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RESUMO

Introducdo: Individuos de ascendéncia africana desenvolvem doenca renal cronica (DRC),
especialmente doenca renal cronica terminal associada a hipertensdo arterial sistémica (HAS) em uma
taxa de quatro a cinco vezes maior do que Eurodescendentes. Portadores das variantes de risco G1/G2
no gene da Apolipoproteina 1 (APOLI), localizado no cromossomo 22, apresentam um risco trés vezes
maior de desenvolver nefropatias do que a populacao sem ascendéncia africana. No Brasil, a populagao
afrodescendente soma 56% da popluacdo geral, e sofreu os agravos de quase 04 ésculos de escravidao,
influenciando negativamente na inser¢ao dessa populagdo na sociedade brasileira, contribuindo para um
desigual e desfavoravel acesso a direitos e oportunidades, em especial a saude. At¢ o momento existem
poucos estudos no Brasil investigando a prevaléncia das variantes de risco do gene da APOLI em
afrodescendentes, e a DRC associadas as variantes do APOLI. Objetivo: O objetivo primario deste
estudo foi determinar a prevaléncia do genotipo de alto risco G1+G2 do gene da APOLI em pacientes
afrodescendentes portadores de doenca renal cronica associada a hipertensdo arterial sist€émica e
glomeruloesclerose segmentar e focal primaria, comparado a individuos afrodescendentes saudaveis do
Rio Grande do Sul. Métodos: Foi realizada uma revisdo bibliografica sobre o impacto de APOLI na
DRC em diferentes populagdes, em especial no Brasil. A revisdo integrativa se deu em bases de dados
publicas Pubmed, Lilacs e Scielo, a partir da busca de referéncias sobre a presencga de variantes de risco
do gene APOLI em afrodescendentes. Foram consideradas todas as publica¢des em inglés, espanhol e
portugués em um periodo de doze anos, desde a descri¢ao das variantes G1 e G2 do APOLI em 2010,
até outubro de 2020. Além disso, conduzimos um estudo de caso-controle no qual foram recrutados
pacientes adultos dos ambulatorios de Doenga Renal Cronica, de Glomerulopatias das Unidades de
Hemodialises do Servigo de Nefrologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e da Santa
Casa de Misericordia de Porto Alegre. Além disso, foram recrutados pacientes das Clinicas de
Hemodialises dos municipios de Viamao, Gravatai, Cachoeirinha, Pelotas e Osorio. Como controles,
foram selecionados trabalhadores afrodescendentes saudaveis do HCPA, sem a evidéncia
clinico-laboratorial de doenca renal. A caracterizagao de ambos os grupos foi realizada a partir de dados
clinico-laboratoriais prévios, além de uma amostra de sangue para avaliagdo de parametros bioquimicos
e extracao de DNA. A presenga das variantes de APOL1 e as andlises de ancestralidade foram realizadas
pelo sequenciamento completo do genoma por sequenciamento de nova geragcdo. O impacto dos alelos
de risco no desenvolvimento da DRC foi estimado por regressdo logistica binéria uni e multivariada. As
analises foram conduzidas no software SPSS. Resultados: A revisdo da literatura identificou 524

artigos, sendo que 267 foram considerados e analisados, sendo sete artigos brasileiros. A presenga dos



alelos G1/G2 confere risco para diferentes tipos de doencga renal em individuos de ascendéncia africana,
principalmente na DRC associada a hipertensdo arterial sistémica (HAS) nao-diabética. Dos sete
estudos na populacdo brasileira, apenas trés realizaram genotipagem de pacientes para avaliacdo do
risco da variante APOLI. Os estudos avaliaram as variantes no desenvolvimento de DRC terminal,
nefrite lapica, e tempo para inicio da hemodiélise. Além disso, pesquisas brasileiras de genotipagem de
APOLI em material coletado de sangue e mucosa oral demonstraram a qualidade dos protocolos de
genotipagem, proporcionando mais uma possibilidade de mapeamento génico. No nosso estudo caso
controle, coletamos 345 individuos recrutados, sendo que para 328 foi possivel realizar a andlise
molecular. A frequéncia dos alelos de G1 foi de 11% e G2 5%. A andlise de ancestralidade global
mostrou uma média de 49% de ancestralidade africana, 33% de ancestralidade europeia e 18%
nativo-americana. A analise de regressao logistica univariada mostrou um risco aumentado (OR = 4,55;
IC 95% 1,66-12,46; p= 0.03) para desenvolvimento de DRC associado aos gendtipos de APOLI, e
considerando sexo e idade como varidveis de ajuste do modelo de regressdo multivariada, o risco
estimado para os alelos G1 e G2 ficou em OR = 4.717 (IC 95% 1.53 - 14.53, p=0.007). Conclusao:
Embora DRC seja uma doenga prevalente com alta morbidade e mortalidade e a populacao brasileira
seja em sua maioria autodeclarada negra, existem poucos estudos sobre o impacto dos alelos de risco de
APOLI no Brasil. O nosso estudo identificou uma frequéncia dos alelos G1 e G2 e um risco para
desenvolvimento de DRC na populacao negra do RS ndo negligenciavel, chamando a atengdo para a

necessidade de inquéritos nacionais sobre esta tematica e manejo do risco associado a APOLI.

Palavras chave: Doenca Renal Cronica; APOLI; Afrodescendentes; Afro-brasileiros; Satude

Publica



ABSTRACT

Background: Individuals of African descent develop chronic kidney disease (CKD), especially
end-stage chronic kidney disease associated with systemic arterial hypertension (SAH) at a rate four to
five times higher than people without African descent. Carriers of the G1/G2 risk variants in the
Apolipoprotein 1 gene (4POLI), located on chromosome 22, have a three times greater risk of
developing nephropathies than the population without African ancestry. In Brazil, the Afro-descendant
population accounts for 56% of the general population, and suffered the injuries of almost four centuries
of slavery, which negatively influenced this population in Brazilian society contributing to unequal and
unfavorable access to the rights and opportunities, especially to health system. So far, there are few
studies in Brazil investigating the prevalence of risk variants of the APOL1 gene in African descendants,
and CKD associated with APOLI variants. Objectives: The primary objective of this study was to
determine the prevalence of the high-risk G1+G2 genotype of the APOLI gene in Afro-descendant
patients with chronic kidney disease associated with systemic arterial hypertension and segmental and
primary focal glomerulosclerosis, compared to individuals healthy Afro-descendants from Rio Grande
do Sul. Methodology: A literature review was carried out on the impact of APOLI on CKD in different
populations, especially in Brazil. The integrative review was carried out in public databases Pubmed,
Lilacs, and Scielo, from the search for references on the presence of risk variants of the APOLI gene in
Afro-descendants. We considered all publications in English, Spanish and Portuguese over twelve years,
from the description of APOLI G1 and G2 variants in 2010 up to October 2020. In addition, we
conducted a case-control study in which we recruited adult patients from the Chronic Kidney Disease
and Glomerulopathies outpatient clinics of the Hemodialysis Units of the Nephrology Service of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) and Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre. In
addition, patients from Hemodialysis Clinics in the municipalities of Viamao, Gravatai, Cachoeirinha,
Pelotas, and Osoério were recruited. As controls, healthy workers of African descent from the HCPA,
without clinical and laboratory evidence of kidney disease, were selected. The characterization of both
groups was performed based on previous clinical and laboratory data, in addition to blood samples for
biochemical parameters evaluation and DNA extraction. The presence of APOLI variants and ancestry
analyzes were performed by whole-genome sequencing by next-generation sequencing. The impact of
risk alleles on the development of CKD was estimated by univariate and multivariate binary logistic
regression. Analyzes were conducted using SPSS software. Results: The literature review identified
524 articles, of which 267 were considered and analyzed, seven of which were Brazilian articles. The

presence of the G1/G2 alleles confers risk for different types of kidney disease in individuals of African



descent, mainly in non-diabetic CKD associated with SAH. Of the seven studies in the Brazilian
population, only three carried out genotyping of patients to assess the risk of the APOLI variant. The
studies evaluated variants in the development of terminal CKD, lupus nephritis, and time to start
hemodialysis. In addition, Brazilian research on APOLI genotyping in material collected from blood
and oral mucosa demonstrated the quality of genotyping protocols, providing another possibility for
gene mapping. In our case-control study, we collected 345 recruited individuals, and for 328 it was
possible to perform molecular analysis. The frequency of Gl alleles was 11% and G2 5%. Global
ancestry analysis showed an average of 49% African ancestry, 33% European ancestry, and 18% Native
American. Univariate logistic regression analysis showed an increased risk (OR = 4.55; 95% CI
1.66-12.46; p=0.03) for developing CKD associated with APOLI genotypes and considering sex and
age as variables of fitting the multivariate regression model, the estimated risk for the G1 and G2 alleles
was OR =4.717 (95% CI 1.53

- 14.53, p=0.007). Conclusion: Although CKD is a prevalent disease with high morbidity and
mortality and the Brazilian population is mostly self-declared black, there are few studies on the impact
of APOLI risk alleles in Brazil. Our study identified a non-negligible frequency of the G1 and G2
alleles and a risk for developing CKD in the Afro-descendant population of RS, drawing attention to the

need for national surveys on this topic and risk management associated with APOL].

Keywords: Chronic Kidney Disease; APOL1; Afro-descendants; Afro-Brazilians; Public health
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1. INTRODUCAO

A doenga renal cronica (DRC) ¢ um problema de saude publica em todo o mundo. A DRC afeta
em diversos niveis a condi¢do de satde de um individuo, podendo levar desde a uma diminuicdo da
fungdo renal sem manifestacdes clinicas até ao desenvolvimento de doenga renal cronica terminal
(DRCT) e morte por doenga cardiovascular. Estima-se que a prevaléncia da fase final da doencga renal
na Europa é de 700 pacientes por milhdo, e 1.400 pacientes por milhdo nos Estados Unidos'. Segundo a
Sociedade Brasileira de Nefrologia, no Censo Brasileiro de Dialise de 2021, o niimero total estimado de
pacientes em didlise era de 144.779. As taxas estimadas de prevaléncia e incidéncia de pacientes por
milhdo de habitantes (pmp) foram de 665 e 218, respectivamente. Destes, 92,6% estavam em
hemodialise (HD) e 7,4% em didlise peritoneal (DP); 23% estavam na lista de espera para transplante
renal. O nimero estimado de mortes para todo o ano foi de 35.413. A taxa de mortalidade bruta anual
estd entre 18 e 20% desde 2016, aumentando 24,5% em 2020 2.

A defini¢do da DRC, segundo a ultima revisdo do Kidney Diseases Improving Global Outcomes
(KDIGO) de 2012% ¢ a presenga de dano renal ou diminui¢do da fung¢io renal por trés ou mais meses,
com implicagdes para a saude. A evolugdo da DRC ¢ classificada em estagios de acordo com o nivel da
taxa de filtracdo glomerular estimada (TFGe): 1: >90 ml/min /1,73 m2; 2: 60-89 ml/min/1,73 m2; 3a:
45-59 ml/min/1,73 m2; 3b: 30-44 ml/min/1,73 m2; 4: 15-29 ml/min/1,73 m2; 5: <15 ml/min/1,73 m2. A
DRC pode ter multiplos fatores de riscos e causas, sendo a Glomeruloesclerose Segmentar e Focal
(GESF) o tipo de doenca glomerular primaria mais prevalente como fator etiologico de DRCT nas
Américas***. A GESF caracteriza-se histologicamente por um padrdo de lesdo glomerular associada a
diferentes etiologias, com aumento de matriz mesangial e esclerose segmentar no glomérulo, sendo
focal no rim por acometer alguns, mas nao todos, os glomérulos. A GESF pode ser uma doenga primaria
ou idiopatica, ou ser secundaria a outras doencgas, incluindo a infec¢ao pelo HIV, obesidade, nefropatia
do refluxo, hipertensio arterial sistémica grave ou redu¢do da massa renal®. A diabetes mellitus constitui
a principal etiologia da doenca renal cronica, sendo que cerca de 90% dos pacientes com doenga renal
do diabetes apresentam Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS). A DRC secundaria 8 HAS ¢ seis vezes
mais comum nos afro-americanos do que na populagdo em geral’. Na verdade, varios estudos apontam
uma maior taxa de DRC na populacdo afrodescendente. A incidéncia de DRCT, nos EUA, por exemplo,
¢ quatro vezes maior em afro-americanos do que em brancos®. No Brasil, o Registro Nacional de Dialise
publicou dados do periodo de 2000-2012 em que 40,5% das pessoas em programa cronico de didlise se
autodeclararam como afrodescendentes (pretos e pardos); entretanto, 13,2% dos pacientes em dialise no

Brasil ndo haviam informado sobre o quesito raga/cor’. A DRCT é um dos exemplos mais impactantes
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de disparidades raciais e étnicas nos indicadores de satide nos Estados Unidos. Neste contexto, observa-
se que embora a diabetes mellitus e a HAS sejam as principais causas de DRCT na maioria dos casos, a
influéncia do status socioecondmico, do estilo de vida e de outros fatores clinicos contribuem para o
excesso de risco de DRCT em afro americanos °.

