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RESUMO

A Doencga Renal Crénica (DRC) representa um grave problema de saude publica,
frequentemente relacionada a glomerulopatias de curso progressivo. A identificagcao
de variantes genéticas, como as do gene APOL1, tem sido fundamental para
compreender a susceptibilidade e evolucdo dessas doengas, especialmente em
populagbes de ancestralidade africana. O presente estudo teve como objetivo
avaliar a qualidade e integridade do DNA genbmico extraido de bidpsias renais
conservadas em diferentes meios (Michel, Bouin e formol) e investigar a presenca
das variantes G1 e G2 do gene APOL1 em pacientes atendidos no servigo de
Nefrologia do LIME-HUUFMA. Foram utilizadas amostras parafinadas, frescas e
congeladas, com extragdo de DNA realizada por protocolos especificos para cada
tipo de conservacdao. A qualidade do DNA foi avaliada por espectrofotometria
(A260/A280), eletroforese em gel de agarose e testes de amplificacdo por PCR. Os
resultados demonstraram uma clara influéncia do meio de conservagao sobre o
rendimento e a pureza do material genético extraido. As amostras armazenadas em
solucdo de Michel apresentaram os melhores parametros de purificagdo, com
concentragbes variando de 3,3 ng/uL a 200,7 ng/pL e razbes A260/A280 entre 1,8 e
1,9, valores ideais para DNA puro. Essas amostras também apresentaram maior
taxa de sucesso na amplificagdo por PCR, com bandas visiveis e bem definidas.
Fragmentos maiores e oriundos da regidao cortical do rim contribuiram
significativamente para a obtencdo de DNA com melhor qualidade, devido a maior
densidade celular.Por outro lado, as amostras fixadas em Bouin mostraram-se
extremamente degradadas, com baixas concentragdes, auséncia de bandas na
eletroforese e razbes de pureza fora da faixa ideal. A presenca de acido picrico e a
acao prolongada do fixador resultaram em modificagdes quimicas no DNA,
comprometendo as etapas de extragcao e purificacdo. Os dados reforgam que a
escolha do meio de conservagdo e a area de origem do fragmento sao
determinantes para a recuperacao de DNA viavel. A padronizagao de protocolos de
coleta e conservagao, com preferéncia por amostras embebidas em Michel, pode
otimizar estudos moleculares, especialmente aqueles voltados a genotipagem de
variantes como as do gene APOL1, com implicagdes diagndsticas e progndsticas
relevantes.

Palavras-chave: APOL1,; Bouin; Michel; Bidpsia.



Abstract

Chronic Kidney Disease (CKD) represents a serious public health issue, often
associated with progressive glomerulopathies. The identification of genetic variants,
such as those in the APOL1 gene, has been fundamental in understanding
susceptibility and the progression of these diseases, particularly in populations of
African ancestry. This study aimed to evaluate the quality and integrity of genomic
DNA extracted from kidney biopsies preserved in different media (Michel, Bouin, and
formalin) and to investigate the presence of the G1 and G2 APOL1 gene variants in
patients treated at the Nephrology Service of LIME-HUUFMA. Paraffin-embedded,
fresh, and frozen samples were used, with DNA extraction performed using protocols
specific to each preservation method. DNA quality was assessed by
spectrophotometry (A260/A280), agarose gel electrophoresis, and PCR amplification
tests. The results clearly demonstrated the influence of the preservation medium on
the yield and purity of the extracted genetic material. Samples stored in Michel’s
solution showed the best purification parameters, with concentrations ranging from
3.3 ng/uL to 200.7 ng/uL and A260/A280 ratios between 1.8 and 1.9 ideal values for
pure DNA. These samples also showed a higher success rate in PCR amplification,
with visible and well-defined bands. Larger fragments derived from the renal cortex
significantly contributed to obtaining higher quality DNA due to the greater cellular
density. On the other hand, samples fixed in Bouin's solution were found to be highly
degraded, with low concentrations, absence of bands in electrophoresis, and purity
ratios outside the ideal range. The presence of picric acid and the prolonged action
of the fixative resulted in chemical modifications to the DNA, compromising the
extraction and purification steps. The data reinforce that the choice of preservation
medium and the fragment's origin area are determining factors for the recovery of
viable DNA. Standardizing collection and preservation protocols, with preference for
Michel-embedded samples, can optimize molecular studies especially those focused
on genotyping variants such as those of the APOL1 gene with relevant diagnostic
and prognostic implications.

Keywords: Bouin, michel, biopsy, APOL1
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1 INTRODUGAO

As doengas renais crbnicas representam um grande desafio para a saude
publica global, dada sua alta morbimortalidade e impacto socioeconémico. A
investigacdo molecular tem desempenhado um papel crucial na compreensao dos
mecanismos patogénicos envolvidos nessas doencgas, permitindo a identificagao de
variantes genéticas associadas a sua evolugdo e prognostico. Dentre essas
variantes, as mutagdes no gene APOL1 tém sido amplamente estudadas devido a
sua relagcdo com formas agressivas de glomerulopatias, especialmente em
individuos de ascendéncia africana (Genovese et al., 2010).

Para o diagndstico dessas doengas, a biopsia renal € um procedimento
diagnodstico essencial para a caracterizagao histopatolégica das nefropatias, sendo
comumente embebida em diferentes meios de fixacdo, como solugédo de Bouin,
Michel e Formol. Cada uma dessas substancias apresenta caracteristicas distintas
que influenciam a preservagdao do tecido e a integridade dos acidos nucleicos
(Najafian et al., 2022). A solugdo de Bouin, por exemplo, € amplamente utilizada
para melhorar a morfologia tecidual, mas pode induzir modificagdes quimicas no
DNA, sendo utilizada principalmente para a microscopia éptica (MO) (Melk, 2023).

A solucdo de Michel, segundo Moreno e colaboradores (2021), é
frequentemente empregada para preservar antigenos em amostras destinadas a
imunofluorescéncia (IF), enquanto o formol €& o fixador de escolha para a
microscopia eletronica (ME), pois preserva ultraestruturas celulares, permitindo a
avaliacdo de alteracbes submicroscopicas associadas a diferentes tipos de
glomerulopatias (Howell & Herrera, 2020). Embora essas solugbes sejam
indispensaveis para o diagndstico histopatolégico, sua agédo sobre os acidos
nucleicos pode comprometer a qualidade do DNA (Mielonen et al., 2022)

A escassez de trabalhos comparando o impacto desses trés fixadores na
qualidade do DNA extraido de biopsias renais representa uma lacuna metodologica
significativa (Azzalini et al., 2019). A desparafinizagdo, etapa necessaria para
acessar o tecido, introduz desafios adicionais, como a remocdo completa de
residuos de parafina e a recuperagdo de fragmentos de DNA ja potencialmente
degradados. A qualidade do DNA extraido influencia diretamente no sucesso da
amplificagdo por PCR, sequenciamento e consequentemente na confiabilidade dos

testes moleculares (Yi et al., 2020). Nesse cenario, compreender como os diferentes
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métodos de fixacdo impactam a qualidade do DNA torna-se especialmente relevante
quando se busca investigar variantes genéticas associadas a progressao das
doencgas renais.

Entre essas variantes de risco do gene APOL1 (G1 e G2) destacam-se como
determinantes criticos na patogénese de glomerulopatias agressivas, como a
glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF), a nefropatia associada ao Virus da
imunodeficiéncia humana (HIVAN) e a nefropatia relacionada a COVID-19 (COVAN)
(Genovese et al., 2010; Friedman et al., 2021). Essas variantes, resultantes de
selecao natural devido a resisténcia contra o Trypanosoma brucei rhodesiense,
estao presentes em até 40% dos individuos de ascendéncia africana e conferem um
risco até dez vezes maior de progressdo para doenga renal terminal quando em
homozigose ou heterozigose composta (Tzur et al., 2010).

Apesar do avango no entendimento da biologia de APOL1, a aplicagao clinica
desses conhecimentos enfrenta obstaculos técnicos. A obtengdo de DNA de alta
qualidade a partir de bidpsias renais fixadas em solugdes como Bouin, Michel e
formol, impactando estudos de associagdo gendmica, essenciais para identificar

novos biomarcadores e entender as interacdes do gene APOL1.
2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Histologia

2.1.1 Bouin

A solucao de Bouin, composta por acido picrico, formaldeido e acido acético,
€ amplamente utilizada em patologia renal devido a sua capacidade de preservar
detalhes morfoldgicos finos, como a arquitetura glomerular e tubular (Ellenburg et
al., 2020). Sua fixacao rapida (em torno de 4-6 horas) minimiza artefatos de autdlise,
sendo particularmente vantajosa para tecidos ricos em colageno, como o rim
(Martino et al., 2022). No entanto, o acido picrico, componente oxidativo da solugao,
induz a desnaturacéo proteica e a fragmentacdo do DNA, comprometendo a
qualidade do material genético extraido (Bonin et al., 2005). Esse efeito é
exacerbado em amostras armazenadas por longos periodos, limitando sua utilidade
em estudos genémicos retrospectivos, como a genotipagem do gene APOL1, crucial

para avaliagao de risco em populacdes afrodescendentes.
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A degradacao do DNA em tecidos fixados com Bouin esta intimamente ligada
a formacdo de adutos entre o acido picrico e as bases nitrogenadas, gerando
quebras na cadeia dupla e reduzindo a amplificabilidade de fragmentos maiores que
200 pares de bases (Azzalini et al., 2019). Estudos demonstram que, mesmo apoés
desparafinizagao, o DNA residual apresenta altas taxas de oxidagao, inviabilizando
técnicas como o sequenciamento de nova geracédo (NGS) (Nagahashi et al., 2017).
Para contornar esse obstaculo, protocolos de extracao adaptados, como o uso de
enzimas reparadoras de DNA (ex.: polimerases tolerantes a danos) e kits comerciais
com etapas adicionais de descalcificagao, tém sido propostos, embora com eficacia

variavel em amostras renais (Nagai et al., 2016).

2.1.2 Solucao de Michel

A solucdo de Michel € um meio de transporte amplamente utilizado para a
conservagao de tecidos em biopsias destinadas a imunofluorescéncia direta,
especialmente em doencgas renais e dermatolégicas. Sua composig¢ao original inclui
sulfato de amobnio (55 g/L), sulfato de magnésio (5 g/L), acido citrico (1 g/L) e
monohidrogenofosfato de potassio (1 g/L), dissolvidos em agua destilada, com o pH
ajustado entre 7,0 e 7,2. Essa formulagéo permite a preservagao da integridade dos
antigenos e imunocomplexos, evitando a degradacéo das proteinas e garantindo a
reatividade adequada dos anticorpos fluorescentes durante a analise microscépica
(Michel, Milner, David, 1972).

Essa composicdo mantém a integridade de alvos criticos para o diagnostico
renal, como IgG, IgA, C3 e C1q, permitindo a detecgao precisa de depdsitos imunes
em doengas como nefrite lUpica e glomerulonefrite pds-infecciosa (Cassol, et al.,
2020). A solugao de Michel é preferida em bidpsias renais de pacientes LES por
manter a conformagao espacial de complexos imunes, permitindo a diferenciagao
entre padrbes de deposi¢cao, como os observados na nefrite lupica classe IV (ativa)
e classe V (membranosa) (Zickert et al., 2014).

A solugéo preserva eficazmente as proteinas da membrana basal (BMZ) em
biépsias de pele por até 28 dias, sem reducdo na intensidade da coloragao,
garantindo a integridade dos epitopos. Comparado a criopreservagéo, o meio de
Michel se mostrou uma alternativa viavel e pratica, facilitando a realizagédo de

analises imunofluorescéncia em contextos clinicos de rotina. (Woollons, Gratian,
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Bhogal, 1999) (Boraiy et al., 2014).

2.1.3 Formol

O formol a 10% (formalina) é o fixador padrdo em patologia renal, garantindo
preservagao morfolégica detalhada por periodos prolongados. Sua capacidade de
penetrar rapidamente no tecido e formar ligagdes cruzadas entre proteinas e DNA é
essencial para manter a estrutura glomerular e tubular, facilitando diagndsticos de
condi¢cdes como GESF (Vitosevic et al., 2023). No entanto, essas mesmas ligagoes
induzem fragmentacdo do DNA e modificagdes quimicas (ex.: metilacdo de
citosinas), comprometendo a eficiéncia das técnicas moleculares (Wen et al., 2017;
Thirlwell et al.,, 2010) . A fixacdo em formalina pode causar degradacao do DNA,
resultando em fragmentos menores que 100 pares de bases apds 48 horas de
fixacdo, o que é inadequado para a amplificagdo de éxons inteiros (Lehmann, Kreipe
2001; Masuda et al., 1999;).

Apesar desses desafios, a formalina continua sendo insubstituivel na rotina
diagnostica, e o vasto acervo de amostras arquivadas representa um recurso
valioso para pesquisas genéticas retrospectivas (Zhao et al., 2019). A otimizacéo de
protocolos de extragcdo, combinada com técnicas de amplificagdo de DNA
danificado, como a amplificagcdo total do genoma, tem permitido recuperar
informagdes genéticas mesmo de amostras com décadas de armazenamento

(Maciejewska, Jakubowska, Pawlowski, 2013).
2.2 Glomerulopatias
2.2.1 Glomeruloesclerose Segmentar e Focal (GESF)

A GESF representa uma das principais causas de doenca glomerular
progressiva, caracterizada por lesdes escleroticas segmentares nos glomérulos,
associadas a dano podocitario e proteinuria significativa. Sua fisiopatologia
centra-se na disfungao dos poddcitos. Alteragdes em proteinas estruturais como a
nefrina (codificada pelo gene NPHS1) e a podocina (NPHS2), ou em canais ibnicos
como o TRPC6, comprometem a arquitetura do slit diaphragm, permitindo a
passagem anormal de proteinas para o filtrado urinario (Kawachi, et al., 2009). Além

das mutag¢des genéticas, fatores circulantes, como o receptor soluvel de ativador de
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plasminogénio tipo uroquinase, tém sido implicados em formas primarias da doenga,
ativando vias de sinalizacdo que induzem apoptose podocitaria e remodelamento
glomerular (Wei et al., 2012).

