 and G2 risk alleles.

Results: 443 participants were included in the study, 274 of them were patients
and 169 were relatives. 12% of the patients and 1% of the relatives had two risk
alleles, which is called high-risk allele (HRA). Carriers of the HRA started
dialysis on average 13 years earlier when compared to patients with one or zero
risk allele. In a multivariate logistic regression model, the presence of HRA was
associated with a 21-fold increased risk of end-stage renal disease (ESRD).
Conclusion: The prevalence of APOLL1 variants in our samples was inferior to
previous studies, likely reflecting the high degree of miscegenation in our
population. Reproduced in our study was the more prevalent variants in
subjects with renal disease than healthy individuals and the fact that the
presence of variants is associated with early initiation of hemodialysis.
Keywords: Genetics, apolipoprotein, HDL, APOL1, kidney, focal segmental
glomerulosclerosis, HIV, HIV associated nephropathy, hypertensive

nephrosclerosis, chronic kidney disease
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1 — INTRODUCAO
1.1 — DIFERENCAS DE ACOMETIMENTO RACIAL PELA DOENCA RENAL
CRONICA

Segundo a Organizacdo das Nacbes Unidas (ONU), a doenca renal
cronica (DRC) é um problema de saude de magnitude mundial e a mortalidade
por esta doenca quase dobrou entre 1990 e 2010. Ao final de 2013, mais de
trés milhdes de pessoas estavam em terapia substitutiva renal no mundo,
sendo destas 2.5 milhdes em hemodialise ou dialise peritoneal e quase 700 mil
transplantadas renais. Estes nimeros tendem a seguir aumentando, pois a
prevaléncia mundial da DRC avanca a uma taxa de 6% ao ano(1), conforme

mostra a Figura 1.

Figura 1 — Crescimento progressivo dos pacientes em diélise (Brasil x EUA)

Estimativa do total de pacientes em dialise

OBrasil EUA

466.607
500000

375000

250000
112.004

- O—O_OM

0
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Fontes: USRDS 2015 {www. usrds org)
Cen=so Brasileiro de Dialise, 2015 (www.sbn.org.br)

Ha evidentes diferencas de acometimento racial pela DRC (Figura 2),
com afrodescendentes tendo quatro vezes maior incidéncia do que
caucasianos(1)(2) e apresentando mais rapido declinio da funcédo renal nos
estagios iniciais da doenca(3). Isto faz com que haja uma prevaléncia quase
trés vezes maior de afrodescendentes com doenga renal cronica terminal

(DRCT) do que caucasianos nao hispanicos nos Estados Unidos da América
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(EUA)(4). Sabe-se também que o risco de afrodescendentes desenvolverem
DRCT ao longo da vida é de 8%, enquanto em caucasianos esta porcentagem
€ de 2-3%(5). Esta maior incidéncia de DRC em afrodescendentes foi
identificada pela primeira vez ha trinta anos(6)(7). Em 2004, a incidéncia em
afrodescendentes nos EUA era de 1000 por milhdo de pessoas, comparado
com apenas 260 por milhdo em caucasianos(6). O United States Renal Data
System Report de 2011 demonstra um aumento anual e consistente de
incidéncia de DRCT em afrodescendentes, que chega a ser cinco vezes maior
do que o constatado em caucasianos. Latinos nos EUA também tém risco
aumentado de DRC comparado com caucasianos, mas isto é mais evidente
justamente nos subgrupos com ancestralidade africana(8). Um fator que ja em
1993 chamou a atencgéo de Freedman et al. foi a maior prevaléncia de doencas

renais em familiares de pacientes afrodescendentes com DRCT(9).

Figura 2 — Acometimento desproporcional de negros por DRCT (EUA, em %)

B Pop. em didlise ®m Pop. em geral

Outros

Amarelos

Negros

Brancos

Fontes: United States Census (www.census.gov) e USRDS 2015 (www.usrds.gov)

Vérias teorias surgiram para tentar explicar essa diferenca étnica.
Inicialmente se prop0s que o padrdo socioecondémico mais baixo da populacdo
afrodescendente levaria a mesma a um pior acesso a diagnosticos e
tratamentos, e com isso tornaria esta populacdo mais suscetivel as principais
causas de DRC, como diabetes mellitus (DM) e hipertensao arterial sistémica
(HAS)(10). Volkova et al. levantaram a hipétese de que essa diferenca de
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padrdo socioeconémico levasse a uma falta de disponibilidade de alimentos
saudaveis ou mesmo exposicao a fatores toxicos ambientais(6). Foi proposto
também que um menor numero de glomérulos ao nascimento estivesse
presente na populacdo afrodescendente, 0 que aumentaria a suscetibilidade a
DRC na vida adulta(11). Isto seria similar ao que é observado em individuos
gue nascem com baixo peso, decorrente de retardo de crescimento
intrauterino. Esta correlacao foi descrita pela primeira vez em 1942, durante a
22 Guerra Mundial, por David Barker e recebeu o nome de Hipotese de
Brenner. Ela propde que um menor de numero de glomérulos por rim,
independente da causa, resulta em hipertensdo e hiperfiltragdo glomerular,
levando a hipertrofia do volume glomerular e, consequentemente, a hipertrofia
e esclerose glomerular(12). Estudos posteriores, porém, ndo confirmaram tal
hipotese(13).

1.2 - DESCOBERTA DAS MUTAQC)ES NO GENE DA APOLl1 E
ASSOCIACAO A DRC

Sabendo deste desproporcional acometimento da doenca renal pela
populacdo afrodescendente, pesquisadores usaram técnicas modernas como
admixture linkage desequilibrium e genome wide admixture study (GWAS)
(mapeamento de genoma) para quantificar o percentual de ancestralidade de
cada locus em um gene. GWAS permitem analisar milhdes de marcadores
genéticos, como polimorfismos de nucleotideos unicos, e testar por
associacdes com determinados fendtipos(14). Claro que a mera existéncia de
uma associacao estatistica ndo significa relacdo causal entre um polimorfismo
e determinada doenca. O mais frequente, inclusive, é que os GWAS
identifiguem variantes genéticas comuns, com discretos impactos sobre 0 risco
de determinada doenca(14). Uma vantagem de estudos usando GWAS é que o
recrutamento de participantes € muito mais facil do que em estudos familiares,
visto que nao pode haver parentesco(14). As novas técnicas inclusive
ocasionaram uma curiosa inversao do classico paradigma “da bancada ao
paciente” (em gque descobertas cientificas do laboratério eram testadas em
pacientes) para “do paciente a bancada”, quando doencas com alto impacto
populacional (como a DRC) levam pesquisadores ao laboratério em busca de

respostas(15).
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Analisando o genoma de individuos acometidos por certas nefropatias,
0S pesquisadores perceberam que estes tinham uma ancestralidade africana
acima da esperada no cromossomo 22, comparados com controles (pacientes
afrodescendentes saudaveis). A chance de isso ter ocorrido ao acaso € de
vérios bilhdes para um(16)(17). Estudos isolaram entdo uma regido especifica
do cromossomo 22q12, com mais de 21 genes, entre eles o gene MYH9. Esse
gene codifica uma proteina expressa nos poddcitos que é essencial para o
adequado funcionamento do seu citoesqueleto e adeséao intercelular. Com essa
plausibilidade fisioldgica, foi sugerido ser ele o gene o responsavel pelo
aumento de suscetibilidade a nefropatia ndo-diabética e glomeruloesclerose
segmentar e focal (GESF) em afrodescendentes(18)(19). Mas apesar de
enormes esfor¢cos por parte da comunidade cientifica, incluindo detalhada
genotipagem e sequenciamento do gene MYH9, néo foi encontrada nenhuma
mutacdo que estivesse relacionada a um efeito deletério no funcionamento
renal(l).

O foco passou entéo para genes vizinhos do cromossomo 22. Genovese
et al. compararam 205 pacientes afrodescendentes com GESF comprovada
por bidpsia com 180 individuos afrodescendentes sem doenca renal e
reanalisaram a regido cromossémica 2212, usando dados do Internacional
HapMap Project e do 1000 Genome Project(20)(21). A aproximadamente vinte
kilobases de distancia do gene MYH9, foi localizado o gene APOL1, com
presenca de mutacbes com forte poder estatistico em afrodescendentes(22).
Foram encontradas ao todo 7479 mutacbes do tipo polimorfismos de
nucleotideo uUnico, sendo trés delas relacionadas estatisticamente ao aumento
de risco de certas nefropatias em afrodescendentes. Duas delas (rs73885319 e
rs60910145) se encontram no ultimo éxon do gene APOL1 (éxon sete) e
resultam em duas substituicdes de aminoacidos, serina por glicina e isoleucina
por metionina (nas posicdes 342 e 384, respectivamente). Essas duas
mutacOes passaram a ser denominadas de alelo G1, por se encontrarem em
completo linkage disequilibrium (> = 1.0), ou seja, sempre se expressam em
conjunto. A terceira mutacdo encontrada (rs71785313), também no éxon sete
do gene APOL1, a apenas doze pares de bases de distancia da mutacdo G1,
se traduz por uma delecéo de dois aminoacidos (aspargina e tirosina, posicoes

de aminoéacidos 388 e 389), sendo denominada de alelo G2(23). As mutacdes
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se encontram em perfeito linkage disequilibrium negativo, ou seja, nunca
ocorrem no mesmo cromossomo(24) Isto permite duas conclusdes: (a) G1 e
G2 surgiram de maneira independente; (b) os dois alelos nunca sofreram
recombinacdo genética (por isso estdo em linkage disequilibrium negativo).
Poderia ainda haver a explicacdo de que as populacdes com as variantes G1 e
G2 nunca tenham se encontrado, ndo possibilitando um contato genético que
gerasse um crossing-over. Mas isto parece menos provavel pela proximidade
geografica das variantes no territorio africano e por elas terem surgido ha mais
de 4 mil anos. Portanto ndo ha haplétipo carregando Gl e G2
simultaneamente.

Foi descrito ainda a existéncia de uma outra mutacdo no gene APOL1,
denominada pelos pesquisadores como G3. Ao contrario das variantes G1 e
G2, esta mutacdo apresenta distribuicdo mundial, sugerindo que sua génese
tenha ocorrido fora do continente africano. Estudos também mostraram que
esta mutacdo ndo confere protecdo contra subespécies do Trypanossoma,
assim como sua presenca nao aumenta risco de nefropatias em
afrodescendentes(25).

A presenca das variantes do gene APOL1 é possivel nas formas
homozigotas (G1/G1 ou G2/G2), heterozigota composta (G1/G2) ou
heterozigota simples (G1/GO ou G2/G0). Como apenas nas primeiras duas
formas o paciente apresenta risco aumentado de nefropatia, pela presenca de
dois alelos de risco, as formas homozigota e heterozigota composta foram
chamadas de variantes de alto risco (VAR). A forma heterozigota simples, com
presenca de apenas um alelo de risco, foi chamada de variante de baixo risco
(VBR), por ndo aumentar o risco de doenca renal nesses
pacientes(26)(27)(28). Nao houve mais relacdo causal entre o gene MYH9 e
doencas renais ap0s 0 ajuste para presenca das variantes do gene APOL1(20).

Varios estudos subsequentes confirmaram estes achados. Analisando a
populacdo afrodescendente nos Estados Unidos, verificou-se que o0s
portadores das VAR apresentavam risco quase trés vezes maior de
desenvolver nefrite lUpica, sete vezes maior de desenvolver nefroesclerose
hipertensiva, 17 vezes maior de desenvolver GESF primaria e 29 vezes maior
de desenvolver nefropatia associada ao HIV (HIVAN), comparados com né&o

afrodescendentes(24)(29), além de uma associacdo entre as VAR e risco
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aumentado de nefropatia por anemia falciforme(26). Além disso, as VAR
aceleraram a progressao da DRC em pacientes com GESF ou nefroesclerose
hipertensiva, mesmo com terapia imunossupressora e adequado controle
pressorico, respectivamente, resultando em inicio mais precoce de
hemodialise(30). Em relagdo a nefropatia hipertensiva, foi sugerido inclusive
que o termo deveria ser mudado para glomeruloesclerose com alteracdes
intersticiais e vasculares, ja que o fator predominante ndo parece mais ser a
hipertensdo em si, mas alteracdes causadas pela presenca das VAR(14).
Estudo realizado por Kasembeli et al. com negros da Africa do Sul mostrou que
a presenga das VAR conferiu um risco 89 maior para desenvolvimento de
HIVAN(31). Percebe-se que as nefropatias associadas as variantes genéticas
sdo geralmente doencas sem envolvimento de Orgdos extra-renais, o que
sugere ndo haver efeitos sistémicos, como sera discutido mais adiante(32).
Esta variagdo expressiva do risco entre as diversas nefropatias associadas as
VAR sugere que apenas sua presenca nao é fator suficiente para induzir injuria
renal, mas sim um potente co-fator(28). Apesar destas diferentes doencas
serem classificadas de acordo com achados de patologia glomerular, elas
apresentam pronunciadas alterac¢des intersticiais e vasculares que podem estar
ligadas as variantes APOL1(33). Foi necesséario confirmar estas associacdes
de risco encontradas nos estudos caso-controles, visto que estes tém o
potencial de superestimar riscos, por terem sido realizados em pacientes com
doencas renais ja em estdgios avancados. Este tipo de estudo pode ter
também vieses de selecdo (em que os casos e controles ndo séo similares) e
vieses de sobrevivéncia, comum em estudos em participantes com doencas
com altas taxas de mortalidade (como é o caso de pacientes que recebem
terapia substitutiva renal)(34). Estes estudos populacionais prospectivos
mantiveram a associagdo entre as VAR e as nefropatias citadas, com risco em
torno de duas vezes maior nos portadores das VAR(35)(27). Um sumario dos
estudos realizados se encontra na Tabela 1.

Mais recentemente, Hoy et al.(30) analisaram microscopicamente rins de
afrodescendentes saudaveis e descreveram os fenotipos de acordo com seu
perfil APOL1. Eles mostraram que individuos com as VAR perdem glomérulos
ja a partir das primeiras décadas de vida, enquanto a populacdo saudavel

geralmente s6 comeca a perder glomérulos a partir dos cinquenta anos de
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idade. Estas diferencas persistem apos ajuste de variaveis como hipertenséo
arterial, mais presentes nos portadores das VAR. A perda chegou a 350.000
néfrons nos primeiros 38 anos de vida, nimero expressivo considerando que
um rim normal contém em torno de 900.000 néfrons. Associado a reducdo no
namero total de glomérulos, ocorreu aumento no volume dos glomérulos. Isto
pode ser explicado por uma hipertrofia compensatéria, consequéncia da
relacdo inversa entre 0 numero e volume dos glomérulos(30). Esta piora
precoce da funcdo renal parece ocorrer nos moldes da nefropatia diabética,

com albumindria seguida de rapida deterioragdo da fungéo renal(36).

TABELA 1 — Odds-ratio pela presenca das VAR

Estudo Ano Autor Populacgéo OR
Caso-controle | 2010 Genovese(37) | GESF*(EUA) 10,5
Caso-controle | 2010 Genovese(37) | DRCT-HAS (EUA) 7,3
Caso-controle | 2010 Tzur(22) DRCT-HAS? 4,9
Caso-controle | 2011 Kopp(24) HIVAN' (EUA) 29,2
Caso-controle | 2011 | Kopp(24) GESF* (EUA) 16,9
Caso-controle | 2011 Papeta(38) GESF* (EUA) 3
Caso-controle | 2011 Papeta(38) HIVAN! (EUA) 3
Populacional 2011 Friedman(39) Dallas Heart Study — Malb® (EUA) 3
Populacional 2011 Friedman(39) Dallas Heart Study — CKD* (EUA) 4
Caso-controle | 2012 Fine(40) HIV' (EUA) 3
Coorte DRC | 2012 | Lipkowitz(41) | AASK CKD'(EUA) 4
Coorte DRC 2012 Lipkowitz(41) AASK proteinaria® (EUA) 6
Coorte DRC 2012 | Lipkowitz(41) | AASK' (EUA) 3
Caso-controle | 2013 Ulasi(42) DRC! (Nigéria) 6
Coorte DRC 2013 Parsa(27) AASK progressdo DRC' (EUA) 2
Coorte DRC 2013 Parsa(27) CRIC progressdo DRC* (EUA) 3
Populacional 2013 Foster(43) ARIC — DRC’ (EUA) 2
Populacional 2013 Foster(43) ARIC — DRCT' (EUA) 3

1 = apenas afrodescendentes com DRC

2 = afrodescendentes e hispanicos com DRC
3 = populacdo em geral

4 = populagédo em geral com DRC
5 = afrodescendentes em geral
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Estas constatagfes sugerem que a presenca de proteindria pode ser um
indicador de screening para a presenca das VAR, ja que sem a presenca da
mesma a chance de piora de funcéo renal é considerada pequena. Isto seria
interessante do ponto de vista econbmico, ja que a deteccdo das variantes
ainda é exame de alto custo. Parsa et al. mostraram, porém, que mesmo nos
pacientes sem proteindria, a presenca das VAR foi fator de risco para
progressao da DRC(27). Analisando participantes afrodescendentes do estudo
NEPTUNE (Nephrotic Syndrome Study Network), foi visto que, independente
da doenca renal (doencas de lesdes minimas, GESF, nefropatia membranosa),
aqueles com a presenca das VAR estavam associados a menor taxa de
filtracdo glomerular e menor chance de remissdo completa da doenca com
tratamento, mesmo apds correcdo das multiplas variaveis. Conclui-se que
apesar das VAR n&o aumentarem o risco de determinadas doengas ocorrerem,
elas pioram seu prognéstico quando surgem(44). A associacao entre formas
ndo-diabéticas de DRC e as mutagbes do gene APOLL1 é tdo significativa que
ja se propos até uma reclassificacdo das causas de DRC, passando a agrupar
as diversas nefropatias associadas as variantes APOL1 num mesmo grupo(45).
Calcula-se que as VAR sejam responsaveis por até 70% da disparidade na
progressao para DRC de uma amplo espectro de etiologias ndo-diabéticas em
afrodescendentes(46). O risco de progressao de doenca renal conferida pela
presenca das VAR €& muito superior comparado com outras associacdes de
risco descritas em estudos populacionais, sendo um dos mais elevados ja
vistos para mutacdes frequentes causando doencas comuns(46). A maioria dos
estudos demonstrou risco equivalente para DRCT em individuos carregando
dois alelos de G1, dois alelos de G2 ou um alelo de cada (20)(38)(24). Em
alguns estudos, porém, foi observada uma tendéncia a risco aumentado de
DRC e albuminuria em homozigotos de G1(47)(39)(47).

Em relacdo a nefropatia diabética, causa mais comum de DRC na
atualidade juntamente com a HAS, estudos mostram fraca ou nenhuma
associacao entre a presenca das VAR e o seu desenvolvimento(39). Uma vez
estabelecida, porém, a nefropatia diabética progride mais rapidamente em
pacientes com a presenca das variantes(27). Kruzer-Davila et al. propuseram
que qualquer associacdo entre as VAR e nefropatia em pacientes diabéticos na

verdade ndo seja nefropatia diabética, mas uma patologia relacionada as VAR
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(como GESF, por exemplo)(34). Mas isto ndo significa que as VAR sejam a
Unica explicacdo para a diferenca de risco entre afrodescendentes e outras
etnias. Sabe-se que afrodescendentes (mesmo sem a presenca das VAR)
apresentam mais rapida deterioracdo da funcdo renal do que caucasianos,
sendo portanto ao menos parte da diferenga entre os grupos ainda explicada
por fatores de risco tradicionais e diferencas socioeconémicas ou mesmo por
fatores a serem descobertos(27).

Ao contrario do que se poderia imaginar, a mortalidade em geral de
pacientes portadores das VAR com DRC é menor comparada com controles
sem as VAR, especialmente naqueles abaixo dos 50 anos de idade(48). A
explicacdo provavel reside no fato das patologias associadas as VAR néo
afetarem oOrgaos extra-renais, terem em geral rapida progressédo para DRCT e
gue o grupo mais jovem tém menor niumero de comorbidades, caracterizando

com isso um subgrupo de pacientes mais saudaveis(48).