A investigagdo cientifica tem contribuido grandemente para o entendimento do risco aumentado
de doenga renal nao atribuivel a diabetes mellitus em afrodescendentes nos ultimos anos Em 2008,
foram publicados dois estudos localizando o gene myosin heavy-chain 9 (MYH9) como de alto impacto
para explicar a DRCT ndo diabética® e GESF primaria’ em afro-americanos. Em 2010, um grupo de
pesquisadores realizou uma série de estudos sobre o mapeamento genético em afro-americanos,
identificando que em 13% dos individuos a regido gendmica do gene da Apolipoproteina 1 (APOLI), no
cromossomo 22, contendo trés variantes genéticas, chamadas de alelos G1 e G2, estavam associadas a
risco de DRC em modelo de heranga proxima a autossdmica recessiva’. As variantes do gene APOLI
sdo comuns em cromossomos de individuos descendentes de africanos, mas raras em cromossomos de
descendentes de europeus. Ensaios in vitro revelaram que os individuos portadores das variantes de
APOLI sao capazes de lisar e dar resisténcia ao Trypanosoma brucei rhodesiense, causador da doenga
do sono em humanos e primatas. Acredita-se que as variantes de risco G1 e G2 de APOLI foram
evolutivamente selecionadas por conferirem prote¢do a infec¢des por Trypanosoma em africanos, no
entanto, ao custo de gerar doenca renal progressiva nesta populacdo'”.

Estima-se que os alelos de risco do gene APOLI estejam presentes em aproximadamente 30% dos
afro-americanos, mas sdo raros em individuos brancos!®. Estudos realizados na América do Norte
concentrando nos Estados Unidos, América do Sul com estudos no Brasil e Colombia, Continente
Africano, Congo, Nigéria ¢ Africa Central, demonstraram que afrodescendentes com os dois alelos de
risco G1 e G2 em APOLI s3o mais suscetiveis a desenvolver DRC ndo diabética do que
afrodescendentes com apenas um ou nenhum alelo de risco'™'""'*"*. No entanto, escassos estudos foram
realizados na populacdo Brasileira, onde a DRC ¢ uma doenga prevalente na populacao geral, desta
populagdo os afrodescendentes sdo a maioria.

A populagdo brasileira ¢ composta por grande diversidade étnica comparada a outros paises tanto
da América Latina e do mundo, mas também dentro das diferentes regides do pais'®. De maneira geral,
56% da populacao brasileira se autodeclara como negra, mas este percentual na regido sul cai para
21,6% devido a particularidades étnicas nos estados do sul'®. Essas particularidades sdo resultado da
organiza¢do de povoamento, escravizagdo e imigracao de europeus no pais. Os séculos de escravizagdo
da populagdo negra influenciaram ndo s6 a composicdo da populagdo brasileira, mas também

impactaram negativamente na insercao dessa populacdo na sociedade, contribuindo para um desigual e
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desfavoravel acesso a direitos e oportunidades, inclusive os relacionados a saude'®. Essas caracteristicas
se refletem no quadro epidemiologico de satde dessa populagdo, evidenciando inequidades e
vulnerabilidades no acesso as condigdes promotoras de satde'®. Neste contexto, ¢ fundamental
investigar populacdes de risco para DRC, e assim determinar no nosso meio a prevaléncia dos alelos
G1/G2 de APOLI, especificamente nos individuos afrobrasileiro com HAS cronica ou GESF residentes

no sul do Brasil.

1. Revisao da Literatura

1.1 Estratégia para localizar e selecionar as informacdes

* ((chronic AND (kidney OR renal) AND

disease) OR (glomerulosclerosis OR

Busca ativa porartigos cientificos

nos bancos de dados Pubmed,
(glomerular AND sclerosis)) OR nephropathy)

AND (APOL 1) ( n=524)

Lilacs e Scielo

Filtragem por artigos de * Remogéo dos artigos de
pesquisa revisdo e editoriais (n = 267)

Avaliacdo dos artigos « “DRC”,
incluindo os principais “afrodescendente”,”

critérios da pesquisa APOL1" (n=227)

Figura 1. Figura esquematica demonstrando as estratégia metodoldgica adotada na revisao

integrativa da literatura cientifica

1.2 Apolipoproteina 1 (APOL1) e doen¢a renal
A Apolipoproteina 1 (APOL1) ¢ codificada por um dos seis genes pertencentes a familia dos

genes da apolipoproteina, estando agrupados no cromossomo 22. O APOLI ramificou-se dos demais



genes ha 30-35 milhdes de anos, estima-se que os alelos Gle G2 surgiram ha cerca de 4000 anos na
Africa sendo funcional em poucas espécies de primatas. Circula no sangue como parte do complexo
HDL-3, e se expressa em diversos tecidos como pulmio, placenta, pancreas, figado e rins'’. A APOLI
atua suprimindo a replica¢do e alastramento do Trypanossoma brucei nos seres humanos'®". Além da
funcdo tripanolitica, a APOL1 também esta envolvida na morte celular programada de suas células
hospedeiras, assim como numa fun¢ao intracelular,causando morte por autofagia de células humanas, e

envolvimento no metabolismo lipidico®*?!

. A APOLI confere suscetibilidade a poddcitos e/ou lesao
microvascular, de modo que entre individuos com dois alelos de risco, estressores celulares diversos

adicionais teriam maior probabilidade de levar a disfungdo celular, lesdo e talvez perda®.

As variantes G1 e G2 estdo agrupadas na regido de 10kb no ultimo éxon do gene da APOLI,
tendo baixa probabilidade de recombinagio ¢ sendo mutuamente exclusivas'’. O alelo G1 consiste em
duas substituicdes de aminodcidos: uma substitui¢do de uma serina no residuo 342 para uma glicina
(S342G), e de uma substituicdo de Isoleucina no residuo 384 por Metionina (I384M), as quais estdo em
desequilibrio de ligagdo. A variante G2 ¢é caracterizada por uma deleg¢do de 6 pares de bases que leva a
uma insercao/delecao in frame de dois aminoacidos, a Asparagina-388 e Tirosina-389 (rs71785313,
388N389Y)". Estima-se que as variantes G1 e G2 do gene APOLI surgiram ha cerca de 4000 anos na
Africa, aumentando rapidamente em frequéncia, caracterizando uma ancestralidade recente (<5000
anos). Os alelos G1 ou G2 estdao presentes em 46% dos cromossomos na populacao de Yoruba, Nigéria.
Em contraste, aos ancestrais dos europeus que partiram da Africa milénios antes, a popula¢io europeia
ndo ¢ portadora dos alelos de risco®!”. O estudo de Freedman et al** revisou dados sobre a frequéncia
dos alelos de alto risco de G1 e G2, relacionado-os ao Trypanosoma brucei gambiense e Trypanosomas

brucei rhodesiense na Africa sub-Sahariana (Figura 1).
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Figura 2. Frequéncia dos alelos de risco G1 (esquerda) e G2 (direita) de APOLI na Africa
sub-Saariana, incluindo em tons de verde dados sobre endemia da Trypanosomiasis no continente
africano. Fonte: Freedman BI et al, Am J Kidney Dis. 2018; 72(Suppl 1):S8-S16.

O mecanismo pelo qual as variantes G1 e G2 do gene da APOLI1 conferem protegcdo contra a
tripanossomiase (Doenga do Sono) tem sido estudado®. Humanos tém resisténcia inata para alguns
membros de Trypanosoma. A imunidade ¢ conferida por complexos proteicos circulantes chamados de
trypanosome Iytic factors (TLF), sendo um dos componentes chaves a proteina APOLI*. APOLI
circulam em complexos HDL ou em complexos com IgM, e é captado por tripanossomas na corrente
sanguinea. Hipotetiza-se que APOL] transita para o lisossomo tripanossomal e se insere na membrana,
causando aumento lisossdmico e levando a morte do trypanosoma. No entanto, ao longo do processo
evolutivo, o Trypanosoma brucei desenvolveu um fator de viruléncia chamado Serum Resistance
Associated Protein (SRAP) e evoluiu para o parasita Trypanosoma brucei rhodesiense, que através
desse fator, inativa a APOLI1 causando a doen¢a do sono aguda®®. Em um mecanismo de co-evolugdo
patogeno- hospedeiro, as variantes G1 e G2 do gene da APOLI1 surgiram e deram capacidade ao
hospedeiro de evadir ao SRAP, fazendo com que APOL1 permanecesse ativa, assim inativasse o
parasita. Por outro lado, para a outra subespécie, 7. brucei gambiense, que causa a doenga do sono
cronica, o efeito observado ndo ¢ o mesmo. O parasita permanece ativo e causa a doenca do sono
cronica, mas a presenca do alelo G1 reduz a gravidade da doenga induzida pelo T.brucei gambiense, € o
alelo G2 confere prote¢do contra a infec¢do pelo T brucei rhodesiense'****. Os efeitos dessas variantes
de risco ndo parecem estar relacionados a sua concentragdo sérica, vinculadas a HDL-3, mas a sua a¢do
local sobre os poddcitos no glomérulo. A APOL1 expressa-se no podocito, nas células parietais, células
endoteliais, tabulo proximal e artérias e arteriolas renais, com ativagdo dos inflamossomas, da proteina
quinase R, do fluxo eletrolitico através do plasma ou das membranas intracelulares, e pela alteracao do
trafico endotelial associado ao estresse do reticulo endoplasmatico™. Embora a presenca dos
alelos de risco G1 e G2 tenham apresentado um fator de protecdo para as tripanossomiases, ela também
confere um risco para diferentes tipos de doenca renal em individuos de ancestralidade africana,
especialmente a DRC associada a hipertensdo arterial sist€émica (HAS), doengas glomerulares como
glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF), nefropatia do HIV (HIVAN) e nefrite lapica ndo

diabética'>?*,

2.2. APOLI e Doenga Renal Cronica associada a Hipertensao Arterial
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A DRC secundaria a HAS ¢ cinco vezes mais comum nos afro-americanos do que na populagdo
ndo afrodescendente, como em brancos. Os afro-americanos mais idosos (idade >60 anos) nos EUA tém
incidéncia de DRCT de aproximadamente 1.500 ppm, trés vezes maior do que em brancos. Entretanto,
os afroamericanos mais jovens tém incidéncia semelhante®’.

A partir de estudos de grandes coortes®® foi identificada a frequéncia dos genotipos de alto (G1 e
G2) e de baixo risco (0, G1 ou G2) de APOL]I e suas associagdes com doenca renal cronica associada a
HAS estratificadas por nivel de proteinuria, de controle da HAS, do ritmo de perda de fungao renal,
especificando diferencas entre diabéticos e nao diabéticos, e relatando desfechos renais adversos
ajustados para diferentes modelos progressivos de inclusdo de variaveis confundidoras.

O estudo de coorte African American Study of Kidney Disease and Hypertension (AASK) entre
2002 e 2007 envolveu pacientes auto-declarados negros ¢ com DRC atribuivel 8 HAS (N=1094)%,
Pacientes sem DRCT em 2002 (N=693) foram genotipados para G1/G2. Os desfechos primarios foram
dobrar a creatinina ou redug¢do da TFGe em 50% do valor inicial, DRCT incidente ¢ o desfecho
composto dobrar a creatinina ou desenvolver DRCT, com mediana de 9 anos de seguimento. Os
pacientes afro- americanos com G1/G2, comparado com zero ou 1 alelo, tiveram aumento significativo
do risco de DRCT (Hazard ratio, HR: 2,21, 1C95% 1,56-3,14, p<0,001) ou do desfecho composto HR
2,03; 95% 1,50-2,74, p<0,001), como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos resultados incidentes ajustados para razdo de chances, de acordo com o

modelo genético e com status de risco do APOLI no estudo AASK.