Epidemiologicamente, a GESF exibe disparidades marcantes. Individuos de
ascendéncia africana apresentam risco até quatro vezes maior de desenvolver a
doenca, um fendbmeno intimamente ligado as variantes de risco do gene APOL1 (G1
e G2) (Genovese et al., 2010).

Além da predisposicdo genética, comorbidades como, obesidade,
hipertensdo arterial e infecgbes virais exacerbam a hiperfiltragcdo glomerular,
acelerando a perda de néfrons funcionais (Rivera et al., 2022). A forma secundaria
da doenca também estd associada a condigdes como diabetes, nefropatia por
refluxo ou uso crénico de drogas nefrotéxicas, como heroina, refletindo na sua
etiologia multifatorial (D’agati et al., 2016).

Histologicamente, a GESF é categorizada em cinco subtipos pela Columbia
Classification, entidade responsavel pela classificagdo dessa condicdo, sendo cada
subtipo associado a implicagbes prognésticas distintas (Bonilla et al.,, 2024) A
variante Tip, caracterizada por lesdes na jungdo entre o tubulo proximal e o
glomérulo, apresentou resposta geralmente favoravel ao tratamento. Um estudo
retrospectivo realizado na india com 30 pacientes mostrou que 87% apresentavam
sindrome nefrética no diagndstico e, apds tratamento com corticosteroides, 87%
alcancaram alguma forma de remissdo da proteinuria. No entanto, 13,3%
duplicaram a creatinina sérica apos um seguimento médio de 2 anos, indicando que,
embora a resposta inicial seja boa, ha risco de progressao em alguns casos (Trivedi
et al., 2015).

A variante Perihilar, frequentemente associada a hipertensao e sobrecarga
hemodinamica, representou 15,3% dos casos em um estudo coreano com 111
pacientes. Entre os portadores dessa variante, 64,7% tinham hipertensao e 41,2%
apresentavam sindrome nefrdtica. A taxa de sobrevida renal em 5 anos foi de
66,7%, e apenas 11,8% atingiram o desfecho composto de duplicagao da creatinina
sérica ou progressao para doenga renal terminal (Know et al., 2014).

A variante Celular se destaca pela presenca de proliferacdo intracapilar e
infiltrado inflamatério glomerular. Em um estudo com 225 pacientes com GESF, 22
tinham essa variante. Eles apresentaram taxas intermediarias de remissao (44,5%)

e de progressao para doencga renal terminal (27,8%) quando comparados as
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variantes Tip e Colapsante. Essa variante esteve associada a quadros clinicos mais
graves e sindrome nefrética mais severa no momento da apresentagéo (Stokes et
al., 2006).

No contexto genético a descoberta das variantes APOL17 revolucionou a
compreensao da GESF em populagbes afrodescendentes. Portadores de duas
copias de G1/G2 nao apenas exibem risco elevado de desenvolver a doenca, mas
também apresentam resisténcia a terapias convencionais (Huang et al., 2014).
Clinicamente, isso se traduz em lesdes histoldgicas mais agressivas, como padroes

colapsantes e fibrose tubulointersticial acentuada (Siemens et al., 2018).
2.2.2 Colapsante

A Glomerulopatia colapsante (GC) é uma forma rara e agressiva da doenca
glomerular, caracterizada por um curso clinico rapidamente progressivo.
Clinicamente, manifesta-se predominantemente como uma sindrome nefrética
grave, com proteinuria intensa frequentemente superior a 10 g/dia, hipoalbuminemia
acentuada, edema generalizado e rapida deterioragdo da funcdo renal. E comum a
presenca de hipertensdo arterial e anasarca nos estagios mais avangados da
doenca. Um aspecto que difere a GC em relacdo a outras variantes da GESF é a
sua resposta limitada as terapias convencionais, como os corticosteroides, o que
contribui significativamente para a evolugao desfavoravel, atingindo, em muitos
casos, ha progressao para a doenga renal crénica terminal (Qamar et al., 2023).

A GC afeta de forma desproporcional pessoas de ascendéncia africana. Essa
desigualdade esta ligada a variantes de risco do gene APOL1, que aumentam a
suscetibilidade dessa doenca. Além disso, a GC pode ser desencadeada por uma
série de fatores, incluindo infecgdes virais, principalmente por HIV e parvovirus B19
o uso de medicamentos, doengas autoimunes, alguns tipos de cancer, isquemias
(microangiopatia trombotica, peri-infarto, embolia por colesterol) e até mesmo
transplantes renais afetam o desenvolvimento da doenca (Koilra, Akileseh,
Jefferson, 2024).

No contexto de infeccado pelo HIV, a GC assume um papel importante, sendo
conhecida como nefropatia associada ao HIV (Koilra, Akileseh, Jefferson, 2024). A
GC apresenta caracteristicas histolégicas marcantes sob microscopia 6ptica,
incluindo a obliteracdo parcial ou total do lumen capilar causada por hipertrofia e

hiperplasia dos poddcitos. Essas células podem conter depdsitos
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intracitoplasmaticos que indicam reabsorcdo de proteinas, enquanto pseudo
crescentes, que se assemelham a crescentes glomerulares, frequentemente
antecedem a esclerose glomerular (Cutrim et al., 2022).

Do ponto de vista histopatoldégico, embora menos frequentes nas fases
iniciais, algumas alteragbes tornam-se mais frequentes a medida que a
glomerulopatia colapsante (GC) progride. Entre os achados mais comuns nos
estdgios avangados, destacam-se a glomerulomegalia, a hialinose, a
hipercelularidade e a formagdao de aderéncias glomerulares. O dano
tubulo-intersticial € particularmente proeminente na GC, caracterizando-se por
acentuada dilatagao tubular, presenca de microcistos e infiltragao intersticial por
células inflamatdrias, com destaque para macrofagos e linfocitos, especialmente os
subtipos CD4" e CD8" (Cutrim et al., 2022).

A analise por imunofluorescéncia (IF) , em geral, é inespecifica ou negativa,
mas pode revelar depdsitos de IgM e C3. Ja a microscopia eletrénica (ME), apesar
de ndo ser frequentemente requerida na pratica diagnostica, pode contribuir na
confirmacédo de lesbes em membranas capilares colapsadas e poddcitos
comprometidos, com perda severa da barreira de filtracdo. Nessas analises, a
presencga de inclusdes intracelulares pode sugerir associagdes com infecgdes pelo
HIV (Cutrim et al., 2022).

2.2.3 Nefrite Lupica (NL)

A NL é uma das manifestagbes mais significativas do lupus eritematoso
sistémico (LES), afetando os rins em até metade dos pacientes diagnosticados com
a doenca. Por ser uma condigao autoimune, caracteriza-se pelo ataque do sistema
imunologico as estruturas renais, comprometendo sua fungédo e, em casos graves,
podendo levar a insuficiéncia renal (Obrisca et al., 2021).

Clinicamente, a NL pode se manifestar de forma variada. Alguns pacientes
apresentam sinais leves, como alteracbes em exames de urina com proteinuria e
hematuria microscopica, enquanto outros podem desenvolver quadros mais
severos, incluindo sindrome nefrética, hipertensdo arterial e insuficiéncia renal
progressiva. Além das manifestagdes renais, € comum que pacientes apresentem
sinais sistémicos caracteristicos LES, tais como febre, fadiga, artrite, rash cutaneo

e outros indicativos de resposta inflamatoria sistémica (Gasparotto et al., 2020).
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Ademais, é importante destacar que a NL acomete, com maior frequéncia,
mulheres jovens, especialmente entre 20 e 40 anos, refletindo a predominancia
feminina no LES, com maior impacto em populacgdes afrodescendentes, asiaticas e
hispanicas, ndo apenas apresentam maior vulnerabilidade a doenga, como também
tendem a evoluir com formas mais agressivas. Nesse cenario, aspectos genéticos
desempenham um papel importante na gravidade e no prognostico da doencga,
sendo descrito mais recentemente a influéncia do gene APOL1 (Parikh et al., 2020).

Em relacdo a sua morfologia, a bidpsia renal & essencial para o diagnéstico e
para a classificagdo da NL, que segue critérios estabelecidos pela Sociedade
Internacional de Nefrologia. Essas classificagdes variam desde lesdes leves e
limitadas ao mesangio (classe | e Il) até formas mais graves, como a proliferagao
difusa (classe IV) e a esclerose avangada (classe VI). As alteragdes incluem
inflamacdo e necrose nos glomérulos, depdsitos imunes formados por
imunoglobulinas e componentes do complemento (IgG, IgA, IgM, C3 e C1q) e,
frequentemente, sinais de dano intersticial, como fibrose e atrofia tubular (Lech&
Anders 2013).

O tratamento da NL exige uma abordagem cuidadosa, baseada no grau de
atividade inflamatéria e na extensdo do dano renal. Medicamentos
imunossupressores, como corticosteroides e micofenolato de mofetila, sdo usados
para controlar a inflamagao e preservar a fungédo renal. Diagndstico precoce e
monitoramento constante, evitam complicagdes e melhoram o progndstico a longo
prazo (Yu et al., 2022).

2.3.4 HIVAN e COVAN

A HIV-associated nephropathy - nefropatia associada ao HIV (HIVAN) e a
COVID-19-associated nephropathy - nefropatia associada a COVID-19, (COVAN)
sdo complicacbes renais que ilustram como infeccbes virais podem impactar
gravemente a fungcdo dos rins. Embora apresentem algumas semelhangas
histolégicas, cada uma tem caracteristicas clinicas e epidemioldgicas que refletem a
natureza distinta de suas doengas subjacentes. A HIVAN, por exemplo, tende a
acometer com maior frequéncia pessoas vivendo com HIV em estagios avangados
da infecgdo ou com carga viral descompensada/descontrolada (Rivera et al., 2022).

Clinicamente, manifesta-se com sintomas como sindrome nefrética, altos

niveis de proteinuria, insuficiéncia renal progressiva e renomegalia, observados por
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ultrassonografia. Essa condicdo € mais prevalente entre pessoas de ascendéncia
africana devido a mutagbes especificas no gene APOL1, que aumentam a
vulnerabilidade ao dano renal. A introducao da terapia antirretroviral de alta poténcia
ajudou a reduzir a incidéncia, mas a HIVAN ainda afeta pacientes que ndo aderem
ao tratamento ou que apresentam resisténcia aos medicamentos (Adanai et al.,
2022).

Por sua vez, a COVAN é uma complicagdo renal emergente associada a
COVID-19, sendo observada principalmente em pacientes gravemente afetados
pelo SARS-CoV-2. Ela se manifesta com insuficiéncia renal aguda, proteinuria, e,
em alguns casos, hematuria, sendo mais comum em pessoas negras ou em
pacientes com condicdes preexistentes que os predispdem a maior risco de
disfuncao renal. Essas diferencas refletem a intensidade da resposta inflamatéria e
os danos endoteliais causados pelo virus em pessoas suscetiveis (Klomijit et al.,
2023).

No nivel histolégico, ambas as condi¢gdes compartiliham como caracteristica
central a glomerulopatia colapsante. Essa alteragdo € marcada pelo colapso dos
capilares glomerulares, aumento de tamanho e proliferagdo anormal dos podécitos.
Na HIVAN, além dessas caracteristicas, ha glomerulomegalia, fibrose no tecido
intersticial, e dilatagdo dos tubulos com presenca de cilindros proteicos. Ja na
COVAN, além de alteragdes similares, nota-se um componente inflamatério mais
pronunciado, provavelmente impulsionado pela tempestade de citocinas
desencadeada pelo SARS-CoV-2, que amplifica os danos estruturais e funcionais
nos rins (Velez, Caza, Larsen 2020).

Essas condigbes reforgam a importancia do diagndstico precoce e do manejo
adequado. Na HIVAN, o uso de medicamentos antirretrovirais é crucial para conter a
progressdo do dano renal. J&4 no caso da COVAN, o tratamento deve focar na
estabilizacdo da funcido renal, controle da resposta inflamatéria e, quando
necessario, suporte dialitico. Em ambas, a realizagao de bidpsia renal desempenha
um papel fundamental para confirmar o diagndstico e orientar as estratégias
terapéuticas, destacando o papel da medicina personalizada no cuidado de
pacientes com condigbes complexas e multifatoriais (Adanai et al., 2022; Klomijit et
al., 2023).

2.3 Genética da APOL1
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Os locus de APOL1 foram inicialmente identificados e estudados com o
objetivo de reduzir e entender as disparidades raciais nas doencgas renais. Nesse
contexto, o projeto 1000 Genomas, langado em janeiro de 2008, representou uma
iniciativa de colaboragao internacional para criar um catalogo abrangente da
diversidade genética humana. Durante o estudo do cromossomo 22, foi observado
que o gene APOL1 possui 145 Kb e é composto por sete exons, os quais codificam
uma apolipoproteina de 398 aminoacidos. Além disso, foram identificadas duas
variantes de risco, denominadas G1 e G2, e uma variante selvagem, chamada GO
(Genovese et al., 2010).

O primeiro exon contém o "peptideo sinal", que funciona enviando a proteina
para o reticulo endoplasmatico, permitindo sua secregcdo. Ja o segundo exon é
responsavel por partes do dominio hidrofébico da proteina, uma regido que facilita
sua interacdo com membranas celulares, tornando possivel sua atuagdo no
transporte e modificagédo de lipidios (Sharma et al., 2016).

