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RESUMO

Watanabe A. Patogénese genética-molecular da sindrome nefrética cértico-
resistente, sindrome nefrética congénita e glomeruloesclerose segmentar e
focal: realidade e contribui¢cbes da analise de uma populacéo pediatrica brasileira
[tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2022.

Sindrome nefrética (SN) € a segunda causa mais frequente de doenca renal
estagio terminal (DRET) na faixa etaria pediatrica. Atualmente até 30% dos
casos de SN congénita (SNC) e SN coértico-resistente (SNCR) nessa faixa etaria
se associam a causas mendelianas, entretanto as casuisticas até entdo
analisadas apresentam pouca representacao de pacientes provenientes do
Hemisfério Sul. Nesse cenario, 101 pacientes de 98 familias com SNC, SNCR
elou glomeruloesclerose segmentar e focal (FSGS), seguidos prioritariamente
no Instituto da Crianga e do Adolescente do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da USP, foram submetidos a avaliacdo genético-molecular por meio
da andlise de um painel de 62 genes associados a SN ou de sequenciamento
de exoma completo, bem como por meio de analise genética para avaliacao de
ancestralidade. Também avaliamos seus dados clinicos e laboratoriais,
correlacionando-os com o0s achados genético-moleculares. Utilizamos os
criterios do ACMG para classificar a patogenicidade das variantes, e
posteriormente analises de mecanica molecular in silico para ampliar e fortalecer
a avaliagdo das variantes de significado incerto. Nessa casuistica, a idade de
manifestagdo da SN foi de 2,9 anos, ocorrendo no primeiro ano de vida em
13,8% dos casos, e 0 tempo de seguimento de 5,7 anos. A taxa de
consanguinidade parental autodeclarada foi de 5,9% e de histéria familiar de
doenca renal de 13,9%. Pacientes que atingiram remissao completa de SN apés
uso de corticosteroide ou inibidor de calcineurina, assim como 0S que
apresentaram lesdes histologicas minimas (LHM), ndo evoluiram para DRET,
desfecho atingido por outros 44 pacientes (43,6%). Oito pacientes apresentaram
gendtipo de alto risco (GAR) de APOL1, grupo que manifestou SN mais
tardiamente e apresentou mais frequentemente glomerulopatia colapsante. Nao
observamos, entretanto, associacdo de GAR de APOL1 com a raca
autodeclarada ndo branca ou com ancestralidade genética global africana.
Causas mendelianas foram encontradas em 13 familias (13,3%), frequéncia
similar as de populacfes equivalentes com baixas taxas de consanguinidade, e
incluiram variantes nos genes NPHS1, NPHS2, WT1, PLCE1, COQ2, CUBN e
COL4AS. Duas das nove variantes causativas novas identificadas se posicionam
em regides gendmicas de ancestralidade nativo-americana. Pacientes com
causas mendelianas ou com GAR de APOL1 progrediram mais rapidamente
para DRET que aqueles sem achados genéticos identificados, assim como
pacientes autodeclarados ndo brancos. Pacientes com maior porcentagem de
ancestralidade ndo europeia apresentaram a mesma tendéncia. Analise por
regressao logistica de Cox revelou que idade de manifestacédo de SN menor que
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1 ano ou maior ou igual a 9 anos, raca autodeclarada néo branca e histologia
renal que ndo LHM se associaram a risco aumentado para atingir DRET,
independentemente de GAR de APOL1 ou de causas mendelianas. Recidiva.de
SN foi observada em 9/29 pacientes (31%) submetidos a transplante renal, mas
nao em quatro pacientes com causas mendelianas e outros quatro com GAR de
APOL1. Nossos resultados ampliam a caracterizagcdo genética molecular e
clinica da SNC, SNCR e GESF em idade pediatrica, bem como o entendimento
de sua patogénese.

Descritores: Sindrome nefrotica; Glomerulosclerose segmentar e focal,
Predisposicdo genética para doenca; Padrdes de heranca; Fatores raciais;
Faléncia renal cronica; Criancga.
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ABSTRACT

Watanabe A. Molecular genetic pathogenesis of steroid-resistant nephrotic
syndrome, congenital nephrotic syndrome and focal segmental
glomerulosclerosis: reality and contributions from the analysis of a Brazilian
pediatric population [thesis]. S&do Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade
de Sao Paulo”; 2022.