1.3 — ORIGEM DAS MUTACOES

A populacgéo europeia se distanciou da africana ha aproximadamente 40
mil anos e desde entdo surgiram diferencas de acometimento de variantes
genéticas entre estas populacdes. Estas diferencas sao explicadas por forcas
de selecdo genética ocorridas ao longo dos milénios(49). Estima-se que as
variantes G1 e G2 tenham surgido ha aproximadamente 10 mil anos, portanto
apos a separacdo das linhagens europeia e africana(50), conforme mostra a
Figura 3. As variantes se originaram na Africa e foram trazidas para o
continente americano com o trafego intercontinental de escravos. Estima-se
que do século XVI ao século XIX foram trazidos para as Ameéricas cerca de
doze milhbes de escravos africanos, principalmente da costa oeste
subsaariana e em menor numero do sudeste africano, regides com alta
prevaléncia das VAR(51)(23). E importante se fazer a genotipagem para as
duas variantes, pois a auséncia de uma delas ndo descarta que a outra esteja
presente(23). A variante G2 parece ser a mais antiga e é amplamente
encontrada na Africa subsaariana. Sua prevaléncia na regido é em torno de
10%(23), enquanto a variante G1 parece ter sofrido pressao seletiva mais

recente, tendo prevaléncia menos uniforme.
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1.4 — FISIOLOGIA

Esta presséo seletiva sofrida pelas variantes provavelmente ocorreu pela
protecdo adicional que elas conferem a subespécies do Trypanosoma
brucei(20), causador da tripanossomiase (também conhecida como doenc¢a do
sono), doenca endémica na Africa(24). Para entender melhor este mecanismo,
€ preciso lembrar que G1 e G2 séo variacdes genéticas de um gene chamado
APOL1 (sendo GO a variante wild type), presente somente no genoma humano
e em determinados primatas, como gorilas e babuinos. O gene APOL1 é
membro de uma familia composta por seis genes (APOL1, APOL2, APOL3,
APOL4, APOL5 e APOLS6), agrupados no cromossomo 22(52). O gene APOL1
codifica uma proteina chamada apolipoproteina L1 (apoll), a Unica da familia
das apolipoproteinas presente na circulagcdo sanguinea, numa concentracao de
aproximadamente 0,3mg/dI(52). A apoll foi primeiramente descrita por
Duchateau et al.(53) e circula numa particula especializada de high-density
lipoprotein (HDL), juntamente com a haptoglobin-related protein, que funciona
como um receptor para sua entrada no tripanossoma. Esta relacdo entre a
apoll e moléculas de HDL levou a suposi¢do de que a principal fonte de apoll
fosse o figado(54). Estudos posteriores confirmaram esta hip6tese(55), mas
sabe-se que ao menos uma parcela € produzida no rim e em outros Orgaos,
como o pancreas. A apoll também é encontrada em variados tipos de células,
como fagdcitos mononucleares, células da placenta, neurbnios no cértex pré-
frontal e células endoteliais(56)(52). Isto leva a uma questao interessante: por
que o figado é totalmente poupado dos efeitos nocivos das VAR, sendo ele o

principal produtor? E por que justamente o rim € o maior prejudicado?

21



Figura 3 — Cronologia da mutacédo APOL1
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Fonte: Friedman, D. J., & Pollak, M. R. (2011). Genetics of kidney failure and the evolving story of
APOL1. Journal of Clinical Investigation, 121(9), 3367—3374.. Explica¢g&o no texto.

A apoll atua suprimindo a replicacdo e alastramento do Trypanosoma
brucei brucei nos seres humanos, evitando com isso a tripanossomiase
cronica(57)(58). Ou seja, 0s seres humanos apresentam um mecanismo de
defesa especifico contra o Trypanosoma brucei brucei. A particula apoll-HDL
também circula ligada a molécula de IgM(28). No rim, foram encontradas
particulas de apoll expressas nas células endoteliais, no epitélio do tubulo
contorcido proximal, nos poddcitos e em artérias e arteriolas renais(59). Este
achado pode explicar o padrdo de glomeruloesclerose com acometimento
vascular e fibrose intersticial, universalmente presente nas nefropatias
associadas as variantes APOL1(60). Foi mostrado que além do acometimento
vascular e fibrose intersticial, pacientes com as VAR tém significativamente
mais atrofia tubular em bidpsias(44). Sabe-se porém que a expressao
fisiologica (ou seja, em concentra¢des normais) da apoll nos poddcitos de rins
normais nao é citotoxica(60). Além da funcao tripanolitica, a apoll também esta
envolvida na morte celular programada de suas células hospedeiras, assim
como numa fungdo intracelular, causando morte por autofagia de células
humanas, e envolvimento no metabolismo lipidico(61)(62). O gene APOL1
também esta envolvido em doencas diversas como esquizofrenia, cancer de
mama, cancer de colo de Utero e osteoartrite, porém o papel da apoll nestas

doencas ainda ndo esté determinado(52).
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Tripanossomas sao protozoarios parasitas flagelados que crescem na
corrente sanguinea de varias espécies de mamiferos, apds a inoculagdo por
mosquitos da espécie Gloossina (também conhecidos como moscas tsée-tsé),
infectados pelo parasita. Existem trés espécies principais de Trypanosoma:
Trypanosoma brucei brucei, Trypanosoma brucei rhodesiense e Trypanosoma
brucei gambiense. O Trypanosoma brucei brucei é incapaz de infectar
humanos por causa do fator tripanolitico existente na apoll, presente no
sangue humano. Esse fator atua levando a formacé&o de poros anibnicos na
membrana lipossomal do parasita, resultando em edema celular e morte do
mesmo(63). Este sistema de protecdo contra a doenca do sono é encontrado
também em outros primatas, como gorilas e babuinos. A acgéo tripanolitica da
apoll ja era conhecida antes da descoberta das VAR, sendo a mais estudada e
conhecida de suas fungdes. Existe ainda a possibilidade n&o confirmada das
VAR fornecerem protecdo contra outros microrganismos, além do
Trypanosoma rhodesiense(37).

O Trypanosoma rhodesiense esta presente no leste da Africa, sendo
responsavel pela forma aguda da doenca. Ja o Trypanosoma gambiense existe
na regido oeste e central da Africa, causando a forma crénica da doenca, que é
a mais frequente e pode ser fatal(23)(64)(65). O Trypanosoma rhodesiense
desenvolveu um mecanismo para escapar da morte celular provocada pelo
fator tripanolitico, voltando portanto a ter capacidade de provocar a doenga do
sono(66). Ele expressa uma proteina chamada serum resistent-associated
(SRA), que se liga na porcao C-terminal da apoll (regido génica onde estdo
localizadas as mutagcbes G1 e G2), neutralizando a acdo do fator
tripanolitico(67). A apoll é composta por cinco regifes: secretora (que permite
a expressdo seérica da proteina), formadora de poros, membrane adressing,
leucine zipper e a regido que interage com o0 SRA. As trés regides
responsaveis pela atividade tripanolitica sdo a formadora de poros, a
membrane adressing (sensivel a pH) e a regido que interage com 0 SRA(23).

As variantes de risco se localizam na porgédo C-terminal e modificam a
expressao da apoll, evitando que o SRA se ligue e neutralize a agéo do fator
tripanolitico(67). Com isto, a apoll volta a exercer sua funcéo tripanolitica, o
que é uma vantagem evolutiva significativa nas regidbes endémicas de

tripanossomiase, podendo explicar a alta prevaléncia das mutacdes G1 e G2
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nestas regides da Africa(20). A variante G2 é mais potente contra 0
Trypanosoma rhodesiense e também mais antiga do que a variante G1(23).
Pela alta prevaléncia das variantes APOL1 no oeste da Africa, que s&o
resistentes ao SRA e portanto conseguem matar o Trypanosoma rhodesiense,
e a virtual auséncia das variantes no leste da Africa (onde o mesmo
Trypanosoma rhodesiense se encontra amplamente difundido), podemos
concluir que o Trypanosoma rhodesiense foi eliminado em regibes onde as
variantes estdo presentes(68). A eliminagdo do Trypanosoma rhodesiense da
Africa ocidental provavelmente deixou espaco para o dominio de outra espécie,
o Trypanosoma gambiense, que resiste a apoll por mecanismo diferente e,
portanto, € imune ao efeito das variantes G1 e G2. Como as variantes surgiram
ha 10.000 anos, tempo relativamente curto em se tratando de frequéncia de
alelos em populagdes, é possivel que sua disseminacéo para o leste da Africa
ainda ndo esteja completa(68). Na Figura 4, vemos como o Trypanosoma
rhodesiense esta restrito atualmente ao leste da Africa e a forte presenca das
variantes G1 e G2 no oeste da Africa. Percebemos também a alta incidéncia do

Trypanosssoma gambiense (imune as variantes APOL1) no leste da Africa.

Figura 4 — Distribuicdo do Trypanossoma e das variantes de risco
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Fonte: World J Nephrol, 2015;4(2):295-306. Em colunas, a frequéncia de distribuicdo das
variantes G1 e G2. A coloracdo dos paises representa os nimeros de casos de tripanossomiase

(explicag&o no texto)
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Resumindo, a batalha do hospedeiro (humanos) contra patdégeno
(Trypanosoma) resultou no desenvolvimento das mutacbes G1 e G2, que
proveram vantagem evolutiva aos seus portadores. Mas isto trouxe um

incremento no risco de desenvolver DRC, conforme discutido a seguir.

1.5 - TOXICIDADE DE APOL1, VARIANTES G1 E G2

A funcdo imune das variantes é dominante, ou seja, a presenca de
apenas um dos alelos (forma heterozigota, seja GO/G1 ou G0/G2) é suficiente
para conferir protecdo contra o Trypanosoma rhodesiense. Ja para o
desenvolvimento da DRC € necessaria a presenca de dois alelos, na forma
homozigota (G1/G1 ou G2/G2) ou heterozigota composta (G1/G2)(28),
conforme mostra a Figura 5. Isto € analogo a correlacdo existente entre a
anemia falciforme e a prote¢cdo contra malaria, outra doenca endémica
africana: enquanto heterozigotos e homozigotos para a mutagcdo da
hemoglobina estdo protegidos contra a malaria, apenas homozigotos
desenvolvem anemia falciforme(69). Este padrdao de comportamento recessivo
permite duas explicacbes possiveis: que a presenca do GO protege contra a
DRC (e que a mutacdo causa uma perda de funcdo da proteina) ou que as
variantes G1 e G2 causam DRC (por um ganho de fung&o)(70). Contra a teoria
da protecdo fornecida pela variante wild (GO) esta o fato do gene APOL1 néo
parecer ser essencial para o funcionamento do rim, visto que foi identificado um
humano homozigoto nulo para esse gene, que mantém funcdo renal
aparentemente normal, apos varios anos de seguimento(71). Além disso, 0
gene APOL1 ndo se encontra presente em todas as espécies de mamiferos,
mas apenas em determinados primatas. Mesmo o animal com maior
similaridade genética a espécie humana, o chimpanzé, ndo possui um alelo
APOL1 funcional(52), o que sugere que esse gene nao € essencial em
mamiferos(72). A segunda hipotese, o ganho de toxicidade pelas variantes, € a
mais aceita atualmente, pois ha evidéncia de efeitos citotoxicos das variantes
G1 e G2 em varios modelos pesquisados(28). O entendimento da acdo das
variantes é dificultado pela auséncia da proteina em modelos consagrados de
estudo, como ratos, e pelo fato da propria apoll ser téxica a células cultivadas,
se estiver em concentracdes suprafisioldgicas, por diminuir viabilidade celular e

aumentar morte celular(61)(73).
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Trés teorias foram propostas para explicar a discrepancia entre este
comportamento recessivo e o0 fato da apoll aparentemente nao ser
fundamental para o adequado funcionamento do rim de mamiferos. A primeira
€ gque a dose-dependente exigida para as VAR terem efeito toxico seja a
presenca de dois alelos mutantes, o que ocorre apenas na minoria dos casos.
A segunda é que o risco para DRC em afrodescendentes pode na realidade ser
outro gene ainda ndo descoberto, que ndo o APOL1 (assim como no inicio se
pensava ser o gene MYH9). Por fim, pode ser que um Unico alelo ndo mutante
(GO) proteja do second hit, evitando que a doenca seja desencadeada. Estudos
recentes tém favorecido a primeira hipotese, ao mostrarem ganho de funcgéo
(ou seja, toxicidade) pela presenca das VAR(56)(72).

O risco para desenvolvimento de DRC nédo parece ter sido forte o
suficiente para atuar como for¢ca contraria a selecdo natural de ter protecao
contra a doenca do sono. Isto provavelmente é explicado pelo fato da DRC
estar ligado a idade, quando geralmente ja passou o periodo reprodutivo dos
portadores, ndo exercendo mais desvantagem significativa para a selecdo
natural(68). Ambas variantes tém uma combinacdo incomum de alta
prevaléncia e forte efeito, resultado da pressdo seletiva ao longo dos
séculos(74). As variantes APOL1 sdo um exemplo incomum onde a mutacao
em um unico gene € associada ao risco aumentado de uma doenca
complexa(14)(33).

Figura 5 — Padrao recessivo da nefropatia APOL1
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1.6 — “SECOND HIT”, UM FATOR ADICIONAL NECESSARIO PARA
DESENVOLVIMENTO DA DRC

Comparadas com doencas de heranca mendeliana, as nefropatias
relacionadas as VAR tém relativamente baixa penetrancia, ou seja, a maioria
dos portadores dos alelos mutantes acaba ndao desenvolvendo o fenétipo da
doenca.(75) Isto leva a crer na necessidade de haver um fator de estresse
adicional, um “second hit". As variantes, portanto, sdo necessarias, porém
insuficientes para desencadear a doenca renal. As razfes para essa
penetrancia incompleta ainda ndo sdo conhecidas e atualmente ndo é possivel
identificar os portadores das VAR com maior risco de desenvolver DRC.
Parece haver relacdo com efeitos da imunidade inata, através de estimulos
inflamatoérios secundérios a infec¢des, que podem ativar as variantes APOL1
nos poddcitos(72). Conforme explicado em detalhes mais adiante, o HIV é o
fator ambiental de maior interagcdo conhecida com as VAR(24), por induzir a
producdo de interferon. Isto estimularia a expressao do gene APOL1 e a
subsequente producdo aumentada de suas variantes(56). Curiosamente,
pesquisadores mostraram que afrodescendentes com as VAR e presencga do
poliomavirus JC na urina tém menor probabilidade de desenvolver doenca
renal do que aqueles sem a presenca do mesmo(29). Por outro lado, conforme
comentado anteriormente, o ldpus eritematoso sistémico, doenca crbnica
causadora de persistente estado inflamatério, também esta fortemente
associada as variantes APOL1(29). A Figura 6 faz um resumo.

Também foi visto nos portadores das VAR um aumento na expressao do
gene UBD, responsével pela producéo de proteinas envolvidas na degradacéo
de proteinas celulares, através de um mecanismo independente da ubiquitina
(44)(28). Este gene tem sua atividade aumentada através de altos niveis de
fator de necrose tumoral-alfa e interferon-alfa. Com isto, as VAR podem servir
como indutor de um estado pro-apoptético e gerar um estado inflamatério
exagerado em pacientes portadores das VAR com danos renais(76). Similar a
outras proteinas do sistema imune, moléculas da apoll estdo constantemente
em circulacdo, porém sem efeito aparente, até o organismo se deparar com um
patdgeno que necessite da mesma para eliminacdo do agressor. Seguindo o

mesmo raciocinio, a apoll expressa em podocitos e no tubulo contorcido
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proximal pode n&o ter funcdo aparente, até que um fator indutor a ative,

provocando lesao induzida por ela(77).

Figura 6 — Possiveis second hits para nefropatia por APOL1
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Fonte: Freedman BI, Skorecki K. Gene???gene and gene???environment interactions in
apolipoprotein L1 gene-associated nephropathy. Clin 3 Am Soc Nephrol. 2014;9(11):2006-13. Explicagcdo
no texto.

1.7 — EFEITOS DA APOLIPROTEINA L1 NOS PODOCITOS

O fato da apoll ser a Unica proteina presente na circulacdo da familia
das apolipoproteinas confere a ela caracteristicas Unicas, como a protecao
contra o SRA. Mas sua atuacado em geral provavelmente esta ligada a funcéo
das demais apolipoproteinas, que tém similaridades funcionais e estruturais
com proteinas da familia BCL2. Esta familia de proteinas participa do controle
de apoptose e autofagia celular(78). Em ratos, o downregulation (inibicdo) da
autofagia em rins leva a esclerose senil dos poddcitos, que € similar ao que
ocorre em humanos com as VAR(79). Assim, é tentador propor que as
variantes interfiram com a autofagia dos poddcitos, levando com isso a
glomeruloesclerose progressiva. Beckerman et al. mostraram que a expressao
das VAR em poddcitos de ratos causa doenca renal, caracterizada por
azotemia, albuminuria, glomeruloesclerose e apagamento podocitario(80). Ja a
expressdo das variantes nos tubulos renais dos ratos ndo causou alteragcdes
renais, sugerindo o efeito téxico das VAR ser especifico nos poddcitos, ao
invés de uma toxicidade indiscriminada(80).

Estudos recentes mostraram também que em humanos ocorre uma
reducdo na densidade podocitaria associada ao envelhecimento. Em jovens, a

densidade normal é acima de trezentos por 10° pm?®, caindo para menos de
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cem por 10° pm?® em individuos acima de setenta anos. Isso d& uma média de
0.9% de reducédo de densidade anual, semelhante a queda anual da fungéo
renal, que € de 0.8% por ano, apds os cinquenta anos de idade(81). Isto
explica por que a DRCT aumenta exponencialmente com a idade, sendo a
idade o maior fator de risco para perda de fungao renal(82).

Para entender melhor os efeitos das variantes no rim, foram criados
ratos geneticamente modificados com a presenca da variante G2 (pela delecdo
de dois aminoéacidos). Foi observado que os ratos com a mutacdo tinham
podocitos com menor densidade(70). Para uma célula especializada como o
podécito (responsavel em manter a coberta de toda superficie de filtracdo
glomerular com seus processos podocitarios), iSso representa um importante
desafio, que inevitavelmente ocasiona estresse em todo o sistema. Estes
dados sugerem a hipotese de que afrodescendentes com as variantes tenham
um inadequado namero de podécitos para sua idade. Isto pode ser um fator de
risco que predispde a doencas glomerulares, caso ocorra uma nova injaria, que
reduza a reserva de poddcitos a ponto de comprometer sua funcéo glomerular.
Seguindo esse modelo, a sobrevida de glomérulos em numero suficiente ao
longo da vida ira depender da perda cumulativa total de poddcitos, do aumento
do volume glomerular e da habilidade dos poddécitos remanescentes de se
adaptarem ao estresse resultante da queda da densidade de poddcitos(82).
Outro estudo em ratos foi conduzido recentemente por Beckerman et al.(80),
no qual os autores mostraram que a doencga renal (caracterizada por
albumindria, azotemia, glomeruloesclerose e apagamento dos processos
podocitarios) foi causada por expressao nos podocitos dos ratos das VAR (mas
nao da forma G0). O mesmo estudo também sugeriu que a toxicidade renal das
VAR ocorre especificamente nos poddcitos (ao invés de uma toxicidade difusa),
ao mostrar que a expressdo das VAR nos tubulos renais ndo resultou em
doenca renal, semelhante ao estudo de Beckerman(80).

Ja4 em modelos humanos, Lan et al. mostraram em estudo recente que
as VAR estdo associadas a aumento na necrose podocitaria, por falha na
permeabilidade das membranas lisossomais(56). Estudos observacionais
também tém mostrado relacdo entre diminuicdo na densidade podocitaria e
patologias renais, como nefropatia diabética, nefropatia do IgA, nefroesclerose

hipertensiva e glomerulopatias do transplante(82). Modelos humanos
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mostraram que, uma vez que ocorra perda acima de 40% da densidade dos
poddcitos, a doenca glomerular se torna progressiva e irreversivel,
(independente da causa) por conta do estimulo a hipertrofia celular(83). Fica
claro que ha uma relacdo direta entre reducdo na densidade de poddcitos
(numero por volume) e desenvolvimento de glomeruloesclerose(84).

Trés mecanismos foram propostos para explicar essa redugcao de
densidade. O primeiro deles é a hipertrofia dos glomérulos, que faz com que o
mesmo numero de poddcitos seja responsavel por uma superficie de filtracdo
maior, até gerar um estresse que forca os poddcitos a se dividirem. Estudo
morfologico realizado por Hoy et al. em afrodescendentes saudaveis com a
presenca das VAR mostrou que elas aumentaram a hipertrofia glomerular
relacionada a idade nesses individuos, o que pode predispor a doencas
renais(30). Mas para os poddcitos realizarem essa divisdo eles precisam alterar
seu citoesqueleto de actina, o que impossibilita 0s mesmos de manterem sua
funcao fisiologica, levando a ruptura dos podocitos, colapso do tufo glomerular
e, por fim, GESF(85). O segundo mecanismo € a reducdo no numero absoluto
de poddcitos, por morte ou ruptura celular. Ja foi mostrado que podécitos de
humanos e roedores podem se desprender do glomérulo sem morrer(86). Por
fim, pode ocorrer a disfuncdo dos poddécitos, quando os mesmos deixam de
realizar sua funcdo normal(82).