O exon 3 ajuda a formar o nucleo central da proteina, garantindo estabilidade
estrutural para que ela desempenhe suas fungdes. Enquanto o 4 é mais
especializado na ligagédo ao colesterol e a outros lipidios. O exon 5, por outro lado,
estd diretamente ligado a atividade citotéxica da proteina, protegendo contra
parasitas como os tripanossomos. Ja o exon 6 torna possivel a interagcdo da
proteina com outras membranas celulares, permitindo a formagéao de poros (Sharma
et al., 2016; Ultsch et al., 2021).

Por fim, o exon 7, que codifica a parte final da proteina, é essencial para
regular sua atividade. Sendo nele que ocorrem as mutagbes conhecidas como
variantes G1 e G2, associadas com o risco aumentado de doencgas renais. Essas
alteragdes destacam como pequenos detalhes na estrutura do gene podem ter
impactos especialmente em populagdes especificas (Sharma et al., 2016; Ultsch, et
al., 2021).



23

389

=

384

-
-
-
-
-
-
-
-
-

-
-
-
-

FSR-Dominio de ligacdo
(Fator sérico de resisténcia)

342

o
-
e ————
- i

304 |me—— - Formacao de poros

-------- Dominio de enderecamento de
membrana

235

-------- Dominio BH3

(Dominio formador de poros)

154-168

22g12 60

i ! """" Peptideo sinal

Figura 1. Estrutura do gene APOL1. Fonte: Autoria prépria (2025).

A G1 possui dois polimorfismos (S342G e 1384M), ja a variante G2 trata-se
das delecgdes de seis aminoacidos (N388 e Y389) (Genovese et al., 2010). A doenga
renal associada ao APOL71 é uma condicao genética com padrao de heranga
recessivo. Individuos com dois alelos de risco (gendtipos G1/G1, G1/G2 e G2/G2)
tém um alto risco de desenvolver doengas renais enquanto pacientes com somente
um alelo de risco (G0/G1 G0/G2) sdo considerados pacientes de baixo risco, ja
pacientes GO/G0 nao possui risco relacionado a essa condicao genética (Wakashin
et al., 2020).

Ha descritos ainda outras variantes do gene APOL1, como a G3. Entretanto,
estudos conduzidos por Limou e colaboradores (2015), realizaram o
sequenciamento de todo o gene, e constatou que é improvavel que outras variantes
além de G1 e G2 cause quaisquer complicagcdes renais.

Os mecanismos pelos quais a APOLT contribui para a lesdo renal

permanecem sendo investigados. Uma questao inicialmente levantada concernente
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a possivel influéncia desse gene no desenvolvimento renal foi abordada em um
estudo de caso. Nesse estudo, um paciente do sexo masculino, portador de
mutagdes inativadoras do gene, ndo apresentou evidéncias de comprometimento
renal, o que sugere que a APOL171 nao desempenha papel no processo de
desenvolvimento normal do sistema renal (Vanhollebeke et al., 2006).

Algumas das limitagbes em relagdo ao desenvolvimento de pesquisas
utilizando o APOL1 se da por ele nao estar presente na maioria dos mamiferos,
incluindo os modelos animais mais comuns, como ratos e camundongos. Os
chimpanzés possuem APOL1, entretanto, o gene no animal comporta-se de forma
diferente. Isso somente reforca a tese de que o APOL1 nao é necessario para a
fungdo renal normal ou desenvolvimento renal em mamiferos (Pollak, Friedman
2023).

A apolipoproteina que circula no sangue ligada a particulas de lipoproteina de
alta densidade (HDL) tem um papel na imunidade inata, lise do parasita e resposta
imune. Os niveis circulantes de APOL1 estdo correlacionados com lipidios
plasmaticos, como colesterol total e triglicerideos, mas ndao com o HDL especifico
ao qual esta ligado (HDL3). Estudos sugerem uma possivel associagcao entre as
variantes de APOL1 e alteragbes nas particulas de HDL, bem como sua
concentracéo relativa (Madhavan, O’toole; 2014).

Alguns mecanismos podem levar ao aumento da expressao do RNA do
APOL1 dessas variantes de risco, como os interferon lipopolissacarideos, agonistas
de receptores toll-like, fator de necrose tumoral e citocinas.. Além disso, as
associagdes entre infecgdes virais e a doenga renal associada a APOL1 sugerem
que alguns virus podem ativar a expressao de APOL1 como o HIV, Citomegalovirus,
parvovirus B19 (GOYAL, SINGHAL 2021), e o mais recente descrito o SARS-CoV-2
(HUNG, et al, 2022).

2.3 Variante da p.N264K

O conjunto de estudos destaca a importancia da variante p.N264K (M1) no
gene APOL1 como um fator genético protetor contra doengas renais, especialmente
a GESF (Gupta et al., 2023; Gbadegesin et al., 2024; Simeone et al., 2025; Narjoz et
al., 2024) Essa variante reduz significativamente a penetrancia dos genétipos G1/G2
e G2/G2, reclassificando-os como de baixo risco. Os dados mostraram que

individuos com o genotipo G2/G2-N264K ndo apresentaram casos de FSGS,
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sugerindo uma reducdo de risco proxima a 100% (OR = 0; IC 95%: 0-0.41),
enquanto aqueles com G1/G2-N264K tiveram uma reducdo de 86% (OR = 0.14; IC
95%: 0.16-0.52). Isso demonstra que a variante p.N264K pode mitigar
significativamente os efeitos negativos dos alelos de risco G1 e G2, impactando
diretamente a modulagéo do risco genético associado ao APOL1 ( Gupta et al.,
2023) .

Outro estudo revelou que o haplétipo M1-G2 provavelmente surgiu de um
evento de recombinagao genética entre um haplétipo GO e um haplétipo G2, em vez
de eventos independentes. Isso sugere um mecanismo evolutivo complexo que
influencia a suscetibilidade as doencas renais. Além disso, os pesquisadores
destacaram que a presencga de variantes adicionais do haplétipo GO, combinadas
com M1, pode alterar a fungdo ou expressao da proteina APOL1. Esses achados
ressaltam a necessidade de avaliar ndo apenas variantes isoladas, mas todo o
contexto haplotipico do gene para uma compreensao mais precisa do risco e da
protecdo contra doencgas renais (Gbadegesin et al., 2024).

Outro achado importante foi a frequéncia da variante p.N264K, que foi
identificada apenas em portadores dos genétipos de alto risco G1/G2 e G2/G2,
sendo rara na populagdo geral, com uma prevaléncia estimada de 3,2% entre os
pacientes testados. A analise dos dados também revelou diferentes diagndsticos
patolégicos, como glomeruloesclerose segmentar focal e nefropatia associada ao
HIV. Notavelmente, o unico paciente do estudo que apresentou uma bidpsia renal
normal era portador da variante p.N264K no gendtipo G2/G2, reforgando seu efeito
protetor (Simeone et al., 2025).

Por fim, os estudos levantam a importancia clinica dessa variante,
especialmente no contexto de triagem genética para transplantes renais e na
selecdo de doadores de 6rgados. Embora a identificagdo do p.N264K tenha ocorrido
em um numero limitado de casos, sua detecgao pode ser custo-efetiva, permitindo
uma abordagem mais precisa na avaliagao do risco de doenga renal em individuos
com variantes do APOL1. Além disso, os achados sugerem que individuos com a
variante p.N264K devem ser classificados como nao de alto risco (ndo-HR), o que
pode impactar diretamente estratégias de diagndstico, tratamento e prevengao

dessas doencgas (Narjoz et al., 2024).
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2.4 Mecanismos fisiopatolégicos

A Apolipoproteina L1 desempenha um papel crucial na defesa contra o
parasita Trypanosoma brucei, responsavel pela doenga do sono na Africa. Quando
uma pessoa € infectada por esse parasita, a proteina é liberada e internalizada
pelos tripanossomas através de um receptor especifico. Dentro do parasita, atua
formando poros na membrana lisossomal, levando a sua lise e morte do parasita.
Essa capacidade de matar tripanossomas confere uma vantagem adaptativa
significativa as populagdes humanas em areas endémicas da doenga do sono
(Friedman et al., 2011).

As variantes genéticas APOL1 G1 e G2 surgiram como uma resposta
evolutiva a essa pressdo seletiva imposta pelo parasita, com o surgimento do
Trypanosoma brucei rhodesiense. Essas variantes apresentam alteragdes
estruturais que reduzem sua afinidade com um fator sérico de resisténcia (FSR)
produzido pelo tripanossoma, o qual neutraliza a agdo da APOL1 selvagem (Figura
2). Portanto, as pessoas que carregam as variantes G1 e G2 tém uma maior

capacidade de resistir a infecgao pelo trypanosoma (Genovese et al., 2010).

ApoAl  Hb-Hpr
ligamd

B T b rhodesiense

VN

ApoLA
WT)

e —

—= F—_SRa ] ‘ ! No lysosomal swelling
Parasite survives

C T b. rhodesiense

Figura 2. Mecanismo de agéo do gene APOL1 e suas variantes no controle do Trypanosoma
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Legenda: (A) Em T. brucei, o APOL1 selvagem (WT) presente nas lipoproteinas de alta densidade
(HDL3) liga-se ao ligante Hb-Hpr, é internalizado no parasita e induz o inchago lisossomal, levando a
morte do parasita.(B) T. brucei rhodesiense sobrevive a acdo do APOL1 selvagem devido a
expressao da proteina FSR, que inibe a fungao lisossomal, impedindo a morte do parasita.(C) Em T.
brucei rhodesiense, as variantes de risco do APOL1 (G1 ou G2) séo resistentes a neutralizagéo pela
proteina FSR, restaurando a atividade lisossomal, causando o inchago do lisossomo e levando a

morte do parasita. Fonte: Friedman and Pollak (2011)

A maioria das doencas recessivas envolvem perda de fung¢ao, contudo a
nefropatia associada ao APOL1 nao é resultado da perda da fungdo. As variantes
G1 e G2 sao consideradas mutagdes de ganho de funcdo. Estudos em células
cultivadas mostraram que a expressao dessas variantes causa aumento da morte
celular. Acredita-se que o poddcito, seja o principal alvo da toxicidade, devido a
associagao entre as alteragdes do poddcito e a GESF (Friedman; Pollak, 2020).

Além de defesa contra o trypanosoma a apolipoproteina L1 é uma proteina
envolvida em diversos processos fisiologicos, incluindo transporte de lipidios,
resposta inflamatodria e apoptose. As variantes de risco aumentam a suscetibilidade
a podocitopatia (Figura 3), resultando assim na perda de podécitos, impactando
assim a capacidade de filtracdo glomerular. Além disso, a formagao de agregados
toxicos intracelulares danificam os poddcitos, levando a disfungdo da autofagia, o
que causa o acumulo de toxinas nos poddcitos (Winkler, Nelson; 2017; Wakashi et
al., 2020).

Outro mecanismo é a ativagao da sinalizagdo inflamatéria nos poddcitos,
contribuindo para a lesédo celular e amplificando a resposta inflamatéria nos rins, o
que exacerba a lesdo renal. A ativagdo de macrofagos também ocorre, resultando
na produgao de citocinas pré-inflamatérias e radicais livres que danificam as células
renais. Adicionalmente, a ativagcdo do Complexo de Ataque a Membrana, pode
causar lise celular e dano tecidual (Nichols et al., 2015).

Os poddcitos também possuem suscetibilidade a apoptose, por meio da
ativacdo da caspase-3, uma enzima executora da apoptose, e da perda da
integridade mitocondrial, que induz a liberagdo de citocromo e a ativagao da
caspase-3, induzida pelas variantes. Além disso, essas variantes podem causar
disfungédo endotelial, prejudicando a fungao dos vasos sanguineos renais, levando a
constricdo vascular renal e o aumento do estresse oxidativo nas células endoteliais
(Olabisi et al., 2016).
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Figura 3. Modelo de multimeros de APOL1 em células renais que concilia a hipétese de ganho de
fungdo deletéria com o padrdo recessivo de heranca. Legenda: Mecanismos propostos para a
toxicidade renal associada as variantes de risco do gene APOL7 nos cenarios monomérico e
dimérico. A esquerda, o cenario monomérico demonstra como a presenca de um ou dois alelos de
risco (G1 ou G2) leva ao desbloqueio de toxinas intracelulares e aumento progressivo da toxicidade,
culminando em morte celular e lesdo renal. A direita, o cenario dimérico ilustra que, em heterozigose
(1 alelo de risco), a formacgéo preferencial de heterodimeros mantém a homeostase renal, enquanto
em homozigose (2 alelos de risco) ocorre ativagdo completa da via toxica e dano renal significativo. A
figura destaca o papel central dos alelos de risco e de um "segundo fator" (estressor) no
desencadeamento da toxicidade. Fonte: Limou, et al., 2016

2.5 Estudos populacionais no Brasil

A histéria migratéria do Brasil reflete uma trajetéria geografica distinta no
fluxo de escravizados. Contudo, estudos de ancestralidade demonstram que grande
parte da heranca genética da populacao afrodescendente brasileira esta relacionada
a regides da Africa com alta prevaléncia das variantes de risco do gene APOLT,
como Camardes, Gana e Senegal (Siemens et al., 2018).

Pesquisas especificas sobre correlagdes genético-moleculares envolvendo
pacientes com glomerulopatias permanecem limitadas e, frequentemente,
baseiam-se em amostras reduzidas. Kopp et al. (2021) investigaram a prevaléncia
dos alelos de risco do APOL1 em pacientes com GESF. Neste estudo, os alelos de

alto risco foram identificados em 28,7% dos participantes, com predominancia de
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afro-americanos. Por sua vez, Gribouval et al. (2019) avaliaram 152 pacientes de
139 familias europeias com diferentes ancestralidades africanas e diagndstico de
sindrome nefrética corticorresistente e/ou GESF. Os pesquisadores identificaram
variantes de risco do APOL1 em 43,1% dos casos.