End-Stage Renal Disease or Doubling of Serum
APOLI Risk Status All Patients End-Stage Renal Disease Creatinine Level Death before End-Stage Renal Disease
Hazard Ratio Hazard Ratio (95% Hazard Ratio
{95% CI) P Value cT) P Value {95% CI) P Value
no. (%) ne. (%) no. (%)

All patients 693 204 (29.4) 288 (41.6) 77 (11.1)
Codominant genetic model

Patients with 0 copies of 234 56(239) 1.00 £3(35.5) 1.00 28 (12.0) 100
APOLI risk variants

Patients with 1 copy of 299 69(231)  1.04(0.72-148) 083 112 (37.5) 1.15 {0.86-1.53) 034 33(110) 098 (059-162) 083
APOLI risk variants

Patients with 2 copies of 160 79(454)  221(156-314) <0001 93(581)  203(150-274) <0001 16(100) 124 (0.67-2.30) 050
APOLI risk variants
Recessive genetic model

Patients with 0 or 1 copy of 533 125(235) 100 195 (36 6) 100 61 (114) 100
APOLI risk variants

Patients with 2 copies of 160 79(494) 216(162-289) <0001 93 (58.1) 1.88 (146-241) <0001 16 (10.0) 125 0.72-2.18) 043
APOLI risk variants

2.3. APOLI e Glomeruloesclerose Segmentar e Focal e Nefropatia do HIV
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A Glomeruloesclerose Segmentar e Focal (GESF) ¢ uma condicdo de lesdo glomerular que tem
diferentes etiologias; ¢ definida pela presenca de aumento da matriz mesangial e esclerose segmentar no
glomérulo, acometendo alguns glomérulos no rim. A GESF pode ser uma doenga primaria ou idiopatica,
ou ser secundaria a outras doengas, incluindo obesidade, infec¢do pelo HIV, nefropatia de refluxo,
hipertensdo arterial sistémica grave ou redugdo de massa renal”. A GESF é uma das causas de DRC,
sendo atualmente o tipo de doenca glomerular primaria mais prevalente como fator etiologico de
DRCT?. O APOLI com os alelos de alto risco G1/G2 induz efeitos adversos nos podocitos
glomerulares, reduzindo a sua densidade e induzindo fusdo e achatamento podocitario, além de estresse
glomerular. Ocorre reducdo do numero de néfrons com aumento compensatério do tamanho do
glomérulo, associado a maior pressao e fluxo nos capilares glomerulares, o que contribui para a injuria e
a senescéncia glomerular®*. Também ocorrem alteragdes no citoesqueleto de actina reduzindo a sua
funcdo fisioldégica, com ruptura das fungdes do podocito, colapso do tubo glomerular e
consequentemente GESF'2,

Existe uma disparidade significativa na frequéncia de GESF entre afro-americanos e euro-
descendentes, em que os primeiros apresentam um risco quatro vezes maior de desenvolver GESF
comparado aos euro-descendentes. Esse risco também esta associado ao gene APOL1, sendo que o alelo
G1 esteva presente em 52% dos pacientes com GESF (e 18% em afro-americanos sem GESF), e G2
presente em 23% e 15% dos casos com e sem GESF, respectivamente'’. A associagdo dos dois alelos
G1/G2 conferiu um risco significativo de GESF, com odds ratio (OR) de 10,5 (IC95% 6,0 a 18,4) em
relagdo aos portadores de nenhum ou apenas um alelo, cujo OR foi 1,26 (IC 95% 1,01 a 1,56)". Esses
achados se confirmaram em outros estudos analisando coortes maiores, como o relatado por Kopp et al.
em 2011, em que os genotipos do APOLI foram determinados em 271 afro-americanos, 168 euro-
americanos € 939 controles. Em um modelo recessivo, o gendtipo G1/G2 em afro-americanos mostrou
OR de 17 (IC 95% 11 a 26) para GESF, e 29 (IC 95% 13 a 68) para GESF associada a HIVAN, além de
idade mais precoce de inicio da doenga, sendo 70% entre 15-39 anos (p=0,0003), e progressao mais
rapida para DRCT, com mediana de 5 anos para G1/G2 e 13 anos para nenhum ou 1 haplétipo (P<0,01).
A nefropatia do HIV, que induz HIVAN na forma de glomerulopatia colapsante, esta nitidamente
associada com as variantes de risco G1/G2 do APOLI. Apds o advento da terapia antirretroviral (TARV)
houve uma reducdo significativa da infec¢do pelo HIVAN, que atualmente afeta 5-10% dos pacientes
portadores de HIV e HIVAN, e nitidamente mais prevalente em afrodescendentes. Sem tratamento, 50%
dos pacientes afrodescendentes infectados pelo HIV desenvolvem HIVAN, pela interagao do genotipo
de risco G1/G2". Na sua fase cronica, o HIVAN induz mecanismos antivirais que estimulam o

interferon-gama, aumentando a expressao de APOLI de alto risco no poddcito (RNA mensageiro e
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proteina), o que se denomina de “second hit hypothesis” '**'. Os padrdes histologicos das alteragdes

glomerulares e tObulo-intersticiais gerados pelo efeito do APOLI sdao mostradas na Figura 3.

Figura 3: Padrdes histologicos da nefropatia induzida pelo APOLI. A: glomerulopatia colapsante.
B: glomeruloesclerose segmentar e focal. C: glomeruloesclerose global, com desaparecimento do

glomérulo obsolescente. D: tireoidizagao e dilatagdo microcistica dos tibulos renais e atrofia tubular.

No estudo de Kasembeli et a/ foram avaliadas as variantes de APOLI em 120 pacientes com
HIVAN e DRC e 108 controles na populag¢do negra sul-africana. Os resultados mostraram que 79% dos
pacientes com HIVAN e 2% dos controles da populacdo tinham as variantes G1/G2. Em um modelo
recessivo, os individuos portadores de qualquer combinag¢do de dois alelos de risco do APOLI tinham
probabilidade 89 vezes maior (IC 95%, 18 a 912; P <0,001) de desenvolver HIVAN em comparagao com
controles HIV-positivos. Esses resultados indicam que negros sul-africanos HIV-positivos, sem terapia
antirretroviral e com presenca de G1/G2, tem alto risco de desenvolver HIVAN.

A terapéutica de individuos com os alelos de risco G1/G2 do APOLI ¢ incipiente, entretanto ¢
primordial tratar a doenca de base (HAS/DRC, GESF, HIVAN, nefrite lupica) com anti-hipertensivos,
imunossupressores, TARV e imunomoduladores. Existem poucos estudos avaliando outras alternativas no
manejo do risco associado a APOL1, mas alguns estdo em andamento como o estudo VERTEX, que ¢ um
estudo de fase 2a avaliando a eficacia e seguranca do VX-147 (molécula que inibe a morte celular
induzida pela APOL1) em adultos com GESF e as variantes do APOL]I de alto risco, ¢ o estudo de Goyal
R et al’' com o uso de glicocorticoides para inibigdo da sinalizagdo do Fator nuclear-kB, que induz

aumento da APOL1, reduzindo a resposta inflamatoria nos podécitos. Estudos do impacto de APOLI na
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DRC na populagio brasileira.

Apesar da presenca de mais de 120.000 pacientes em didlise no Brasil, com mais de 106 milhdes
de individuos de ascendéncia africana ou miscigenada, nao ha estimativas relatadas da frequéncia de
variantes de risco em APOLI, conforme observado nos Estados Unidos''. Nos ultimos anos foram
identificados na literatura cientifica brasileira, apenas sete artigos que tratam da presenca das variantes
genéticas da APOLI (os quais serdo detalhados no artigo 1 desta tese). A maioria destes estudos
demonstraram maior risco de afrodescendentes desenvolverem a DRC em idade mais precoce e de
iniciar hemodialise mais cedo quando as variantes de risco G1/G2 estdo presentes.*>**** No entanto, os
estudos tém tamanho amostral limitados e avaliam pacientes das regides Norte e Sudeste Sudeste do
Brasil, sendo que a populacdo negra do Rio Grande do Sul ndo tinha sido ainda investigada.

O Brasil, por ter apresentado na sua coloniza¢do vdarias correntes migratorias, ¢ um pais
etnicamente diferente até quando comparado a outros paises da América Latina®. A ancestralidade
africana ¢ bastante difundida no pais como um todo, exceto no sul, onde também a ancestralidade
europeia é generalizada®. S6 é possivel entender a ancestralidade e complexidade da miscigenagio do
povo brasileiro a luz da revisdo dos processos histdricos de organizacao do pais.

O Brasil foi o maior territorio escravista do hemisfério ocidental e por quase trés séculos e meio
recebeu, sozinho, quase 5 milhdes de africanos cativos, totalizando 40% do total de 12,5 milhdes
embarcados para a América®®. A chegada de cativos africanos ao Brasil iniciou-se no século XV, por
volta de 1553, por meio do trafico transatlantico de homens e mulheres negras que foram escravizados,
com objetivo de sustentar a expansdo colonial. Trabalharam forgcadamente em engenhos e lavouras de
cana-de-agtcar. Além disso, como principal medida de controle psiquico, foram destituidos de seus
lagos € vinculos familiares, linguistico, cultural e religioso®’. O trafico dos homens e mulheres negros
era realizado através de navios negreiros, e muitos africanos morriam no trajeto devido as mas
condi¢cdes das instalagdes, a privagdo alimentar e a violéncia nesse translado. Os africanos escravizados
traficados para o Brasil seguiram a seguinte ordem: partindo de Mocambique, Angola, Congo e Costa
da Africa Central para a Bahia; partindo de Golfo do Benim, Costa da Namibia ¢ Senegambia para
Pernambuco e Maranhao; partindo de Mogambique para o Sudeste do Brasil. (Rio de Janeiro e Sao
Paulo)*** (Figura 4). Este processo ndo ocorreu sem resisténcia; os quilombos constituiram umas das

principais estratégias de  organizagdo e  oposigdo a0  sistema  escravocrata’’,
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Figura 4. Representacio do fluxo de africanos procedente da Africa para o Brasil. (Adaptado de

Geledés - por David Eltis, no Slave Voyages).

Essa foi a experiéncia mais determinante na historia brasileira, com impacto profundo na cultura e
no sistema politico que deu origem ao pais depois da Independéncia em 1822'%%% A aboli¢do oficial
da escravatura ocorreu somente em 1888, durante o Brasil Império (1822-1889), tendo a populacao
negra no Brasil vivido por mais de trés séculos sob o regime de escraviddo. Apesar da aboli¢ao e do
posterior reconhecimento das graves violagdes decorrentes da escravizagdo, a populagdo negra continua
em grande medida excluida socialmente do acesso a varios bens e servigos'®. A falta de politicas no
periodo pos aboligdo que incluissem essa populagdo nos processos produtivos e sociais, assim como o
imaginario sobre sua inferioridade, contribuiu para a continuidade da sua marginalizagdo na sociedade
brasileira. Ainda hoje, sdo frequentes as discriminagdes raciais, associando negras e negros a
esteredtipos negativos, de subalternidade, que reforgam sua marginalizagdo social, econdmica, politica e
cultural. Vale mencionar que sdo recentes as politicas de promogao da igualdade racial promovidas pelo
estado brasileiro'®*.