Pesquisa em humanos mostrou que os niveis de transcricdo da apoll
foram significativamente mais elevados em glomérulos de pacientes com DRC
qguando comparados com os niveis de transcricdo em glomérulos de individuos
saudaveis(80). Apesar disto, ha uma discrepancia entre os niveis de moléculas
apoll encontradas em cortes histologicos de rins comparados com niveis de
RNAmM da apoll nos mesmos poddcitos. Freedman demonstrou ser possivel
uma absorcdo aumentada da apoll por estes poddcitos(87). Funcionalmente,
as VAR mostraram prejudicar a respiracdo mitocondrial, comparados com a
apoll wild type (GO0). Isso é compativel com a func¢éo tripanolitica da molécula,
em que a apoll causa despolarizacdo nas mitocondrias, resultando em
fragmentacdo de DNA e ruptura endonuclear (marcadores de morte celular
induzida)(88). Sabendo desta ligacdo extracelular da apoll com moléculas HDL
e que a mesma tem um dominio especifico para ligagdo em membranas,

Bruggeman et al sugeriram que uma vez intracelular, a apoll também se ligue
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a estruturas ou organelas contendo lipidios(77), podendo alterar seu
funcionamento. E qualquer perturbacdo no trafego endossomal pode se
mostrar extremamente prejudicial para o adequado funcionamento dos
podocitos, visto que para prevenir o entupimento da barreira de filtracdo €
necessario que a regulacdo da fenda de filtracdo (através do citoesqueleto de
actina, dependente desse trafego endossomal) esteja em ordem(89)(90). Por
fim, Lan et al. mostraram que as VAR parecem causar edema podocitario e
reducado da viabilidade celular em concentracées mais baixas comparadas com
a forma wild (GO0)(56).

1.8 — EFEITOS DA APOLIPOPROTEINA L1 CIRCULANTE

Pesquisadores mostraram que afrodescendentes tém niveis séricos
mais elevados de apoll comparados com outros grupos étnicos, podendo
refletir uma producdo aumentada ou depuracgéo reduzida destas particulas. Foi
provado também que a apoll presente no rim pode ter origem tanto de sintese
endodgena quanto de fontes extracelulares, em rins saudaveis e doentes(60).
Se altos niveis circulantes de apoll fossem relacionados a maior risco de
desenvolvimento de DRC, sua dosagem poderia ser utilizada como
biomarcador para discriminar pacientes de alto risco entre portadores das
variantes(28). Pesquisadores sugeriram entdo que a toxicidade das variantes
genéticas poderia ser mais dependente da apoll circulante do que da apoll
com expressao renal(28). Argumentos a favor desta hipotese incluem o fato da
apoll ser ligada a moléculas HDL, que sao parcialmente filtradas pelos rins
(sendo captadas inclusive pelos poddécitos) e que moléculas de IgM (que
também carregam apoll) podem contribuir para a fisiopatologia de algumas
doencas glomerulares. Também pesa a favor desta teoria o fato da apoll
circulante ser a responsavel pela destruicdo do tripanossoma, mostrando ter
uma funcéo sérica ativa(91).

Kozlitina et al. mostraram, porém, ndo haver relacdo entre niveis séricos
de apoll e desenvolvimento de DRC(28). Também n&o foi encontrada relagéo
entre os niveis circulantes de apoll e determinado fenétipo das VAR(59). Pelo
contrario, estudos sugerem que a apoll com expressao renal € mais importante
para a patogénese renal do que a apoll circulante. Ojo et al. mostraram que a

sobrevida de um enxerto renal € menor em rins oriundos de pacientes com a
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presenca das variantes, independente do status APOL1 do receptor(92).
Juntos, esses dados fortemente sugerem a hipétese de que a apoll circulante

nao esta envolvida na patogénese renal.

1.9 — APOL1 E HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

O estudo MESA (Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis) mostrou néo
apenas que afrodescendentes tém maior risco de desenvolver hipertenséo
comparados com caucasianos (mesmo apO0s ajustar 0s grupos para doencas
clinicas, riscos socioecondmicos e fatores demograficos), como estdo mais
propensos a ter seus valores pressoricos acima da faixa terapéutica, quando
tratados(93). Uma das possiveis explicacdes para esta discrepancia racial esta
justamente na presenca das VAR em afrodescendentes. Sabe-se que a APOL1
esta expressa ndo apenas em poddcitos, mas também no endotélio vascular e
nas células musculares lisas do rim(59). Outra evidéncia é a descricdo de
casos de pré-eclampsia e eclampsia em ratos transgénicos portadores das
VAR(70). Existe ainda a possibilidade de efeito hipertensor direto através da
piora de funcdo renal, secundaria por nefropatias associadas as VAR(94).
Deve-se levar em conta também um estudo feito em participantes do estudo
AASK (African American Study of Kidney Disease and Hypertension),
mostrando haver um risco 42% menor de mortalidade em pacientes portadores
das VAR recebendo controle rigoroso da pressao arterial, comparado com
controle habitual(95), sugerindo haver uma associacédo entre HAS e as VAR.
Chen, porém, discorda desta contribuicdo das VAR para a piora da hipertenséo
em afrodescendentes, sugerindo haver outros fatores ambientais ou genéticos

responsaveis, ainda ndo descobertos(96).

1.10 — APOL1 E O TRANSPLANTE RENAL

Analogo ao que ocorre no risco de desenvolvimento de DRCT, existe
também uma disparidade racial na sobrevida de transplantes renais entre
caucasianos e afrodescendentes(33)(91)(97). Estas diferencas foram atribuidas
no passado a um maior risco imunoldgico (podendo levar a maiores taxas de
rejeicdo aguda)(98), piores condi¢bes socioeconomicas(99), menor aderéncia
terapéutica(100), reduzido acesso a Saude(101) e maior numero de

comorbidades(102). Estudos recentes, porém, mostraram que as VAR podem
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ser ao menos parte da explicagdo, tanto por aumentarem a prevaléncia de
DCRT em afrodescendentes, quanto por diminuirem sobrevida do enxerto,
conforme sera visto a seguir.

Estudos em humanos e animais mostraram que hipertenséo arterial e
sensibilidade ao sal acompanham os enxertos renais e impactam diretamente o
organismo do receptor(103). E possivel com isso supor que alelos que
aumentam o risco de nefropatia também acompanhem o enxerto no transplante
renal. Reeves-Daniel et al. realizaram estudo com 136 enxertos de doadores
cadaveres afrodescendentes e mostraram que o Unico fator a impactar a
sobrevida dos enxertos apds ajuste multivariavel foi a presenca das VAR. Eles
também mostraram que a etnia do doador, desconsiderando a genotipagem
APOL1, néo teve impacto na sobrevida. Isso mostra que a pior evolugao de
enxertos oriundos de afrodescendentes se deve exclusivamente a presenca
das variantes APOL1 e ndo a raca em si do doador. O mesmo estudo mostrou
ainda que a histologia da maioria dos pacientes com as VAR que perderam a
funcdo do enxerto foi compativel com doengas associadas as variantes APOL1
e que enxertos oriundos de portadores das VAR tém vinte meses menor
sobrevida(91). Estudo subsequente, avaliando 675 enxertos de doadores
afrodescendentes, novamente mostrou que a presenca das VAR foi fator de
risco independente para piora da sobrevida(97). Construindo em cima dessa
linha de raciocinio, Freedman et al. mostraram que receptores
afrodescendentes tém maior sobrevida do enxerto quando o doador nédo é
afrodescendente(33). Enxertos com as VAR tém maior risco de perda precoce
da funcao renal, porém estudos mostram que aqueles que funcionam acima de
3 anos tendem a funcionar adequadamente por periodos mais
prolongados(33). Esta somatoéria de informagfes levou a sugestdo de se
genotipar os doadores afrodescendentes para melhor avaliacdo do potencial de
sobrevida do enxerto e até trocar a variavel “raga” por “status APOL1" no KDPI
(Kidney Donor Profile Index), medida usada na alocacdo de Orgdos nos
EUA(104)(105). Além disso, uma mudanca recente nos critérios de alocagéo de
rins nos EUA pode contribuir para agravar ainda mais esta disparidade racial
entre afrodescendentes e caucasianos, por aumentar a quantidade de
receptores afrodescendentes recebendo enxertos de doadores da mesma raca

(e concomitante reduzindo a quantidade de 6rgaos de doadores caucasianos
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recebidos por este grupo), estando com isso mais expostos a rins de doadores
com as VAR(106). Para piorar, além da menor sobrevida, estudos mostram que
afrodescendentes também tém uma significativa disparidade no acesso ao
transplante renal(107).

Mas ainda ndo existe um consenso sobre o assunto, até porque nao se
sabe o0 mecanismo da perda precoce desses enxertos. Poderia um
monitoramento mais frequente das VAR em enxertos levar a uma melhor
sobrevida desses enxertos e justificar 0 aumento de gastos com os testes
genéticos? Além disso, saber da genotipagem do enxerto causaria de fato uma
mudanca na alocacao desses 0rgaos, por serem eles de pior qualidade? Iriam
essas medidas ao final melhorar o cuidado do paciente transplantado e a
sobrevida do enxerto? Essas perguntas precisam ser discutidas adiante pela
comunidade cientifica, jA& que uma decisdo prematura de usar esses dados
poderia levar a um tempo mais prolongado de espera na lista do transplante e
diminuir as taxas de doacao de enxertos vivos, como ja acontece na populacéo
afrodescendente. Estudos realizados em outros paises mostraram resultados
conflitantes quanto a sobrevida do enxerto segundo a raca do doador, com
Reino Unido e Brasil sugerindo piores resultados para doadores
afrodescendentes(108) e Canada e Franca mostrando nao haver
associacao(109).

Para avaliar o impacto da genotipagem APOL1 dos receptores na
sobrevida do enxerto renal, Lee et al. estudaram 119 receptores
afrodescendentes e mostraram que apesar de 49% terem as VAR, ap0s cinco
anos nao houve diferenca na funcao renal entre o grupo com as VAR e 0 grupo
sem as VAR. Isso mostra que a genotipagem APOL1 dos receptores néo
parece ter influéncia na sobrevida do enxerto(110). Chega-se a concluséao de
gue existe uma bem estabelecida pior sobrevida de enxertos oriundos de
doadores afrodescendentes e que isto ocorre independente da etnia do
receptor(92). Ja no transplante hepatico, por outro lado, estudo recente de Dorr
et al mostrou ndo haver associacdo entre genotipagem APOL1 do doador e
sobrevida do enxerto(111).

Uma importante questdo ainda ndo devidamente esclarecida é o impacto
da genotipagem APOL1 apés nefrectomia em doadores vivos. Sabe-se que

0,10% dos caucasianos e 0,51% dos afrodescendentes doadores vivos
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evoluem para DRCT com o passar dos anos(112) e supde-se que este maior
risco de evolugdo desfavoravel em afrodescendentes reflita o maior risco de
DRC que este grupo étnico apresenta na populacdo em geral(113). Uma
possibilidade seria entdo realizar a genotipagem APOL1 pré-nefrectomia em
potenciais doadores afrodescendentes. O bom senso sugere cuidado na
doacdo vertical ascendente (filhos para pais) em afrodescendentes, ja que
estes filhos podem ter doenca renal ainda ndo manifesta. Fato € que mais
estudos clinicos sdo necessarios para trazer clareza a este assunto.
Interessante notar que se a genotipagem APOL1 for o fator responsavel pela
pior sobrevida de enxertos oriundos de afrodescendentes (e ndo a etnia em si),
as proprias formulas de avaliacdo de risco pré-transplante terdo que ser
refeitas(33). Ja em relacdo a doadores cadaveres, sugere-se que a
genotipagem APOL1 seja realizada juntamente com os demais exames de
rotina. A utilizagdo dos enxertos com presenca das variantes de risco seria
indicada em situagcdes onde doadores com critérios expandidos sao
adequados(33). Estas potenciais mudancas no screening devem ser
analisadas com cuidado ja que a causalidade com as VAR do APOL1 nao foi
estabelecida, mas apenas que a presenca das variantes € um fator de risco
para determinadas doencas. Recomendar que doadores afrodescendentes
com VAR nao sejam doadores renais sem forte evidéncia de causalidade iria
diminuir ainda mais o numero de doadores vivos em individuos
afrodescendentes.

Além disso, a relacdo entre doadores vivos e cadaveres entre a
populacdo afrodescendente e caucasiana € diferente. Cooper et al. avaliaram
1000 doadores e receptores renais, mostrando que afrodescendentes tém
menor probabilidade de receber um rim de doadores né&o-relacionados (17%
vs. 37%, p=0.001) e menor probabilidade de receber um rim do cbnjuge (6%
vs. 13%, p.0.001). Em contraste, doacao de filhos para pais € mais frequente
em afrodescendentes (33% vs. 15%, p=0.0001). Esses dados mostram haver
chance aumentada de afrodescendentes receberem um 6rgdo de familiares,
possivelmente também carregadores das VAR(114).
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1.11 — APOL1 E RISCO CARDIOVASCULAR

Existe um bem estabelecido aumento de risco cardiovascular em
pacientes com DRC, mesmo nas fases iniciais da doenca(115), porém a
explicacéo para este risco aumentado ainda é incerta. Ha evidéncias de que o
risco cardiovascular seja maior também na populacdo afrodescendente em
geral(116), o que poderia ser explicado por fatores socioeconémicos. Por outro
lado, pacientes afrodescendentes em DRCT tém seu risco cardiovascular
reduzido(117), fato que poderia ser explicado pelo efeito de sobrevivéncia, ja
gue o risco de mortalidade elevada em fases anteriores da DRC acaba
eliminando os individuos com risco cardiovascular mais elevado. Outra
explicacdo plausivel para este menor risco cardiovascular em
afrodescendentes seria a influéncia das VAR, que sdo associadas a menores
niveis de placas ateroscleréticas calcificadas em coronarias e carotidas
(preditores de eventos cardiovasculares e de mortalidade)(47)(118).
Corroborando esta hipotese, estudos mostram que afrodescendentes tém
menores niveis destas placas ateroscleréticas calcificadas, apesar dos mais
intensos fatores de risco tradicionais presentes nesta populacdo (como
hipertensdo, albumindria, niveis de LDL-colesterol e controle glicémico em
diabéticos)(119). As VAR também estdo associadas a niveis mais elevados de
HDL-colesterol, conhecido por seu fator protetor cardiovascular(120). A
presenca das VAR também parece ter um efeito protetor sobre a vasculatura
cerebral, pois dados do estudo AA-DHS MIND, com 483 participantes,
mostraram que a presenca das VAR esteve associada com menor numero de
casos de doenca de leucoencefalopatia(121).

O primeiro estudo a analisar diretamente o efeito das VAR sobre o risco
cardiovascular ndo encontrou associagao entre a presenca das variantes e
aumento de mortalidade, porém este estudo tinha baixo poder estatistico para
conclusdes, pela baixa taxa de mortalidade dos participantes(27). O estudo
Jackson Heart, usando o mesmo modelo recessivo das variantes APOL1,
mostrou haver aumento de duas vezes no risco de eventos cardiovasculares
nos participantes com presengca das VAR. O mesmo aumento de risco foi
encontrado no estudo usando a populagdo do Women’s Health Iniciative.
Interessante notar neste estudo o fato de n&do haver associacdo entre as

variantes e precursores de eventos cardiovasculares, como hipertrofia
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ventricular esquerda, além de uma paradoxal diminuicdo na calcificacao
coronariana(47).

Dois novos estudos abordando o assunto chegaram a conclusbes
diferentes. O primeiro foi com dados do estudo SPRINT (Systolic Blood
Pressure Intervention Trial), mostrando ndo haver relacdo entre o gendtipo
APOL1 e histéria de revascularizagdo coronariana, revascularizacdo de
carotidas ou infarto agudo do miocardio. Este estudo confirmou apenas a
relacdo das VAR com albuminuria e DRC(122). O segundo estudo fez analise
dos dados do estudo AA-DHS (African American-Diabetes Heart Study) e
mostrou que as VAR estdo associadas a surpreendente reducdo do risco de
mortalidade(118). Estas conclusdes antagbnicas em relacdo aos estudos
iniciais podem ser explicadas por metodologias diferentes, porém mostram que
mais dados sdo necessarios sobre o tema. Também oferecendo evidéncias
contra a associacdo das variantes APOL1 e risco cardiovascular, numerosos
estudos gendmicos e de admixture linkage mapping nao identificaram o
cromossomo 22 (onde o gene APOL1 se localiza) como locus para
mecanismos de controle da pressédo arterial. Isto sugere que as VAR
provavelmente ndo contribuem para a hipertenséo primaria(30).

Sera importante determinar uma possivel associacdo entre a presenca
das variantes com aumento ou diminuicdo de risco cardiovascular pois isto
influenciara diretamente na conduta clinica. Caso as VAR contribuam para o
risco, 0 mesmo tratamento usado para retardar progressdao da DRC ajudaria
também a proteger o paciente do ponto de vista cardiovascular. Por outro lado,
caso as variantes oferecam diminuicdo de risco cardiovascular, existiria um
conflito ao retardar a progressao da DRC e com isso indiretamente aumentar a
incidéncia de eventos cardiovasculares. Fica clara a necessidade de novos
estudos direcionados para esse tema, além de melhor entendimento dos
mecanismos de agédo da APOLL.

1.12 — APOL1 E HIVAN

Em 2013 existiam em torno de 35 milhdes de pessoas infectadas pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) no mundo, sendo quase 25 milhdes de
pessoas apenas na Africa subsaariana. Desde o comeco da epidemia do HIV,

quase quarenta milhdes de pessoas morreram pela doenga. Em numeros
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absolutos, é a segunda maior causa de mortalidade na era moderna (desde
1900), perdendo apenas da gripe de 1918 (que causou entre 50-100 milhdes
de mortes). A incidéncia vem diminuindo nos ultimos anos e se concentrando
em algumas &reas especificas, principalmente na Africa subsaariana,
responsavel por 70% dos novos casos. Pouco mais de 35% das pessoas
infectadas pelo HIV recebem a terapia triplice viral regularmente e a taxa de
tratamento na Africa subsaariana é semelhante ao resto do mundo(123).

A HIVAN foi a primeira doenca renal a ser descrita no paciente com HIV
(em 1984) e também a primeira doenca glomerular colapsante a ser
descrita(124). Outras doencgas renais associadas ao HIV incluem o complexo
imune-HIV, a microangiopatia trombdtica e desordens causadas pela toxicidade
dos tratamentos antirretrovirais. A HIVAN se apresenta clinicamente com
proteindria e disfuncdo renal e patologicamente com GESF colapsante,
dilatagdo microcistica tubular e inflamacédo intersticial. Antes da vinda da
terapia triplice de alta poténcia (HAART), em 1995, a HIVAN ocorria entre 3-
10% dos infectados pelo HIV, com predominio na populacdo afrodescendente.
Sem a HAART, HIVAN costuma avancar rapidamente para DRCT. Nos EUA,
apos introducdo do esquema HAART, ocorreu reducdo de 60% no risco de
evolucéo para DRCT em pacientes com HIVAN(123). Lescure et al. mostraram
inclusive mudanca no predominio de nefropatia apos a introducdo do esquema
HAART, deixando de ser a forma GESF colapsante e passando para formas de
GESF ndo-colapsantes(125). Ja a nefropatia induzida pela nefrotoxicidade
medicamentosa contra o HIV é um problema cada vez mais sério, podendo
ocorrer mesmo em pacientes com a fungcéo previamente normal(126).

Desde o inicio da descricdo da HIVAN ficou claro que pacientes
afrodescendentes eram mais acometidos do que pacientes de outras etnias.
Sabe-se agora que esta predisposicdo genética ocorre por associagdo com as
mutacdes G1 e G2 do gene APOL1(20). Esta relacdo entre HIVAN e as VAR é
tdo direta que paises como a Etidpia, onde as variantes praticamente ndo sao
encontradas, tém baixissima prevaléncia de HIVAN(127). Em pacientes com
HIV da Africa subsaariana, a HIVAN representa a patologia renal mais
frequente e também a principal causa de mortalidade em pacientes sem
tratamento antirretroviral(128). Kopp et al. mostraram que, sem tratamento,

50% dos afrodescendentes soropositivos com as VAR desenvolvem
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HIVAN(24), fazendo do HIV o fator ambiental de maior interacdo com as
variantes de risco. Uma explicacdo possivel € que o HIV induza a producéo de
interferon, estimulando com isto a expressao do gene APOLL1 e a subsequente
producdo aumentada de suas variantes(56). Para fortalecer esta hipoétese,
Nichols et al. mostraram que pacientes afrodescendentes portadores das VAR,
guando submetidos a tratamento com interferon, desenvolveram GESF
colapsante(72). Foi visto também que a molécula Toll-like receptor 3 (TLRS3),
que funciona como agonista do interferon, aumenta a expressao de apoll em
poddcitos e células endoteliais(72). Uma questao a ser elucidada é o fato de
10% dos pacientes afrodescendentes com HIVAN nao terem nenhum alelo de
risco, além de 20% carregarem apenas um alelo(24). E preciso entender quais
fatores protegem individuos infectados pelo HIV e portadores das VAR de
evoluirem para HIVAN.