No Brasil, poucos estudos analisaram a distribuicdo dos alelos de risco em
individuos com glomerulopatias. Uma investigagdo realizada em Salvador (BA)
examinou a prevaléncia dessas variantes em pacientes dialiticos, mas o foco
principal foi a analise do trago falciforme, outra condi¢do associada aos alelos de
risco.

Ja Vajgel et al., (2020) estudaram 201 pacientes n&o brancos com nefrite
lupica, comparando-os entre si € com um grupo controle saudavel. Os alelos de
risco do APOL1 foram detectados em 4 (2%) pacientes com nefrite lupica e em
apenas 1 (0,4%) individuo do controle. A presenga dessas variantes foi associada
ao maior risco de evolugao para doenga renal cronica terminal (DRC-TRS) e a maior
dano no compartimento tubulo-intersticial renal. Os autores sugeriram ainda que a
presenca de apenas um alelo de risco pode estar relacionada a um progndstico
renal desfavoravel.

Outro estudo caso-controle analisou 106 pacientes em hemodialise com
ancestralidade africana e 106 familiares saudaveis de primeiro grau. Os alelos
mutantes do APOL1 foram cerca de 10 vezes mais frequentes entre os pacientes
em hemodialise (9,4% vs. 0,9%, p=0,001).

Um estudo multicéntrico mais recente, conduzido pela Rede Brasileira de
Sindrome Nefrética na Infancia, investigou o impacto dos alelos de risco em 318
pacientes pediatricos com sindrome nefrética (Watanabe, 2021). Variantes de risco
do APOL1 foram detectadas em 19 (6%) criangas, incluindo autodeclaradas
brancas. Criangas portadoras dos alelos de risco apresentaram pior prognostico
renal, independentemente do padrédo histolégico da glomerulopatia. Este estudo
sugeriu, ainda, que a presenga de um unico alelo de risco pode impactar
negativamente o desfecho renal de criangas com sindrome nefrética

corticoresistente.



30

2.6 Potenciais terapias

Novas terapias dirigidas contra o espectro de doengas renais associadas ao
gene APOL1 estdo sendo desenvolvidas. Um ensaio clinico usando um inibidor de
pequena molécula APOL71 esta em andamento em pacientes com GESF e
proteindria com resultados iniciais promissores, trata-se dos oligonucleotideos
antisense. Entretanto esse tratamento possui altos custos associados (Friedman,
Freedman 2022).

Além desse tratamento, possuem estudos com farmacos sendo conduzidos,
uma droga chamada inaxaplina. Em estudos pré-clinicos, a inaxaplina mostrou ter a
capacidade de inibir seletivamente a fungcdo do canal APOL71 em ambiente de
laboratério, além de reduzir a presenca de proteinas na urina em um modelo de
camundongo (Egbuna 2023).

Dentre os treze participantes que receberam o tratamento com inaxaplina e
aderir corretamente ao protocolo, observou-se uma diminuicdo média de -47,6%
(com um intervalo de confianga de 95% entre -60,0 e -31,3) na relagdo entre
proteina e creatinina urinaria na semana 13, em comparagao com os valores iniciais
(Egbuna 2023).

Uma analise que considerou todos os participantes, independentemente da
adesdo ao tratamento com inaxaplina, constatou redugdes semelhantes as da
analise principal na maioria dos casos, exceto em um participante. Os eventos
adversos relatados foram de gravidade leve a moderada, e nenhum deles resultou
na interrupcao do estudo (Egbuna 2023).

Um outro estudo foi de Eadon (2022) que avaliou o impacto da revelagao de
informagdes genéticas relacionadas ao gene APOL1 em pacientes hipertensos de
ascendéncia africana. Os resultados mostraram que individuos com variantes de
alto risco tiveram uma reducéo significativa na pressao arterial sistolica, além de
maior adesdo a medicamentos anti-hipertensivos, mudangas no estilo de vida e
aumento no monitoramento da funcdo renal. Esses achados sugerem que a
inclusdo de testes genéticos pode melhorar o manejo clinico da hipertensao,
especialmente em populagdes de alto risco, influenciando comportamentos de

saude e desfechos clinicos.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar a qualidade e a integridade do DNA gendmico extraido de bidpsias
renais de pacientes com glomerulopatias atendidos no Servigo de Nefrologia do
LIME-HUUFMA, vinculado a Rede EBSERH.

3.2 Especificos

3.2.1 Padronizar protocolos de extracdo de DNA gendmico a partir de bidpsias
renais embebidas em diferentes solu¢des de preservagao e fixacdo (Michel, Bouin
e formol);

3.2.2 Comparar a eficiéncia dos métodos de extragdo de DNA quanto a pureza e
rendimento do material genético extraido de tecidos conservados em diferentes
solugdes.

3.2.3 Verificar a integridade do DNA extraido para aplicagcdo em testes moleculares,
3.2.4 Investigar a presencga dos alelos de risco G1 (rs73885319, rs71785313), G2
(rs60910145) de APOL1 em pacientes com glomerulopatias por gPCR.



32

4. METODOLOGIA

4.1 Caracterizagcao do estudo e coleta das amostras

Trata-se de um estudo experimental de amostragem na&o probabilistica.
Foram avaliados bidpsia de pacientes atendidos no Servigo de Nefrologia do
Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhao HU-UFMA. Os kits para
a coleta de material histolégico e da molecular sdo previamente enviados para os
centros parceiros (Apéndices 1 e 2). As amostras foram recebidas no Laboratério

de Imunofluorescéncia e Microscopia Eletrénica (LIME-HUUFMA).

4.2 Analise morfolégica renal

4.2.1 Microscopia optica (MO)

As amostras armazenadas em solucdo de Bouin foram desidratadas em
alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Foram realizados cortes de 2,5
MM de espessura em micrétomo e dispostos em laminas de vidro. As laminas foram
incubadas em estufa a 65°C por 20 min para remocao do excesso de parafina.
Posteriormente, foram submetidas a banhos de xilol e alcool para reidratacédo. As
laminas foram lavadas em agua destilada e coradas com hematoxilina-eosina (HE),
com intuito de observagdo do nucleo e citoplasma, ja o tricromico de Masson,
Periodic-Acid Schiff (PAS), foram coradas além do nucleo e citoplasma as fibras
colagenas e a impregnagao com prata metenamina (PAMS), corando membranas.
Posteriormente, foram montadas em meio Entellan® e recobertas por laminulas

para analise em microscopio optico.

4.2.2 Imunofluorescéncia (IF)

As amostras armazenadas em Solugdo de Michel foram lavadas por 20 min
em tampao PBS (pH 7,4). Ap6s a lavagem, as amostras foram dispostas em meio
de congelamento, congeladas e cortadas em criostato a 2,5 ym. Os cortes foram
dispostos em laminas de vidro especificas para IF, as quais foram incubadas por 30
min com anticorpos policlonais marcados com fluoréforos (isotiocianato de
fluoresceina). Seguindo a técnica de IF direta, foram utilizados anticorpos anti-IgA,
anti-lgG, anti-IgM, anti-C3, anti-fibrinogénio, anti-Kappa, anti-Lambda e anti-C1q,

para diagnostico das glomerulopatias. Apds a incubagdo, as laminas foram
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montadas em meio Entellan® e recobertas por laminulas para analise em

microscopio universal Zeiss com sistema de filtros para imunofluorescéncia.

4.2.3 Microscopia Eletronica (ME)

As amostras armazenadas em formol modificado foram fixadas em tetréxido
de 6smio a 1% em tamponado com cacodilato de sédio 0,2 ml por 2 horas.
Posteriormente, os fragmentos foram desidratados em uma série crescente de
acetona (30%, 50%, 90% e 95%) por 10 min em cada e em seguida em trés banhos
de acetona 100% por 20 min em cada. O material foi infitrado com uma mistura de
resina e acetona 3:1, 1:1, 1:3 (60 min /cada), resina pura (3 trocas de 60 min/cada)
e incluido em resina Araldite (Polysciences Inc., Warrington, PA, EUA).

Em seguida, foram feitos cortes finos (0,5 um), que foram dispostos nas
laminas, corados em solucao azul de toluidina, montados em meio Entellan® e
analisados em microscoépio optico para escolha da area de estudo para microscopia
eletrbnica. Selecionada a area, o fragmento foi cortado novamente de forma a
preservar somente a area desejada. Foi realizado um novo corte a 80 a 90
nandmetros em ultramicrétomo (LEICA, modelo EMUCCY7). O novo corte é entdo
disposto em uma grade de cobre, colocado no porta amostras de ME e analisado

em um microscopio eletronico de transmissao no LIME.

4.3 Processamento e Analise Molecular

4.3.1 Extracdo de DNA de sangue

As amostras de sangue coletadas em FTA Micro Card (Whatman) foram
realizadas por puncbdes capilares com lancetas, colocadas em papel FTA,
aguardando secar por 15 minutos e armazenadas em temperatura ambiente de
acordo com as instru¢cdes de coleta disponibilizadas (Apéndice 3), a extragao foi
realizada por meio do kit FTA Purification Reagent (Whatman), seguindo as

seguintes orientagdes do fabricante descritas no quadro 1:

Quadro 1: Descrigdo detalhada do processamento de extragédo de material genético
de cartdo FTA.

1 | Retirar um disco de amostra utilizando bisturi;
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2 | Adicionar amostra diretamente no tubo

3 | Adicionar 200uL do FTA Wash Buffer;

4 | Incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente;

5 | Remover e descartar todo o reagente de purificagdo com uma pipeta;

6 | Repetir etapas 3-5 por mais duas vezes, totalizando trés ou até o liquido ficar
translucido;

7 | Adicionar 200uL de tampéao TE;

8 | Incubar durante cinco minutos a temperatura ambiente;

9 | Remover e descartar o tampao TE com uma pipeta;

10 | Repetir as etapas 7-9 totalizando trés lavagens;

11 | Certifique-se que todo liquido foi removido;

12 | Adicionar 50pL de agua;

13 | Deixar as amostras over night;

14 | Quantificar através do liquido por Nanodrop;

15 | Armazenar o material eluido em caixa devidamente registrada no freezer-20°

Ja as amostras de sangue periférico foram coletadas com pungédo venosa

periférica, coletadas em tubo de EDTA, posteriormente centrifugadas por 10 minutos

a 3500 rpm. Logo apds foram extraidas plasma e leucdcitos. A extragdo do material

genético foi realizada utilizando o kit QlIAamp Blood DNA Mini kit (Qiagen), seguindo

as seguintes etapas:

Quadro 2: Procedimentos para a extragao de material genético.

1

Pipetar 20 pl de proteinase K em um tubo de microcentrifuga de 1,5 ml ou 2
ml (n&o fornecido);

2 | Adicionar 75 ul de sangue anticoagulado.

3 | Adicionar 220 ul de PBS (Pode ser substituido por 125ul de agua);

4 | Adicionar 200 ul de tampdo AL (sem etanol adicionado). Misture bem,
agitando em vortex;

5 | Incubar a 56°C por 10 minutos;
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6 | Adicionar 200 ul de etanol (96-100%) a amostra e misture bem com um
vortex por 1 min.

E importante que a amostra e o etanol sejam bem misturados para
produzir uma solugdao homogénea;

7 | Pipetar a mistura da etapa 6 para a coluna de centrifugacdo DNeasy Mini
colocada em um tubo de coleta de 2 ml (fornecido).;

8 | Centrifugar a 26000 x g (8000 rpm) por 1 minuto. Descarte o fluxo e o tubo
de coleta;

9 | Coloque a coluna de centrifugagcdo DNeasy Mini em um novo tubo de coleta
de 2 ml (fornecido).;

10 | Adicionar 500 ul de Tampao AW1 e centrifugue por 1 min a 26000 x g (8000
rpm). Descarte o fluxo e o tubo de coleta.

11 | Coloque a coluna de centrifugagdo DNeasy Mini em um novo tubo de coleta
de 2 ml (fornecido), adicione 500 ul de Buffer AW2 e centrifugue por 3 min
20,000 x g (14,000 rpm).

12 | Coloque a coluna de centrifugagdo DNeasy Mini em um tubo de
microcentrifuga limpo de 1,5 ml ou 2 ml (n&o fornecido) e pipete 100 ul de
Buffer AE diretamente sobre a membrana DNeasy. ;

13 | Incubar em temperatura ambiente por 1 minuto e, em seguida, centrifugue
por 1 minuto a = 6000 x g (8000 rpm) para eluir.

14 | Quantificar através do liquido por NanoDrop One (Thermo Fisher).

15 | Armazenar o material eluido em caixa devidamente registrada no freezer-20°

4.3.2 Extracdo de DNA de amostras parafinadas

A extracdo das amostras em parafina foram realizadas em amostras incluidas

que foram fixadas em bouin e formol, a extragcdo do material genético foi realizada

utilizando o kit ReliaPrep FFPE gDNA Miniprep System (Promega), todos os

reagentes utilizados foram fornecidos pelo fabricante e as estado descritas abaixo:

Quadro 3: Procedimento para extracédo de DNA de material parafinado.

1

Realizar cortes de 3 um em blocos de parafina utilizando uma lamina estéril;

2

Adicionar diretamente os fragmentos cortados no Oléo Mineral

Incubar a 80°C por 2 minutos
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4 | Vortexar para mistura

5 | Adicionar 200uL de Lysis Buffer & amostra

6 | Centrifugar por 15 s em temperatura ambiente

7 | Adicionar 20ul de Proteinase K diretamente na fase azul inferior;
misturar a fase inferior por pipetagem

8 | Incubar a 56°C durante 1 hora

9 | Incubar a 80°C por 4 horas.

10 | Deixe a amostra esfriar até a temperatura ambiente e centrifugar
brevemente a temperatura ambiente para coletar a condensacéo.
OBS: Apds a incubagao a 80°C, as amostras podem ser armazenadas
durante a noite a 2-10°C. Se as amostras foram armazenadas a 2-10°C,
deixe-as aquecer até a temperatura ambiente antes de adicionar RNase e
prosseguir com o protocolo.