O racismo ¢ um determinante social da satde, visto que a saude e o adoecimento estdo
relacionados a uma série de fatores socioecondmicos e culturais que afetam a integridade fisica e
psicoldgica, individual e coletiva. As condic¢des historicas de inser¢ao social, somadas as condigdes de
moradia, renda, saude e localizacdo também sdo fortemente associadas ao racismo na populag¢do negra.
A classificacdo da cor da populagdo ¢ realizada por ocasido do recenseamento, € permite que cada um

responda de acordo com cinco categorias: branco, preto, pardo, amarelo e indigena'®. Na Pesquisa
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Nacional por Amostra de Domicilios Continua 2012-2019, apresentam-se os dados percentuais da
populagio branca e negra® do Brasil (46,6% branca e 56,2% negra) e também por regides, considerando
2019: regido Norte: 19,1% branca e 79,5% negra; regido Nordeste 24,7% branca e 74,4% negra; regido
Sudeste: 50,5% branca e 48,9% negra; regido Sul 73,2% branca e 25,9% negra; e regido Centro-Oeste
36,2% branca e 62,6% negra. (IBGE, Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios Continua 2012-
2019)"°. A diferenca da presen¢a da populagido negra nos estados do Sul para o restante dos estados
deve- se a migracdo dos africanos para as outras regides*™*! Apos a aboli¢do da escravatura, houve um
interesse de cunho racista do governo brasileiro em realizar uma ag@o para branqueamento da populagao
brasileira, o que resultou em uma lei de estimulo para os imigrantes europeus se assentarem no pais,
excetuando os asiaticos e africanos lei n° 28, do estado de Sao Paulo*.

O Ministério da Satde® compreende que situagdes de desigualdades e vulnerabilidades afetam a
saude da populacdo negra, como a precocidade dos oObitos, altas taxas de mortalidade materna e infantil,
maior prevaléncia de doencas cronicas e infecciosas e altos indices de violéncia, e reconhece que o
racismo vivenciado pela populagdo negra incide negativamente nestes indicadores, comprometendo o
acesso dessa populacdo aos servicos publicos de satde. Assim, torna-se fundamental investigar
condig¢des especificas da populagdo afro-brasileira a fim de diminuir o impacto dessas condi¢des nessa

populacdo negligenciada.

2. MARCO CONCEITUAL

A DRC, segundo a tultima revisdo do Kidney Diseases Improving Global Outcomes (KDIGO) de
20127, é a presenca de dano renal ou diminui¢do da fungdo renal por trés ou mais meses, com
implicagdes para a saude. Os estagios da DRC sao classificadas em estagios de acordo com o nivel da
taxa de filtragdo glomerular estimada (TFGe): 1: >90 ml/min /1,73 m? 2: 60-89 ml/min/1,73 m?; 3a:
45-59 ml/min/1,73 m?; 3b: 30-44 ml/min/1,73 m?; 4: 15-29 ml/min/1,73 m?; 5: <15 ml/min/1,73 m*>. A
DRC secundéria a Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) ¢ mais comum nos afro-americanos do que na
populagdo em geral; ja o diabetes mellitus constitui a principal etiologia da doenga renal cronica, sendo
que cerca de 90% dos pacientes com doenga renal do diabetes apresentam HAS®. Em 2010,
pesquisadores realizaram mapeamento genético em afro-americanos, identificando em 13% deles a
regido genomica APOLI, como responsaveis por estas diferencas na maior prevaléncia. O Brasil foi o
maior territério escravista do hemisfério ocidental por quase trés séculos e meio. Recebeu, sozinho,
quase 5 milhdes de africanos cativos, o que corresponde a 40% do total de 12,5 milhdes embarcados

para a América (Gomes pag. 25). Os séculos de escravidio da populacdo negra influenciarm
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negativamente na insercdo dessa populagdo na sociedade brasileira, contribuindo para um desigual e
desfavoravel acesso a direitor e oportunidades, em especial na satde ( MS pag. 14). Ja que os estudos
nos apontam para esta disparidade da DRC na populacdo negra em comparacdo com a populagdo
branca, a realiza¢do e interpretacdo da genotipagem do APOLI passa a ser uma ferramenta Util para
predi¢do de risco de diferentes nefropatias nesta populacao, além de estabelecimento de estratégias de
manejo especificas para a populacdo negra. Considerando que existem poucos estudos no Brasil, e
inexistentes na regiao sul, fica clara a importancia de investigar nesta populacao a relacdo das variantes
de risco da APOLI na DRC.

Neste contexto, buscamos determinar a prevaléncia do genotipo de alto risco G1+G2 do gene da
APOLI (combinados) e gendtipos de baixo risco (G1 ou G2 isolados, ou nenhum dos dois) em pacientes
afro-descendentes portadores de doenga renal cronica (DRC) associada a hipertensdo arterial sist€émica
ou glomeruloesclerose segmentar e focal esporddica ou familiar comparado a individuos
afrodescendentes saudaveis, nos centros de Nefrologia das cidades de Porto Alegre, Viamao,

Cachoeirinha, Gravatai, Pelotas e Osorio.
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Figura 5. Representacdo esquematica do marco conceitual do estudo. Esse esquema foi elaborado

com o objetivo de apresentar a base tedrica que sustenta a investigagao da pesquisa

24



3. JUSTIFICATIVA

Afrodescendentes apresentam uma probabilidade maior do que a populagdo em geral de
desenvolverem DRC na presenga das variantes de risco G1/G2 da APOLI. Aliado a isso, as condig¢des
de acesso aos servicos de saude, a falta de condigdes socio economicas € o racismo estrutural como
determinante de saude, tornam-se fatores importantes para o desenvolvimento deste estudo. Com base
em dados recentes da literatura, sugeriu-se a testagem genética para APOLI em afro-brasileiros na
pratica clinica, com o objetivo de se determinar o grau de risco de desenvolvimento de nefropatias,
tornando-se necessario um melhor delineamento desse modelo genético. A correta interpretagdo da
genotipagem da APOLI, ferramenta util para predi¢do de risco de diferentes nefropatias, torna-se critica
para que se adote estratégias de manejo clinico, prevengdo de progressdo e redugdo de risco para
afro-descendentes, quando do planejamento de saude publica para essa populagao de risco.

Foram identificados na literatura cientifica brasileira poucos estudos que tenham determinado a
prevaléncia dos alelos de risco de APOLI brasileiros, em especial no sul, e sua associagdo com risco de
GESF, e DRCT associada a hipertensdo arterial. Assim, torna-se primordial a avaliagdo do risco
associado a APOLI em pacientes brasileiros. Com esses dados, sera possivel estimar no nosso meio o
risco associado as variantes G1+G2 para a ocorréncia e progressao de DRC, auxiliando estratégias de

manejo e agoes de saude publica para a populagdo afrodescendente.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo primario

Determinar a prevaléncia dos alelos e genétipos de APOLI em pacientes afro-descendentes
portadores de doenga renal cronica (DRC) associada a hipertensdo arterial sist€émica ou

glomeruloesclerose segmentar e focal comparado a individuos afrodescendentes saudaveis.

4.2 Objetivos secundarios

eRevisar a literatura sobre o impacto da presenga dos alelos de risco em APOLI, com foco em
estudos da populagdo brasileira.

e Caracterizar o perfil clinico e demogréafico de pacientes com DRC, relacionando as varidveis
com a presenca dos alelos de risco.

eEstabelecer a prevaléncia dos alelos de risco G1 e G2, comparando a presenga em individuos
com DRC e individuos sem DRC.

eDecterminar o risco de DRC atribuida a nefroesclerose hipertensiva e glomeruloesclerose
segmentar e focal primaria a partir da presenga do genotipo de alto risco G1+G2 do gene da APOL].

e Determinar a ancestralidade global da amostra através de marcadores genéticos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A doenga renal cronica (DRC) é um problema de satde publica em todo o mundo ¢ um dos
exemplos mais vividos das disparidades raciais e étnicas do sistema de saude dos EUA. Varios fatores
histéricos, culturais e o racismo estrutural explicam tais disparidades. No entanto, a presenca de fatores
bioldgicos na populagdo negra com DRC tem sido extensamente discutida desde o mapeamento genético
das variantes de risco G1/G2 da Apolipoproteina L1 desde em 2010. Os riscos associados a essas
variantes sdo extremamente altos, chegando em alguns estudos a razdo de chances tao altas quanto 89
para pacientes portadores da variantes com DRC com HIV. Alguns estudos sugerem um padrdao de
heranga proximo ao recessivo. Apesar do impacto dos alelos de APOLI, da alta prevaléncia de DRC na
populacdo e da maioria da populagdo brasileira ser negra, um numero muito limitado de estudos no Brasil
com esta tematica e recorte racial tém sido conduzidos. Este ¢ mais um dado que demonstra o racismo
estrutural.

O Brasil foi o maior pais escravocrata do continente e o Ultimo pais a abolir a escravidao em 1888.
Estes quase 400 anos de escravidao, solidificaram o racismo, trouxeram agravos em todas as esferas para
a populacdo afrodescendentes em especial aqui destaco a satde, os quais ja sdo reconhecidos pelo
Ministério da Satde em 2006 como resultado do racismo.

Realizar um estudo avaliando a prevaléncia dos alelos de risco G1/G2 da APOLI para DRC em
afrodescendentes do Rio Grande do Sul, analisando a ancestralidade, confirmando a presenca do alto
risco, vem reforcar a necessidade de direcionar agdes especificas para a prevencdo da doenga renal
cronica nessa populacdo, utilizando estratégia de medicina de precisao.

A realizagdo deste estudo pode se dizer que foi “uma agdo afirmativa”, visto que temos argumento
cientifico para pressionar os gestores publicos no direcionamento de esfor¢os para o fortalecimento de
politicas publicas que deem conta dos prejuizos que causam a Doenca Renal Cronica nos
afrodescendentes, em especial aqueles portadores de alelos de risco. Mais estudos com recorte étnico
racial associados a doenga renal cronica sdo necessarios para colaborar em um melhor entendimento e

possibilidades de agdes diagnosticas e terapéuticas voltados a populagdo negra

27



6.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudo deu origem a uma linha de pesquisa sobre gendmica da DRC e gendmica na populagao

negra brasileira. Embora uma série de estudo tenham a perspectiva de serem realizados a partir da

conclusao deste doutorado, no escopo deste trabalho, principalmente estao previstas antes da publicagao

do artigo 2:

2.

Concluir a gentotipagens das 17 amostras que nao foram encaminhadas para
sequenciamento completo do genoma.

Avaliar o risco dos alelos G1 e G2 separadamente para DRC ocasionada por HAS e ocasionada
por GESF.

Analisar o tempo até dialise comparando com a presenca dos alelos de risco.

Realizar analises de ancestralidade local.
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8. ANEXOS E/OU APENDICES

ANEXO 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (CASOS)
Titulo: PREVALENCIA DO GENOTIPO DE RISCO G1/G2 DO GENE DA
APOLIPOPROTEINA L1 (4POLI) E ASSOCIACAO COM DOENCA RENAL CRONICA
NAO DIABETICA EM AFROBRASILEIROS NO SUL DO BRASIL

Orientador: Francisco José Verissimo Veronese

Orientanda.: Célia Mariana Barbosa de Souza

O Sr. (Sra.) estd sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo ¢ determinar a
prevaléncia de duas mutagdes genéticas associadas ao gene APOLI. Estd demonstrado que os
portadores dessas mutagdes podem ter risco elevado de desenvolver o estagio final da Doenca Renal
Cronica e de uma doenga renal denominada Glomeruloesclerose Segmentar e Focal, assim esgotando a
funcdo dos rins. Estas alteragdes genéticas justificam, pelo menos em parte, o risco aumentado da
Doenca Renal Cronica em negros. Pelo fato do Sr. (Sra.) ser portador de uma destas condigdes que
afetam a sua saude, o Sr. (Sra.) estd sendo convidado(a) para participar desta pesquisa.

Serdo realizadas entrevistas com os participantes em estudo, revisando prontudrio médico e sera
feita coleta de sangue venoso periférico. Os resultados serdo utilizados apenas para fins cientificos e
estardo a sua disposi¢do sempre que solicitado. Resultados alterados decorrentes destes exames nos
individuos saudaveis estes serdo encaminhados para acompanhamento médico no Servico de Medicina
Ocupacional (SMO) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). O Sr. (Sra.) tem liberdade de se
recusar a participar e ainda se recusar a continuar participando em qualquer fase da pesquisa, sem
qualquer prejuizo.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participagdo na pesquisa s3o: a coleta do
sangue poderd causar um pequeno desconforto no brago, manchas azuladas na pele (chamadas
equimoses ou hematomas), e muito raramente infecgdes no local da puncao. Vocé pode conversar com a
equipe de pesquisa para maiores esclarecimentos sobre esses possiveis riscos.