Nephrotic Syndrome (NS) is the second leading cause of end-stage kidney
disease (ESKD) in the pediatric age range. Currently, up to 30% of congenital NS
(CNS) and steroid-resistant NS (SNCR) cases in this age range are associated
with Mendelian causes, however the previously analyzed cohorts display low
representation of patients from the Southern Hemisphere. In this scenario, 101
patients from 98 families with CNS, SNCR and/or focal segmental
glomerulosclerosis (FSGS) followed primarily at the Instituto da Crianca e do
Adolescente do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP
underwent genetic molecular evaluation through analysis of a panel including 62
genes associated with NS or whole-exome sequencing, as well as genetic
analysis to evaluate ancestry. We also analyzed their clinical and laboratorial
data and correlated them with the molecular genetic findings. ACMG criteria were
used to classify the pathogenicity of the variants, followed by in silico molecular
mechanics analysis to broaden and strengthen the assessment of variants of
uncertain significance. In this cohort, the age of NS onset was 2.9 years,
occurring in the first year of life in 13.8% of the cases, and the follow-up time was
5.7 years. The rate of self-reported parental consanguinity was 5.9% and of
family history of kidney disease 13.9%. Patients who achieved complete
remission of NS after using corticosteroids or calcineurin inhibitor, as well as
those who presented minimal change disease (MCD), did not progress to ESKD,
outcome reached by another 44 patients (43.6%). Eight patients harbored an
APOL1 high-risk genotype (HRG), a group of patients that displayed later NS
onset and presented more often collapsing glomerulopathy. However, we did not
observe association of APOL1 HRG with self-declared non-White race and with
African global genetic ancestry. Mendelian causes were found in 13 families
(13,3%), a frequency similar to the ones detected in equivalent populations with
low inbreeding rates, and included variants in the NPHS1, NPHS2, WT1, PLCE1,
COQ2, CUBN and COL4A5 genes. Two of the nine novel identified causative
variants are located in genomic regions of Native American ancestry. Patients
with Mendelian causes or with APOL1 HRG progressed more rapidly do ESKD
than those with no identified genetic findings, as well as self-declared non-White
patients. Patients with higher percentage of non-European ancestry showed the
same trend. Cox logistic regression analysis revealed that age of NS onset below
1 year or equal or above 9 years of age, self-declared non-White race, and non-
MCD renal histology were associated with increased risk of reaching ESKD
regardless of APOL1 HRG or Mendelian causes. NS recurrence was observed
in 9/29 patients (31%) who underwent kidney transplantation, but not in four
patients with Mendelian causes nor in another four with APOL1 HRG. Our results
extend the molecular and clinical genetic characterization of CNS, SRNS and
FSGS in pediatric age, as well as the understanding of its pathogenesis.
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Descriptors: Nephrotic syndrome; Focal segmental glomerulosclerosis; Genetic
predisposition to disease; Inheritance pattern; Race factors Chronic kidney
failure; Child.



1. INTRODUCAO

1.1. Doencarenal crédnica no ambiente pediatrico

O conhecimento epidemiolégico sobre doenca renal crénica (DRC) ampliou-se
substancialmente para a populacdo adulta nas ultimas décadas, enquanto uma
evolugdo mais timida foi observada para a populagdo pediatrica. A
indisponibilidade de algumas informacBes importantes, associada as
particularidades da crianca e do adolescente, dificulta ndo apenas a
padronizacéo de sua definicdo como também sua identificacdo e quantificacéo
epidemiolégical. Vale notar que a taxa de filtragéo glomerular (TFG) normalizada
para a superficie corpOrea apresenta aumento progressivo do nascimento até os
dois anos de vida em uma crianga saudavel, quando atinge valores semelhantes
aos de adultos?. Além disso, as equagbes empregadas para estimar a funcdo
renal ndo tém se mostrado fidedignas em adolescentes maduross.Deve-se
atentar, também, para o fato de que o perfil de causas de DRC na faixa etaria
pediatrica é distinto do encontrado na populagdo adulta. Nesse cenario, criangcas
com importantes malformacdes congénitas podem ser diagnosticadas com DRC

antes mesmo de 3 meses de documentacdo de alteracdes fenotipicas renais®.