11 | Adicionar 10ul de RNase diretamente a amostra lisada na fase azul
inferior e misture a fase inferior por pipetagem.

12 | Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos

13 | Adicionar 220ul de BL Buffer a amostra lisada

14 | Adicionar 240 pl de etanol (95-100%) e vortex brevemente para misturar.

15 | Centrifugar a 10.000%g (4.009,62 rpm) por 15 segundos em temperatura
ambiente.
OBS: Duas fases serao formadas, uma fase inferior azul (aquosa) e uma
fase superior (6leo).

16 | Para cada amostra a ser processada, coloque uma coluna de Ligagao em
um dos Tubos de Coleta fornecidos

17 | Transfira toda a fase azul inferior (aquosa) da amostra, incluindo
qualquer precipitado que possa ter se formado, para o conjunto da
coluna de Ligagéao/Tubo de Coleta e tampe a coluna e descarte o éleo
mineral restante.
OBS: O dleo mineral ¢é inerte e nao interferira no procedimento de extracao
se parte da fase oleosa for transportada para a Coluna de ligagao

18 | Centrifugue o conjunto a 10.000xg (4.009,62 rpm) por 30 segundos em
temperatura ambiente.

19 [ Descarte o fluxo e reinsira a Coluna de Ligagdo no Tubo de Coleta.

LAVAGEM E ELUICAO DA COLUNA
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20 | Adicionar 500 pl de solugao de lavagem 1X (com etanol adicionado,
consulte a Sec¢éo 7) a Coluna de Ligagao e tampe a coluna

21 | Centrifugar a 10.000%g (4.009,62 rpm) por 30 segundos em temperatura
ambiente.

22 | Descartar o fluxo e reinserir a coluna de ligagdo no mesmo tubo de coleta
usado para ligacéo de acido nucleico.

23 | Adicionar 500pul de solucédo de lavagem 1X a coluna de ligagao e tampe a
coluna.

24 | Centrifugar a 10.000%xg ou (4.009,62 rpm) por 30 segundos em
temperatura ambiente.

25 | Descartar o fluxo e reinsira a Coluna de Ligagéo no Tubo de Coleta usado
para Ligagao de Acido Nucleico

26 | Abra a tampa na coluna de ligacéo e centrifugue o conjunto coluna de
ligacdo/Tubo de Coleta em 16.000xg ou (6.415,40 rpm) durante 3
minutos a temperatura ambiente para secar a coluna.

27 | Transfira a coluna de ligacédo para um tubo de microcentrifuga limpo de
1,5 ml (ndo fornecido) e descarte o Tubo de Coleta.

28 | Adicionar 30-50pl de tampao de eluigdo a coluna e tampe a coluna

29 | Deixar em temperatura ambiente por 5 minutos

30 [ Centrifugar a 16.000 xg por 1 minuto em temperatura ambiente.
Remova e descarte a coluna de ligacéo

31 | Quantificar através do liquido por NanoDrop One (Thermo Fisher).

32 | Armazenar o material eluido em caixa devidamente registrada no
freezer-20°

4.3.3 Extracao de tecido

A extracdo do tecido foi feita das amostras utilizadas para a IF previamente

embebidas em solugdo de Michel. A extracdo do material genético foi realizada

através de uma adaptacgao do kit QlAamp Blood DNA Mini kit seguindo as etapas

descritas no quadro 4

Quadro 4: Procedimentos para a extracdo de DNA em amostra de tecido

previamente embebidos em Bouin e Michel.

1

Adicionar 180 uL de Buffer ATL a um microtubo de 1.5 mL.
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Deixe o tecido descongelar naturalmente ou descongele o meio utilizando o
Buffer de lavagem.

Cortar até 25 mg de tecido em pedagos pequenos utilizando uma placa de
petri estéril. Coloque o tecido triturado no tubo contendo 180uL de Buffer
ATL

Adicionar 20 pl de Proteinase K. Misture bem agitando em vortex por 5
segundos. D& um leve spin para certificar-se que nao ha liquido e tecido na
parede ou tampa do tubo.

Incubar em termobloco a 56°C 1000 rpm por 1h30

Deixe a amostra na bancada por 3 min para equilibra-la para temperatura
ambiente.

Adicionar 4 ul de RNAse A, vortexar e incubar por 2 min em temperatura
ambiente

Vortexar por 15s.

Em um novo tubo, adicione 200 uL de buffer AL e 200 uL de etanol absoluto.

10

Transfira os 400 uL da mistura (buffer AL + etanol) para o tubo de sua
amostra e misture bem em vortex.

11

Transfira toda sua amostra (incluindo qualquer precipitado) para uma coluna
devidamente identificada (DNeasy Mini Spin Column) e inserida em um tubo
de coleta (collection tube).

12

Centrifugar a 26000 x g (8000 rpm) por 1 minuto. Retire a coluna do tubo
coletor e coloque em um novo (fornecido pelo kit). Descarte o tubo de coletor
utilizado contendo o fluxo que passou pela coluna.

13

Adicionar 500 pl do tampao AW1 a coluna e centrifugue por 1 min a 26000 x
g (8000 rpm). Retire a coluna do tubo coletor e coloque em um novo
(fornecido pelo kit). Descarte o tubo de coletor utilizado contendo o fluxo que
passou pela coluna.

14

Adicionar 500 pl Tampao AW2 e centrifugue por 3 min a 20.000 x g (14.000
rpom). Retire a coluna do tubo coletor e coloque em um novo (fornecido pelo
kit). Descarte o tubo de coletor utilizado contendo o fluxo que passou pela
coluna.

15

Centrifugar novamente por 1 min a 20.000 x g (14.000 rpm) com a tampa da
coluna aberta.

16

Coloque a coluna em um microtubo de 1.5 mL devidamente identificado.
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17 | Adicionar 35ul de Tampao AE ou agua RNAse-Free diretamente no centro
da membrana da coluna, mas sem encostar nela. Certifique-se que o liquido
foi pipetado no centro da coluna, caso nao seja, isso podera impactar o
rendimento

18 | Incubar em temperatura ambiente por 5 min e depois centrifugar por 1 min a
12.000 rpm.

19 | Quantifique a amostra no NanoDrop e certifique-se de depositar as
informagdes de quantificacdo na planilha de controle geral ou especifica do
seu projeto.

20 | Quantificar através do liquido por NanoDrop One (Thermo Fisher).

21 | Armazenar o material eluido em caixa devidamente registrada no
freezer-20°

4.3.4 PCR da B-globina

A PCR da Beta Globina foi realizada utilizando primers especificos que
amplificam material genético de até 100 pares de bases. Os primers utilizados foram
o GH20 F: 5 GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 3 e PCO4 R: 5
CAACTTCATCCACGT TCACC 3’, adicionando os reagentes nas seguintes
concentragdes: Tampao 10X 2,5 pL; MgClI2 50 mM: 0,75 uL, dNTP 10 mM: 0,5 pL,
GH20 (10 uM): 0,5 uL, PC04 (10 uM): 0,5 uL, Taq Platinum: 0,1 pL, H20
RNAse-free: 18,15 uyL. DNA (~50 ng/uL): 2,0 uL. As temperaturas de

termociclagem estdo descritas no quadro abaixo (Quadro 5)

Quadro 5: Temperaturas de termociclagem da PCR da (-globina

Desnaturacao inicial 94°C 2 min
Desnaturacéao 94°C 30s
Anelamento 55°C 30s 40 x
Extenséao 72°C 1 min
Extensao final 72°C 5 min
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4.3.4 Identificacao de variantes de APOL1

A identificacdo das variantes foi feita através de PCR convencional,
utilizando primers comerciais especificos para o gene APOL1: APOL1-F (5
TGAGGGAGTTTTTGGGTGAGAS3’) e APOL1-R (5’AGAGCTTGCAGTGAGCTGAGA
3’). Para a reagao foram adicionados H20 RNAse-free: 15,3 uL; Tampéao (10X): 5
pL; MgClI2 (50 mM): 1 uL; dNTP (10 mM): 0,5 uL; Primer F (10 uM): 1 uL; Primer R
(10 uM): 1 uL; Taq Platinum: 0,2 pL; DNA 1uL. Logo apds as amostras foram
levadas para o termociclador submetido as variagdes de temperaturas descritas no

quadro 5.

Quadro 5: Temperaturas de termociclagem.

Desnaturacéo inicial 95°C 2 min
Desnaturacéao 95°C 1 min
Anelamento 61°C 1 min i 35x
Extensao 72°C 1 min
Extensao final 72°C 5 min

4.3.5 Preparagao do Gel de Agarose

As amostras foram submetidas a teste de eletroforese. O gel foi preparado
com 075 g de Agarose com 150 de tampao TBE (10X), levado ao micro-ondas por
1:30 ou até o liquido ficar translucido. A reagéo € realizada com 1 pL de Blueduice, 5
ML de amostra e 4 L de H20 RNAse-free numa corrente de 100, voltagem 60 por
15 min, logo ap6s uma corrida com uma corrente de 100, voltagem de 120 por 30.

Analisado pelo transluminador.

4.3.6 Purificacdo das amostras

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and

PCR Clean-Up System, seguindo as seguintes etapas:
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Quadro 6: Procedimentos para a purificagao de produtos de PCR.

1 [ Adicione um volume igual de MBS a amplificagdo de PCR.

2 | Coloque uma Mini Coluna SV em um tubo de coleta para cada amplificagao
de PCR.

3 | Transfira o produto de PCR preparado para o conjunto da mini coluna de SV
e incube por 1 minuto em temperatura ambiente.

4 | Centrifugue o conjunto da mini coluna de SV em uma microcentrifuga a
16.000 x g (14.000 rpm) por 1 minuto. Remova a mini coluna de SV do
conjunto da coluna de centrifugacéo e descarte o liquido no tubo de coleta.
Retorne a Mini Coluna SV ao tubo de coleta.

5 | Lave a coluna adicionando 700 uyl de MWS, previamente diluida com etanol
95%, a mini coluna SV. Centrifugue o conjunto da mini coluna de SV por 1
minuto a 16.000 x g (14.000 rpm). Esvazie o tubo de coleta como antes e
coloque a mini coluna de SV de volta no tubo de coleta.

6 | Repita a lavagem com 500 pyl de MWS e centrifugue o conjunto da mini
coluna de SV por 5 minutos a 16.000 x g.

7 | Remova o conjunto da mini coluna de SV da centrifuga, tomando cuidado
para nao molhar o fundo da coluna com o fluxo. Esvazie o tubo de coleta e
volte a centrifugar o conjunto da coluna por 1 minuto para evaporar
qualquer etanol residual.

8 | Transfira cuidadosamente a Mini Coluna SV para um tubo de
microcentrifuga limpo de 1,5 ml (fornecido).

9 | Aplique 35 pl de agua livre de nuclease diretamente no centro da coluna,
sem tocar a membrana com a ponta da pipeta. Incube em temperatura
ambiente por 1 minuto.

10 | Centrifugue por 1 minuto a 16.000 x g (14.000 rpm).

11 | Quantificar através do liquido por Nanodrop .

12 | Armazene em uma temperatura de - 20°C;

4.3.7 PCR do BigDye

A identificacao das variantes foi feita através de PCR convencional, utilizando
primers comerciais especificos para o gene APOL1: APOL1-F (%5
TGAGGGAGTTTTTGGGTGAGAST3’) e APOL1-R (5AGAGCTTGCAGTGAGCTGAGA
3’) sendo realizada um mix para cada primer. Para a reagéo foram adicionados H20
RNAse-free: 6.0 uL; Tampao 5X: 1,5 uL; BigDye terminator v3.1: 1,0 uL; Primers (10
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uM): 0,5 uL; DNA 1uL. As temperaturas de termociclagem estao descritas no quadro

6
Quadro 7: Temperaturas de termociclagem PCR do BigDye
Desnaturacao inicial 95°C 1 min
Desnaturacéao 95°C 15s
Anelamento 61°C 15s L 30
Extenséao 72°C 15s

4.3.8 Validacao das variantes de APOL1

Os amplicons foram purificados por meio do kit BigDye XTerminator

Purification (Thermo Fisher) e quantificados utilizando espectrofotometro NanoDrop
(Thermo Fisher).

Quadro 8 : Purificagao dos produtos de PCR do BigDye.

1

Adicione 40 uL de Isopropanol 75% na reagao de sequenciamento no mesmo
tubo onde a reacao de sequenciamento foi realizada.

2 | Vortexar as amostras por 1 minuto

3 | Deixe os tubos na bancada a temperatura ambiente por 20 min;

4 | Centrifugar os tubos a 13000 xG (ou a velocidade maxima da centrifuga) por
20 min;

5 | Desprezar o sobrenadante por inversao
NOTA: se utilizar um papel absorvente, encoste o tubo investido e dé leve
batidas para forcar a saida do liquido do tubo. Ao retornar o tubo a posicao
inicial, se ainda houver resto de reacdo do fundo do tubo, siga com a
purificacdo normalmente

6 | Adicione 200 uL de Etanol 70% nos tubos;

7 | Centrifugar os tubos a 13000 RPM (ou velocidade maxima da centrifuga) por
5 min;

8 | Desprezar o sobrenadante por inversio;
NOTA: Nao é necessario sacudir o tubo, apenas inverta e deixe sair o
sobrenadante.

9 | Disponha papel absorvente na centrifuga de placas. Coloque os tubos

abertos um uma rack branca, e posicione a rack de modo que os tubos




43

figuem com a abertura (ainda abertas) viradas para baixo. Lembre-se que a
centrifuga deve estar balanceada, entdo coloque metade dos tubos de cada
lado.

