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1. INTRODUCAO

A doenca renal crénica (DRC) é um importante problema de salde publica
devido ao numero elevado de casos diagnosticados a cada ano, ao impacto do
prognéstico negativo e ao elevado custo de seu tratamento. A doenca renal
cronica é caracterizada pela reducdo progressiva da taxa de filtracdo glomerular
(PASSIGATTI et al., 2014). Diversos fatores estdo envolvidos no desenvolvimento
desta condicdo, inclusive a predisposicdo genética. Dentre estes fatores,
variacfes nos genes da enzima conversora de angiotensina (ECA) e da actinina 3
(ACTN3) ainda ndo foram completamente estudados quanto sua associacao ao
risco do paciente se tornar hemodialise (HD) dependente. Uma possivel
explicacdo para esses resultados negativos seria a heterogeneidade genética,
como por exemplo, o polimorfismo no gene da enzima conversora da
angiotensina (ECA). A ECA é a enzima responsavel por sintetizar angiotensina |
em angiotensina Il, que atua no sistema renina-angiotensina-aldosterona
causando contracdo vascular e aumento da pressao arterial (SESSO et. al.,
2015). Este polimorfismo da ECA resulta de um elemento de insergao (alelo “I”)
ou delecédo (alelo “D”) no interior do intron 16. A inser¢do causa a diminui¢ao da
atividade plasmatica da enzima (CASTELLON e HAMDI, 2007).

Recentemente, outro polimorfismo, antes relacionado apenas ao
desempenho atlético, tem sido muito estudado como provavel fator de risco para
sindrome metabdlica. A alfa actinina-3 (ACTN3) € uma proteina que estabiliza
filamentos de actina na linha Z do musculo esquelético, especificamente nas
fibras musculares brancas do tipo 2b. polimorfismo R577X da ACTN3 ocorre pela
troca de uma arginina na posicéo 577 (aleloR) por um cédigo de parada (alelo X)
(FERNANDES et al., 2015). Individuos que possuem ambos os alelos com a
mutacao (genodtipo XX) apresentam auséncia total de a-actinina-3, mas sao
totalmente saudaveis. Ja individuos heterozigotos apresentam uma reducao na
quantidade de a-actinina-3 sintetizada no musculo esquelético em comparagéo
com os individuos com genétipo RR (FRATTINI et al., 2016).

Apesar de diversos estudos que analisam estes polimorfismos em
populacdes diversas, ainda a escassa literatura para se concluir o efeito destes
polimorfismos com relagdo ao prognostico e tratamento de pacientes com DRC
em hemodialise.

2. METODOLOGIA

Um estudo de carater transversal, onde a amostra foi constituida por
pacientes adultos portadores de DRC em tratamento por HD ha mais de 90 dias,
no Centro de Didlise e Transplante Renal do Hospital Universitario Sdo Francisco
de Paula. Os critérios de inclusédo foram: ter Idade igual ou maior a 18 anos; estar
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em programa de dialise por mais de 90 dias; aceitar participar do estudo mediante
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). A Coleta de
sangue, seguiu a rotina de coleta mensal da unidade de dialise, o conteudo
coletado foi levado ao laboratério de nutrigendmica e metabologia da faculdade
de nutricdo para a extracdo do DNA gendmico. Foi realizada a técnica de Reacao
em cadeia da polimerase (PCR) para a amplificacdo de DNA.

Os genes de ACTN3 foram amplificados utilizando combinacdes de
primers para a obtencdo de trés diferentes tamanhos de fragmentos. As
concentragdes finais utilizadas foram 0,5 uM para os primers externos e 0,125 e
0,25 yM para os primers internos. Na pratica, os iniciadores de 5 yM foram
misturados em um tubinho adicionando 4 volumes de cada iniciador externo, um
volume do iniciador de sentido interno e 2 volumes do iniciador anti-sense interno.
Foram adicionados 5C da mistura de iniciadores 10 pyl GoTag® Master Mix
(Promega ®, Cat. M7122 Madison, WI, EUA) e 5 ul da amostra de DNA, para dar
um volume de reagdao de 20 pl. Em um termociclador, os genes foram
amplificados com o0 seguinte protocolo térmico: desnaturacdo inicial, 95 °C
durante 5 min; 35 ciclos de desnaturacdo a 95 °C durante 0,5 min, anelamento a
68 °C durante 1 min e extensdo a 72 °C durante 1 min; e extensao final, para 72
°C 5 min.

J& para a amplificagcdo do DNA do gene da ECA foram utilizados os primers
especificos, usando estes primers para a PCR pode-se detectar dos alelos
delecdo (D = 190 pares de bases) e insercao (I com 490 pares de bases). Os
produtos amplificados pela PCR foram analisados juntos em gel de agarose a 1%
apos eletroforese.