Quanto aos beneficios, esperamos que este estudo traga informagdes importantes da investigacao
da associacdo da doenca renal crénica com as variantes do gene APOL1 na populagdo brasileira,
especificamente no sul do Brasil. Até entdo, nenhum estudo sobre o tema na populagdo brasileira foi

realizado. Desta forma, o conhecimento que sera construido a partir desta pesquisa
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poderd auxiliar nos protocolos de atendimento de pacientes com doenca renal cronica e
glomeruloesclerose segmentar e focal.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel, Dr. Francisco
Veronese, pelo telefone (51) 99969-3920 ou com a pesquisadora Célia Souza, pelo telefone (51)
99246-7548, ou ainda com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA), pelo telefone (51) 3359-6246, ou 5° andar do Bloco C HCPA Protasio Alves 211, sala 5046, de
segunda a sexta, das 8h as 17h.

Minha participagdo neste estudo serd voluntaria e poderei interrompé-la a qualquer momento se eu
assim o desejar, sem que isso me traga prejuizo algum ao meu atendimento. Sempre que quiser podera
pedir mais informagdes sobre a pesquisa através do telefone do pesquisador. Se necessario, podera
entrar em contato com a Comissdo de Etica do HCPA.

Estou ciente que a minha identidade permanecera confidencial durante todas as etapas do estudo.
Sendo que os resultados serdo transcritos e analisados com responsabilidade e honestidade e usados

exclusivamente para fins cientificos.

CONSENTIMENTO: Pelo presente consentimento informado, declaro que foi esclarecido(a), de
forma clara e detalhada, livre de qualquer forma de constrangimento e coercdo, dos objetivos, da
justificativa e beneficios da presente pesquisa. Os pesquisadores responderam todas as minhas perguntas
até a minha completa satisfacdo. Portanto, estou de acordo em participar do estudo. Este formulario de
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera assinado por mim, em duas vias, ficando uma em

meu poder e a outra com o pesquisador responsavel pela pesquisa.
Nome do participante da pesquisa (ou responsavel)
Assinaturé
Nome do besquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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ANEXO I1
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (CONTROLES)
Titulo: PREVALENCIA DO GENOTIPO DE RISCO G1/G2 DO GENE DA
APOLIPOPROTEINA L1 (4POLI) E ASSOCIACAO COM DOENCA RENAL CRONICA
NAO DIABETICA EM AFROBRASILEIROS NO SUL DO BRASIL

Orientador: Francisco José Verissimo Veronese

Orientanda. Célia Mariana Barbosa de Souza

O Sr. (Sra.) estd sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo objetivo ¢ determinar a
prevaléncia de duas mutagdes genéticas associadas ao gene APOLI. Esta demonstrado que os
portadores dessas mutagdes podem ter risco elevado de desenvolver o estidgio final da Doenga Renal
Cronica e de uma doenga renal denominada Glomeruloesclerose Segmentar e Focal, assim esgotando a
funcdo dos rins. Estas alteragdes genéticas justificam, pelo menos em parte, o risco aumentado da
Doenca Renal Cronica em negros.

Serdo realizadas entrevistas com os participantes em estudo, revisando prontudrio médico e sera
feita coleta de sangue venoso periférico. Os resultados serdo utilizados apenas para fins cientificos e
estardo a sua disposi¢do sempre que solicitado. Resultados alterados decorrentes destes exames nos
individuos saudaveis estes serdo encaminhados para acompanhamento médico no Servigo de Medicina
Ocupacional (SMO) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). O Sr. (Sra.) tem liberdade de se
recusar a participar e ainda se recusar a continuar participando em qualquer fase da pesquisa, sem
qualquer prejuizo.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na pesquisa sdo: a coleta do
sangue poderda causar um pequeno desconforto no brago, manchas azuladas na pele (chamadas
equimoses ou hematomas), e muito raramente infecg¢des no local da pun¢do. Vocé pode conversar com a
equipe de pesquisa para maiores esclarecimentos sobre esses possiveis riscos.

Quanto aos beneficios, esperamos que este estudo traga informagdes importantes da investigacao
da associacdo da doenca renal cronica com as variantes do gene APOL1 na populagdo brasileira,
especificamente no sul do Brasil. Até entdo, nenhum estudo sobre o tema na populagdo brasileira foi
realizado. Desta forma, o conhecimento que serd construido a partir desta pesquisa podera auxiliar nos
protocolos de atendimento de pacientes com doenga renal cronica e glomeruloesclerose segmentar e
focal.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel, Dr. Francisco
Veronese, pelo telefone (51) 99969-3920 ou com a pesquisadora Célia Souza, pelo telefone (51)

99246-7548, ou ainda com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas
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de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 3359-6246, 5° andar do Bloco C HCPA Protésio
Alves 211, sala 5046, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Minha participag@o neste estudo serd voluntaria e poderei interrompé-la a qualquer momento se eu
assim o desejar, sem que isso me traga prejuizo algum ao meu atendimento. Sempre que quiser podera
pedir mais informagdes sobre a pesquisa através do telefone do pesquisador. Se necessario, poderd
entrar em contato com a Comissdo de Etica do HCPA.

Estou ciente que a minha identidade permanecera confidencial durante todas as etapas do estudo.
Sendo que os resultados serdo transcritos e analisados com responsabilidade e honestidade e usados
exclusivamente para fins cientificos.

CONSENTIMENTO: Pelo presente consentimento informado, declaro que foi esclarecido(a), de
forma clara e detalhada, livre de qualquer forma de constrangimento e coer¢do, dos objetivos, da
justificativa e beneficios da presente pesquisa. Os pesquisadores responderam todas as minhas perguntas
até a minha completa satisfagdo. Portanto, estou de acordo em participar do estudo. Este formulario de
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serd assinado por mim, em duas vias, ficando uma em

meu poder e a outra com o pesquisador responsavel pela pesquisa.

Nome do participante da pesquisa (ou responsavel)
Assinatura
Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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ANEXO III
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO N° do projeto

GPPG ou CAAE 36976820.5.0000.5327

Titulo do Projeto: Analises gendmicas em autodeclarados negros do RS e associagao com
Doenca Renal Cronica ndo diabética

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa porque ja participou de um projeto
anterior do nosso grupo intitulado “Prevaléncia do Gendtipo de Risco G1/G2 do gene da Apoliproteina
L1 (4POLI) e Associacdo com Doenga Renal Cronica (DRC) ndo Diabética em Afro-brasileiros”. Na
pesquisa que vocé ja participa nés avaliamos o impacto de variantes genéticas especificas no
desenvolvimento da doenca renal cronica em pessoas que tém e em pessoas que nao tém essa doenga.
Neste novo projeto, nds avaliaremos o conjunto do material genético (DNA) para tentar identificar
fatores genéticos que predispdem a DRC, ndo apenas partes especificas, como no projeto anterior. Esta
pesquisa esta sendo realizada pelo Laboratorio de Medicina Gendmica e Servico de Nefrologia do
HCPA.

Se vocé concordar com a participagdo nesta nova pesquisa, nds usaremos a amostra de DNA
(material genético) e as informagdes clinicas ja coletadas no projeto anterior e que estdo armazenadas no
nosso laboratério de pesquisa. Essas informacgdes sao informagdes demograficas (sexo, idade, local de
residéncia) e de satide (peso, altura, doencgas existentes, exames de laboratdrio como glicose, colesterol,
triglicerideos, e outros como relacionados ao funcionamento dos rins, etc.). A amostra de DNA sera
estudada através de sequenciamento e a analise de todo o seu DNA (exame chamado genoma
completo). O sequenciamento do genoma ¢ uma técnica que permite que se conheca todo o DNA da
pessoa, ou seja, do material genético completo. Essa técnica de sequenciamento sera realizada pelo
Projeto Genoma de Referéncia do Brasileiro. Essa iniciativa avaliara genomas de milhares de brasileiros
de diferentes regides e etnias para entender quais sdo os fatores genéticos que predispdem as principais
doengas que acometem a nossa populagao. Atualmente, de uma maneira geral, conhecemos pouco sobre
quais alteragdes no genoma levam a doengas. Porém, comparando seu DNA e seus dados de satide com
os de outras pessoas podemos identificar padrdes e entender melhor quais genes e variagdes genéticas
afetam a saude. Assim, o objetivo do Projeto Genoma de Referéncia do Brasileiro ¢ conhecer as
variacdes genéticas presentes na populagdo brasileira, e identificar aquelas associadas a diferentes

caracteristicas da saude.
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Nesta nova etapa da pesquisa ndés vamos comparar o material genético de pessoas com doenga
renal cronica com pessoas que ndo tém essa doenca. Além disso, a sua informacao genética e
informagdes de saude ja coletadas no projeto anterior serdo agrupadas com as informagdes de demais
brasileiros participantes do Projeto Genoma de Referéncia do Brasileiro em um grande banco de dados.
Quaisquer dados que possam identifica-lo serdo mantidos no banco de dados de acesso controlado,
apenas com poucas pessoas. Ja os seus dados gendmicos e os dados de saude compartilhados com o
Projeto Genoma de Referéncia do Brasileiro ficardo depositados em uma Plataforma do Projeto, um
banco de dados gerenciado pelo Ministério da Saude. Para usar os dados que vocé e outros participantes
fornecerem, pesquisadores deverdo ter autorizagdo do Comité de Pesquisa do Projeto Genoma de
Referéncia do Brasileiro. Os dados poderao ser compartilhados on-line com pesquisadores de todo o
mundo que obtiverem permissdo de acesso. Esses dados genéticos serdo utilizados em pesquisas
relacionadas ou ndo a doenca renal cronica e € importante ressaltar que seu nome ndo fard parte de
qualquer publicag¢do ou dentro desses bancos de dados. Os resultados do estudo, incluindo os dados de
todos os participantes, porém, sem identificacdo, também serdo apresentados em conferéncias e em
publicagdes cientificas.

Ao decidir participar, vocé concordara que (1) o seu genoma/DNA completo seja sequenciado e
os dados sejam depositados no banco de dados do Projeto Genoma de Referéncia do Brasileiro; e

(2) parte de seus dados de saude coletados no projeto que vocé ja faz parte sejam compartilhados
com o Projeto Genoma de Referéncia e depositados no banco de dados do Projeto, de maneira
desidentificada. (3) Com sua permissao, entraremos em contato novamente para convida-lo a atualizar o
questionario, fornecer dados adicionais ou participar de novos projetos de pesquisa de outros
pesquisadores. Além disso, talvez seja necessario repetir a coleta de 5ml-10ml (equivalente a uma
colher de chd) de seu sangue periférico para extragdo de DNA para o sequenciamento.

Em relacao aos potenciais riscos ¢ desconfortos associados com a participagdo nesta pesquisa,
existe a quebra acidental do anonimato dos dados do participante da pesquisa, entretanto, os
pesquisadores responsaveis por esta pesquisa e sua equipe se comprometem em garantir a integridade e
nao violagdo dos documentos com informagdes dos participantes, bem como assegurar a
confidencialidade de todos os dados coletados, apresentando os resultados sem identificagdo dos
individuos. Conforme foi descrito acima, ao final deste estudo, o material genético fara parte do Projeto
Genoma de Referéncia do Brasileiro, e os dados genéticos serdo agrupados com outros individuos para
compor esse banco de dados. E importante salientar que suas informagdes de nome, enderego telefone
nao serdo disponibilizadas, apenas dados codificados estardao disponiveis, nao sendo possivel identificar

cada participante individualmente.
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Seus dados serdo armazenados online, em bancos de dados de acesso controlado. Somente
pesquisadores aprovados terdo acesso. Os pesquisadores que desejarem ter acesso ao banco de dados
deverdo se inscrever junto ao Comité de Pesquisa do Projeto Genoma Brasil de Referéncia, um
colegiado de especialistas definido pelo Ministério da Saiude, que examinara suas credenciais e o plano
de seguranca de dados. Eles também garantirdo que o Projeto de pesquisa proposto seja consistente com
o seu consentimento. Essas salvaguardas tornam dificil saber quais informagdes pessoais vieram de
vocé ou de qualquer outro participante. No entanto, ndo podemos garantir que vocé€ nunca sera
identificado novamente. Existe ainda um risco relativo a coleta de sangue (se necessaria), tais como
formacao de hematoma (mancha roxa por extravasamento do sangue no local da pun¢do), infecgdes na
pele ou na veia puncionada e pungao acidental de outras estruturas vizinhas como artérias e nervos.
Porém, caso necessaria, a coleta de sangue seguira rotinas padronizadas e sera realizada por pessoal
capacitado e treinado para este fim, supervisionados por profissional qualificado que podera orienta-lo/a
no caso de duvida, ou alguma outra eventualidade.