Outra questdo em aberto € como as VAR aumentam a frequéncia de
GESF colapsante, visto que essa doenca € conhecida por sua caracteristica de
lesé@o proliferativa com aumento de células glomerulares, enquanto o esperado
efeito das VAR seria uma leséo citopénica por causarem morte celular(129).
Trés possiveis explicacfes: a) as variantes APOL1 estdo aumentadas em
células parietais glomerulares ou outros potenciais predecessores dos
podocitos, resultando em hipertrofia dessas linhagens e interferindo na sua
habilidade de substituir poddcitos doentes; b) ocorrem efeitos paracrinos
secundarios a expressao APOL1 entre as células endoteliais glomerulares e os
poddcitos(130); c) citocinas Thl que estimulam secrecédo de APOL1 tém efeitos

independentes em poddcitos e células endoteliais.

1.13 - UTILIDADE FUTURA

Percebe-se uma importancia cada vez maior das VAR no
desenvolvimento de nefropatias na populacdo afrodescendente, ficando claro
gue uma miriade de doencas antes desconexas € na realidade um espectro da
mesma doenca. A descoberta das VAR sugere que a era da “Medicina Precisa”
também chegou a Nefrologia, com a identificagdo de mutagBes genéticas
especificas causando doencas com alta prevaléncia, como as VAR. Um dos
objetivos dessa nova fase na Nefrologia sera determinar biomarcadores para

predizer com mais acuracia o prognostico da funcdo renal do que os
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atualmente utilizados, como creatinina e albumindria(131). Um exemplo é a
menor mortalidade nos pacientes com as VAR submetidos a controle
pressorico rigoroso(95). A Organizacdo Mundial de Saude inclusive mudou seu
foco recentemente de doencas contagiosas para doencas com suscetibilidade
genética, tendo como alvo descobrir terapéuticas que possam evitar gatilhos
ambientais desencadeadores em individuos suscetiveis(132).

Também esta claro que a categorizacdo genérica de um individuo
dentro de determinada raca tem menor valor do que a determinacdo de sua
ancestralidade genética(104), como mostram os estudos no Transplante Renal.
Nesta area também ha a expectativa da cada vez melhor alocagéo e estimativa
de sobrevida de 6rgdos(133). Porém € importante frisar que realizar screening
de rotina em pacientes negros com DRC ainda ndo é recomendado, por nédo
haver terapéutica eficaz para o grupo de risco(134). Mas certamente devera se
prestar cada vez mais aten¢cdo na menor sobrevida de rins oriundos de
doadores com as VAR.

Uma area com grande crescimento na pesquisa sobre o assunto séo
possibilidades terapéuticas para os portadores das variantes genéticas. Um
possivel recurso terapéutico foi descrito por Beckerman et al., que mostraram
haver diminuicdo da citotoxicidade induzida pelas VAR com inibidores
especificos da caspase 1. Eles concluiram haver possibilidade de outros
inibidores de interleucina-1, ou inibidores de morte celular, também
funcionarem de maneira similar(80). Certo é que novas pesquisas Sao
necessarias nesta area para determinar ndo apenas a melhor utilidade clinica
para a pesquisa das VAR, mas também possibilitar uma abordagem
terapéutica em relacdo ao risco que as VAR oferecem aos portadores. Chave
nesse processo serd 0 melhor entendimento de quais second hits
desencadeiam a nefropatia nos portadores, visto que apenas uma minoria

deles desenvolve nefropatias.
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2 — JUSTIFICATIVA

Estudos sugerem que as variantes do gene APOL1 estdo implicadas
na maior prevaléncia de afrodescendentes na populacdo dialitica,
comparados com caucasianos. Pelo nosso conhecimento, nao existem

estudos mostrando presenca das VAR do gene APOL1 no Brasil.
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3 — OBJETIVOS
3.1 — OBJETIVO PRINCIPAL
Determinar a prevaléncia de variantes do gene APOL1 em uma

amostra de pacientes afrodescendentes em dialise cronica no Brasil.

3.2 — OBJETIVOS SECUNDARIOS
- Verificar a associagao entre a presenca de variantes do gene APOL1 e 0
tempo entre o diagnostico da doenca renal crénica e o inicio do tratamento
dialitico.
- Verificar se ha associacéo entre a presenca de variantes do gene APOL1 e
a nefropatia diabética.
- Verificar a prevaléncia de variantes do gene APOL1 em familiares de

pacientes afrodescendentes com DRCT.
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4. METODOS
4.1 — DESENHO DO ESTUDO

Nosso estudo foi realizado em dois estados do Brasil: Parana e Alagoas.
Foram incluidos no estudo pacientes que se autodenominaram negros, pardos
(sendo entédo classificados como afrodescendentes) ou que indicaram terem
pais ou avos afrodescendentes, em tratamento dialitico crénico nas seguintes
clinicas de dialise: Clinica Evangélico SC Ltda., Clinica de Doencas Renais
SC Ltda., Clinica de Dialise Cajuru Ltda e Clinica de Dialise Campo Largo Ltda.
(no Parand); e Instituto de Nefrologia Ribamar Vaz (localizado no Hospital
Santa Casa de Misericordia de Macei0), Clinica de Doengas Renais Sanatorio
e Clinica de Doencas Renais Palmeira dos indios (em Alagoas). Os pacientes
dialiticos foram abordados dentro das clinicas de dialise, sendo coletada
histéria clinica direcionada e realizado exame fisico, com determinacdo da
pressdo arterial, peso e altura. Foram acessados dados do prontuario médico
nas respectivas clinicas de dialise para complementacao de informacdes, como
valor da altura e do peso de cada participante. Esse acesso foi realizado
apenas pelo pesquisador ou por sua enfermeira assistente, garantindo com
iIsso o0 sigilo e a confidencialidade da identidade do participante. Foram
excluidos do estudo pacientes com menos de 18 anos de idade, pacientes que
se autodenominaram outra raca que ndo parda ou negra ou caucasianos que
nao indicaram serem afrodescendentes por parte de pais ou avos ou ainda que
relataram serem descendentes de indigenas. Com isto praticamente ndo houve
participacdo no estudo de pessoas de outras racas, como indigena e asiatica.
Tambeém foram excluidos do estudo pacientes que se recusaram a assinar o
termo de consentimento, pacientes com DRCT por doencas congénitas, por
doencas monogénicas (como Doenca Autossdmica Policistica Renal ou
doenca de Alport), por uropatias obstrutivas, portadores de hipertenséo
acelerada maligna e casos suspeitos de hipertensdo secundaria. Todos
participantes do estudo estavam em programa de dialise crbnica, ou seja, ja
tinham recebido o diagnéstico de faléncia renal e necessidade de terapia
substitutiva renal pelos respectivos médicos assistentes. Critérios classicos
para indicacdo de hemodialise sdo hipercalemia ou acidose refratarias,
sintomas urémicos ou sobrecarga volémica sem resposta a diureticoterapia.

Mas a indicacdo para cada participante ter iniciado a didlise crénica nao foi
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avaliada neste estudo. Dos pacientes recrutados para o estudo, foi coletada
amostra de aproximadamente sete mililitros (7ml) de sangue durante a sesséo
de hemodialise para analise genética e determinacdo da presenca ou nao da
variante do gene APOL1. O motivo de incluirmos apenas pacientes com DRCT
foi a forte associagdo estatistica entre as variantes genéticas e doencas
altamente prevalentes nesta populacdo, como GESF, nefroesclerose
hipertensival, nefrite lupica e HIVAN. Foi coletado também o valor da pressao
arterial do paciente participante do estudo, utilizando sempre a primeira medida
realizada durante a sessédo de hemodialise.

Foi incluido no estudo um grupo controle composto por familiares dos
pacientes dialiticos das clinicas participantes da pesquisa, alcancados por
contato telefébnico ou convites entregues nas clinicas. Esses familiares foram
convidados para realizar a coleta de amostra de sangue numa data especifica,
sendo também coletada historia clinica direcionada e realizado exame fisico,
com determinacdo de pressao arterial, peso e altura. Nesse grupo também
foram excluidos os familiares com menos de dezoito anos de idade ou que se
recusaram a assinar o termo de consentimento. Foi coletada entdo uma
amostra de aproximadamente dez mililitros (10ml) de sangue, pois além da
amostra para analise genética para determinar a presenca ou nao da variante
do gene APOL1, foi determinado também o valor da creatinina sérica (pelo
método JAFE, para célculo da taxa de funcdo glomerular do participante,
através da férmula do MDRD) e determinagdo da hemoglobina glicada (método
HPLC, para determinacdo de possivel diabetes mellitus). Foi coletada nesse
grupo ainda amostra urinaria para determinar relacdo albumina/creatinina
(método turbidimetria, para diagnostico de lesao renal).

Todos exames genéticos foram realizados no Beth Israel Deaconess
Medical Center em Boston (EUA) pelo pesquisador principal e pelo Dr. Cristian
Riella, da equipe do Dr. Martin Pollak. Os participantes foram avisados sobre o
periodo de espera de alguns meses entre a coleta das amostras e o resultado
final da analise genética, visto que estes exames foram realizado no exterior.
As amostras foram enviadas ao exterior através de agéncia especializada,
seguindo protocolos especificos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), em temperatura congelada, para preservacao do material bioldgico.

Os demais exames (hemoglobina glicada, creatinina sérica e relagdo
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albumina/creatinina urinédria) foram realizados no Laboratorio Scribner
(amostras do Parana) e no laboratério da Santa Casa de Misericordia de
Maceié (amostras de Alagoas). Nenhuma amostra sanguinea foi armazenada
apos a conclusdo da pesquisa, tanto no Brasil quanto no exterior, sendo,

portanto, todas amostras descartadas.

4.2 — CALCULO DO TAMANHO AMOSTRAL

Conforme descrito acima, até onde temos conhecimento, ndo existem
estudos mostrando a presenca das VAR no Brasil (ou mesmo na América
Latina). O Unico especificamente realizado para a pesquisa das mesmas foi
feito em duas tribos indigenas (24), com 49 participantes, sem resultados
positivos. Isso € condizente com a literatura, que relata as VAR serem
encontradas apenas em afrodescendentes. Nosso objetivo entdo foi recrutar o
maior numero possivel de participantes com alta probabilidade de serem
portadores das VAR (afrodescendentes com doenca renal cronica
estabelecida, excluindo participantes com doencas sem relacdo com o gene
APOL1). Dividimos o estudo em duas fases, Curitiba e Maceid. Na 12 fase
coletamos amostras de 95 pacientes e 96 familiares, enquanto na 22 fase foram
coletadas amostras de 179 pacientes e de 73 familiares. Ao todo no estudo
foram incluidos 274 pacientes e 169 familiares, somando 443 amostras. Como
comparacao, foram analisadas amostras de 49 participantes no estudo em
tribos indigenas brasileiras, 234 no estudo em aborigenes australianos e 159

no estudo com portadores de DRC na india.

4.3 — TERMO DE CONSENTIMENTO E QUESTIONARIO

Um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi entregue a
todos os participantes do estudo, explicando o objetivo da pesquisa, 0s
procedimentos a serem realizados e seus potenciais riscos. Constam no TCLE
também os beneficios resultantes do projeto aos participantes da pesquisa,
como a possivel identificacdo de uma predisposi¢cdo a uma doenca renal grave,
assim como a determinagcdo do estado atual da funcdo renal dos familiares,
além de contribuir com a pesquisa clinica em andamento. Possiveis riscos da
pesquisa incluem o desconforto do participante em preencher o questionario

proposto e o TCLE, o que foi minimizado através da explicacdo cuidadosa por
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parte do pesquisador sobre o significado desses documentos e a disposi¢cao do
mesmo em esclarecer quaisquer duvidas que surgissem no processo. Também
existem riscos inerentes a coleta de sangue, como dor durante a coleta e
hematomas apds. Para amenizar este risco foi coletado sangue dos pacientes
dialiticos durante a sessdo de hemodidlise, evitando uma picada adicional
aguela que o paciente ja se submeteria na sesséo de dialise. Para amenizar
0os riscos relacionados a coleta nos familiares, a mesma foi feita por
profissional da area de salude experiente, em local apropriado, com amplo e
irrestrito acesso a atendimento médico, caso algum dos sintomas aparecesse.
Seria possivel ainda que familiares sem doenca prévia conhecida descubram
através da pesquisa serem portadores de doenca renal e que isso cause
desconforto psicolégico nos mesmos. Para amenizar isto, o pesquisador
esteve a disposicdo dos participantes durante toda a extensdo da pesquisa
para responder perguntas e dar orientagbes médicas de acordo com a
literatura meédica vigente. Quando detectadas alteracdes importantes nos
exames laboratoriais, foi feito encaminhamento dos participantes para
acompanhamento em ambulatério especifico. Como houve coleta de sangue
de dois grupos de participantes diferentes, foram elaboradas duas versdes
do TCLE, uma para o paciente dialitico e outra para seu familiar. No TCLE
constou a quantidade de sangue coletado em medidas caseiras para facilitar
entendimento do participante. O TCLE foi preenchido em duas vias igualmente
validas, rubricadas em todas as paginas e assinadas no final, sendo retidauma
via com o pesquisador responsavel e outra entregue ao participante da
pesquisa. Foi também garantida indenizacdo ao participante da pesquisa em
caso de danos diretos ou indiretos, imediatos ou tardios em decorréncia de
sua participacdo no estudo. Consta no TCLE que os resultados do estudo
serdo divulgados para os participantes da pesquisa nas instituicbes onde 0s
dados foram obtidos. Consta ainda que, ao final da pesquisa, os resultados da
pesquisa serdo encaminhados para publicacdo, com os devidos créditos aos
autores da pesquisa. Naqueles pacientes que ndo sabiam ou nao podiam
assinar, foi coletada a digital.

Todos os participantes preencheram um questionario sobre dados
pessoais como nome, idade, género, cidade de moradia, grau de

escolaridade, renda familiar estimada e ra¢ca (autodenominada); dados clinicos
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como causa da DRCT, idade do diagndstico, idade do inicio da hemodialise e
possiveis comorbidades; e dados do exame fisico, como presséao arterial, peso

e altura (para calculo do indice de massa corporal).

4.4 — ANALISE GENETICA
Transporte

Para manter a viabilidade da amostra, foi necessario manter controle
térmico durante todas as etapas da pesquisa, da coleta até a chegada ao
destino final. Logo apds a coleta, o sangue do participante foi colocado em
local refrigerado e mantido em congeladores dos laboratérios Scribner e da
Santa Casa de Misericérdia de Macei6. Quando todas as coletas foram
realizadas e a aprovacao para transporte emitida pela ANVISA, as amostras
foram transportadas por empresa especializada (WorldCourier®), em
recipientes adequados (com termOmetro e cubos de gelo para assegurar a
adequada refrigeracdo) e seguindo normas estabelecidas pela ANVISA.
Considerando que o destino final das amostras foi Boston, cidade sem
conexdes aéreas diretas do Brasil, foi necessario atencdo redobrada da equipe
para assegurar a viabilidade das amostras durante o percurso. As amostras
permanecem viaveis por semanas em temperatura de -20 graus, mas até anos
se mantidas congeladas a -80 graus.

Para possibilitar adequado funcionamento da técnica de PCR (reagéo
em cadeia da polimerase) utilizada na leitura das amostras, é necessario evitar
0 uso de heparina como anticoagulante nas amostras de sangue, pois ela
apresenta propriedades inibitérias sobre o método. Em nosso estudo,
utilizamos como anticoagulante o acido etilenodiaminotetracético (EDTA). A
técnica da PCR tem sido amplamente empregada em estudos moleculares, por
permitir amplificar in vitro regides especificas do genoma de qualquer
organismo com relativa facilidade, amplificar sequéncias de DNA e analisar a
diversidade genética de populagcdes (como em nosso estudo). Para tanto, é
necessario seguir um protocolo pré-definido em todos as fases do processo,
para aproveitamento correto das amostras biolégicas e evitar contaminacdes
ou falsas leituras no final. Estes protocolos séo disponibilizados junto com os
kits comerciais, comprados para nosso estudo na Alemanha (empresa

Quiagen®).
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Extracdo do DNA

O DNA se apresenta em nosso organismo como dupla fita, sendo muito
resistente e se mantendo sem alteracdes em varias condicdes fisicas, devido a
ligacdo entre as duas cadeias de nucleotideos por pontes de nucleotideos.
Para extrair o DNA das células sanguineas e purificar o material genético
obtido dos restos celulares e das demais proteinas da amostra, sao utilizados
uma série de passos com enzimas, solucbes-tampdes e centrifugadoras,
conforme descrito a seguir. A composi¢cdo exata dos tampdes inclusos no Kit
nao é fornecida pela empresa, portanto, mais do que entender especificamente
a funcdo de cada etapa do processo, é necessario seguir estritamente o
protocolo sugerido, a fim de se obter o resultado final esperado.

Antes de iniciar o processamento das amostras, alguns cuidados séo
importantes para diminuir riscos de contaminagcdo das amostras no momento
da andlise, como: utilizar sala de laboratério, bancada e materiais especificos
para este fim; limpar a bancada e todo o material utilizado repetidamente com
solucbes que degradem possivel material genético contaminante (em nosso
estudo, utilizamos a solucdo DNA ZAP®); utilizar sempre luvas (para evitar
degradacédo por nucleases, enzimas presentes em fluidos corporais e que
podem estar presentes nas maos), avental e jaleco. Também € necessario
trazer as amostras que serdo processadas da temperatura congelada para
temperatura ambiente. Isto pode ser feito por simples retirada da amostra do
freezer e exposicdo a temperatura ambiente ou acelerado através de 10
minutos de banho-maria a 37 graus. Durante o0 processo também € necessario
checar repetidas vezes se ha correta vedacao dos frascos, visto que ha um
continuo abrir e fechar dos mesmos para acrescentar reagentes e 0S mesmos
sdo colocados em misturadores e banhos em agua quente.

A sequéncia das amostras a serem processadas foi escolhida de
maneira aleatéria entre o pool de amostras do freezer, sem distingdo entre
pacientes ou familiares (Figura 7). Uma vez retirada do freezer, a amostra
recebia uma numeracdo, que foi anotada num livro-controle com o nome
completo e niumero de identidade do respectivo paciente (Figuras 8 e 9). Esta
numeracao serviu como substituto ao nome por extenso durante todas as
etapas do processamento, sendo ao final da leitura novamente convertida no

nome do participante, através de conferéncia com o livro-controle. Isto serviu
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para facilitar a logistica com os tubos (por dispensar a escrita por extenso do

nome do participante em cada etapa) e também para garantir a cegueira do

pesquisador em relacdo a amostra que estava sendo processada, garantindo o

mesmo cuidado e atencdo dispensados as amostras de todos os participantes.

Figura 7 — Escolha aleatoria das amostras a serem processadas

Fonte: o autor

Figura 8 — Numeracao substituindo os nomes dos participantes
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Fonte: o autor
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Figura 9 — Livro-controle das amostras
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Fonte: o autor

A primeira etapa na extracdo do DNA foi a lise das proteinas, através
de proteases, enzimas responsaveis por quebrar ligacdes peptidicas entre os
aminoacidos das proteinas. O objetivo é eliminar todas as proteinas das
amostras, deixando apenas o material genético a ser analisado. A protease
utilizada em nosso estudo foi a proteinase K (QIAGEN protease®, Figura 10),
comprada separadamente e, uma vez aberta, mantida em temperatura
refrigerada, com tempo de validade limitado, para garantir sua eficacia. Esta
enzima é completamente livre de qualquer atividade litica no DNA. Pipetamos
200ul da protease em um tubo FALCON® de 15ml, para em seguida
acrescentar 2ml da amostra sanguinea do paciente. Tomamos o cuidado de ter
apenas um tubo FALCON® aberto por vez, para nao correr o risco de ocorrer
contaminacdes de material genético entre os tubos. A mistura protease com o
sangue foi misturada manualmente. Na sequéncia acrescentamos o buffer AL
(Figura 10), que ajuda na lise celular, fazendo nova mistura manual (através de

50



15 inversbes de cada tubo) e em seguida colocando o tubo em um agitador de
tubos (Vortex®, Figura 11), por 1 minuto, na poténcia maxima. Para otimizar a
acao de digestdo da amostra pelas proteases, colocamos a mistura entdo em

banho-maria a 70 graus, por 10 minutos (Figura 11).