No entanto os resultados dos dois polimorfismos foram combinados para
se construir um perfil genético, onde os genétipos foram combinados formando 5
categorias de acordo com o risco para hipertensdo, sendo as categorias com
valores mais baixos as que tem maior risco, conforme Tabela 1.

Tabela 1. Combinacao do perfil genético de pacientes em hemodialise

Perfil Combinacéao de gendétipos

DD e RR;

DD e RX, ID e RR;

ID e RX, DD e XX, Il e RR;
ID e XX, Il e RX;

Il e XX;

a b~ W NP

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Amostra composta por 130 pacientes, com média de idade de 56,9 +17,6,
onde 106 foram genotipados para o polimorfismo da ECA e 72 para o
polimorfismo da R577X da ACTN3. A distribuicdo do gendtipo para os dois
polimorfismos estudados nos pacientes em hemodialise é apresentada na Tabela
2. Como resultado principal encontramos diferencas nas distribuicbes dos
polimorfismos I/D da ECA e R577X da ACTN3 nos pacientes quando comparados
com a distribuicdo esperada para nossa regidao. Conforme estudo realizado por
(INACIO, J. et al. 2004), foi analisado o polimorfismo do gene I/D da ECA em
cinco regides do Brasil, em uma populacao normal, onde houve pouca variagao
do genotipo entre as regides brasileiras, ndo havendo diferenca significativa de
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outras populacbes normais ja estudadas. O maior numero de ocorréncias do
gendtipo DD no polimorfismo I/D da ECA nos pacientes em hemodidlise sugere
que este genodtipo aumenta o risco para os pacientes com DRC ficarem
dependentes da hemodialise. Nosso trabalho, diferentemente do que foi mostrado
anteriormente, indica um aumento na frequéncia do gendtipo DD nos pacientes
em hemodidlise confirmando assim que este genotipo esta associado ao risco do
paciente renal se tornar dependente deste tratamento. Isso pode ser explicado
pelo fato das pessoas deste gendtipo terem uma maior atividade da ECA no
plasma convertendo assim mais rapidamente a angiotensina 1 (inativa) em
angiotensina 2, a qual esta relacionada a vasoconstricdo e aumento do estresse
oxidativo nos rins e inflamacao renal (FRANKEN et al., 2004).

Quanto ao polimorfismo R577X da ACTNS, foi observado um desiquilibrio da
distribuicdo quanto a andlise para Hardy-Weinberg. Isso mostra uma pressdo de
selecdo a qual pode ser relacionada ao risco de se ter doenca renal cronica,
caracteristica essencial da populagéo estudada no presente trabalho.

J& na tabela 3, analisando a combinacdo dos gendtipos no perfil genético
destes pacientes, vemos que mais de 90% dos pacientes em hemodiadlise se
encontram nos perfis de 1 a 3. Estes dados reforcam que os alelos D e X dos
polimorfismos estudados sdo fatores de risco para pacientes com DRC se tornarem
dependentes da hemodialise

Tabela 2. Analise do equilibrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos I/D ECA e
R577X ACTN3 em pacientes em hemodiélise

Frequéncia Frequéncia

Polimorfismo Gendtipo Observadan (%) esperada n (%) Valor de
DD 43 (40,5%) 40,5 0.2987
I/D ECA ID 45 (42,4%) 50,1
I 18 (16,9%) 15,1
Total 106
RR 12 (16,6%) 7.3 0.0116
R577X ACTN3 RX 22 (30,5%) 31,3
XX 38 (52,8%) 33,3
Total 72
Tabela 3. Distribuicdo dos pacientes no perfil genético
Perfil genético onggru\gggi Percentual Cumulativos
1 15 23,8 23,08
2 22 33,85 56,92
3 22 33,85 90,77
4 5 7,69 98,46
5 1 1,54 100

Total 65 100
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4. CONCLUSOES

Foi encontrada uma frequéncia aumentada do gendtipo DD nos pacientes
em hemodialise, sugerindo que este gendtipo aumenta o risco para 0s pacientes a
ficarem dependentes deste tratamento. Quanto ao polimorfismo R577X da
ACTNS3, o genotipo XX teve a maior prevaléncia numa frequéncia muito acima do
esperado comparando a controles historicos. A distribuicdo dos gendtipos deste
polimorfismo na populacdo estudada esta em desequilibrio quanto a Hardy-
Weinberg indicando uma pressdo de selecdo, e o risco do genotipo XX para
pacientes com DRC se tornarem dependentes da hemodialise.

Se confirmada, estas informacdes poderdo ajudar os profissionais de
saude no prognéstico de pacientes com DRC, ajudando nas decisdes quanto a
implementacdo de tratamentos mais efetivos para evitar que estes pacientes se
tornem dependentes da hemodidlise.
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