10 [ Dar um spin na placa at¢é 1000 RPM (quando atingir esta velocidade,
desligar). NOTA: selecionar a rotina SEQZ2, ja cadastrada na centrifuga)

11 | Retire os tubos da centrifuga e coloque-os no termobloco. Deixe os tubos
com as tampas abertas a 60°C por 10 min.

12 | Adicione 10 uL de HiDi Formamide e vortexar os tubos por 10 segundos.
NOTA: Caso nao va sequenciar imediatamente, apds retirar os tubos do
termobloco, os tubos podem ficar guardados, envolvidos em papel aluminio,
no freezer -20°C.

13 | D& um spin rapido nos tubos na minicentrifuga (é realmente rapido, caso
contrario, os tubos podem abrir durante a centrifugagéo);

14 | Coloque o material na placa de sequenciamento de acordo com o desenho
de placas feito previamente.
ATENCAO: Cuidado para nao pipetar amostras diferentes no mesmo pogo

15 | Passe adesivo laminado tapando a abertura dos pocos utilizados da placa

16 | Dé um spin rapido na placa na centrifuga de placas.

17 | Aqueca a termociclador a 95°C e deixe o material por 3 minutos (ATENCAO:
nao feche a tampa do termociclador. Ao término, coloque imediatamente na
rack refrigerada para choque térmico(rack roxa).

18 | Retire o papel laminado e coloque a septa em cima da placa e coloque a
placa no Equipamento Seq Studio.

Posteriormente, as amostras foram sequenciadas por meio do
equipamento Seq Studio (Thermo Fisher), utilizando o SeqStudio Cartridge v.2 e
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit. As sequéncia obtidas foram
processadas utilizando o software Sequence Scanner 2.0 (Applied Biosystems) e
comparadas as sequéncias de referéncia disponiveis no GenBank NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

4.4 Andlise de dados

Os dados foram organizados em planilhas no Microsoft Excel (versao
2019) e submetidos a analise estatistica por meio do software SPSS® versao 26
(IBM Corp.). As associagdes entre variaveis foram avaliadas por testes bivariados,

utilizando-se o teste do Qui-quadrado ou, quando apropriado, o teste exato de
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Fisher. A analise dos dados de sequenciamento foi conduzida no software
FinchTV® versdo 1.4.0. Para todas as analises estatisticas, adotou-se um nivel de

significancia de p < 0,05.

5. RESULTADOS [ BioRender object ]

Os resultados apresentados nas tabelas e figuras revelam dados sobre a
qualidade do DNA extraido de amostras preservadas em meio Michel e fixadas em
Bouin/formol, além da genotipagem do gene APOL1. A analise da integridade do
DNA extraido a partir de amostras embebidas no meio de transporte de Michel
(Tabela 1) demonstrou uma ampla variagdo na concentragdo do material genético,
com valores oscilando entre 3,3 ng/uL e 200,7 ng/uL. Apesar dessa variagao
quantitativa, a razao A260/A280 nao variou muito. Ja o parametro A260/A230, por
sua vez, apresentou maior variabilidade. A eletroforese representada na figura 4

demonstrou a integridade do DNA.

Tabela 1. Concentracido e pureza das amostras extraidas do meio, previamente
embebidas em Michel.

Caso Kitutilizado [1"97 A207 po60,n230 A260 280 PO Y€
ML A280 material
FTA
RPop1 [urfication o o7 41818 2208 0992 0,546 FTA
Reagent

(Whatman)

DNeasy Blood
RP002 Tissue (Catn® 23.515 1.852 2.360 0.470 0.254 Michel
69504)

DNeasy Blood
RP003 Tissue (Catn°® 20.857 1.853 1.942 417 225 Michel
69504)
DNeasy Blood
RP004 Tissue (Catn® 78.380 1.869 2.609 1.568 839 Michel
69504)
DNeasy Blood
RP005 Tissue (Catn® 56.519 1.878 1.594 1.130 602 Michel
69504)
DNeasy Blood
RP006 Tissue (Catn® 29.084 1.864 1.283 582 312 Michel
69504)
DNeasy Blood

RP007 Tissue (Cat n°

6.155  1.903 432 123 65 Michel



RP008

RP009

RP010

RPO11

RP012

RP013

RP014

RP015

RP016

RP017

RP018

RP019

RP020

RP021

RP022

69504)
DNeasy Blood
Tissue (Cat n®

69504)
DNeasy Blood
Tissue (Cat n°

69504)
DNeasy Blood
Tissue (Cat n°

69504)
DNeasy Blood
Tissue (Cat n°

69504)
DNeasy Blood
Tissue (Cat n°

69504)
DNeasy Blood
Tissue (Cat n°

69504)
DNeasy Blood
Tissue (Cat n°

69504)
DNeasy Blood
Tissue (Cat n°

69504)
DNeasy Blood
Tissue (Cat n°

69504)
DNeasy Blood
Tissue (Cat n°

69504)
DNeasy Blood
Tissue (Cat n°

69504)
DNeasy Blood
Tissue (Cat n°

69504)
DNeasy Blood
Tissue (Cat n°

69504)
DNeasy Blood
Tissue (Cat n°

69504)
DNeasy Blood
Tissue (Cat n°

69504)

139.340

23.389

24.469

35.441

14.608

110.387

14.534

50.077

19.028

10.937

3.304

61.737

65.507

12.892

28.452

1.847

1.776

1.824

1.802

1.719

1.845

1.856

1.854

1.795

1.986

1.936

1.862

1.919

1.824

1.871

2.371

4.010

1.073

1.741

3.792

2.314

742

2.838

3.863

694

-963

2.617

1.648

-15.582

2.248

2.787

468

489

709

292

2.208

291

1.002

381

219

0.066

1.235

1.310

258

569

1.509

263

268

393

170

1.196

157

540

212

110

0.034

663

683

141

304

Michel

Michel

Michel

Michel

Michel

Michel

Michel

Michel

Michel

Michel

Michel

Michel

Michel

Michel

Michel

45



46

DNeasy Blood
RP023 Tissue (Catn® 200.717 1.866 2.484 4.014 2.151 Michel
69504)
DNeasy Blood
RP024 Tissue (Catn® 4.649 1.739 -3.106 93 53 Michel
69504)
DNeasy Blood
RP025 Tissue (Catn® 70.555 1.857 1.853 1.411 760 Michel
69504)
DNeasy Blood
RP026 Tissue (Catn® 120.851 1.864 2.285 2.417 1.297 Michel
69504)
DNeasy Blood
RP027 Tissue (Catn® 29.463 1.821 1.793 589 324 Michel
69504)
DNeasy Blood
RP028 Tissue (Catn® 100.709 1.885 2.859 2.014 1.069 Michel
69504)
DNeasy Blood
RP029 Tissue (Catn® 39.693 1.888 3.872 794 420 Michel
69504)
DNeasy Blood
RP030 Tissue (Catn® 28.813 1.864 12.001 576 309 Michel
69504)
DNeasy Blood
RP031 Tissue (Catn® 174.313 1.875 3.115 3.486 1.859 Michel
69504)
DNeasy Blood
RP032 Tissue (Catn® 118.342 1.876 3.211 2.367 1.261 Michel
69504)
DNeasy Blood
RP 033 Tissue (Catn°® 142.133 1.857 1.947 2.843 1.531 Michel
69504)
DNeasy Blood
RP034 Tissue (Catn® 186.535 1.884 2.650 3.731 1.981 Michel
69504)
DNeasy Blood
RP035 Tissue (Catn® 61.479 1.915 3.656 1.230 642 Michel
69504)
DNeasy Blood
RP036 Tissue (Catn° 83.318 1.908 3.510 1.666 0.874 Michel
69504)
FTA
RPo37 dmfcalion yi510 0.220  0.031  0.264  1.152 FTA
Reagent
(Whatman)

Legenda: [ ] ng/uL: concentragdo de DNA; A260/A280: razdo de pureza do DNA, indicando
possivel contaminacio por proteinas; A260/A230: razao adicional de pureza, associada a
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presenca de compostos organicos ou reagentes; A260: absorbancia a 260 nm, relacionada
aos acidos nucleicos; A280: absorbancia a 280 nm, associada a proteinas.

Figura 4. Eletroforese de amostras extraidas embebidas em meio transporte Michel.
Fonte: Autoria propria (2025).

Ja na Tabela 2 mostra dados das amostras fixadas em parafina previamente
embebidas em Bouin e extraidas do formol, apresentaram concentracdes
extremamente baixas, algumas inferiores a 1 ng/uL, além de razbes A260/A280 e

A260/A230 com valores negativos. A figura 5 mostra a PCR da [B-globina realizada.

Tabela 2. Concentracédo e pureza das amostras extraidas de amostras parafinadas,
previamente embebidas em formol e bouin

[]1ng/ A260/ A260/ Tipo de
L A280 A230 A260 A280 material

Caso Kit utilizado

ReliaPrepTM
FFPE gDNA
Miniprep
System N°
de catalogo:
A2352

TF 001 2.286 1.479 2174 46 31 Bouin

ReliaPrepTM
FFPE gDNA
Miniprep
System N°
de catalogo:
A2352

TF 002 0.99 2.305 4.014 0.02 9 Bouin

ReliaPrepTM
FFPE gDNA
Miniprep

System N°

TF 003 11.202 1.86 418 224 0.12 Formol



TF 004

TF 005

TF 006

TF 007

TF 008

TF 009

TF 010

de catalogo:
A2352

ReliaPrepTM
FFPE gDNA
Miniprep
System N°
de catalogo:
A2352

ReliaPrepTM
FFPE gDNA
Miniprep
System N°
de catalogo:
A2352

ReliaPrepTM
FFPE gDNA
Miniprep
System N°
de catalogo:
A2352

ReliaPrepTM
FFPE gDNA
Miniprep
System N°
de catalogo:
A2352

ReliaPrepTM
FFPE gDNA
Miniprep
System N°
de catalogo:
A2352

ReliaPrepTM
FFPE gDNA
Miniprep
System N°
de catalogo:
A2352

ReliaPrepTM
FFPE gDNA
Miniprep
System N°
de catalogo:
A2352

15.654

0, 782

8.319

0,201

0, 492

38.088

41.35

1.764

797

1.625

-0.32

6.866

1.651

1.663

2.983

161

95

191

=774

2029

1984

313

16

166

0.01

762

827

177

0.02

102

-13

461

497
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Michel

Bouin

Bouin

Bouin

Bouin

Formol

Formol

Legenda: [ ] ng / uL: Concentracdo de DNA, A260 / A280: Razao de pureza do DNA, A260 /
A230: Razao adicional de pureza A260: Absorbancia a 260 nm, A280: Absorbancia a 280

nm [] ng / yL: Concentracdo de DNA, A260 / A280: Raz&o de pureza do DNA, A260 / A230:
Razéo adicional de pureza A260: Absorbancia a 260 nm A280: Absorbancia a 280 nm
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Figura 5. Eletroforese das amostras parafinadas, previamente embebidas em formol e
bouin. Fonte: Autoria propria (2025).

A tabela 3 apresenta a relagao entre os casos analisados e seus respectivos
gendtipos para o gene APOL1, além do diagndstico histopatolégico associado a
cada amostra. A tabela 3 traz informagdes técnicas sobre as amostras de bidpsia
renal analisadas, incluindo:Tamanho do fragmento coletado (em mm), regido

anatémica atingida e tipo de analise realizada.

Tabela 3. |dentificacéo das variantes de risco do gene APOL1

Identificacao Diagnéstico Genétipo
RP001 GESF G1/G2
RP005 Material inadequado G0/G0
RP006 Nefrite lUpica G0/G0
RP007 GESF G0/GO0
RP008 GESF G0/GO0

RP010 Nefrite Lupica G0/G0



Glomeruloesclerose segmentar e

RP013 focal G0/GO
RP014 Parénquima renal G0/GO
RP016 GESF G1/G1
RP018 Nefropatia crénica G0/G0
RP019 Nefrite Lupica G0/G0
RP020 Glomerulonefrite do C3 G0/G0
RP021 Nefrite Lupica G0/G0
RP022 GESF G0/GO
RP023 GESF G0/GO
RP024 Nefrite Lupica G0/G0

Fonte: Elaboracédo propria (2025).

Tabela 4: Tabela mostrando caracteristicas do tecido e aspectos da bidpsia renal.