Figura 10 — Proteinase K e buffer AL (para lise das proteinas da amostra)
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Fonte: o autor
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Figura 11 — Misturador de tubos e banho-maria digital
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Fonte: o autor e www.prolab.com.br, acessado em 10/11/2017

A segunda etapa foi a depuracao da amostra, que consiste em lisar as
hemécias (que ndo tém DNA por serem anucleadas) e lavagem da amostra. O
etanol absoluto (100%) induz as moléculas de DNA dos glébulos brancos e das
plaguetas a se agregarem e precipitarem, além de ter funcéo purificadora, por
remover residuos da amostra. Acrescentamos 2ml de etanol em cada tubo
(apbs retirada do banho-maria), invertemos manualmente 10 vezes e

colocamos no agitador de tubos novamente por 1 minuto.
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A terceira etapa foi a ligagcdo do material genético na coluna de silica
de rotacdo. Para isso transferimos primeiro metade do contetdo de cada tubo
FALCON® para uma coluna de rotacao, cuidando para nao sujar as bordas do
mesmo. Mesmo pequenas quantidades da amostra fora do local determinado
podem sujar a centrifugadora de maneira importante, pela alta quantidade de
rotacées por minuto (rpm) por ela realizada. Utilizamos em nosso estudo a
centrifuga da marca Eppendorf®, modelo 5804 R (Figura 12). Rodamos as
amostras por 3 minutos, em velocidade de 3000rpm, em temperatura ambiente.
Sempre que colocamos tubos na centrifuga o fizemos de modo pareado e
simétrico, para que haja um equilibrio de forgas entre os tubos. Isso diminuiu o
risco de acidentes durante as rotacdes em altas velocidades. Descartamos
entdo o filtrado resultante (mantendo a coluna de rotacdo) e acrescentamos a
outra metade da amostra, repetindo a centrifugagcdo por mais 3 minutos, nas
mesmas condi¢cdes. O material genético é proveniente das plaquetas e

leucadcitos, ja que o plasma e heméacias nédo tém nucleo.

Figura 12 — Centrifugadora e colunas de rotacao

Centrifuge 5804 R

Fonte: o autor

A quarta etapa foi a remocéo das impurezas residuais do material
genético, que indesejavelmente tenha se ligado a coluna de silica, através de
dois buffers do tipo wash-out (AW1 e AW2, Figura 13). Acrescentamos primeiro
2ml do buffer AW1 na coluna de rotagéo, levando a centrifugadora por 1 minuto
a 5000rpm. Em seguida, sem remover o filtrado, acrescentamos 2ml do buffer
AW2, levando para centrifugar novamente a 5000rpm, porém desta vez por 15

minutos. Estes melhoram significativamente a pureza do DNA obtido,
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garantindo completa eliminacédo de qualquer contaminante residual, sem afetar
o DNA. Passamos entdo a coluna de silica, com o material genético e sem
impurezas, para um tubo limpo (Figura 14).

A quinta etapa foi a eluicdo do DNA purificado da coluna de rotacao
para uma forma concentrada passivel de ser armazenada. Para esta etapa
pode-se utilizar agua ou, no nosso caso, 300ul do buffer AE (Figura 15).
Acrescentamos o buffer na coluna de rotacdo, deixando incubar a mistura por 5
minutos em temperatura ambiente e em seguida levamos para a centrifugadora
por mais 5 minutos a 5000rpm. O filtrado resultante foi entdo colocado em novo

frasco, numerado de acordo com a codificacdo utilizada no livro-controle.

Figura 13 — Wash-outs para remocé&o das impurezas residuais
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Fonte: o autor
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Figura 14 — Transferéncia das colunas de rotacdo para tubos limpos

Fonte: o autor

Figura 15 — Eluicdo do DNA purificado
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Fonte: o autor

A sexta etapa foi o controle de qualidade da extracdo do material
genético, para confirmar a correta execucdo do método e extracdo adequada
de DNA. Para isso, medimos a concentracdo de material genético através de

espectrofotometria no NanoDrop®, aparelho que necessita de infimas
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quantidades do material para leitura correta (entre 1-2ug). A concentracao do
acido nucleico na amostra se dara na leitura em 260nm e, portanto, neste valor
devera estar o pico da leitura da amostra, para mostrar que a maior parte da
amostra é composta por DNA (Figura 16 e 17). Picos em 280nm significam
presenca de proteinas e picos de 330nm ou mais significam a presenca de
matéria particulada na amostra (oriunda de um ambiente poluido). J& picos em
leituras mais baixas, como 230nm, significam contaminacgéo por ion fenolato,
tiocianato e outros compostos organicos. E também possivel medir uma
estimativa da pureza do &cido nucleico através da divisdo das leituras 260 e
280nm. Amostras puras de DNA e RNA tém, respectivamente, relacéo de 1.8 e
2.0. Mas essa relacdo € muito mais sensivel para determinar contaminacao de
preparacdes de proteinas por acidos nucleicos do que o contrario, isto €,
detectar contaminacdes de preparacdes de acidos nucleicos por proteinas. A
relacdo cai para menos de 1.8 apenas se mais de 60% da amostra for proteina.

Figura 16 — Analise do material genético (técnica correta)
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Figura 17 — Analise do material genético (técnica incorreta)
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A sétima etapa foi a normatizacdo as amostras, para que todas
tivessem a mesma quantidade de DNA por ml. Isto é necessario para que se
possa otimizar as etapas sequenciais, usando a mesma quantidade de
reagentes quimicos em todos as amostras. Fizemos isto diluindo as amostras
muito concentradas com agua pura, de modo que todas ficassem com 40ug/ml
de DNA extraido (Figura 18).

Figura 18 — Célculo realizado para normatizacdo das amostras
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A oitava etapa foi a genotipagem das amostras, identificando a
presenca ou auséncia das mutagdes genéticas em estudo (G1 e G2). Para isto,
foram colocados reagentes capazes de identificar cada uma das variantes em
locais predefinidos e acrescentadas pequenas quantidades de cada amostra de
DNA (Figura 19). Deste modo, testamos separadamente cada amostra para
presenca de G1 e de G2, j4 que a presenca de uma mutacdo ndo exclui a
outra. A leitura foi feita na QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System, da
ThermoFisher®, capaz de identificar em tempo real os resultados da analise
genética (Figura 20). Isto significa que os dados sédo coletados durante cada
ciclo do PCR, ao invés de apenas ao final (como nos modelos antigos). O
método do PCR tem inimeras aplicacdes, mas no nosso estudo foi utilizado
para amplificar uma regido especifica do DNA, no caso o cromossomo 22,
onde fica o gene APOL1l. A maquina utiliza uma prova fluorogénica,
comparando a quantidade de luz emitida pelas amostras da pesquisa com a luz
emitida por amostras sabidamente portadoras das variantes genéticas. Esta
prova é composta de pares de primers que amplificam a regido de interesse.
Dois diferentes pares sdo usados, um para a regido de G1 e outro para a
regido de G2, mais distal. Os pares sdo usados separadamente e misturados
no master mix com probes, pequenos fragmentos de oligonucleotideos
complementares a region. Cada master mix possui 2 probes, o primeiro é
complementar ao genatipo wild type (controle) e o segundo é complementar ao
genotipo mutante. Cada probe estd ligado a um fluoréforo que emite um
comprimento de onda diferente. Os probes também possuem ligados em sua
outra extremidade um quencher, o qual absorve a fluorescéncia do fluoréforo
quando em proximidade. Quando ocorre a amplificacdo do amplicon de PCR, a
DNA polimerase rompe o quencher-probe-fluorofore, causando a emissédo de
sinal. Portanto, o sinal s6 € emitido se a amplificacdo ocorrer com o probe
especifico ligado. Este tipo de prova, chamada TagMan®, é mais especifica do
que outras técnicas como SYBr Green®. A diferenca no sinal de amplificacéo
entre wild type e mutante permite a genotipagem. Outra particularidade da
genotipagem de APOLL1 é a presenca de dois alelos mutantes, o que exige no
minimo 2 reacdes de Real-Time PCR (um com probe para a mutagdo G1 e

outro para a mutacao G2).
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A nona e Ultima etapa foi a confirmacdo dos resultados, através da
repeticdo aleatoria de 40 amostras, escolhidas através de randomizagéo
fornecida por algoritmo na internet. Isto foi importante pelo fato da PCR ser um
método muito preciso, mas também facilmente propenso a contaminacdes por
minimas quantidades de material externo ao objeto da pesquisa. Foram
coletados 2 tubos com 4ml de sangue de cada participante do estudo para a
analise genética, mas conforme descrito acima, apenas um tubo foi suficiente
para a pesquisa da presenca ou auséncia da variante genética. Utilizamos o
segundo tubo entdo como exame de contraprova. Todas as amostras repetidas
apresentaram o mesmo resultado do primeiro processamento, mostrando que a

chance de erros sistematicos terem ocorrido € muito pequena.

Figura 19 — Preparacéo da placa com os reagentes G1 e G2
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Fonte: o autor
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Figura 20 — M&quina de PCR real-time utilizada para leitura das amostras
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4.5 — ANALISE ESTATISTICA

Variaveis continuas foram expressas por média = desvio padrdo ou
mediana e intervalo interquartil conforme a distribuicdo da variavel. Variaveis
categoricas foram expressas em porcentagem ou em numeros absolutos. Na
investigacao dos fatores de risco para doenca renal cronica terminal, utilizamos
regressao logistica multivariavel. Para inclusdo no modelo multivariavel
testamos todos os potenciais fatores de confusdo em uma analise univariada e
se o valor de alfa fosse inferior a 0.05 entdo a variavel era incluida no modelo
final. O valor de alfa inferior a 0.05 foi considerado como significativo em todas

as analises. Finalmente, toda analise do estudo foi realizado no software

STATA 13.

60



5 - RESULTADOS
5.1 - FLUXOGRAMA DE ENTRADA DOS PARTICIPANTES NO ESTUDO

Nosso trabalho foi dividido em duas fases, sendo a primeira realizada
com participantes do Parana e a segunda com participantes de Alagoas. Em
ambas foram recrutados pacientes em hemodialise cronica e seus respectivos
familiares. No Parand, de um total de 620 pacientes cadastrados nas quatro
clinicas participantes do estudo no inicio do projeto, 87 ndo foram localizados,
86 referiram ser descendentes indigenas, 97 tiveram doencas que o0s
encaixavam nos critérios de exclusdo (como uropatias obstrutivas), dez se
recusaram a participar do projeto e trés acabaram néo entrando no projeto por
outros motivos. Restaram 109 pacientes elegiveis, dos quais foi efetivamente
coletada amostra sanguinea de 95 participantes. Foi feito contato entdo com os
familiares destes 95 pacientes, sendo recrutado um total de 94 familiares para
a pesquisa.

Em Alagoas, 184 pacientes foram pré-selecionados para entrar no
estudo, sendo cinco destes excluidos por doencas que constam nos critérios
de exclusdo e de fato coletadas amostras de 179 pacientes, das trés clinicas
participantes. Foi feito contato entdo com os familiares destes pacientes, sendo
recrutados 75 participantes, resultando ao todo em 254 amostras coletadas
nesta segunda fase (contra 189 amostras na primeira fase). Somando as duas
fases do projeto, coletamos amostras de 274 pacientes e 169 familiares. As
Figuras 21 e 22 mostram a distribuicdo do total de participantes entre Pacientes

e Familiares e por Estado.

Figura 21 — Distribuicdo dos participantes por grupo
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Fonte: o autor
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Figura 22 — Distribuicdo dos participantes por estado
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Fonte: o autor

5.2 — DESCRICAO GERAL DA POPULACAO

A tabela 2 resume as caracteristicas dos participantes no estudo,
divididos entre Pacientes (n=274) e Familiares (n=169). N&o foi a intencéo
desde o inicio da pesquisa que os grupos fossem parecidos entre si, visto que
em um deles os participantes apresentam DRCT e no outro ndo. O objetivo
principal da inclusdo do grupo Familiares foi verificar se neste grupo ha
prevaléncia aumentada das VAR. Entre as principais diferencas, destaca-se a
idade em média onze anos mais velha do grupo Pacientes, assim como o
predominio de homens nesse grupo, enquanto o grupo Familiares apresenta
predominio de mulheres e €& composto por participantes mais jovens.
Interessante notar também que a presséao arterial sistélica é significativamente
mais elevada no grupo Pacientes, condizente com o fato de quase 90% deles

apresentar hipertensao arterial sistémica como comorbidade.
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Tabela 2 — Caracteristicas gerais da populacéao

Pacientes Familiares
(n =274) (n =169)
Idade (anos) — média (xDP) 52 (14.5) 41 (12.7)
Mulheres — n (%) 116 (42,1%) 112 (66,6%)
PAS (mmHg) média (xDP) 141.3 (26.2) 125.3 (22.6)
PAD (mmHg) média (+DP) 79.4 (11) 80.4 (12.4)
IMC
<185 15 (6%) 3 (2%)
18,5-25 142 (54%) 36 (21%)
25-30 70 (27%) 56 (34%)
>30 34 (13%) 72 (43%)
Raca
Caucasianos 9 (3%) 7 (4%)
Afrodescendentes 261 (95%) 159 (95%)
Amarelos 0 2 (1%)
N&o informado 4 (2%) 1
Renda familiar® (%)
<1 110 (40%) 40 (24%)
1-3 109 (40%) 91 (54%)
3-5 38 (14%) 17 (10%)
>5 9 (3%) 6 (4%)
N&o informado 8 (3% 15 (8%)
Escolaridade”
Analfabeto 35 (13%) 2 (1%)
Ens. Fundamental 152 (55%) 58 (35%)
Ens. Médio 75 (27%) 75 (45%)
Ens. Superior 12 (4%) 28 (17%)
N&o informado 6 (2%)
HAS — n (%) 240 (87%) 40 (23%)
DM — n (%) 86 (31%) 17 (10%)
HIV — n (%) 3 (1%) 1 (0,6%)
DAC - n (%) 21(7,6%) 2 (1,2%)
ICC - n (%) 10 (8,4%) 3 (2,9%)
Cr soro® - mg/dl (percentil 25-75%) 0,83 (0,7-0,94)
MDRD* - ml/min (percentil 25-75) 104 (75-118)
RAC” - mg/g (percentil 25-75%) 49,8 (2-21)
HbA1c’ (percentil 25-75%) 5,6 (4,9-5,7)
Idade inicio HD — anos (DP) 44,5 (16,2)

1 = renda familiar em salarios minimos

2 = completo ou incompleto

3 = baseado em dados de 122 familiares (72%)
4 = paseado em dados de 118 familiares (70%)
5 = baseado em dados de 93 familiares (55%)
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Em termos de raca autodenominada, percebe-se predominio absoluto
de afrodescendentes nos dois grupos, com mais de 90%. O fato da quase
totalidade dos participantes ser afrodescendente era esperado, visto que um
dos critérios de inclusdo no estudo era justamente ser afrodescendente. A
presenca de alguns participantes caucasianos explica-se por ter sido permitida
a inclusdo de participantes que, embora de fendtipo caucasiano, tenham
antepassados (pais ou avos) afrodescendentes.

A renda familiar foi calculada com base na soma da renda de todos os
moradores do lar. Nao foi calculada a renda per capita por ndo termos a
informacdo do numero de habitantes por lar. Nota-se em ambos 0s grupos o
predominio de participantes com renda familiar estimada em até trés salarios
minimos, mas uma porcentagem muito maior de familias vivendo com menos
de um salario minimo no grupo Pacientes. No quesito escolaridade foi levado
em conta até qual etapa do curriculo escolar o participante tenha chego,
mesmo nao tendo completado a mesma (por exemplo, um participante que
tenha parado seus estudos no Ensino Médio, mesmo sem completar, foi
colocado nesse grupo). Percebe-se a maior presenca de analfabetos no grupo
Pacientes, assim como a menor porcentagem de participantes deste grupo em
estagios mais avancados da Educacdo, como Ensino Médio ou Ensino
Superior, em comparagcdo com o grupo Familiares.

Quase 90% dos Pacientes tém hipertensao arterial sistémica, niamero
expressivamente maior que 0s pouco mais de 20% dos Familiares com a
mesma doenca. Diabetes mellitus (insulinodependente ou néo) esta presente
em 31% dos Pacientes, contra apenas 10% dos Familiares. Nao foi encontrado
um numero significativo de pacientes portadores do HIV, doenca arterial
coronariana ou insuficiéncia cardiaca congestiva.

No grupo Familiares foram realizados exames para rastreamento de
DRC através da dosagem da creatinina sérica e da determinacdo da relacdo
albumina creatinina (RAC) em amostra isolada de urina, e rastreamento do
diabetes mellitus, através da dosagem da hemoglobina glicada (HbAlc). O
plano inicial foi realizar estes exames em todos os Familiares do estudo, até
como forma de fornecer uma avaliacado parcial do estado atual de saude do
participante. No Parana foi possivel realizar estes trés exames em todos 0s

Familiares, porém em Alagoas, por um problema logistico associado a falta de
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recursos para pagar os exames, apenas parte dos Familiares teve amostras
coletadas para dosagem de creatinina sérica e RAC e nenhum Familiar teve
amostras coletadas de HbAlc. Do total de 169 familiares do estudo, isto
representou em torno de 30% dos participantes sem amostras de creatinina
sérica e RAC e em torno de 50% dos participantes sem amostras de HbAlc.
Dos familiares com amostras coletadas, detectou-se uma creatinina sérica
meédia de 0.83 mg/dl, com taxa de filtracdo glomerular média de 115,9ml/min,
calculada através da féormula do MDRD com 4 variaveis (raga, creatinina sérica,
género e idade). A RAC mostrou um valor médio surpreendentemente alto, de
49,8mg/g, portanto ja na faixa de microalbuminuria (30-300mg/g). Isto se
explica pela presenca de 2 familiares com RAC pouco acima de 1000mg/g, o
que elevou consideravelmente a média. Analisando os resultados através dos
percentis 25-75%, percebemos que 75% dos participantes tiveram RAC abaixo
de 25mg/g, valor considerado normal. A HbAlc média foi de 5,6%, o que
corresponde a uma glicemia sérica média nos ultimos trés meses de 95mg/dI,
valor dentro da faixa da normalidade. Os participantes com valores acima disso
ja tinham sido, quase na totalidade, diagnosticados como diabéticos. Aqueles
com valores alterados de creatinina sérica foram orientados a realizar

acompanhamento clinico.

5.3 — ANALISE GENETICA

Foram enviadas ao todo 443 amostras para andlise genética, sendo 274
do grupo Pacientes e 169 do grupo Familiares. Estas analises foram feitas pelo
Dr. Cristian V. Riella (da equipe do Dr. Martin Pollak) e pelo pesquisador
principal. Todos os exames foram realizados no laboratorio de Nefrologia do
Beth Israel Deaconess Medical Center, parte do Harvard Medical School,
seguindo os passos descritos na se¢do Metodologia. A tabela 3 mostra o
resultado dessa analise quanto a presenca das variantes APOL1 (em nameros
absolutos), enquanto a Figura 23 mostra os mesmos resultados, porém agora

em porcentagem.
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Tabela 3 — Gendtipo das amostras

Pacientes (n=274) | Familiares (n=169) p
GO0/GO0 192 149 <0.001
VBR 48 18 0.048
VAR 34 2 <0.001
VBR+VAR 82 20 <0.001

VBR = variantes de baixo risco; VAR = variantes de alto risco

Fonte: o autor

Figura 23 — Numero de participantes com variantes APOL1 (em %)
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Fonte: o autor

Foi encontrada presenca de um ou dois alelos das variantes de risco em
102 das 443 amostras processadas (23%), sendo 82 destas no grupo
Pacientes e vinte no grupo Familiares. Analisando separadamente os tipos de
variantes, encontramos a variante de alto risco (VAR), formada por dois alelos
na forma homozigota (G1/G1 ou G2/G2) ou heterozigota composta (G1/G2),
em 34 participantes do grupo Pacientes e em dois participantes do grupo
Familiares. J& a variante de baixo risco (VBR), formada por apenas um alelo
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G1 ou G2, associado a GO (gendtipo wild), foi detectada em 48 participantes do
grupo Pacientes e 18 do grupo Familiares. A Figura 24 mostra a distribui¢cao
dos participantes conforme o numero de alelos APOL1 encontrados em nossa

pesquisa.