Os possiveis beneficios pela participacdo na pesquisa sdo relacionados a identificacdo de alguma
alteracdo genética associada a um risco aumentado de resultados desfavoraveis da Doenga Renal
Cronica. No entanto, vocé pode ndo se beneficiar pessoalmente dessa pesquisa, porque a pesquisa
provavelmente levarda muito tempo para produzir resultados uteis do ponto de vista médico. Mas, as
futuras descobertas cientificas/médicas resultantes da sua participacdo no Projeto poderdo ajudar outras
pessoas no futuro. Provavelmente levard muito tempo para interpretar os dados de todos os participantes
com precisdo. Vocé€ podera acessar o site do projeto em http://www.projetodnadobrasil.com.br para ler
sobre o progresso e ver se ha algum novo resultado.

Existe ainda a possibilidade de que em seu material genético sejam identificadas variagdes
genéticas de importancia para a sua saude. Algumas variantes genéticas causam doengas que podem ser
prevenidas e/ou tratadas, como alguns tipos de cancer e doencas cardiovasculares. Nem todas as
pesquisas que utilizarem sua amostra serdo capazes de identificar essas variantes genéticas relacionadas
a saude. Para aquelas pesquisas em que for possivel identificar essas variantes e ligar essa informagao
aos seus dados pessoais, vocé podera optar por receber ou nao os resultados sobre a presenca destas
variantes genéticas que levam a doengas preveniveis e/ou trataveis, assim como podera receber
aconselhamento sobre as repercussoes individuais e para seus familiares de sangue.

A participag@o na pesquisa € totalmente voluntéria, ou seja, ndo ¢ obrigatoria. Caso vocé decida

ndo autorizar a participacdo, ou ainda, retirar a autorizacao apos a assinatura desse Termo,

39


http://www.projetodnadobrasil.com.br/

nao havera nenhum prejuizo ao atendimento que o participante da pesquisa recebe ou possa vir a
receber em qualquer instituicdo vinculada ao estudo. Além disso, caso vocé deseje retirar a autorizagao
sobre a nossa guarda dos dados genéticos, os quais serdo armazenados em bancos de dados, vocé devera
solicitar tal retirada por escrito e assinar. Essa solicitagdo pode ser feita a qualquer tempo, sem prejuizo
ao participante da pesquisa, com validade a partir da data de comunicagao da decisao.

Nao esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participagao na pesquisa € nao havera nenhum
custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa, o participante recebera todo o
atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal. O participante tem o direito a indeniza¢ao em caso

de dano decorrente da participagdo na pesquisa.

Caso vocé tenha dividas, podera entrar em contato com a pesquisadora responsavel Dra. Fernanda
Sales Luiz Vianna pelo telefone 51-33597661 ou com o pesquisador Dr. José Francisco Verissimo
Veronese pelo telefone 51-33598295. Vocé também pode entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP). O CEP ¢ um colegiado interdisciplinar e independente, de relevancia publica, de
carater consultivo, deliberativo e educativo, criado para defender os interesses dos participantes da
pesquisa em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de
padrdes éticos. O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) pode
ser contatado pelo telefone (51) 33596246 de segunda a sexta, das 8h as 17h; ou pelo e-mail
cep@hcpa.edu.br; ou no 5° andar do Bloco C HCPA Protasio Alves 211, sala 5046, Bairro Santa Cecilia
- CEP: 90035-903, Porto Alegre - RS.

Com relacio a pesquisas e contatos futuros:
Aceita que entrem novamente em contato para atualizar seus dados ou participar de novos

projetos de pesquisa?
( ) Sim ( ) Nao
Com relacio aos resultados genéticos:

Deseja ser contatado caso sejam encontrados em seu material genético resultados de variantes

genéticas que possam levar a doengas preveniveis e/ou trataveis?
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( ) Sim ( ) Nio

Esse Termo ¢ assinado em duas vias, sendo uma para o participante e seu responsavel e outra para

os pesquisadores.

OS: Este Termo pode ser enviado aos participantes por meio eletronico. Os pesquisadores
armazenardo registro eletronico (arquivo, imagem ou audio) da concordancia em participar do estudo.
Sugere-se que os participantes armazenem este arquivo eletronico (salvar imagem ou arquivo em pdf)

ou ainda imprimam este Termo.

Nome do participante da pesquisa:

Nome do responsavel

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:

ANEXO IV

Ficha de coleta de dados clinicos para casos
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DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

NOME: PRONTUARIO:
Telefone: ( ) Grupo: ( ) Casos/Paciente

)
Sexo:{ )Feminino { ) Masculino Idade:
Profisséo:
Residéncia: Bairro: Cidade:
Renda familiar: Seguro Sadde: ( )Sim ( )Nao

Escolaridade:

{( )Analfabeto { )Ens. Fundamental Incompleto { ) Ens. Fundamental Completo { ) Ens.
Meédio Incompleto ( )Ens. Médio Completo ( ) Ens. Superior Incompleto {( ) Ens. Superior
Completo ( ) Pos-Graduagdo

DADOS CLIiNICOS

Doengas prévias

( ) Nao

{ ) Sim, quais? Ha quanto tempo?

Dados Doenga Renal

Idade de inicio da doencga renal

Etiologia da doenca renal

Tempo de doencga renal

Idade de inicio da terapia dialitica

Tempo entre inicio da doenca renal e dialise

Total { ) Parcial { ) Sem resposta ( )

GESF: resposta ao tratamento imunossupressor PC < 0,3 IPC =03-30 |PC>3.0

Medica¢cSes em uso e doses
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Historia familiar de:

a) doenca renal

Né&o ( )

sim ()

b) dialise/ transplante renal

N&o ( )

sim ()

¢)HAS

Nao ( )

sim ()

Peso (kg)

Altura (m)

IMC (Kg/m?)

PAS (mmHg) e PAD (mmHg)
{meédia de 3 medidas nas 3 ultimas consultas)

SANGUE

Basal
Data:_/ [

Atual
Data: [/ [

Creatinina (mg/dL)

TFGe CKD-EPI (ml/min/1,73 m?)

Glicose (mg/dL)

Hem oglobina glicada (%)

Colesterol Total (mg/dL)

Colesterol HDL {mg/dL)

Colesterol LDL (mg/dL)

Triglicerideos {mg/dL)

Albumina (g/dL)

G1: Variante rs73885319 (5342--G342)

G1: Varante rs60910145 (1384M)

G2: Variante rs71785313

URINA

Basal
Data:_/ |

Final
Data: [/ /|

Proteina total (mg/dL) (24 h ou amostra = IPC)

Albuminuria (mg/dL) (24 h ou amostra)

Exame qualitativo de urina (Inicio da atividade da
doenca)

Basal

Atual

Data:_ /_/

Data:_ /_ [/

Hematuria ( ) Hemoglobinuria( )

Proteindria (+ a ++++):

Cilindros: (tipo)
BIOPSIA RENAL Data: /7 |
Porcentagem de fibrose intersticialfatrofia tubular (%)
Numero de glomérulos globalments esclerosados  [N=
Porcentagem glom érulos globalmente esclerosados (%)
IMUNOHISTOQUIMICA Data:_/ [

Mivel de expressao da APOLA

Leve{ ) Moderada({ ) Intensa( )

Extensdo daexpressac da APOLY

Focal{ ) Difusa( )

Localizagio tecidual da APOL1 porcompartimento

Glomérulos ( ) Tuabulos { ) Intersticio (

Vasos ()
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ANEXO V

Ficha de coleta de dados clinicos para controles

DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

NOME: PRONTUARIO:
Telefone: ( ) Grupo: () Controles

()
Sexo:{ JFeminino { }JMasculino Idade:
Profisséo:;
Residéncia: Bairro: Cidade:
Renda familiar: Seguro Saude: ( ) Sim ( ) Néo

Escolaridade:

{ ) Ens. Fundamental Incompleto { ) Ens. Fundamental Completo { ) Ens. Médio Incompleto
{ )Ens.Meédio Completo ( ) Ens. Superior Incompleto ( )Ens. Superior Completo

( ) Pés-Graduacéo

DADOS cCLiNICOS

Doengas prévias

{ ) Nio

{ ) Sim, quais? Ha quanto tempo?

Medicacdes em uso e doses

Histéria familiar de: |

a) doenca renal Nédo() Sim()
b) diélise/ transplante renal Nédo() Sim()
c)HAS Ndo() Sim()
Peso (kg)
Altura (m)
IMC (Kg/m?)
PAS (mmHg) e PAD (mmHg)
{média de 3 medidas nas 3 ultimas consultas)

Data: _/ |/
SANGUE - =
Creatinina (mg/dL)
TFGe CKD-EPI (ml/min/1,73 m?)
Glicose (mg/dL)

Data: _ [/ /
URINA -
Albuminuria_¢mg/dL) (24 h ou amostra)

Data: [/ [/
Exame qualitativo de urina Hematura ( ) Hemoglobinuria { )

Proteinuria (+ a ++++):
Cilindros: {tipo)

44



ANEXO VI

UFRGS - HOSPITAL DE
CLINICAS DE PORTO ALEGRE ‘C8rasll "
DA UNIVERSIDADE FEDERAL

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PREVALENCIA DO GENOTIPC DE RISCO G1/G2 DO GENE DA APOLIPROTEINA
L1 iAPCLY) E ASSOCIACAD COM DOENCA RENAL CROMNICA NAC DIABETICA EM
AFRC-BRASILEIROS

Pesquisador: FRANCISCO JOSE VERISSIMO VERONESE

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genetica Humana que ndo necessita de analise
etica por parte da COMEP:);

Versdo: 1

CAAE: 6OGA3117.1.0000 5327

Instituicao Proponente: Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Patrocinador Principal: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.141.067

Apresentacdo do Projeto:

Projeto vinculado ao PPG Ciéncias Meadicas em nivel doutorado. Estudo de caso-controle. A doenga renal
cronica (DRC) @ um problema de saude publica em todo o mundo. Mo Brasil. estima-se que 10% da
populacao tenha a doenca. Individuos de descendéncia africana desenvolvem DRC. especialmente doenca
renal cronica terminal associada & hipertensao arterial sistémica. em uma taxa4 a 5 vezes maior que
pessoas sem ascendéncia africana. Estudos recentes mostram gue mutacdes no gens APCLA. localizado
no brago longodo cromossomo 22, proximo a regido do gene MYHS. parecem ter efeito trés vezes maior
que MYHY este em termos de risco para nefropatias. as quais 8o mais frequentes em individuos de
acedéncia africana. Essas mutacdes em APOL1 estio presentes em aproximadaments 30°% de afro-
americanos. mas nao e encontrado em individuos brancos. Estes estudos demonstraram que afro-
americanos com os dois alelos derisco G1 e G2 do gene APOL1 sdomais suscetiveis para desenvalver
doenca renal cronica néo diabetica do que negros com apenas um ou nenhum alelo de risco. Em afro
amaricanos portadores de G1+32, risco para glomeruloesclarose segmentar & focal primaria e a nefropatia
associada ao virus HIV . respectivamente, 17 & 29 vezes maior do que em outros individuos: além de que
nessa

Enderego: Rua Ramiro Barcelos 2 350 sala 2227 F

Bairro: Bom Fim CEP: 90035903
UF: R& Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: [51)3358.7540 Fan: (51)335%-7640 E-mail: cephcpa@hcpa.edubr
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CLINICAS DE PORTO ALEGRE ‘GRBranl
DA UNIVERSIDADE FEDERAL