Identificagao Tamanho A biépsia atingiu Material
RP002 10,0x 0,5mm Principalmente medula MO e IF
RP003 8,0x0,5mm Cortex e medula renal MO e IF
RP004 10x0,5mm Coértex e medula renal MO e IF
RP005 08x0,5mm Sem informagao MO, IF e ME
RP006 06x0,5mm Coértex e medula renal MO e IF
RP007 15,0x0,5mm Principalmente medula renal MO, IF e ME
RP008 8,0x0,5mm Cortex e medula renal MO e IF
RPO009 14,0x0,5mm Coértex e medula renal MO e IF
RPO010 3,0x0,5mm Cortex e medula renal MO, IF e ME
RP011 10,0x0,5mm S6 medula renal MO, IF e ME

RP012 8,0x0,5mm Cortex renal MO, IF e ME



RP013
RP014
RP015
RP016
RP017
RP018
RP019
RP020
RP021
RP022
RP023
RP024
RP025
RP026
RP027
RP028
RP029
RP030
RP031
RP032
RP033
RP034
RP035
RP036
RP037
RP038
RP039
RP040
RP041
RP042

15,0x0,5mm
5,0x0,5mm
14,0x0,5mm
8,0x0,5mm
13,0x0,5mm
8,0x0,5mm
9,0x0,5mm
9,0x0,5mm
4,0x0,5mm
8,0x0,5mm
10,0x0,5mm
10,0x0,5mm
10,0x0,5mm
16x0,5mm
5,0x0,5mm
10,0x0,5mm
15,0x0,5mm
10,0x0,5mm
7,0x0,5mm
5,0x0,5mm
10,0x0,5mm
12,0x0,5mm
9,0x0,5mm
12,0x0,5mm
5,0x0,5mm
10,0x0,5mm
12,0x0,5mm
5,0x0,5mm
7,0x0,5mm
8,0x0,5mm

Cortex e medula renal
Cortex e medula renal
Cortex e medula renal
Cortex e medula renal
Cortex e medula renal
Cortex e medula renal
Cortex e medula renal
Somente medula renal
Sem informagéao

Cortex e medula renal

Principalmente o cortex renal

Cortex e medula renal
Sem informagéao
Cortex e medula renal
Sem informagao
Cortex e medula renal

Cortex e medula renal

Principalmente o coértex renal

Cortex e medula renal
Cortex e medula renal
Cortex e medula renal
Cortex e medula renal

Cortex e medula renal

Principalmente medula renal

Principalmente medula renal

Somente medula renal
Cértex e medula renal
Cortex e medula renal
Cortex e medula renal

Cortex e medula renal

MO e IF
MO, IF e ME
MO e IF
MO, IF e ME
MO e IF
MO, IF e ME
MO e IF
MO e IF
MO e IF
MO, IF e ME
MO, IF e ME
MO e IF
MO, IF e ME
MO e IF
MO e IF
MO e IF
MO, IF e ME
MO, IF e ME
MO e IF
MO, IF e ME
MO e IF
MO e IF
MO e IF
MO e IF
MO e IF
MO, IF e ME

MO, IF e ME, FTA

MO e IF
MO e IF
MO e IF
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Fonte: Elaboracéo propria (2025).
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6. DISCUSSAO

A solucdo de Michel demonstrou uma concentracdo de DNA que variou
significativamente entre as amostras conservadas pelo meio, com valores indo de
3,3 ng/uL até 200,7 ng/uL. Essas variagbes sao relevantes do ponto de vista
técnico, pois impactam diretamente a eficiéncia das analises moleculares
subsequentes, como a PCR. Amostras com concentragdes muito baixas (<10
ng/pL), embora por vezes amplificaveis, tendem a resultar em produtos fracos ou
ausentes na eletroforese, além de estarem mais suscetiveis a erros por
contaminagao ou degradacao.

Além da concentragdo, outro aspecto importante observado na tabela foi a
razao A260/A280, um indicador da pureza do DNA em relacdo a contaminagao
proteica. A maioria das amostras embebidas em Michel apresentou valores
proximos de 1,8 a 1,9, intervalo considerado adequado para DNA puro. Entretanto,
algumas amostras ultrapassaram esse limite ou ficaram abaixo, sugerindo a
presenca de contaminantes proteicos, fenois ou excesso de RNA. Essa
contaminagao pode ser explicada pelo fato de o meio de Michel ndo ser um fixador
propriamente dito, mas sim uma solugdo de transporte rica em substancias
organicas, cuja interferéncia nos processos de purificagdo de DNA ja foi descrita na
literatura (Boraiy et al., 2014).

As amostras conservadas em Bouin demonstraram os piores resultados de
integridade, com bandas ausentes ou extremamente degradadas nas figuras, além
de concentragdes extremamente baixas e indices de pureza inadequados. Essa
constatagcao esta alinhada com a literatura, que frequentemente contraindica o uso
de Bouin para estudos moleculares. O acido picrico presente nesse fixador causa
retragdo e intensa modificacdo das bases nitrogenadas, prejudicando tanto a
extragao quanto a amplificagdo do DNA (Bonin et al., 2005 e Howat, Wilson, 2014).

A analise dos dados da Tabela 4, quando associada ao tamanho dos
fragmentos de tecido utilizados para extragdo do DNA, revela uma relagao clara
entre a quantidade de material biolégico disponivel e a qualidade do DNA obtido.
Observou-se que amostras oriundas de fragmentos maiores tendem a apresentar
concentracdes mais altas de DNA e valores de pureza mais proximos do ideal,
enquanto os menores fragmentos frequentemente resultaram em baixo rendimento
e valores de A260/A280 fora da faixa otima (1,8-2,0).
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Com base nas analises realizadas, é possivel concluir que a eficiéncia na
extragdo e pureza do DNA gendmico a partir de tecidos renais é profundamente
influenciada por uma série de fatores técnicos e bioldgicos. A escolha do meio de
conservagao € um dos aspectos mais determinantes: amostras armazenadas na
solucao de Michel apresentaram maior variabilidade na concentracdo de DNA, mas
ainda assim mantiveram, em muitos casos, indices de pureza aceitavel para
analises moleculares.

Por outro lado, amostras conservadas em Bouin demonstraram desempenho
significativamente inferior, com baixa integridade molecular, concentragéo reduzida
e pureza comprometida.Outro fator relevante foi o tamanho dos fragmentos
utilizados na extragdo. Fragmentos maiores resultaram em maior rendimento e
melhor qualidade do DNA. Ja os fragmentos menores foram associados a menores
concentragdes e a maiores indices de contaminagéo.

Finalmente, também se observou que a regiao anatémica de onde o tecido foi
obtido impacta diretamente a qualidade do DNA extraido. Fragmentos provenientes
do cortex renal apresentaram melhor desempenho, tanto em concentragdo quanto
em pureza. Esses dados ressaltam a importédncia de cuidados metodologicos
criteriosos, desde a coleta até a extragdo do DNA, especialmente em estudos que
visam analises moleculares sensiveis como a PCR e sequenciamento. A adequacgao
do tipo de fixador ou conservante, o tamanho e a origem do fragmento, bem como o
tempo decorrido até o processamento, devem ser cuidadosamente considerados
para garantir a viabilidade e a reprodutibilidade das analises genéticas em tecidos

renais.
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	1 INTRODUÇÃO  
	2. REFERENCIAL TEÓRICO 
	2.1 Histologia 
	2.1.1 Bouin 

	 
	A solução de Bouin, composta por ácido pícrico, formaldeído e ácido acético, é amplamente utilizada em patologia renal devido à sua capacidade de preservar detalhes morfológicos finos, como a arquitetura glomerular e tubular (Ellenburg et al., 2020). Sua fixação rápida (em torno de 4-6 horas) minimiza artefatos de autólise, sendo particularmente vantajosa para tecidos ricos em colágeno, como o rim (Martino et al., 2022). No entanto, o ácido pícrico, componente oxidativo da solução, induz a desnaturação proteica e a fragmentação do DNA, comprometendo a qualidade do material genético extraído (Bonin et al., 2005). Esse efeito é exacerbado em amostras armazenadas por longos períodos, limitando sua utilidade em estudos genômicos retrospectivos, como a genotipagem do gene APOL1, crucial para avaliação de risco em populações afrodescendentes. 
	A degradação do DNA em tecidos fixados com Bouin está intimamente ligada à formação de adutos entre o ácido pícrico e as bases nitrogenadas, gerando quebras na cadeia dupla e reduzindo a amplificabilidade de fragmentos maiores que 200 pares de bases (Azzalini et al., 2019). Estudos demonstram que, mesmo após desparafinização, o DNA residual apresenta altas taxas de oxidação, inviabilizando técnicas como o sequenciamento de nova geração (NGS) (Nagahashi et al., 2017). Para contornar esse obstáculo, protocolos de extração adaptados, como o uso de enzimas reparadoras de DNA (ex.: polimerases tolerantes a danos) e kits comerciais com etapas adicionais de descalcificação, têm sido propostos, embora com eficácia variável em amostras renais (Nagai et al., 2016). 
	 
	2.1.2 Solução de Michel 

	 
	A solução de Michel é um meio de transporte amplamente utilizado para a conservação de tecidos em biópsias destinadas à imunofluorescência direta, especialmente em doenças renais e dermatológicas. Sua composição original inclui sulfato de amônio (55 g/L), sulfato de magnésio (5 g/L), ácido cítrico (1 g/L) e monohidrogenofosfato de potássio (1 g/L), dissolvidos em água destilada, com o pH ajustado entre 7,0 e 7,2. Essa formulação permite a preservação da integridade dos antígenos e imunocomplexos, evitando a degradação das proteínas e garantindo a reatividade adequada dos anticorpos fluorescentes durante a análise microscópica (Michel, Milner, David, 1972). 
	Essa composição mantém a integridade de alvos críticos para o diagnóstico renal, como IgG, IgA, C3 e C1q, permitindo a detecção precisa de depósitos imunes em doenças como nefrite lúpica e glomerulonefrite pós-infecciosa (Cassol, et al., 2020). A solução de Michel é preferida em biópsias renais de pacientes LES por manter a conformação espacial de complexos imunes, permitindo a diferenciação entre padrões de deposição, como os observados na nefrite lúpica classe IV (ativa) e classe V (membranosa) (Zickert et al., 2014). 
	 A solução preserva eficazmente as proteínas da membrana basal (BMZ) em biópsias de pele por até 28 dias, sem redução na intensidade da coloração, garantindo a integridade dos epítopos. Comparado à criopreservação, o meio de Michel se mostrou uma alternativa viável e prática, facilitando a realização de análises imunofluorescência em contextos clínicos de rotina. (Woollons, Gratian, Bhogal, 1999) (Boraiy et al., 2014).  
	 
	2.1.3 Formol   

	 
	O formol a 10% (formalina) é o fixador padrão em patologia renal, garantindo preservação morfológica detalhada por períodos prolongados. Sua capacidade de penetrar rapidamente no tecido e formar ligações cruzadas entre proteínas e DNA é essencial para manter a estrutura glomerular e tubular, facilitando diagnósticos de condições como GESF (Vitosevic et al., 2023). No entanto, essas mesmas ligações induzem fragmentação do DNA e modificações químicas (ex.: metilação de citosinas), comprometendo a eficiência das técnicas moleculares (Wen et al., 2017; Thirlwell et al., 2010) . A fixação em formalina pode causar degradação do DNA, resultando em fragmentos menores que 100 pares de bases após 48 horas de fixação, o que é inadequado para a amplificação de éxons inteiros (Lehmann, Kreipe 2001; Masuda et al., 1999;). 
	Apesar desses desafios, a formalina continua sendo insubstituível na rotina diagnóstica, e o vasto acervo de amostras arquivadas representa um recurso valioso para pesquisas genéticas retrospectivas (Zhao et al., 2019). A otimização de protocolos de extração, combinada com técnicas de amplificação de DNA danificado, como a amplificação total do genoma, tem permitido recuperar informações genéticas mesmo de amostras com décadas de armazenamento (Maciejewska, Jakubowska, Pawlowski, 2013). 
	2.2 Glomerulopatias 
	2.2.1 Glomeruloesclerose Segmentar e Focal (GESF)  


	A GESF representa uma das principais causas de doença glomerular progressiva, caracterizada por lesões escleróticas segmentares nos glomérulos, associadas a dano podocitário e proteinúria significativa. Sua fisiopatologia centra-se na disfunção dos podócitos. Alterações em proteínas estruturais como a nefrina (codificada pelo gene NPHS1) e a podocina (NPHS2), ou em canais iônicos como o TRPC6, comprometem a arquitetura do slit diaphragm, permitindo a passagem anormal de proteínas para o filtrado urinário (Kawachi, et al., 2009). Além das mutações genéticas, fatores circulantes, como o receptor solúvel de ativador de plasminogênio tipo uroquinase, têm sido implicados em formas primárias da doença, ativando vias de sinalização que induzem apoptose podocitária e remodelamento glomerular (Wei et al., 2012). 
	Epidemiologicamente, a GESF exibe disparidades marcantes. Indivíduos de ascendência africana apresentam risco até quatro vezes maior de desenvolver a doença, um fenômeno intimamente ligado às variantes de risco do gene APOL1 (G1 e G2) (Genovese et al., 2010).  
	Além da predisposição genética, comorbidades como, obesidade, hipertensão arterial e infecções virais exacerbam a hiperfiltração glomerular, acelerando a perda de néfrons funcionais (Rivera et al., 2022). A forma secundária da doença também está associada a condições como diabetes, nefropatia por refluxo ou uso crônico de drogas nefrotóxicas, como heroína, refletindo na sua etiologia multifatorial (D’agati et al., 2016). 
	Histologicamente, a GESF é categorizada em cinco subtipos pela Columbia Classification, entidade responsável pela classificação dessa condição, sendo cada subtipo associado a implicações prognósticas distintas (Bonilla et al., 2024) A variante Tip, caracterizada por lesões na junção entre o túbulo proximal e o glomérulo, apresentou resposta geralmente favorável ao tratamento. Um estudo retrospectivo realizado na Índia com 30 pacientes mostrou que 87% apresentavam síndrome nefrótica no diagnóstico e, após tratamento com corticosteroides, 87% alcançaram alguma forma de remissão da proteinúria. No entanto, 13,3% duplicaram a creatinina sérica após um seguimento médio de 2 anos, indicando que, embora a resposta inicial seja boa, há risco de progressão em alguns casos (Trivedi et al., 2015). 
	A variante Perihilar, frequentemente associada à hipertensão e sobrecarga hemodinâmica, representou 15,3% dos casos em um estudo coreano com 111 pacientes. Entre os portadores dessa variante, 64,7% tinham hipertensão e 41,2% apresentavam síndrome nefrótica. A taxa de sobrevida renal em 5 anos foi de 66,7%, e apenas 11,8% atingiram o desfecho composto de duplicação da creatinina sérica ou progressão para doença renal terminal (Know et al., 2014).  
	A variante Celular se destaca pela presença de proliferação intracapilar e infiltrado inflamatório glomerular. Em um estudo com 225 pacientes com GESF, 22 tinham essa variante. Eles apresentaram taxas intermediárias de remissão (44,5%) e de progressão para doença renal terminal (27,8%) quando comparados às variantes Tip e Colapsante. Essa variante esteve associada a quadros clínicos mais graves e síndrome nefrótica mais severa no momento da apresentação (Stokes et al., 2006). 
	No contexto genético a descoberta das variantes APOL1 revolucionou a compreensão da GESF em populações afrodescendentes. Portadores de duas cópias de G1/G2 não apenas exibem risco elevado de desenvolver a doença, mas também apresentam resistência a terapias convencionais (Huang et al., 2014). Clinicamente, isso se traduz em lesões histológicas mais agressivas, como padrões colapsantes e fibrose tubulointersticial acentuada (Siemens et al., 2018). 
	2.2.2 Colapsante  