Figura 24 — Distribuicdo dos participantes conforme mutagcdes APOL1
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Fonte: o autor

Analisando dados comparativos entre as duas fases da pesquisa
(Parana e Alagoas), percebe-se um aumento expressivo no numero de alelos
de riscos encontrados na populacdo estudada na segunda fase, tanto nos
casos de VBR quanto de VAR. Enquanto no Parana foram encontrados cinco
participantes com as VBR e 29 com as VAR, em Alagoas esses numeros foram
de 29 e 30, respectivamente (Figura 25 e Tabela 4).

Figura 25 — Numero de casos da variante APOL1 por Estado
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Fonte: o autor
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Tabela 4 — Numero de casos da variante APOL1 por Estado

Parana (n=95) Alagoas (n=179) p
VBR 18 (19%) 30 (17%) 0.12
VAR 5 (5%) 29 (16%) 0.01

Fonte: o autor

Do total de 274 amostras processadas do grupo Pacientes, 261 se
autodenominaram afrodescendentes e apenas nove caucasianos, além de
quatro que ndo autodenominaram sua raca. O grupo de caucasianos é
significativamente menor do que o de afrodescendentes pois pacientes
caucasianos entraram no estudo apenas se tivessem antepassados
afrodescendentes (pais ou avos). Das VBR encontradas no grupo Pacientes,
uma foi em caucasianos e 47 em afrodescendentes. Ja no subgrupo das VAR,
nenhuma foi encontrada em caucasianos, enquanto 33 foram detectadas em
afrodescendentes.

No grupo Familiares foram processadas ao todo 169 amostras, sendo
159 de participantes que se autodenominaram afrodescendentes e apenas sete
caucasianos, além de um familiar que se identificou como indigena e 3 que néo
autodenominaram sua racga. Nos familiares foram detectadas 18 amostras com
VBR, sendo 17 em afrodescendentes e apenas uma em caucasianos. Apenas
duas amostras apresentaram VAR neste grupo, ambas em afrodescendentes.
A seguir mostramos a distribuicdo das variantes de acordo com a raca do
participante (tabela 5).

Tabela 5 — Distribuicdo da genotipagem conforme raca

Pacientes (n = 274)° Familiares (n = 169)°

AD Caucasianos AD Caucasianos Total
G0/GO0 181 8 140 6 335
VBR 47 1 17 1 66
VAR 33 0 2 0 35
Total 261 9 159 7 436
VBR+VAR 80 1 19 1 101

AD = afrodescendentes

a = 4 pacientes néo inferiram a raca

b = 3 familiares ndo inferiram a raga e 1 inferiu raga indigena
Fonte: o autor
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Foi analisada também a distribuicdo das variantes encontradas de
acordo com a presenca ou auséncia de diabetes como comorbidade (tabela 6).
Do total de 274 participantes do grupo Pacientes, 86 referiram ter diabetes e
186 ndo. No subgrupo dos diabéticos, foram detectados 13 participantes com
VBR e cinco com VAR, enquanto no subgrupo sem DM foram encontradas 35
amostras com VBR e 29 com VAR. Percentualmente, 79% das variantes
encontradas (alto ou baixo risco) no grupo dos Pacientes foi naqueles sem DM.
Analisando o grupo Familiares, dezessete participantes relataram ter diabetes e
150 ndo. Das dezenove variantes encontradas no grupo Familiares (alto ou

baixo risco), apenas uma foi no subgrupo dos pacientes com diabetes.

Tabela 6 - Distribuicdo da genotipagem conforme presenca ou auséncia de DM

Pacientes (n=274)° Familiares (n=169)°
Com DM Sem DM Com DM Sem DM
G0/GO0 68 122 16 132
VBR 13 35 1 16
VAR 5 29 0 2
VBR+VAR 18 64 1 18
Total 86 186 17 150

C = nado ha dados sobre 2 Pacientes e 2 Familiares quanto a presen¢a ou ndo de DM

Fonte: o autor

Do prontuario médico foi coletada a idade na qual cada participante
iniciou a hemodidlise. A Figura 26 mostra a correlacdo entre os diferentes
genadtipos e a idade média de inicio da hemodialise dos respectivos pacientes.
Analisando o grupo Pacientes, vemos que os 192 participantes que nao tiveram
variantes APOL1 detectadas tiveram na média um inicio mais tardio de
hemodialise do que os 48 participantes com presenca das VBR. Estes, por sua
vez, tiveram inicio mais tardio do que os 34 participantes com a presenca das
VAR.
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Figura 26 — Idade de inicio na HD por gendétipo
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Fonte: o autor

Analisando todos os participantes do estudo (pacientes e familiares),
fizemos ainda uma regressédo logistica com as variaveis pesquisadas em
nosso estudo, para verificar qual delas se comportou como fator de risco para
o desenvolvimento de DRCT (Tabela 7). Vimos que a presencga das VAR
esteve associada a um aumento de 21 vezes no risco de desenvolvimento de
DRCT na populacdo estudada (OR 21, p < 0,001, 95% IC 4.1-1341).
Surpreendentemente, apesar de menor em comparagdo com a presenca da
VAR, a presenca de apenas um alelo de risco (VBR) também se comportou
como fator de risco para desenvolvimento da DRCT (OR 3.95, p 0.002, 95%
IC 1.6-10.9). Conforme discutido anteriormente, na literatura a maioria
absoluta dos estudos mostrou risco aumentado de nefropatia apenas aos
portadores das VAR. Um dos poucos estudos que temos conhecimento que
demonstrou aumento de risco renal pela presenca de apenas um alelo de
risco foi feito numa populacéo de sul-africanos, mostrando que a presenca da
VBR se comportou como fator de risco para desenvolvimento de HIVAN (OR
5.49, 95% IC 0.87-61.14, p = 0.05), porém com um IC que passa a unidade,
mostrando a fragilidade da associacdo(31). Genenove et. al, em seu estudo
pioneiro sobre APOL1, também mostraram fraca associacdo de risco para
nefropatia pela presenca da VBR (OR 1.26, IC 95% 1.01-1.56), também
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praticamente incorporando a unidade do IC. Outras variaveis que se

comportaram como fatores de risco em nosso estudo foram a presenca de
HAS (OR 20, p < 0.001, 95% IC 9.9-40.4) e DM (OR 2.7, p 0.045, IC 95%

1.02-7.07), fatores notoriamente associados com desenvolvimento da

DRC(10). Ja o género feminino se mostrou como fator protetor.

Tabela 7 — Regress&o logistica para DRCT*

Odds ratio Desvio-padrao p 95% IC
VBR 3.95 2.05 0.002 1.6-10.9
VAR 21.66 20.8 <0.001 4.1-134.1
Género feminino 0.4 0.13 0.008 0.2-0.79
HAS 20 7.17 <0.001 9.9-40.4
DM 2.7 1.74 0.045 1.02-7.07

1 = foram computados para esta analise dados de 271 pacientes e 169 familiares

Fonte: o autor
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6 — DISCUSSAO

Foram recrutados pacientes de quatro clinicas de didlise do Estado do
Parana e trés clinicas do Estado de Alagoas para participar do estudo. A
escolha destas clinicas foi feita baseada em contatos profissionais do
pesquisador e também na facilidade logistica em realizar a coleta das amostras
sanguineas. Analisando a demografia dos participantes do nosso estudo,
vemos um predominio de homens, assim como ocorre na populacdo dialitica
em geral no Brasil (Figura 27). A Figura 28 mostra a classificacdo dos
pacientes em dialise conforme o indice de massa corporal (IMC), mostrando a
maioria dos pacientes dialiticos se encontrar na faixa considerada normal. No
nosso estudo, a média foi ligeiramente acima do considerado normal (IMC
25,5).

Figura 27 — Distribuicdo de pacientes em dialise por género
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Fonte: Censo Brasileiro de Dialise 2016
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Figura 28 — Classificacdo dos pacientes em dialise por IMC (no Brasil)

% Censo da Sociedade Brasileira de Mefrologia 2016

Classificacéo dos pacientes em dialise
conformeo IMC

m 2014 mA015 w2016

6%

=

4%

<185 185249 25299 30399 =40
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Apesar do IBGE classificar a populacao brasileira atualmente em cinco
tipos (branco, preto, pardo, amarelo ou indigena)(135), optamos por juntar as
racas preto e pardo como “Afrodescendentes” em nosso estudo, por varios
motivos. Primeiro, para facilitar a comparacdo com estudos anteriores
(37)(24)(38), que separaram O0s participantes em apenas dois grupos
(“Caucasianos” e “Afrodescendentes”). O Unico outro grupo racial encontrado
em estudos na literatura € o de hispanicos(22)(136), que ndo se encaixa em
nosso caso. Segundo, pelo fato de se valorizar no Brasil mais a cor da pele e
tracos faciais do que a ancestralidade em si, conforme Degler relata em seu
livro Neither Black nor White: Slavery and Race Relations in Brazil and the
United States(137). O autor, ganhador do prémio Pulitzer de Histéria por este
livro, também afirma que as estruturas sociais existentes no Brasil ndo séo tao
rigidas quanto nos EUA, favorecendo a miscigenagdo entre imigrantes
europeus e escravos africanos. Terceiro, pelo grande nimero de subdivisdes
entre os Afrodescendentes no Brasil, abrangendo descricbes como mulato,
mameluco, mestico, caboclo e cafuz(138). Diferenciar estas classes entre os

participantes do estudo certamente teria sido um desafio. Por ultimo, pelo

73



crescente desconforto da comunidade cientifica em aceitar estas separagdes
entre racas baseado unicamente no fen6tipo do individuo(104). Estudo recente
publicado na revista Science(139) mostrou que o0 gene responsavel pela
pigmentacdo da pele esta presente em todos os seres humanos, tanto negros
quanto brancos. O estudo mostra que o gene surgiu na Africa ha cerca de 900
mil anos atrés, ou seja, muito antes da separagao entre as “racas” caucasiana
e negra, que ocorreu entre 20 e 100 mil anos atras(74) e que portanto ndo ha
diferenca genética entre negros e brancos, apenas a ativacdo do gene em
certos individuos (“negros”). Artigo recente publicado na revista Science
inclusive incentiva os pesquisadores a priorizarem a ancestralidade dos
participantes em estudos cientificos, em vez de seu fenoétipo, para descrever e
classificar grupos humanos(104).

Tivemos em nosso estudo altas taxas de prevaléncia de HAS (87% dos
participantes), seguida de DM (31% dos participantes). Estes dados séo
condizentes com o fato destas doencas serem as principais causas de DRC no
Brasil(140). O fato de n&o termos encontrado um numero significativo de
pacientes portadores de HIV em nosso estudo também é condizente com
dados de literatura nacional, que mostram a prevaléncia desta comorbidade na
populacdo em dialise cronica no Brasil ser menor que 1%(140). Ja a baixa
prevaléncia de pacientes com doenca arterial coronariana ou insuficiéncia
cardiaca congestiva pode ter sido devido a metodologia empregada (foram
conduzidas anamnese e checagem em prontuario médico, sem realizacdo de
exames diagnosticos).

Analisando o0s dados sobre escolaridade e renda familiar dos
participantes, mostrando 40% dos pacientes tendo renda familiar menor que
um salario minimo e mais da metade nao tendo mais do que o Ensino
Fundamental de escolaridade, € tentador tracar uma relacdo entre baixa renda
e baixa escolaridade com a doenca renal cronica, relacdo esta ja confirmada
por estudos anteriores(6)(10). Precisamos lembrar, porém, que nosso trabalho
nao nos permite tal conclusdo, por nao ter sido desenhado para responder a
esta pergunta.
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6.1 — OBJETIVO PRINCIPAL: Determinar a prevaléncia de variantes do gene
APOL1 em uma amostra de pacientes afrodescendentes em dialise crdnica no
Brasil.

Sabe-se que as variantes do gene APOLL1 estao fortemente associadas
a certos tipos de nefropatias em afrodescendentes, como GESF(37),
HIVAN(24), nefrite IUpica(141) e nefroesclerose hipertensiva(22) e que a
populacao afrodescendente é desproporcionalmente atingida pela DRCT(1)(2).
A prevaléncia parece estar aumentada em afrodescendentes com DRCT por
causas nao diabéticas e em seus familiares diretos(28)(56)(142). As variantes
ndo sdo encontradas em outras etnias, como europeus, asiaticos e
hispanicos(33). Apesar desta forte associacdo estatistica, pesquisas nao
conseguiram demonstrar até 0 momento a presenca das variantes dos alelos
G1 e G2 em nenhum pais fora do continente africano (local do seu surgimento)
e dos EUA(23)(143).

Nos paises onde a presenca das VAR do gene APOL1 foi demonstrada,
sua prevaléncia varia grandemente. Local de origem das mutacdes, o Oeste da
Africa, tem paises como a Nigéria que chega a ter uma prevaléncia de ao
menos um alelo das variantes de 40%(37), enquanto em um grupo de sul-
africanos com HIV este numero chega a impressionantes 79%(31). Ja
afrodescendentes sem nefropatias residentes nos Estados Unidos (um dos
locais de destino do trafego intercontinental de escravos) apresentam
prevaléncia de 13-22% das VAR(24). Outros paises, por outro lado, tiveram
estudos mostrando auséncia das variantes APOL1 em suas populagdes, como
a Australia(144) e a india(145). A Tabela 8 e a Figura 29 mostram um resumo
dos principais estudos de prevaléncia das variantes do gene APOL1 em
diversos paises.

Pelo que temos conhecimento, foram realizados até 0 momento apenas
dois estudos sobre o tema no Brasil. No primeiro, utilizando dados do
International HapMap Project, Kopp et al. analisaram 49 individuos de duas
tribos indigenas (Karitiana e Surui), ndo encontrando a mutagdo em nenhum
dos participantes(24). Ja Colares et al. analisaram 196 pacientes com nefrite
lipica (condicdo sabidamente associada com as VAR), pesquisando se
determinados polimorfismos genéticos apresentam associagcao estatisticamente

significativa com a doenga. Os pesquisadores nao encontraram relacado com as
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VAR G1 e G2, talvez pelo fato de menos da metade dos participantes do

estudo ter descendéncia africana(146).

Tabela 8 — Prevaléncia mundial das variantes APOL1?!

Pais Prevaléncia (%) | Pais Prevaléncia (%)
Nigéria 61 Franca 0
Gana 54 Colémbia 0
EUA 37 México 0
Africa do Sul 28 Paquist&o 0
Senegal 27 Australia 0
Camardes 27 india 0
Mocgcambique 23 China 0
Brasil 23 Italia 0
Congo 16 Inglaterra 0
Republica Centro-

Africana 15 Russia 0
Quénia 9 Israel 0

1 = ao menos um alelo das variantes
Fontes: J Am Soc Nephrol 2011;22(11):2129-37; Kidney Int 2016;90(4):906-7; Kidney Int
2017;91(4):990.

Figura 29 — Prevaléncia mundial das variantes APOL1*
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1 = ao menos um alelo das variantes
Fontes: J Am Soc Nephrol 2011;22(11):2129-37; Kidney Int 2016;90(4):906—7; Kidney Int
2017;91(4):990.
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Os resultados da nossa pesquisa mostram que no grupo dos Pacientes
afrodescendentes em didlise crénica ha presenca de um alelo das variantes em
18% das amostras e dois alelos em 12% das amostras. Muitos estudos
realizados com afrodescendentes nos EUA apresentaram prevaléncias maiores
das variantes na populacdo afrodescendente com DRC por causas né&o
diabéticas, mostrando em torno de 37% dos participantes carregando um alelo
e 18% carregando dois alelos das variantes(22)(28)(56)(142). Mas a maioria
destes estudos foi realizada em popula¢cdes de afrodescendentes ainda ndo em
DRCT, que sabidamente tém caracteristicas diferentes da populacdo do nosso
estudo. Optamos entdo por comparar nossos resultados com um estudo da
literatura também realizado com afrodescendentes em dialise crbnica, que
assim como o0 nosso também incluiu participantes diabéticos(32). Neste estudo,
Lijun et al analisaram 725 pacientes e também separaram os resultados entre
presenca de dois alelos das variantes (VAR) ou presenca de nenhum/um alelo
das variantes (VBR). Eles mostraram que 29% dos individuos apresentaram as
VAR, ou seja, a prevaléncia das VAR neste estudo foi maior que a encontrada
na populacdo afrodescendente americana saudavel em geral (29% contra
18%). Isto foi uma das razbes de incluirmos participantes unicamente com
DRCT em nossa pesquisa, objetivando encontrar o maior niamero possivel das
VAR.

Chama atencgdo, porém, a menor prevaléncia de participantes com dois
alelos das variantes (29% contra 12%) encontrada em nosso estudo. Trés sé&o
as possiveis explicacbes para essa diferenca entre os resultados nos EUA e
nosso estudo no Brasil. Primeiro: que um subgrupo diferente de
afrodescendentes teria vindo para o Brasil, de uma regido sem alta prevaléncia
das variantes. Os estudos genéticos(24)(42) mostraram forte presenca das
variantes genéticas apenas na regido subsaariana africana, principalmente na
costa Oeste e ndo nas regides Norte, Sul e Leste, conforme mostra a Figura
30. Sabe-se que em torno de doze milhdes de escravos foram trazidos da
Africa para as Américas(51)(23), sendo o Brasil o principal destino, com quase
40% do total, conforme mostra a Figura 31. Analisando relatos histéricos,
percebe-se que a maior parte dos escravos trazidos para os EUA vieram de
Senegal, Gambia, Nigéria e Camardes (157), paises da costa oeste

subsaariana africana. Estudos de ancestralidade dos afrodescendentes no
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Brasil determinaram recentemente que o maior material genético desta
populacdo veio dos paises Camardes, Gana e Senegal, também regides com
alta prevaléncia das variantes(147). Ou seja, conforme ilustrado na Figura 32, a
teoria de que outros subgrupos de afrodescendentes teriam vindo para o Brasil
nao se sustenta, j& que os dois paises receberam escravos dos mesmos locais
de origem, justamente areas de alta prevaléncia das variantes de risco(89). E
preciso atentar ao fato que uma vez trazidas ao Brasil, as variantes genéticas
ndo sofreram mais selecdo seletiva, por ndo haver a endemia de
tripanossomiase em nosso territorio, ao contrario do que ocorre no continente

africano.

Figura 30 — Distribuicdo das variantes APOL1 no continente africano (em % da

populacdo acometida)

Fonte: Kidney Int, 2013;83(1):6-9.

78



Figura 31 — Distribuicao do trafego de escravos para a América (em milhdes)
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Fonte: Stephen D. Behrendt, David Richardson e David Eltis, W.E.B. Du Bois Institute, para
“African and African American Research”, Harward University
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Figura 32 — Fluxo dos escravos oriundos da Africa
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A segunda possivel explicacdo para esta diferenca € o fato da raca ter
sido autodenominada pelos participantes e nao diagnosticada por estudo
geneético. Isto certamente levou a erros na classificagdo dos participantes entre
as etnias caucasiana e afrodescendente, por ser um critério subjetivo e sujeito
a concepcdes pré-adquiridas dos participantes. Sabe-se que a identificacdo de
raca baseada em fendtipos ignora grandes partes do genoma do individuo, ja
que caracteristicas como cor de pele, olhos e cabelos sdo determinados por
relativamente pequeno numero de genes, podendo por exemplo um paciente
com fendtipo afrodescendente na verdade ser predominantemente de
descendéncia caucasiana e com isso ter entrado erroneamente no
estudo(148). Esta dificuldade na determinacdo da raca baseando-se
unicamente no fendtipo de um individuo é bem representada pelo caso de dois
irmaos gémeos univitelinos, filhos de pai negro e méae branca, que se
inscreveram em 2007 para disputar uma vaga na Universidade Brasilia através
do sistema de cotas raciais. Ao serem avaliados por uma banca examinadora,

porém, um foi considerado branco e o outro ndo, conforme noticiado pela

imprensa na época (Figura 33).

Figura 33 — Dificuldade na determinacao da raca unicamente por fenotipos

Fonte: Revista VEJA, 06/06/2011
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Terceiro, e no nosso entender a explicacdo mais plausivel, o Brasil é
reconhecidamente um pais onde ocorreu grande miscigenacdo, fruto da
mistura genética entre povos de trés continentes distintos (sul-americano,
africano e europeu). Conforme citado acima, cerca de 40% dos escravos
trazidos da Africa para as Américas foram trazidos ao Brasil (em torno de 5
milhdes de pessoas). Com o passar dos anos, estes escravos se reproduziram
com a populacao indigena local e com os colonizadores europeus, formando
uma populacdo miscigenada. Além dessa mistura entre colonizadores, indios e
escravos, houve ainda a vinda de imigrantes europeus nos séculos XIX e XX,
da Espanha, Italia e Alemanha, entre outros, estimados em torno de seis
milhdes ao todo(6). Esta mistura racial se reflete até hoje, ja que a distribuicdo
de grupos étnicos baseado em raca auto-denominada é heterogénea em todo o
Brasil, segundo o IBGE. Da populacao brasileira em geral, 40% atualmente se
autodenominam *“pardos”(158), grupo que segundo o IBGE inclui pessoas
geradas com algum grau de miscigenacdo, seja “mulata, cabocla, cafuza,
mameluca ou mestica’(88), ou seja, pessoas mesticas nascidas de
relacionamentos sexuais entre individuos de etnias diferentes. Conclui-se que a
extensa miscigenacdo ocorrida ao longo dos séculos dissipou em parte a
associacao entre cor de pele e ancestralidade no Brasil.