A incidéncia de DRC em populacdo pediatrica reportada pelo registro da
Associacgéo Europeia de Didlise e Transplante (EDTA) é de 11 a 12 por milhdo
para os estagios 3 a 5 de DRC, traduzindo-se em uma prevaléncia de 55-60 por
milh&o®. Em 2008, a incidéncia e a prevaléncia de doenca renal estagio terminal
(DRET) foram, respectivamente, de 15 e 85 por milhdo nos EUAS. No Brasil, a
incidéncia de terapia de substituicdo renal (TSR) foi de 6,6 casos por milhdo de
criancas em 20127. Ndo dispomos, no entanto, de dados epidemiol6gicos

precisos sobre DRC em populacao pediatrica brasileira.

As anormalidades congénitas do rim e trato urinario (CAKUT — Congenital
Abnormalities of the Kidney and Urinary Tract) constituem a causa mais
frequente de DRC associada a progressao para DRET na faixa etaria pediétrica,
seguidas pela sindrome nefrética resistente a corticosteroide (SNCR), condic&o
em que o padrao histolégico mais comum é glomeruloesclerose segmentar e
focal (GESF)2. Essas duas entidades clinicas associadas a DRET, entretanto,

abarcam multiplas doencas raras que, embora compartilhem expressées clinicas



e vias fisiopatoldgicas finais comuns, apresentam patogéneses primarias
especificas. Vale notar, ainda, que os mecanismos moleculares e celulares
envolvidos em grande parte dessas desordens encontram-se amplamente

desconhecidos.

1.2. DRC pediétrica: a busca pelo entendimento da patogénese

Enquanto progressos nas ultimas décadas foram relativamente proficientes em
esclarecer mecanismos comuns de progressao da DRC ao atingir determinados
limiares estruturais e/ou funcionais, o0 mesmo néo foi obtido em relacdo a
patogénese especifica dentro da diversidade das nefropatias pediatricas. Vale
mencionar que estudos de natureza clinica, anatomopatoldgica e biogquimica nao
foram capazes de avancar suficientemente na identificacdo de marcadores
especificos de desenvolvimento e progressao dessas doencas e/ou de alvos
para intervencdo terapéutica®. Alguns modelos experimentais animais foram
capazes de trazer informacdes adicionais relevantes, porém, de forma
semelhante, ndo ampliaram a caracterizacdo e o entendimento de vias de
sinalizacdo celular envolvidas em sua patogénese, impedindo o
desenvolvimento potencial de intervencdes especificas sobre o curso dessas
doencas. Nesse ambiente, tornou-se essencial centrar os esforcos de pesquisa
na realidade molecular associada a tais nefropatias. Iniciam-se, entdo, a partir
da década de 90, os estudos de natureza genético-molecular voltados a
ampliacdo do entendimento da patogénese das enfermidades renais genéticas

pediatricas.

O esclarecimento dos defeitos primarios associados a nefropatias monogénicas,
isto €, causadas por mutac6es em um Unico gene, consistiu no primeiro passo
de relevo!®. Dada a participacdo significativamente mais pronunciada de
nefropatias monogénicas sobre a realidade de DRC na faixa etaria pediatrica
gue na adulta, esses avancos tiveram uma expressao mais intensa na nefrologia
pediatrica que na nefrologia geral*. At¢ o momento, mais de 600 genes foram
implicados em doencas renais monogénicas, chegando a 50% em coortes
pediatricas e a até 30% em coortes de adultos com doencgas renais nao
relacionadas a diabetes melito!!. A identificacdo dos respectivos genes e seus

produtos possibilitou a realizacdo de estudos de natureza celular e organica,



pautados em modelos bioquimicos, in vitro e in vivo. Nesse momento,
configuraram-se grandes saltos de conhecimento, estendendo sobremaneira a
caracterizacdo e compreensdo das vias de sinalizacao alteradas na doenca e

das anormalidades bioldgicas subsequentes.

Com a substantiva identificacdo de mutacdes em nefropatias pediatricas, a
determinacao genotipica de tais pacientes passou a fazer parte ndo apenas da
ciéncia de maior destaque voltada a esta area, como também da definicdo

diagnéstica e de condutas clinicas®8°.