	A Glomerulopatia colapsante (GC) é uma forma rara e agressiva da doença glomerular, caracterizada por um curso clínico rapidamente progressivo. Clinicamente, manifesta-se predominantemente como uma síndrome nefrótica grave, com proteinúria intensa frequentemente superior a 10 g/dia, hipoalbuminemia acentuada, edema generalizado e rápida deterioração da função renal. É comum a presença de hipertensão arterial e anasarca nos estágios mais avançados da doença. Um aspecto que difere a GC em relação a outras variantes da GESF é a sua resposta limitada às terapias convencionais, como os corticosteroides, o que contribui significativamente para a evolução desfavorável, atingindo, em muitos casos, na progressão para a doença renal crônica terminal (Qamar et al., 2023). 
	A GC afeta de forma desproporcional pessoas de ascendência africana. Essa desigualdade está ligada a variantes de risco do gene APOL1, que aumentam a suscetibilidade dessa doença. Além disso, a GC pode ser desencadeada por uma série de fatores, incluindo infecções virais, principalmente por HIV e parvovírus B19 o uso de medicamentos, doenças autoimunes, alguns tipos de câncer, isquemias (microangiopatia trombótica, peri-infarto, embolia por colesterol) e até mesmo transplantes renais afetam o desenvolvimento da doença (Koilra, Akileseh, Jefferson, 2024). 
	No contexto de infecção pelo HIV, a GC assume um papel importante, sendo conhecida como nefropatia associada ao HIV (Koilra, Akileseh, Jefferson, 2024). A GC apresenta características histológicas marcantes sob microscopia óptica, incluindo a obliteração parcial ou total do lúmen capilar causada por hipertrofia e hiperplasia dos podócitos. Essas células podem conter depósitos intracitoplasmáticos que indicam reabsorção de proteínas, enquanto pseudo crescentes, que se assemelham a crescentes glomerulares, frequentemente antecedem a esclerose glomerular (Cutrim et al., 2022).  
	Do ponto de vista histopatológico, embora menos frequentes nas fases iniciais, algumas alterações tornam-se mais frequentes à medida que a glomerulopatia colapsante (GC) progride. Entre os achados mais comuns nos estágios avançados, destacam-se a glomerulomegalia, a hialinose, a hipercelularidade e a formação de aderências glomerulares. O dano túbulo-intersticial é particularmente proeminente na GC, caracterizando-se por acentuada dilatação tubular, presença de microcistos e infiltração intersticial por células inflamatórias, com destaque para macrófagos e linfócitos, especialmente os subtipos CD4⁺ e CD8⁺ (Cutrim et al., 2022). 
	A análise por imunofluorescência (IF) , em geral, é inespecífica ou negativa, mas pode revelar depósitos de IgM e C3. Já a microscopia eletrônica (ME), apesar de não ser frequentemente requerida na prática diagnóstica, pode contribuir na confirmação de lesões em membranas capilares colapsadas e podócitos comprometidos, com perda severa da barreira de filtração. Nessas análises, a presença de inclusões intracelulares pode sugerir associações com infecções pelo HIV (Cutrim et al., 2022).  
	 
	2.2.3 Nefrite Lúpica (NL) 

	A NL é uma das manifestações mais significativas do lúpus eritematoso sistêmico (LES), afetando os rins em até metade dos pacientes diagnosticados com a doença. Por ser uma condição autoimune, caracteriza-se pelo ataque do sistema imunológico às estruturas renais, comprometendo sua função e, em casos graves, podendo levar à insuficiência renal (Obrisca et al., 2021). 
	Clinicamente, a NL pode se manifestar de forma variada. Alguns pacientes apresentam sinais leves, como alterações em exames de urina com proteinúria e hematúria microscópica, enquanto outros podem desenvolver quadros mais severos, incluindo síndrome nefrótica, hipertensão arterial e insuficiência renal progressiva. Além das manifestações renais, é comum que pacientes apresentem sinais sistêmicos característicos LES,  tais como febre, fadiga, artrite, rash cutâneo e outros indicativos de resposta inflamatória sistêmica (Gasparotto et al., 2020). 
	Ademais, é importante destacar que a NL acomete, com maior frequência, mulheres jovens, especialmente entre 20 e 40 anos, refletindo a predominância feminina no LES, com maior impacto em populações afrodescendentes, asiáticas e hispânicas, não apenas apresentam maior vulnerabilidade à doença, como também tendem a evoluir com formas mais agressivas. Nesse cenário, aspectos genéticos desempenham um papel importante na gravidade e no prognóstico da doença, sendo descrito mais recentemente a influência do gene APOL1 (Parikh et al., 2020). 
	Em relação a sua morfologia, a biópsia renal é essencial para o diagnóstico e para a classificação da NL, que segue critérios estabelecidos pela Sociedade Internacional de Nefrologia. Essas classificações variam desde lesões leves e limitadas ao mesângio (classe I e II) até formas mais graves, como a proliferação difusa (classe IV) e a esclerose avançada (classe VI). As alterações incluem inflamação e necrose nos glomérulos, depósitos imunes formados por imunoglobulinas e componentes do complemento (IgG, IgA, IgM, C3 e C1q) e, frequentemente, sinais de dano intersticial, como fibrose e atrofia tubular (Lech& Anders 2013). 
	O tratamento da NL exige uma abordagem cuidadosa, baseada no grau de atividade inflamatória e na extensão do dano renal. Medicamentos imunossupressores, como corticosteroides e micofenolato de mofetila, são usados para controlar a inflamação e preservar a função renal. Diagnóstico precoce e monitoramento constante, evitam complicações e melhoram o prognóstico a longo prazo (Yu et al., 2022). 
	2.3.4 HIVAN e COVAN 

	A HIV-associated nephropathy - nefropatia associada ao HIV (HIVAN) e a COVID-19-associated nephropathy - nefropatia associada à COVID-19, (COVAN) são complicações renais que ilustram como infecções virais podem impactar gravemente a função dos rins. Embora apresentem algumas semelhanças histológicas, cada uma tem características clínicas e epidemiológicas que refletem a natureza distinta de suas doenças subjacentes. A HIVAN, por exemplo, tende a acometer com maior frequência pessoas vivendo com HIV em estágios avançados da infecção ou com carga viral descompensada/descontrolada (Rivera et al., 2022). 
	Clinicamente, manifesta-se com sintomas como síndrome nefrótica, altos níveis de proteinúria, insuficiência renal progressiva e renomegalia, observados por ultrassonografia. Essa condição é mais prevalente entre pessoas de ascendência africana devido a mutações específicas no gene APOL1, que aumentam a vulnerabilidade ao dano renal. A introdução da terapia antirretroviral de alta potência ajudou a reduzir a incidência, mas a HIVAN ainda afeta pacientes que não aderem ao tratamento ou que apresentam resistência aos medicamentos (Adanai et al., 2022). 
	Por sua vez, a COVAN é uma complicação renal emergente associada à COVID-19, sendo observada principalmente em pacientes gravemente afetados pelo SARS-CoV-2. Ela se manifesta com insuficiência renal aguda, proteinúria, e, em alguns casos, hematúria, sendo mais comum em pessoas negras ou em pacientes com condições preexistentes que os predispõem a maior risco de disfunção renal. Essas diferenças refletem a intensidade da resposta inflamatória e os danos endoteliais causados pelo vírus em pessoas suscetíveis (Klomjit et al., 2023). 
	No nível histológico, ambas as condições compartilham como característica central a glomerulopatia colapsante. Essa alteração é marcada pelo colapso dos capilares glomerulares, aumento de tamanho e proliferação anormal dos podócitos. Na HIVAN, além dessas características, há glomerulomegalia, fibrose no tecido intersticial, e dilatação dos túbulos com presença de cilindros proteicos. Já na COVAN, além de alterações similares, nota-se um componente inflamatório mais pronunciado, provavelmente impulsionado pela tempestade de citocinas desencadeada pelo SARS-CoV-2, que amplifica os danos estruturais e funcionais nos rins (Velez, Caza, Larsen 2020). 
	Essas condições reforçam a importância do diagnóstico precoce e do manejo adequado. Na HIVAN, o uso de medicamentos antirretrovirais é crucial para conter a progressão do dano renal. Já no caso da COVAN, o tratamento deve focar na estabilização da função renal, controle da resposta inflamatória e, quando necessário, suporte dialítico. Em ambas, a realização de biópsia renal desempenha um papel fundamental para confirmar o diagnóstico e orientar as estratégias terapêuticas, destacando o papel da medicina personalizada no cuidado de pacientes com condições complexas e multifatoriais (Adanai et al., 2022; Klomjit et al., 2023). 
	 
	 2.3 Genética da APOL1 
	 
	Os locus de APOL1 foram inicialmente identificados e estudados com o objetivo de reduzir e entender as disparidades raciais nas doenças renais. Nesse contexto, o projeto 1000 Genomas, lançado em janeiro de 2008, representou uma iniciativa de colaboração internacional para criar um catálogo abrangente da diversidade genética humana. Durante o estudo do cromossomo 22, foi observado que o gene APOL1 possui 145 Kb e é composto por sete exons, os quais codificam uma apolipoproteína de 398 aminoácidos. Além disso, foram identificadas duas variantes de risco, denominadas G1 e G2, e uma variante selvagem, chamada G0 (Genovese et al., 2010). 
	O primeiro exon contém o "peptídeo sinal", que funciona enviando a proteína para o retículo endoplasmático, permitindo sua secreção. Já o segundo exon é responsável por partes do domínio hidrofóbico da proteína, uma região que facilita sua interação com membranas celulares, tornando possível sua atuação no transporte e modificação de lipídios (Sharma et al., 2016). 
	O exon 3 ajuda a formar o núcleo central da proteína, garantindo estabilidade estrutural para que ela desempenhe suas funções. Enquanto o 4 é mais especializado na ligação ao colesterol e a outros lipídios. O exon 5, por outro lado, está diretamente ligado à atividade citotóxica da proteína, protegendo contra parasitas como os tripanossomos. Já o exon 6 torna possível a interação da proteína com outras membranas celulares, permitindo a formação de poros (Sharma et al., 2016; Ultsch et al., 2021).  
	Por fim, o exon 7, que codifica a parte final da proteína, é essencial para regular sua atividade. Sendo nele que ocorrem as mutações conhecidas como variantes G1 e G2, associadas com o risco aumentado de doenças renais. Essas alterações destacam como pequenos detalhes na estrutura do gene podem ter impactos especialmente em populações específicas (Sharma et al., 2016; Ultsch, et al., 2021). 
	 
	Figura 1.  Estrutura do gene APOL1. Fonte: Autoria própria (2025). 
	 
	A G1 possui dois polimorfismos (S342G e I384M), já a variante G2 trata-se das deleções de seis aminoácidos (N388 e Y389) (Genovese et al., 2010). A doença renal associada ao APOL1 é uma condição genética com padrão de herança recessivo. Indivíduos com dois alelos de risco (genótipos G1/G1, G1/G2 e G2/G2) têm um alto risco de desenvolver doenças renais enquanto pacientes com somente um alelo de risco (G0/G1 G0/G2) são considerados pacientes de baixo risco, já pacientes G0/G0 não possui risco relacionado a essa condição genética (Wakashin et al., 2020).   
	Há descritos ainda outras variantes do gene APOL1, como a G3. Entretanto, estudos conduzidos por Limou e colaboradores (2015), realizaram o sequenciamento de todo o gene, e constatou que é improvável que outras variantes além de G1 e G2 cause quaisquer complicações renais.  
	 Os mecanismos pelos quais a APOL1 contribui para a lesão renal permanecem sendo investigados. Uma questão inicialmente levantada concernente à possível influência desse gene no desenvolvimento renal foi abordada em um estudo de caso. Nesse estudo, um paciente do sexo masculino, portador de mutações inativadoras do gene, não apresentou evidências de comprometimento renal, o que sugere que a APOL1 não desempenha papel no processo de desenvolvimento normal do sistema renal (Vanhollebeke et al., 2006). 
	Algumas das limitações em relação ao desenvolvimento de pesquisas utilizando o APOL1 se dá por ele não estar presente na maioria dos mamíferos, incluindo os modelos animais mais comuns, como ratos e camundongos. Os  chimpanzés possuem APOL1, entretanto, o gene no animal comporta-se de forma diferente. Isso somente reforça a tese de que o APOL1 não é necessário para a função renal normal ou desenvolvimento renal em mamíferos (Pollak, Friedman 2023).  
	A apolipoproteína que circula no sangue ligada a partículas de lipoproteína de alta densidade (HDL)  tem um papel na imunidade inata, lise do parasita e resposta imune. Os níveis circulantes de APOL1 estão correlacionados com lipídios plasmáticos, como colesterol total e triglicerídeos, mas não com o HDL específico ao qual está ligado (HDL3). Estudos sugerem uma possível associação entre as variantes de APOL1 e alterações nas partículas de HDL, bem como sua concentração relativa (Madhavan, O’toole; 2014). 
	 Alguns mecanismos podem levar ao aumento da expressão do RNA do APOL1  dessas variantes de risco, como os interferon lipopolissacarídeos, agonistas de receptores toll-like, fator de necrose tumoral e citocinas.. Além disso, as associações entre infecções virais e a doença renal associada a APOL1 sugerem que alguns vírus podem ativar a expressão de APOL1 como o HIV, Citomegalovírus, parvovírus B19 (GOYAL, SINGHAL 2021), e o mais recente descrito o SARS-CoV-2 (HUNG, et al, 2022).   
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