Corroborando esta hipdtese, apesar de quase metade da populacao
brasileira se autodenominar afrodescendente, estudos de ancestralidade
recentes demonstraram existir um elevado componente caucasiano no Brasil.
Esta elevada ancestralidade europeia € especialmente acentuada no Sul do
Brasil, local de coleta das amostras da primeira fase deste estudo. Segundo
dados do IBGE, 48% da populacao brasileira se autodenominam brancos, 43%
se dizem pardos e apenas 6% referem ser negros(148), mas analisando
estudos genéticos, percebemos que a ancestralidade europeia em nossa
populacdo € bem maior. Estudo publicado por Lins et al. em 2010 (Figura 34)
mostrou que a média de ancestralidade europeia em nossa populacédo chega a
impressionantes 77%, enquanto a ancestralidade africana é de apenas 14%,
oriunda principalmente dos paises Camardes, Gana e Senegal. O estudo
também mostrou, conforme esperado, que a regido Sul contém a maior

proporcdo de ancestralidade europeia (87%) e que as demais regides (Norte,
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Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste) apresentam pouca variacdo de
ancestralidade entre si(147).

Figura 34 — Composicao genética da populacédo brasileira 1
sEUR s AFR =« AMR
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EUR = europeia; AFR = africana; AMR = americana (indigena)
Fonte: Am J Hum Biol. 2010;22(2):187-92.

Outro estudo sobre o0 assunto, publicado por Saloum de Neves Manta et
al. em 2013, também mostrou a ancestralidade europeia ser a principal no
Brasil (em torno de 75%) e que a segunda mais comum depende da regiéo,
sendo a indigena no Norte e a africana no Nordeste (Figura 35). Esta alta taxa
de ancestralidade europeia em nossa populagcao pode ter resultado na diluicdo
da prevaléncia das variantes G1 e G2 em nosso estudo. Este estudo ainda
mostrou que a taxa de ancestralidade africana em Alagoas é significantemente
maior que a taxa registrada no Parana (26% contra 17%)(149). Isto é
compativel com os dados obtidos em nossa pesquisa. Comparando 0s
resultados obtidos por estado, percebemos um aumento expressivo de
variantes encontradas em Alagoas, com significancia estatistica. Este aumento
ocorreu especialmente nas VAR (seis vezes), conforme mostra a Tabela 4.
Acreditamos que esta maior prevaléncia ocorreu principalmente devido a maior

porcentagem de ancestralidade africana nesta populagéo.
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Figura 35 — Composicéo genética da populacao brasileira 2
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Fonte: Revisiting the Genetic Ancestry of Brazilians Using Autosomal AIM-Indels. PLoS One.
2013;8(9):1-11.

O fato de haver altas taxas de ancestralidade europeia mesmo em
regides como o Nordeste, local de destino da maior parte dos escravos trazidos
ao Brasil, talvez possa ser explicado pelas invasfes holandesas nesta regido.
A primeira delas ocorreu em 1624, mas durou apenas um ano e foi restrita ao
estado da Bahia. Ja a segunda, iniciada em 1630, durou varios anos e foi bem
mais abrangente, atingindo os estados de Pernambuco, Paraiba, Ceara e
Maranh&o(150). Conforme mostra a Figura 37, percebe-se que o Estado de
Alagoas, local de coleta da 22 fase da nossa pesquisa, também esteve

ocupado pelos holandeses neste periodo.
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Figura 36 — Invasfes holandesas no Brasil
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Fonte: www.filosofandoehistoriando.blogspot.com.br, acessado em 28/10/2017

A proporcdo de ancestralidade genética da populacdo brasileira foi
amplamente estudada usando marcadores de heranca como DNA mitocondrial,
polimorfismos do cromossomo Y e marcadores autossomais short tandem
repeats. Outros pesquisadores usaram polimorfismos de nucleotideo Unico ou
polimorfismos de delecdo ou inser¢do. A conclusdo é de que a ancestralidade
genética na populacdo brasileira é altamente heterogénea, mesclando
descendentes de trés continentes diferentes (sul-americano, europeu e
africano), fato corroborado por conhecimentos histéricos amplamente
documentados e que deve ser levada em conta quando se propuserem novos
estudos nessa area(147). Isto € diferente do que aconteceu nos EUA, onde
existe forte segregacao racial, o que dificultou a mistura genética entre as racas
caucasiana e africana, conforme relatado no livro Neither Black Nor White, de
Degler. Tanto que ndo encontramos em estudos norte-americanos a descricdo
da populagdo parda, mas unicamente das ragas caucasiana e negra. E
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enquanto a taxa de ancestralidade caucasiana em nossa populagédo € de mais
de 70%, conforme anteriormente citado, estudos mostram que a taxa de
ancestralidade africana da populacdo negra dos EUA chega a ser de
80%(23)(143).

Apesar de tentador do ponto de vista estatistico, ndo buscamos provar
significAncia estatistica entre a prevaléncia das variantes de pacientes
caucasianos e afrodescendentes, pois nosso estudo nao foi desenhado para
isto. Excluimos do estudo pacientes caucasianos sem antecedentes africanos,
pois ja é sabido por estudos anteriores, previamente citados, que as variantes
sao inexistentes na populacao nao afrodescendente.

6.2 — OBJETIVOS SECUNDARIOS
6.2.1 — Verificar a associacdo entre a presenca de variantes do gene
APOL1 e o tempo entre o diagnéstico da doenca renal crénica e o inicio do
tratamento dialitico.

Para identificar se a presenga das variantes APOL1 encurta o tempo
entre o diagnostico e o inicio do tratamento dialitico, foi proposto perguntar a
data de cada um destes dois eventos aos participantes, conforme consta no
guestionario em anexo, e com isso calcular a diferenca de tempo entre eles na
sequéncia. Dois fatores prejudicaram essa estratégia. Primeiro, o0
acompanhamento irregular com nefrologistas por boa parte dos participantes
do estudo, podendo gerar um viés nos resultados, ja que nestes casos ndo se
poderia diferenciar com precisédo se a perda acelerada de funcao renal foi pela
presenca da variante genética ou simplesmente por falta de cuidado clinico.
Segundo, grande parte dos participantes do estudo recebeu o diagnéstico de
doenca renal crbnica no momento em que estavam iniciando a terapia
substitutiva renal, impossibilitando a analise do possivel efeito de aceleracao
da perda de funcdo renal das variantes nestes individuos. Ambas situacdes
ilustram quanto o Brasil ainda precisa melhorar na assisténcia a Saude de sua
populacao.

Optamos entdo por analisar a idade na qual os participantes do estudo
iniciaram a hemodialise, com o raciocinio de que a presenca das variantes de

risco teria antecipado esse evento. Dividimos 0s pacientes em trés grupos: sem
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variantes (G0), presenca de um alelo (VBR) e presenca de dois alelos (VAR).

Comparamos esses resultados com dados da literatura na Figura 38.

Figura 37 — Inicio na HD por gendétipo (em anos)
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Fonte: o autor e JASN 22:2091-2097, 2011

Nossos resultados mostram que o grupo dos pacientes sem a presenca
das variantes iniciou a HD em média aos 46 anos, enquanto pacientes com
presenca de um alelo das variantes (VBR) iniciaram a HD em média aos 43
anos e pacientes com presenca de dois alelos (VAR) iniciaram a HD aos 33
anos. Percebe-se que o grupo das VAR iniciou a TSR em média treze anos
antes do grupo sem as variantes (p < 0.001). Esses dados se assemelham aos
mostrados no estudo de Kanji et al.(151), em que o grupo sem as variantes
também teve inicio de HD mais tardiamente do que os grupos com VBR ou
VAR. A presenca de apenas um alelo de risco nédo teve significancia estatistica
na comparacdo com a auséncia das variantes (p 0.27), resultado compativel
com estudos anteriores(26)(27)(28), mostrando novamente que apenas 0S
portadores das VAR (dois alelos) estao sujeitos a risco renal aumentado.

6.2.2 — Verificar se h& associacdo entre as variantes do gene APOL1 e a
nefropatia diabética

N&o encontramos associacao entre a presenca das variantes APOL1 e a
nefropatia diabética em nosso estudo, visto que 34% dos pacientes sem DM
apresentaram algum alelo das variantes, enquanto apenas 21% dos pacientes
com DM tiveram a variante G1 ou G2 detectadas em seu estudo genético. Ja
no grupo dos familiares, apenas um alelo foi detectado no subgrupo de

familiares diabéticos (6%), enquanto 18 (12%) foram encontradas no grupo dos
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familiares ndo-diabéticos. A analise estatistica mostrou que a presenca de dois
alelos das variantes foi fator de protecao contra a presenca do DM no grupo
Pacientes (OR 0.30, IC 0.11-0.83, p 0.02). A presenca de apenas um alelo ndo
foi estatisticamente significante (OR 0.66, IC 0.33-1.34, p 0.25) neste grupo,
enquanto no grupo Familiares ndo houve numero de participantes suficiente
com as variantes para poder se realizar o calculo estatistico. Nossos resultados
estdo de acordo com o estudo de Lijun et al. citado anteriormente(32), que
analisou a prevaléncia das VAR em pacientes afrodescendentes também em
didlise cronica e também incluiu pacientes diabéticos. Nele, os autores
detectaram uma prevaléncia expressiva de 47% das VAR no grupo de
pacientes ndo diabéticos, mas de apenas 18% no grupo com DM.

Apesar da falta de relacdo entre as variantes APOL1 e a nefropatia
diabética ser atualmente bem estabelecida, optamos por incluir os pacientes
com esta nefropatia no estudo por dois motivos. Primeiro, para facilitar
comparacdoes de prevaléncia das variantes entre nossa populacdo e
populacbes de estudos anteriores(27)(39)(120), que também incluiram
pacientes diabéticos. Segundo, o desenho do nosso projeto foi realizado em
novembro de 2013, quando ainda existia certa duvida sobre um possivel
vinculo entre as variantes APOL1 e a nefropatia diabética. Estudos publicados
sobre o tema na época eram inconsistentes nos resultados(152)(43) ou tinham
baixo poder estatistico para afastar em definitivo a associagdo entre a
nefropatia diabética e as variantes APOL1(39). Mas sabemos que a
prevaléncia das variantes poderia ter sido mais alta se os pacientes diabéticos
tivessem sido excluidos da amostra.

O fato das variantes APOL1 n&do serem fatores de risco para
desenvolvimento de nefropatia diabética é digno de reflexdo, pois esta
nefropatia ocorre com muito mais frequéncia em afrodescendentes do que em
caucasianos(142). Os estudos iniciais que mostraram associacao entre
variantes APOL1 e nefropatia diabética provavelmente incluiram pacientes com
GESF erroneamente classificados como nefropatia diabética por falta de
biépsia renal.
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6.2.3 — Verificar a prevaléncia das variantes do gene APOL1 em familiares de

pacientes afrodescendentes com DRCT

Familiares de afrodescendentes com formas n&o-diabéticas de DRCT
tém risco aumentado de desenvolver doencas renais(9)(153), tanto que mais
de 20% dos pacientes que iniciam a terapia substitutiva renal apresentam ao
menos um familiar préximo jA em dialise(154). Variantes do gene APOL1
parecem ser cada vez mais a causa para esta relacdao familiar(155).
Simultaneamente, familiares de afrodescendentes em TSR sao frequentemente
considerados como potenciais doadores renais, podendo na realidade ser
carreadores ainda assintomaticos das VAR e no futuro ter nefropatia manifesta.
Freedman et al.(155), analisando amostras sanguineas de 786 familiares
saudaveis de afrodescendentes com DRCT néo-diabética, mostraram haver
uma prevaléncia aumentada das VAR nesta populacdo. Enquanto na
populacao afrodescendente em geral a prevaléncia varia entre 21-39% com um
alelo e 3-12% com dois alelos(37)(39), os familiares no estudo citado
apresentaram um alelo em 46% dos casos e dois alelos em 23%. Sabendo
disso, coletamos amostras de 169 familiares de pacientes em hemodialise para
verificar se esse aumento de prevaléncia em familiares (comparados com a
populacdo em geral) também se repetiria em nosso estudo. Encontramos,
porém, a presenca de um alelo em apenas 11% dos familiares e dois alelos em
1% dos mesmos (Figura 23).

Comparando o grupo dos Pacientes com o grupo Familiares em nosso
estudo, percebemos uma maior prevaléncia das variantes APOL1 no grupo
Pacientes, tanto das VBR (18% contra 11%), quanto das VAR (12% contra
1%). Chama atencéo o fato de termos encontrado em nosso estudo apenas
dois participantes do grupo Familiares com as VAR e que a maior prevaléncia
da variante GO ocorreu no grupo Familiares. Todos estes resultados tiveram
significancia estatistica na comparac¢ao, conforme mostrou a Tabela 3.

Semelhante ao ocorrido no grupo Pacientes, a prevaléncia de variantes
encontrada em nossa pesquisa no grupo Familiares também foi menor em
comparacdo com dados da literatura. Freedman et al. analisaram 786
familiares de afrodescendentes em DCRT, encontrando um alelo das variantes

(VBR) em 46% dos participantes e dois alelos (VAR) em 23% dos participantes
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(155). Acreditamos que os mesmos fatores listados acima para explicar a
menor frequéncia das variantes APOL1 no grupo Pacientes ajudam a explicar
esta menor prevaléncia também no grupo Familiares, como o fato da raca ter
sido inferida pelos proprios participantes (e ndo determinada por estudo
genético) e a alta taxa de miscigenacédo da populacdo brasileira. E preciso
destacar que a baixa ocorréncia das variantes no grupo Familiares nao permite
conclusdes sobre a penetrancia das mesmas neste grupo. Convém lembrar
também que o fato de terem sido selecionados para entrar no estudo apenas
familiares diretos dos pacientes ja participantes pode resultar num fenédmeno
denominado de deriva genética. Ele ocorre quando a frequéncia de
determinada mutacdo genética numa populacdo € alterada (para mais ou para
menos) ndo por critérios de adaptacdo, mas sim por eventos aleatorios, como
desastres ecolégicos ou grupos que permaneceram isolados por muitos anos.
Também é possivel termos selecionado em nossa amostra unicamente
familiares dos mesmos patriarcas (com ou sem a mutacdo), 0 que teria
influenciado grandemente na frequéncia das variantes encontradas em nosso
estudo, num fenbmeno denominado de principio do fundador. Fala contra esta
hipotese o fato da populacdo em questédo ser de um grande centro do Nordeste
(Maceid) e ndo de uma cidade no interior, menos sujeita a miscigenacdes.
Analisando o grupo Familiares como um todo, vimos que a média da
taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe, calculada pela férmula MDRD) foi
de 104 ml/min. N&o tivemos presenca de variantes suficientes neste grupo para
calcular se houve diferenca estatisticamente significante na TFGe entre o
subgrupo dos familiares com a presenca das variantes, comparado com
familiares sem a presenca das mesmas. Pelo mesmo motivo, também néo
pudemos verificar se houve diferenca estatisticamente relevante na albumindria
em amostra isolada nos familiares portadores das variantes genéticas.
Freedman et al, no estudo anteriormente citado sobre familiares de
afrodescendentes em DRCT, mostraram que a presenca das VAR foi fator de

risco para albuminuria e discreta queda na TFG(155).

89



7 — LIMITACOES DO ESTUDO

Apesar de ser o primeiro estudo a mostrar a presenca das variantes do
gene APOL1 fora da Africa ou da América do Norte, sabemos que Nosso
estudo apresenta limitagbes. Uma delas foi termos incluido unicamente
pacientes afrodescendentes jA com DRCT em hemodialise crénica. Ou seja,
estamos tratando de uma populacdo altamente selecionada, com 6bitos de
grande parcela dos nefropatas nos estagios pré-DRCT, visto que a DRC,
mesmo em seus estagios iniciais, €é fator conhecido de risco
cardiovascular(156). Até mesmo pacientes com a funcdo renal ainda normal,
mas com critérios para lesdo renal, como proteindria ou microalbumindria, ja
apresentam aumento de risco cardiovascular. Fatores que explicam isso sdo a
toxicidade urémica, o estresse oxidativo, alteracdes lipidicas e a hipervolemica,
gue atuam com sinergismo no surgimento da aterosclerose e consequente
doenca ateroscleroética isquémica do coracdo, importante causa de 6bito nesta
populacdo(156). Langerdorf e Pirani descreveram ja em 1945, quando a
hemodialise ainda nem estava disponivel rotineiramente, alteracdes
macroscopicas ocorridas em miocardios de pacientes com DRC, mostrando
acentuada hipertrofia ventricular, fibrose e edema intersticial(157). Estes
fatores podem levar a arritmias, outra causa frequente de morte em pacientes
com DRC.

Outro fator limitante do nosso estudo foi a incluséo de participantes de
clinicas selecionadas de apenas dois estados do Brasil (Parana e Alagoas),
nado sendo possivel, portanto, extrapolar os resultados a nivel nacional.
Acreditamos por isso haver espaco para novos estudos no futuro préximo que
se proponham a analisar a populacdo afrodescendente brasileira de maneira
mais homogénea, talvez atravées de amostras de biobancos com
representatividade nacional, que incluam também amostras de pacientes tanto

saudaveis quanto com DRC ainda em fase nao terminal.
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8 — CONCLUSAO

Pelo que temos conhecimento, este é o primeiro estudo sobre a
presenca das variantes APOL1 em afrodescendentes no Brasil, tanto em
pacientes dialiticos quanto na populacdo em geral. Apesar da menor frequéncia
encontrada comparado com estudos anteriores, nosso trabalho indica que a
vinda de milhdes de escravos da Africa para o Brasil trouxe as mesmas
variantes genéticas originalmente estudadas nos EUA. Tracar paralelos com
estudos prévios sobre o assunto publicados em outros paises € interessante do
ponto de vista académico, mas as diferencgas regionais, como a miscigenacao e
o alto componente genético de descendéncia europeia da nossa populacéo
afrodescendente, devem ser levadas em consideracdo na analise dos
resultados.

Nosso trabalho mostrou também que, assim como em estudos
anteriores, as variantes estdo associadas ao desenvolvimento de DRCT e que
nao houve prejuizo de funcéo renal em familiares com presenca de apenas um
alelo das variantes. Isto reforca a hipotese de que as variantes APOL séo
toxicas apenas quando presentes em estado homozigoto ou heterozigoto
composto. Ao contrario de estudos anteriores, nossa pesquisa ndo mostrou
que estes familiares apresentem frequéncia aumentada das variantes em
comparacao com a populacdo em geral. Por fim, mostramos que a presenca
das variantes foi fator de risco para inicio mais precoce de HD e néo
detectamos associacdo entre as variantes APOL1 e a nefropatia diabética, fato
atualmente bem estabelecido pela literatura.