Con ruacio do P 2240087

giupo a doenga desenvolve-se em iade mais precoce, 1em progressio mais ripkda e conlere menor
sobrevida renal em longo prazo. Especula-se gue a evolugio de wn falor oritico de sobrevivinca na Alrica
Subsaarana possa ef conifibuido para as alas laxas de doenga renal na populagio codm essa
ancesiraidade. Al o momenio ndo eiziem no Bomsil eswdos investigando a prevalinoa das vakanies de
nzoo do gene da APOL1 em alro-brasisinos, @ a prevalinca de nefropalias o dnicas assocadas 4s
varnanies do APOL1. As aglies de promogio e prevencio da DRC em alro-brasieinos devem envolver o
conhecimenio desses lalores de risoo, pois esses individuos estio exposios 4 doSnNca MEs pISCD0e & makor
taxa de progressio para os estigios linsis da DRC, necessitando lerapia renal substitiva com didlise ou
rransplanie Desta lonma, o objelive prmans desse asiudo & delenminar a prevalinea do gendipo de alio
risco G1+32 do gene da APOL1 (combinados) e de baixe risco (G1 ou G2 isolados, ou nenhum dos dois)
@i pacenies alio-brasdeins ponadonss de doendca renal crinica associada a hipenens o anerkal ssidmeca
e glomenuloesderose segmentar e local primdrnia, ndo lamikar, comparade a individuos alro-brasileiros
saudiveis. Serdo recrilados padenies adulios dos ambulaldnos de Doenga Renal Crénica & de
Gmerulopatas do Servipo de Netrologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e da Santa Casa
e Mizencdaia de Podo Alegre, Poro Alsgre, RS. Como conimdes, serdo seleconados irabalhadones alno-
brasieiros saudiveis do HCOPA, gue ndo lenham evidéncia clinioo-laboratonial de doenga renal. Sio
esimados 141 individuos de @nia negra em cada grupo para delectarn wn odds raso de 2 para ecoméncia de
DRC, levando em consideracio a reguénaa de 30% do gendlpo de resco G1/G2 na populagio
alnicana. Para a caracierizacio dinica e gendireca de ambos grupos serio colelados dados oindoo-
laksor aloniais prévios e aluais relevanies, & uma amosira de sangue para avakaglo de pardmetios
béoquimicos e exwragio de DMNA. A presenga do haphpo serd delerminada pela reaglo em cadeia da
polimerase em lempo real & por andlise de lragmento.

Ob jetive da Pesguisa:
Objeiive Primarky: Delermanar 8 prevalénoa do gendlipo de alio risco G1+G2 do gene da APOL1
(commbinados) & gendlipos de baixo Moo (G1 ou G2 Eolados, ou nenhum dos dois) em pacienies alno-
descendenies ponadores de doenca renal crbnica [DRC) associada a hipenensio anerial ssidmeca ou
glomenuloescienoss segmentar @ local esporidica ou tamliar comparado a individues alrodescendentes
saudiveas,

Objetvos secundinos:
- Dedenminar o isco de DRC estabelecda nos estagios 38, 3b, 4 & 5 (ndo dilize o diliss) a parnks

Enderagn: Fua Ramio Bancslos 2 350 sda ZETF

Bawrn: Bom A CEP: o (S-S0
UF: BS Munidipin: FOATO ALEGRE
Telson& (5133557540 Fax: (S1E3E-TE40 E-madl: cepicpaBbcpasd be

Frigines (2 das 065
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da pEsenca do gendlipo de alio isco G1+G2 do gene APOL1;

- Determingr o meco 9 DRC 1enminal anibuida 4 nefreesdentse hipenensiva 8 panir da presenca 9o
gendiipo de alio risco G1+G2 do gens APOLI;

- Delenminar o risos de glomeniloes darose segmentar ¢ local primdsia a pantir da presenga do gandipo de
alio #zen G1+52 do gene da APOLL;

- Cornparar o grau e dand crinieo &a bidpsia renal alraves da poaceniadgan de libiose inlersBoal @ aroka
tubular e de glomenloesdernose global, de pacientes alro-descendantes com glomenuloescieross segmeantar
e locd pémania com gendlipo de alio risco em relagio aquelss com gendips de baixo risco.

Avaliagho dos Riseos & Beneficios:
Possiveis Riscos: Possivess mscos ou desconlonos decormenies da parlicipagdo na pesguisa sio

relacionados & colela G0 SANQUE, QUE PODeTA CAUSAT UM peguend desconlono oMo doT no Brago,

hemakmas (mancha roxa) & muilo raramente nfecgdes no local da coleda.

Posziveis Benelidos: O= possiveis benslicios pela panicipagio na pesguiza =io relaconados &
igentilicagio de uma alieragdo gendlica gue esid associada a um Hsto

auwrnentado de esullades destavordveis da Doenga Renal Crdnica. Mo entanio, podemn nao haver benelicos
direlos pela parkeipagdo. AW disso, 8558 pOSqUISE aumenian o conhecimento sobre a influénaa dessas
varnanies & infhentia na Soenda renal.

Comentarios & Consideragtes sobre a Pesguisa:

Projeto muilo bem spresentado, relevanie & atual. A hipdese dos pesquisadonss & gue o gendlipo de fisoo

das variantes G1 & G2 do gene APOL1 e assodiadd OO MAT Msco de doendga renal erdneca,

glomendoesclerose segmentar & locd e doanga renal crdnica lenminal associada a hipenensio anedal em
pacenies alio-descedenies . Para mso estutario 338 individuos, sendo 169 pacientes alro-descendenias
coin diagndsico de doenca renal crénica associada 4 hipenensio anedal siiémica (DRC-HAS) ou
diagndalios de ghomernulbest lena e segmentar & local primana (esporimcs) ou tamiliar (GESF ), procedentes
do ambulaidrio de Doenga Renal Crénica e de Glomenulopagas do Hospilal de Clinicas de Porlo Alegre
(HCPA) e Santa casa de Misenictnda e 163 individuos alro-descendenies saudiveis, sem evidinga dinkco-
lahoratonial de doenga renal, ndondnios do HOPA. Apds aprovagio do projeto, serd soliciado &

Coordenadona de Gestio de Pessoas wna ksla de colaboradores do HOPA gue S8 auloded anou negno.
Esses colaboradores serdo convidados a parscpar da pesquisa siravés de islelonema & contalo pessoal,

Sed realizads imunohizicguimeca para a prodeing da APOL1 em lecdo rendl paralinads em um grupo de

Emderagn: Fua Ramino Bamelos 7 350 sda 57T F

Badrsn: Bom Fm CEP: S 0nsS=a0s
WF: RS Munkdpio: PORTOALEGRE
Teledon & (513557540 Fam: {51)3358.Te40 E-mail: cephcpa i hopasda be
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padenies cadastrados do Senigo de Netrologia (n=80) que possuem bidpsia renal. Alguns aspectos ndo
Bcaram darno no projelo & deverio ser esclarecdos, conlonme a ksta de pendéndias abaixo.

Coongideragtes sobfe o8 Termos de apresentagdo obrigatdna

Folha de rosto e fonmuldno de delegacdes de fungdes estiio adequados. Sio agresentados 3 TOLEs para
padenies & controdes, & es180 adequados.

Recomendaghes:

* Mos TCOLES revisar A indanmad a0 = Centro de Pesquisa Clinica do CPC™.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de |nadequ agoes:

Projeto pendente conforme a Bsta de pendénca abaino:

1} Em refacio a einia: esclarecer como serd malizada a classilicacfo dos pacienies (aodeclarada, cor da
pele, eic). A populagio braslleira apresenta um alio grau de miscgenacio, e poderd apresentar um perl
dilerente da populagio amenicana ou euwropeia em relagio a este gendlipo, que & em geral dassilicada
ApeNas CHmo negra ou branca. £ provavel que pessoas brasleiras apareniements brancas ssjam alro-
descendenies e ndo sejam avodeclaradas. Os pesquisadores deverlo esclarecer como levardo em
OO S0STACE0 858 1E10T.

Z) 52 a Sania Casa de Mizenodrdia for elaivamenie parscipar do esiudo deverd ser acresceniada com
inglituic S0 panicoanis ou Co-panicpanis.

3) Sugenimos apresentar em lomma de liguwra a selscdofrecrulamento, mosirands o N e ongem dos
panticpanies, ji que para a realizag 8o de imunchistoguimica serfo uilizados sb B0 pacenies. Estes estario
incluidos nos 168 casos ou 280 pacenies dissnies ?

AUARPIGPPG enconira-se 4 dispostio 0o pesquisadonss para auxiliar na resposia 4s pendéncias, ma
revizfio de Tenmos de Consenimento @ DATA QUBISQuar oulnos e Areciinenios, 58 Necessino.

Ciongi deragtes Finais a critério do CEP:

A andlize ioi malizada com base am 000s 08 dODUIMENDs presentados, induinds o prgelo em sua inlegra.

O progeo deverd esiar cadasirado também no smiema WaaBEPPE, em unglo dos aspecios logistcos e
NANCeInos.

0= pesquizadores deverdo respondsr 8 odos os guesiion amenios indicados na Esia de pendéncias
aponiadas no campo Condusies ou Pendéncias & Lista de Inadeguagies desie parecer,

Enderagn: Fua Ramio Bancslos 2 350 sda ZETF

Baden: Bom Fm CEP G Drs-a0s
FF: RS Munidpin: PORTO ALEGRE
Telelon& (5133557540 Fam: (51)3358aTe40 Esmadll: cephcpa Bl hcpaund ba

Frigines 04 das 065
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identiicands daraments as resposias de acoido oom A numaragio das pendéncias, aravés de wna cana
a0 CEP (am documanlo editiveliword), gue deverd ser adiconada 4 Platalonma Brasl. Ouando a resposta
alerar o= documenios anlenommente submeBios, ooMo, por exemplo, o projeln ou o TCLE, adcionar na

carna de resposias claraments a identiicacio do ilem gue loi modilicade & nova versio dos documenios.

Este parecer foi elaborado baseads nos documentos abaixe relacio nados:

14:4722  |VERISSIMO

Tipo Documenio Anguivo Postagem AT Shuacio
Infoemacdes Bascas | PE_INFORMACDES_BASICAS DO P | 1370652017 Acsiln
Wn_mﬂ 145208 —

Delegacan pdl TH06/2017 |FRANGIS00 JOSE | Aceno

VERONESE
Progeto Detalhado /| Brochura_|lnvestigador APOL1_e_Doen | 130652017 Fﬁ.ﬁmﬁm.ﬂEE Aceil
|Bmd‘h.ﬂ ca_Renal pdl 144521 |VERISSIMD
LE ! Temmos de 'I'EWJ]E_EEEH’I‘IMEmEJJU 13062017 FFE.A.% %EE ACEHID
Asseniirmento RE_F_ESCLAR ECIDO pdl 14:4157 | VERISSIMD
Jisskcaliva de VERONESE
|Austnegs
Fodha de Rosio Folha_de_nosto_progess_APOL 1. pd 1H0E AT FFE.H.I"EISE:EI'..HJEE ACEH0
135858 |VERISSIMD
YEROHMESE
Situagho do Parecar:
Pendenie
Mecessita Apreciagho da CONEP:
T
PORTO ALEGRE, 27 de Junho de 2007
Assinado par:
M arcia Mocellin Raymundo
{Coordenador)
Enderegn:  Foua Ramio Bamslos & 350 sda 227 F
Bairen: Bom Fim CEP: G 035503
UF: RS Munidpio: FORTO ALEGRE
Teledone (5133557540 Fam: (51)338.Te40 Esmall: oephcpaFcpamd b
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ANEXO VII

STROBE Statement - checklist of items that should be included in reports of observational studies

Item

No. Recomendacao

Title and abstract doenga  renal  cronica  (DRC)
. associada a  hipertensdo arterial

1 eterminar a

A s sisttmica  ou  glomeruloesclerose
prevaléncia dos alelos e gendtipos de

APOL]1 em pacientes segmentar e focal esporadica ou

familiar comparado a individuos
afro-descendentes  portadores  de p

afrodescendentes saudaveis.