Tivemos avancos importantes na evolucdo para a 22 fase da nossa
pesquisa, como: 0 aumento significativo do niumero de amostras genotipadas
(de 189 para 443 ao todo), que contribuiu para um aumento importante no
namero total de individuos com as VAR encontrados (de 5 para 34); a
oportunidade de fazer nova ampla revisdo da literatura, que se encontra em
rapida expansdo pela grande quantidade de estudos sendo publicados
anualmente sobre o0 assunto; e a possibilidade de aprendizado da técnica de
genotipagem das amostras pelo pesquisador, que se deslocou até Boston e
pdde operar a maquina de PCR e realizar todas as etapas do processo.
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9 — PESQUISAS FUTURAS

Acreditamos haver um importante campo para futuras pesquisas sobre
as mutagdes do gene APOL1 e seu envolvimento com as diversas formas de
nefropatias. Este estudo foi a primeiro a mostrar a presenca destas variantes
no territério brasileiro, mas conforme citado anteriormente, ele ndo pode ser
considerado representativo, ja que utilizamos amostras apenas de pacientes
afrodescendentes ja em dialise cronica, de apenas duas capitais (Curitiba e
Maceid). Acreditamos haver espaco para a pesquisa da presenca da mutacao
a nivel nacional, talvez utilizando algum biobanco, que ja tenha as amostras
coletadas e armazenadas. Sugerimos futuros pesquisadores averiguarem
também a presenca das mutacbes em outras racas no Brasil, como indios e
caucasianos. Apesar de isto ir contra a literatura mundial, cremos ser de valia
em nossa populagcdo pois, conforme discutido no texto, temos grande
miscigenacdo em nosso meio. Com isto, um paciente de fenotipo
predominantemente caucasiano pode ter na realidade grande porcentagem de
ancestralidade africana e, deste modo, estar sob risco de ter as variantes
genéticas. Também acreditamos haver espaco para andlise de desfechos
secundérios dos participantes com a presenca das VAR, como por exemplo:
grau de anemia e necessidade de reposicdo de eritropoetina humana;
metabolismo de calcio e fosforo, incluindo niveis de paratorménio: tipo e
qualidade do acesso vascular; internamentos e mortalidade. Para alguns
destes desfechos bastaria acesso a dados do prontuario eletrbnicos dos
participantes do estudos, ja outros desfechos como mortalidade exigiriam um

acompanhamento longitudinal.
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10 — ANEXOS
10.1 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Familiares

Eu, Tobias August Siemens, responsavel pela pesquisa Prevaléncia de variantes do
gene APOL1 numa amostra de pacientes afrodescendentes em didlise crénica no Brasil,
estou fazendo um convite para vocé participar como voluntario deste nosso estudo. Esta
pesquisa pretende identificar e determinar a prevaléncia de alteragGes genéticas que facilitam
o aparecimento de doengas renais cronicas em descendentes de africanos. Acreditamos que
nossa pesquisa seja importante porque justamente essa populacdo é a mais atingida pela
insuficiéncia renal cronica.

Serdo incluidos na pesquisa participantes que se autodenominarem negros ou pardos,
ou que indiguem terem alguma descendéncia africana, e que estejam em tratamento dialitico
em centros brasileiros. Os participantes serdo abordados dentro das préprias clinicas de
didlise. Todos os participantes terdo que necessariamente ter mais de 18 anos,
independentemente do género. Serdo excluidos os participantes que se autodenominarem de
outra raga que ndo negra ou parda, que se recusarem a assinar este termo de consentimento
livre e esclarecido ou participantes portadores de doencas monogenéticas (como Doenca
AutossOmica Policistica Renal), de uropatias obstrutivas, de hipertensdo acelerada maligna e
participantes com suspeita de hipertensdo secundaria. Serdao ainda incluidos na pesquisa
familiares de pacientes afrodescendentes e que nao apresentem evidéncia de doenga renal
cronica. O objetivo desta pesquisa é recrutar ao todo 764 participantes, entre pacientes
dialiticos e familiares. Nosso objetivo principal com o estudo é identificar a presenga de
polimorfismos no gene APOL1 em pacientes afrodescendentes em didlise crénica no Brasil.
Polimorfismos sdo variagGes genéticas que surgem como consequéncias de mutacées e podem
ser responsaveis por doencas. O gene APOL1 é responsavel pela codificacdo da proteina
apolipoproteina 1, que circula no sangue e tem vdrias fun¢Ges, como protec¢do contra doencas.

Além disso queremos verificar também a associa¢do entre a presenca de variantes do
gene APOL1 e o tempo de diagndstico da doenca renal cronica, verificar a associacdo entre a
presenca de variantes do gene APOL1 e a nefropatia diabética e verificar se ha prevaléncia
aumentada de variantes do gene APOL1 em familiares de pacientes afrodescendentes com
doenca renal crbénica terminal. A importancia da identificagdo desses polimorfismos (ou
variagGes genéticas) é a alta prevaléncia de doencas causadas por essas alteragdes genéticas

em pacientes com doenca renal crénica, além de ser uma pesquisa inédita aqui no Brasil.
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Nos familiares dos participantes em didlise serad realizada uma coleta de sangue de
aproximadamente 10ml (aproximadamente 2 colheres de chd), para andlise do DNA (essa
andlise de DNA servira para determinar a presenca ou auséncia da variagdo genética em
estudo), dosagem de creatinina sérica (através do método JAFE, um dos exames utilizados
para determinar a funcdo renal) e hemoglobina glicosilada (através do método HPLC, um dos
exames utilizados para determinar a presenca ou auséncia de diabetes mellitus), além de
coleta de uma amostra de urina matinal para determinar a relacdo albumina/creatinina
(através do método turbidimetria, um dos exames utilizados para determinar a fungdo renal).
Serd ainda realizado uma ecografia renal, quando necessario. A ecografia é um exame
complementar para ajudar na definicdo de presenca ou auséncia de doenga renal cronica
nestes familiares. A ecografia ndo oferece riscos ao participante, podendo gerar no maximo
um desconforto pela utilizagdo de gel Umido e frio. Os exames genéticos de DNA serdo
realizados em laboratdrio no exterior (Boston, EUA), pela equipe do Dr. Martin Pollak, onde o
projeto também foi aprovado pelo Comité de Etica local. As amostras serdo enviadas ao
exterior de maneira numerada, mas sem identificacdo pelo nome, de modo que o nome do
participante ndo ficard exposto na amostra. Apenas o pesquisador terd acesso aos nomes
correspondentes a cada numero, ficando dessa maneira assegurado a confidencialidade,
privacidade e direito de imagem dos participantes. Essas amostras enviadas ao exterior
servirdo unicamente para a deteccdao das variantes do gene APOL1, sendo em seguida
descartadas. Seu material bioldgico e os dados obtidos na pesquisa serdo exclusivos para a
finalidade prevista no presente protocolo de pesquisa e o material bioldgico sera destruido ao
final do presente estudo. A andlise genética serd feita usando um sistema chamado PureGene
(da Gentra Systems), através da tecnologia Sequenom e serd feito a genotipagem para
variagGes genéticas do APOL1 (no caso, as variantes G1 e G2). A analise de hemoglobina
glicosilada, creatinina sérica e relacdo albumina/creatinina em urina matinal serdo realizados
pelo Laboratério Scribner, em Curitiba. Para realizagdo desta pesquisa, ndo haverd
armazenamento de amostras, seja no Brasil ou no exterior.

Iremos ainda solicitar sua colaboragdo para preencher um questiondrio, no qual
constardo dados como nome, idade, género e outras doengas quevocé possua (caso seja seu
caso). Iremos também pedir para vocé nos dizer sua raga, assim como a raga dos seus
pais e avds. Além disso, iremos medir e anotar seu peso, sua altura e sua pressao arterial.

Possiveis riscos da pesquisa incluem o desconforto do participante em preencher o
questionario proposto e o termo de consentimento livre e esclarecido, o que sera minimizado
através da explicacdo cuidadosa por parte do pesquisador sobre o significado desses

documentos e a disposicdo do pesquisador em esclarecer qualquer duvida que possa surgir
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no processo. Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serd obtido do participante
pelo pesquisador responsavel e elaborado em duas vias igualmente validas, rubricadas em
todas as suas paginas e assinadas no final, sendo uma retida com o pesquisador
responsavel e outra com o participante da pesquisa. Também existem riscos inerentes a
coleta de sangue, como dor durante a coleta e hematomas apds a coleta. Para amenizar isso,
0 sangue sera coletado por profissionais qualificados e com experiéncia na area. Garantimos
ao participante a indenizagdo por parte do pesquisador responsavel em caso de danos diretos
ou indiretos, imediatos ou tardios, decorrentes da participacdo destapesquisa.

Os beneficios que esperamos com o estudo sdo identificar a presenca de altera¢Ges
genéticas na populacdo afrodescendente brasileira que aumentem o risco de
desenvolvimento de doenca renal cronica. E importante esclarecer que, caso vocé decida ndo
participar, ndo existe nenhum tipo de prejuizo a sua saude, visto que o exame genético que
desejamos realizar é de carater experimental e ainda ndo é um teste clinico padronizado.
Durante todo o periodo da pesquisa, vocé tem o direito de tirar qualquer duvida ou pedir
qgualquer outro esclarecimento, bastando para isso entrar em contato com algum dos
pesquisadores. Vocé tem garantido o seu direito de ndo aceitar participar ou de retirar sua
permissdo, a qualquer momento, sem nenhum tipo de prejuizo ou retaliacdo, pela sua
decisdo.

As informacGes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicages cientificas, assim como para os participantes do estudo, nas
instituicdes onde os dados foram coletados. Ndo havera identificacdo dos voluntarios, a ndo
ser entre os responsdveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre sua participagdo. Os
gastos necessarios para a realizagcdo dos exames serdo assumidos pelos pesquisadores, ndo
havendo cobranga alguma do participante, nem do sistema de saude publico ou
complementar. Serd feito encaminhamento dos participantes para acompanhamento em

ambulatdrio especifico, quando forem detectadas alteragdes importantes nos exames.

AUTORIZAGAO

Eu,

apos a leitura deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar com o pesquisador
responsavel para esclarecer todas as minhas duvidas, acredito estar suficientemente
informado. Ficou claro para mim que minha participacdo é voluntaria e que posso retirar este

consentimento a qualquer momento sem penalidades ou perda de qualquer beneficio. Estou
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ciente também dos objetivos da pesquisa, dos procedimentos aos quais serei submetido, dos
possiveis danos ou riscos deles provenientes e da garantia de confidencialidade e
esclarecimentos sempre que desejar. Declaro também autorizar o descarte das amostras,
tanto das coletadas e analisadas pelo Laboratdrio Scribner, quanto as amostras enviadas ao
exterior (Boston, EUA), sendo portanto todo o material biolégico destruido ao final do estudo.
Diante do exposto expresso minha concordancia de espontanea vontade em participar deste

estudo.

Assinatura do voluntario ou de seu representante legal

Assinatura testemunha

Data: / /

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste voluntario para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pela obtencdo do termo de consentimento

DADOS DO PESQUISADOR
Nome: Tobias August Siemens Enderego: Av. Vicente Machado, 2190
Telefone: (41) 3312-5400

Endereco eletronico: contato@pro-renal.org.br

DADOS DO CEP RESPONSAVEL

NOME: COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA PUCPR

Endereco: PUCPR - Campus Curitiba — Prédio Administrativo — 32andar
Telefone: (41) 3271-2103

Endereco eletronico: nep@pucpr.br
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Pacientes

Eu, Tobias August Siemens, responsdvel pela pesquisa Prevaléncia de variantes do
gene APOL1 numa amostra de pacientes afrodescendentes em didlise crénica no Brasil,
estou fazendo um convite para vocé participar como voluntario deste nosso estudo. Esta
pesquisa pretende identificar e determinar a prevaléncia de alteragGes genéticas que facilitam
o aparecimento de doengas renais cronicas em descendentes de africanos. Acreditamos que
nossa pesquisa seja importante porque justamente essa populacdo é a mais atingida pela
insuficiéncia renal cronica.

Serdo incluidos na pesquisa participantes que se autodenominarem negros ou pardos,
ou que indiguem terem alguma descendéncia africana, e que estejam em tratamento dialitico
em centros brasileiros. Os participantes serdo abordados dentro das proéprias clinicas de
didlise. Todos os participantes terdo que necessariamente ter mais de 18 anos,
independentemente do género. Serdo excluidos os participantes que se autodenominarem de
outra raga que ndo negra ou parda, que se recusarem a assinar este termo de consentimento
livre e esclarecido ou participantes portadores de doengas monogenéticas (como Doenca
AutossOmica Policistica Renal), de uropatias obstrutivas, de hipertensdo acelerada maligna e
participantes com suspeita de hipertensdo secundaria. Serdao ainda incluidos na pesquisa
familiares de pacientes afrodescendentes e que nao apresentem evidéncia de doenga renal
cronica. O objetivo desta pesquisa é recrutar ao todo 764 participantes, entre pacientes
dialiticos e familiares. Nosso objetivo principal com o estudo é identificar a presenga de
polimorfismos no gene APOL1 em pacientes afrodescendentes em didlise crénica no Brasil.
Polimorfismos sdo variagGes genéticas que surgem como consequéncias de mutacGes e podem
ser responsaveis por doencas. O gene APOL1 é responsavel pela codificacdo da proteina
apolipoproteina 1, que circula no sangue e tem vdrias fun¢Ges, como protec¢do contra doengas.

Além disso queremos verificar também a associacdo entre a presenga de variantes do
gene APOL1 e o tempo de diagndstico da doenca renal cronica, verificar a associagdo entre a
presenga de variantes do gene APOL1 e a nefropatia diabética e verificar se ha prevaléncia
aumentada de variantes do gene APOL1 em familiares de pacientes afrodescendentes com
doenca renal crbénica terminal. A importancia da identificagdo desses polimorfismos (ou
variagGes genéticas) é a alta prevaléncia de doencas causadas por essas alteragdes genéticas
em pacientes com doenca renal crénica, além de ser uma pesquisa inédita aqui no Brasil.

Nos participantes em didlise sera realizada uma coleta de sangue durante uma sessao
de hemodidlise, para andlise do DNA. Essa andlise de DNA servira para determinar a presenca
ou auséncia da variagcdo genética em estudo. Essa amostra serd de aproximadamente 7ml

(aproximadamente meia colher de sopa). Os exames genéticos de DNA serdo realizados em
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laboratério no exterior (Boston, EUA), pela equipe do Dr. Martin Pollak, onde o projeto
também foi aprovado pelo Comité de Etica local. As amostras serdo enviadas ao exterior de
maneira numerada, mas sem identificacdo pelo nome, de modo que o nome do participante
nao ficara exposto na amostra. Apenas o pesquisador tera acesso aos nomes correspondentes
a cada numero, ficando dessa maneira assegurado a confidencialidade, privacidade e direito
de imagem dos participantes. Essas amostras enviadas ao exterior servirdo unicamente para
a detecc¢do das variantes do gene APOL1, portanto seu material biolégico e os dados obtidos
na pesquisa serdo exclusivos para a finalidade prevista no presente protocolo de pesquisa e 0
material biolégico serd destruido ao final do presente estudo. A analise genética sera feita
usando um sistema chamado PureGene (da Gentra Systems), através da tecnologia Sequenom
e sera feito a genotipagem para varia¢cdes genéticas do APOL1 (no caso, as variantes G1 e
G2). Para realizagdo desta pesquisa, ndo haverd armazenamento de amostras, seja no Brasil
ou noexterior.

Iremos ainda solicitar sua colaboragdo para preencher um questiondrio, no qual
constardo dados como nome, idade, género, outras doencas que vocé possua (caso seja seu
caso), idade de inicio da doenga renal e idade de inicio da didlise. Iremos também pedir para
vocé nos dizer sua raga, assim como a raca dos seus pais e avos. Além disso, iremos medir
e anotar seu peso, sua altura e sua pressdo arterial. Serdo também acessados dados do seu
prontuario médico na Clinica de Dialise para complementacdo de informacGes, porém
garantimos que esse acesso serd realizado apenas pelo pesquisador e que o sigilo e a
confidencialidade da identidade do participante serdo garantidos.

Possiveis riscos da pesquisa incluem o desconforto do participante em preencher o
questionario proposto e o termo de consentimento livre e esclarecido, o que sera minimizado
através da explicagdo cuidadosa por parte do pesquisador sobre o significado desses
documentos e a disposi¢do do pesquisador em esclarecer qualquer duvida que possa surgir no
processo. Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serd obtido do participante pelo
pesquisador responsavel e elaborado em duas vias igualmente validas, rubricadas em todas as
suas paginas e assinadas no final, sendo uma retida com o pesquisador responsavel e
outra com o participante da pesquisa. Também existem riscos inerentes a coleta de sangue,
como dor durante a coleta e hematomas apds a coleta. Para amenizar isso o sangue sera
coletado durante a sessdo de hemodidlise, evitando uma picada com agulha adicional aquela
que o paciente ja se submeteria pela didlise. Garantimos ao participante a indeniza¢do por
parte do pesquisador responsavel em caso de danos diretos ou indiretos, imediatos ou
tardios, decorrentes da participacao destapesquisa.

Os beneficios que esperamos com o estudo sdo identificar a presenca de alteracGes
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genéticas na populagdo afrodescendente brasileira que aumentem o risco de
desenvolvimento de doenca renal cronica. E importante esclarecer que, caso vocé decida ndo
participar, ndo existe nenhum tipo de prejuizo a sua saude, visto que o exame genético que
desejamos realizar é de cardter experimental e ainda ndo é um teste clinico padronizado.
Durantetodo o periodo da pesquisa, vocé tem o direito de tirar qualquer duvida ou pedir
qualquer outro esclarecimento, bastando para isso entrar em contato com algum dos
pesquisadores. Vocé tem garantido o seu direito de ndo aceitar participar ou de retirar sua
permissdo, a qualquer momento, sem nenhum tipo de prejuizo ou retaliagdo, pela sua
decisdo.

As informagGes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicagdes cientificas, assim como para os participantes do estudo, nas
instituicdes onde os dados foram coletados. Ndo havera identificacdo dos participantes, a ndo
ser entre os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre sua participa¢do. Os
gastos necessarios para a realizacdo dos exames serdo assumidos pelos pesquisadores, nao
havendo cobranga alguma do participante, nem do sistema de saude publico ou
complementar. Serad feito encaminhamento dos participantes para acompanhamento em

ambulatério especifico, quando forem detectadas altera¢cbes importantes nos exames.

AUTORIZACAO

Eu,

apos a leitura deste documento e de ter tido a oportunidade de conversar com o pesquisador
responsavel para esclarecer todas as minhas duvidas, acredito estar suficientemente
informado. Ficou claro para mim que minha participacdo é voluntaria e que posso retirar este
consentimento a qualquer momento sem penalidades ou perda de qualquer beneficio. Estou
ciente também dos objetivos da pesquisa, dos procedimentos aos quais serei submetido, dos
possiveis danos ou riscos deles provenientes e da garantia de confidencialidade e
esclarecimentos sempre que desejar. Declaro também autorizar o descarte das amostras
enviadas ao exterior (Boston, EUA), assim como declaro estar ciente de que ndo havera
armazenamento de amostras bioldgicas minhas no Brasil, sendo todo material bioldgico
destruido ao final do estudo, seja no Brasil ou no exterior. Diante do exposto expresso minha

concordancia de espontanea vontade em participar deste estudo.
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Assinatura do voluntario ou de seu representante legal

Assinatura de uma testemunha Data: / /

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste voluntario para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pela obtencdo do termo de consentimento

DADOS DO PESQUISADOR
Nome: Tobias August Siemens Endereco: Av. Vicente Machado, 2190
Telefone: (41) 3312-5400

Endereco eletronico: contato@pro-renal.org.br

DADOS DO CEP RESPONSAVEL
Nome: Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR
Endereco: PUCPR - Campus Curitiba — Prédio Administrativo — 32andar

Telefone: (41) 3271-2103 / Endereco eletronico: nep@pucpr.br
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10.2 — QUESTIONARIO

Nome:

Participante: dialiticp | /IRE | /familiaf ]

Nascimento: / /
Cidade de moradia: Estado: Renda familiar estimada (em salarios min
a) paizbranch | /preth | marelf | }:' mdlgena m declaragap |
b) mde:brancg | /pret / amarelp_] /pa ] / mdlgenEl sem []
declarag3o L] ]

c) avé materna:branch | /prefa ] /amare@ / parda |

d) avé materna:branda | /prefa] /amarefa] /parda] /i

@gen@ / semded|
n

igenfa | /sem deffl |

e) avo paterna: brancd ] /pretE / amarelp ] /pardE /|nd|genE| / sem ded ]
f) avo paterna: branca / pretp ] /amarela /pardE /indl'genE / sem decl

CAUSA(S) DA NEFROPATIA CRONICA
( ) Diabetes

( ) Hipertensao

()

Glomerulonefrite
cronica () Outras:

Idade do diagndstico: anos ldade de inicio na dialise:_anos
Acompanhamento com nefrologista: sim[_] /nad ]

COMORBIDADES RELEVANTES
( ) Diabetes — tempo de diagndstico:

( ) Hipertensdo — tempo de diagndstico:

( ) Insuficiéncia Cardiaca Congestiva
documentada ( ) Insuficiéncia
Coronariana documentada

( )DPOC
( ) Tabagismo
( ) Colagenose —qual:

( ) Insuficiéncia Cerebrovascular (histdria de AVE
documentada) ( ) Neoplasia maligna —sitio:

( ) Dislipidemia
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( )outras:

Peso kg altura cm IMC Pressdo arterial mmHg

Glicemia de jejum mg/dl| Creatinina sérica_mg/dI

Colesterol total Triglicerideos HDL LDL Rela¢do albumina /
creatinina: mg/g

Assinatura

Apoio: Fundacao Pro-Renal Brasil

Instituto Scribner de Ensino e Pesquisa
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10.3 — APROVACAO CONEP
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