Individuos de ascendéncia africana desenvolvem doenga renal cronica (DRC),
especialmente doenca renal cronica terminal associada a hipertensao arterial sistémica (HAS)
em uma taxa de quatro a cinco vezes maior do que pessoas sem ascendéncia africana.
Portadores das variantes de risco G1/G2 no gene da Apolipoproteina 1 (4APOLI), localizado
no cromossomo 22, apresentam um risco trés vezes maior de desenvolver nefropatias do que a

populagdo sem ascendéncia africana

Intfoduction

Baékground/rati onale 2 Espera-se que o estudo indique a

prevaléncia dos alelos de risco do Gene
da Apolipoproteina 1 na populagado
estudada.

3 Objetivo Geral

Determinar a prevaléncia dos
Objectives alelos e genotipos de APOLI em
pacientes afro-descendentes portadores
de doenca renal cronica (DRC)
associada a  hipertensdo  arterial

sisttmica  ou  glomeruloesclerose

segmentar e




focal esporadica ou familiar comparado a individuos

afrodescendentes saudaveis.

Objetivos Especificos

Revisar a literatura sobre o impacto da presenca dos
alelos de risco em APOLI, com foco em estudos da populagao
brasileira.

eCaracterizar o perfil clinico e demografico de
pacientes com DRC, relacionando as varidveis com a
presenca dos alelos de risco.

eDeterminar o risco de DRC terminal atribuida a
nefroesclerose hipertensiva a partir da presenga do genotipo
de alto risco G1+G2 do gene da APOLI

e Determinar o risco de glomeruloesclerose segmentar
e focal primaria a partir da presenga do genotipo de alto risco
G1+G2 do gene da APOL1

eDeterminar a ancestralidade da amostra através de

marcadores genéticos.

Methods
Desenho do 4 Estudo Caso Controle
estudo
Setting 5 Avaliar a prevaléncia dos polimorfismos p.S342G e

p.I384M do gene APOLI1 na populacao portadora de GESF
primaria em tratamento em Servigos de Nefrologia, assim
como desfechos clinicos associados a presenga do

polimorfismo.




Participants

6 345 sujeitos afrodescendentes adultos, 175 pacientes
portadores de Doenca Renal ndo Diabética, 170 sujeitos

saudaveis.

Variables

7 Idade de inicio dos sintomas, sexo, raga, presenca de
sindrome nefrdtica ou proteintiria patoldgica, presenca de
hipertensdo  arterial, = medicagdes  imunossupressoras
utilizadas, tipo de resposta a terapia imunossupressora,
evolucdo para DRCT e recorréncia da GESF apoés o
transplante renal. As varidveis laboratoriais avaliadas foram
creatinina sérica (mg/dL), albumina sérica (g/dL), proteinuria
de 24 horas (g/24 horas) ou calculada pelo indice
proteindria/creatinintria (IPC) em amostra aleatdria de urina,

taxa de filtragdo glomerular estimada.

Data
sources/

measurement

8 Dados clinicos e laboratoriais realizados através de
revisdo de prontudrio. A genotipagem dos polimorfismos foi
realizada no Laboratério de Medicina Gendémica (LMG) do
Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. O DNA de cada amostra foi extraido com

®

kit comercial FlexiGene™ DNA kit de acordo com as

instrugdes do  fabricante e quantificado no
espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA). O sequenciamento completo do
genoma foi realizado por empresa terceirizada no
equipamento NovaSeq da Illumina®. A profundidade dos
sequenciamentos foi de no minimo 10X. Os dados de
sequenciamento foram processados conforme as diretrizes da
Associagdo Americana de Informatica Médica e da

Associagdo de Patologia Molecular (Roy et al., 2018).

Bias

9 N/A
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O calculo amostral foi calculado através do Programa
SPSS versao 20.0, considerando um Odds Ratio de 4.9 para
o desenvolvimento de DRC associada a hipertensdo arterial
em pacientes afro-descendentes portadores do genoétipo de
alto risco G1+G2 do gene da APOLI Serd necessario
incluir pelo menos 141 individuos no grupo exposto e 141
individuos no grupo controle, considerando um poder de
estudo de 90% e um nivel de significancia de 5% (alfa de
0,05). Devido a estimativa de perda de 20% da amostra ao
longo do estudo, serdo incluidos individuos em cada grupo,

totalizando 338 individuos na pesquisa.

Os dados serdo apresentados como frequéncia
absoluta e porcentagem, médiatdesvio padrdo (DP), ou

mediana e intervalo interquartil.

As analises descritivas relativas aos dados clinicos
foram descritas de acordo com as frequéncias absolutas,
relativas e as medidas de tendéncia central, assim como as
medidas de dispersdo. Os grupos amostrais, casos €
controles, foram comparados em relacdo aos alelos G1 e
G2, e as caracteristicas clinicas. A caracterizagdo da
amostra e as comparagdes entre 0s grupos (casos e
controles) foram feitas por meio do teste y* de Pearson e
exato de Fisher. Casos e controles foram comparados
quanto as suas frequéncias alélicas e genotipicas, € o

equilibrio de Hardy-Weinberg foi testado

Study size 10
Quantit 11
ative
variables
Stati 12
stical
methods
Results
Participant 13%

(a) 345 participantes

(b) 175 casos
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(c) 170 controles

data

Descriptive

4%

1

175 casos 170 controles

data

Outcome

5*

Considerando como genotipo de risco a presenca de
alelos em heterozigose (concomitantemente tanto em Gl
quanto em G2) e também a presenca de homozigotos em
Gl e G2 (G1/G1, G1/G2, G2/G2), observamos que 87.3%
(137) dos casos nao apresentam o gendtipo de risco e que
12,7%

(20) dos casos apresenta genétipo de risco; quando
avalia- se os controles, 96,9% (156) dos controles ndo
apresentam genétipos de risco e 3,1% dos controles
apresentam genotipos de risco (p=0.001).

A analise de regressdo logistica univariada mostrou
um risco aumentado (OR = 4,55; IC 95% 1,66-12,46; p=
0.03), indicando um risco significativo para DRC associado
aos gendtipos de APOLI. Os modelos de risco foram
ajustados a fim de minimizar o impacto dos confundidores.
Foram utilizadas as variaveis idade e o sexo para o modelo
de regressao multivariado. Considerando sexo e idade, o
risco estimado para APOLI ficou em OR = 4.717 (IC 95%
1.53 - 14.53, p=0.007).
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Main results

6

1

Dos 345 individuos recrutados, para 328 foi possivel
realizar a analise molecular, sendo 318 genomas completos
e 10 por analises de PCR em tempo real e analise de
fragmentos. Considerando a amostra total genotipada, a
frequéncia dos alelos de Gl foi de 11% na amostra
(rs73885319, A:0.883648/ G:0.116352; e

rs60910145, T:0.886792/ G:0.113208) ja a frequéncia
alélica de G2 foi estimada em 5%
(rs71785313/rs14383830837, AATAATT:0.946541/
INDEL:0.0534591) (Tabela 2). Do total, 7,9% (25)
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portavam o gendtipo de risco (G1/G1, G1/G2, G2/G2)
e 92,1% (293) se enquadram fora dos gendtipos de risco
(GO0). Os alelos estao em desequilibrio de HW com perda de
heterozigosidade (rs73885319: Obs 256/50/12 X Esp
248.31/65.39/4.31;  ChiSq=  1.761485e+01; p=

2.187177e-04, def Het, 2.187177e-04) e (rs60910145:
Obs 258/48/12 X Esp 250.08/63.85/4.08; ChiSq=
1.959408e+01, p= 1.166388e-04; def Het 1.166388¢-04)

(Tabela 2). Entre as variantes que compdem o alelo de
risco G1 (rs73885319 e rs60910145), a variante rs73885319,
(A > Q) de G1, estd presente em heterozigose em 15,9% dos
casos € em 15,5% dos controles, e em homozigose em 6,4%
dos casos e 1,9% dos controles. J4 a variante rs60910145, (T
> G) de Gl, esta presente em heterozigose em 15.3% dos
casos € em 14.9% dos controles e em homozigose em 6,4%
dos casos e 1,9% dos controles. J4 a para a variante de
inser¢ao delecdo (indel) rs143830837, (delITTATAA) de G2,
no grupo de casos, 86,6% dos individuos apresenta o
genotipo GO, 13,4% ¢ heterozigoto para G2 e nenhum
individuo em homozigoto. No grupo dos controles para o
alelo G2, 93,2% apresentaram o genotipo GO, 6,2%
apresentaram o genotipo heterozigoto e 0,6% apresentaram

o geno6tipo homozigoto para G2
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Other
analyses

As andlises de componente principal (PCA) de
ancestralidade global da amostra mostraram que os
individuos do estudo estdo bem discriminados dos demais
grupos populacionais, € que se apresentam de forma
intermediaria, demonstrando assim a miscigenacdo desta
populacdao (Figura 1). Tal resultado é corroborado pelas
andlises de propor¢do das ancestralidades africanas,

europeias e nativo americanas, as quais mostraram que a
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representam em média uma propor¢ao de 49%, 33% e

18%, respectivamente

Discussion

Key results 1 A prevaléncia dos polimorfismos p.S342 e p.I384M na
8 populacdo adulta deste estudo estdo em consondncia com a
prevaléncia descrita em outras publicagdes em pacientes

adultos com GESF esporadica.

Limitations 1 Houve analise de 3 polimorfismos relacionados ao gene
? APOLI, consideramos a necessidade de novos estudos,

incluindo um maior nimero de pacientes com GESF familiar

ou esporadica, e analisando um nUmero maior de

polimorfismos para se definir uma estratégia sobre a

indicacdo da andlise genética e suas implicagdes terapéuticas

no manejo clinico dessa condigao.

Interpretatio 2 Com base nos achados, consideramos que a pesquisa
dos polimorfismos do gene NPHS2 podem ser uma
alternativa terapéutica promissora no manejo dos pacientes

com GESF primaria.

Generalisabi 2 Investigar os polimorfismos do gene NPHS2, a relagdo
lity ! da presenca do polimorfismo com a resisténcia ao tratamento
imunossupressor, o potencial de mudanga no protocolo de
investigagdo  dos  pacientes, evitando  tratamentos
desnecessarios e inserindo o aconselhamento genético nos

pacientes com GESF primaria.

Other information

59



Funding

2

Este estudo foi financiado pelo Fundo de Incentivo a
Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (FIPE /
HCPA), pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), Brasil.
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*Give information separately for cases and controls in case-control studies and, if applicable, for

exposed and unexposed groups in cohort and cross-sectional studies.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives
methodological background and published examples of transparent reporting. The STROBE checklist is
best used in conjunction with this article (freely available on the Web sites of PLoS Medicine at
http://www.plosmedicine.org/, Annals of Internal Medicine at http://www.annals.org/, and Epidemiology
at  http://www.epidem.com/). Information on the STROBE Initiative 1is available at

www.strobe-statement.org.
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ANEXO VIII

Comprovante de submissao ao periodico Brazilian Journal of Nephrology

I
ﬂ(ﬁ CLI NlCAE.» Fernanda Sales Luiz Vianna fvianna <fvianna@hcpa.edu.br>

Brazilian Journal of Nephrology - Manuscript ID JBN-2022-0171

1 mensagem

Fabiana Montanari Lapido <onbehalfof@manuscriptcentral.com> 2 de dezembro de 2022 15:38
Responder a: fabiana.lapido@gmail.com
Para: bibianafam@hotmail.com, bibiana.so@gmail.com
Cc: cmmartins@hcpa.edu.br, bibianafam@hotmail.com, bibiana.so@gmail.com, giudicelligc@gmail.com, fvianna@hcpa.edu.br, fveronese@hcpa.edu.br
02-Dec-2022
Dear Dr. Fam:
Your manuscript entitled "Survey on association studies between Apolipoprotein 1 (APOL1) variants and Chronic Kidney Disease with a focus on the Brazilian
Afro-descendant population” has been successfully submitted online and is presently being given full consideration for publication in the Brazilian Journal of
Nephrology.
Your manuscript 1D is JBN-2022-0171.

Please mention the above manuscript ID in all future correspondence or when calling the office for questions. If there are any changes in your street address or
e-mail address, please log in to ScholarOne Manuscripts at https://mc04 manuscriptcentral.com/jbn-scielo and edit your user information as appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author Center after logging in to https://mc04.manuscriptcentral.com/jbn-scielo.
Thank you for submitting your manuscript to the Brazilian Journal of Nephrology.

Sincerely,
Brazilian Journal of Nephrology Editorial Office
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