Nos anos mais recentes, o desenvolvimento tecnolégico e a ampliacédo
conceitual das bases moleculares das nefropatias genéticas vém permitindo um
aprofundamento progressivo de sua patogénese. A disponibilidade do
sequenciamento de nova geracao (next-generation sequencing) constituiu-se
em um desses grandes avancos, permitindo analises genotipicas amplas e
complexas. Foi com base nessa metodologia que foram desenvolvidas as
analises de exoma completo e de painéis customizados para avaliacbes
genéticas dirigidas'!1213, Vale notar que os estudos gendémicos dirigidos a tais
enfermidades confirmaram uma maior prevaléncia de causas monogénicas em
pacientes que manifestaram DRC antes dos 25 anos de idade'®. Nos ultimos
anos, avancgos substanciais da investigacdo da patogénese de doencas renais
monogénicas também tém sido obtidos por meio de abordagens

transcriptdmicas, protedGmicas e metaboldmicas!2 3,

As descobertas e avancos crescentes reportados nessas avaliagdes gendmicas,
entretanto, foram obtidos primariamente em populacbes de paises
desenvolvidos, evidenciando uma baixa representacdo de populacdes
associadas a indices de desenvolvimento humano mais baixos!!. Esta realidade
limita a extenséo da investigacdo das bases genéticas e moleculares dessas
doencas, especialmente em populacbes de elevada miscigenacdo. Essa
limitacdo se aplica a realidade brasileira, uma vez que o Brasil, assim como a
muitos dos paises da América Latina, tem sua populacdo constituida por

diversas etnias e altamente miscigenada.



1.3. Proteinuria e o poddcito

Proteindria € um marcador prognéstico de doenca renal, associado a progressao
de doenca renal cronica. A proteinuria pode ser de origem tubular ou glomerular;
no segundo caso, reflete geralmente alteracéo de permeabilidade da barreira de
filtracdo glomerular (BFG), decorrente classicamente de anormalidades da

membrana basal glomerular (MBG) e/ou de células podocitarias*®.

As células podocitarias, de origem epitelial, sdo altamente diferenciadas. Sao
compostas por um corpo celular e seus prolongamentos, sendo eles o processo
primario e processos podocitarios secundarios e terciarios, estes denominados
pedicelos. Em sua localizacdo externa ao capilar glomerular, as células
podocitarias sdo expostas a forcas fisicas necessarias para promover a filtracao
glomerular. Repousando sobre a MBG, os pedicelos conectam-se entre si,
formando o diafragma em fenda que, associado a carga negativa da membrana,
restringe a filtracdo de proteinas através de sua estrutura de conformagédo em
ziper. Uma complexa estrutura de citoesqueleto, composta por microtubulos,
filamentos intermediarios e actina, ndo s6 possibilita a acomodacgéo dinamica
dos processos podocitarios a MBG de acordo com as demandas da BFG, como

também constitui uma rede de transducéo de sinais intrapodocitarios#15:16,

1.3.1. Diafragma em fenda

O diafragma em fenda é composto por um conjunto de proteinas essenciais as
juncdes intercelulares e a vias de sinalizagdo intracelular. P-caderina, B-
catenina, caderina atipica (FAT), zonula occludens 1 (ZO-1), molécula de adeséo
juncional A (JAM-A), ocludina e cingulina sao proteinas encontradas em juncdes
intercelulares de carater geral (adherens junctions e tight junctions), também
presentes no poddcito. Nefrina, Nephl e podocina, por sua vez, expressam-se

guase que exclusivamente em poddcitos?’.

Nefrina, Neph 1, P-caderina, FAT, neurexina e efrina f1 compdem o diafragma
em fenda com suas porc¢des extracelulares. ZO-1, podocina, proteina associada
a CD2 (CD2AP) e guanilato quinase associada a membrana 1 contendo
dominios WW e PDZ (MAGI1), por sua vez, se localizam na porcdo

citoplasmatica e interagem com proteinas componentes do citoesqueleto, bem



como com as proteinas que apresentam porcdes extracelulares!’ (Figura 1,
Tabela 1).
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Figura 1: Representacao do poddcito com as localizagdes subcelulares e extracelulares das
proteinas codificadas pelos genes associados a sindrome nefrética coértico-resistente, sindrome
nefrética congénita e glomeruloesclerose segmentar e focal identificados até o momento.Tais
produtos proteicos, identificados na figura pelo respectivo gene, localizam-se no nucleo,

lisossomo, mitocéndria, diafragma em fenda, membrana basal glomerular e citoesqueleto.

Tabela 1. Genes associados a sindrome nefrotica cortico-resistente e sindrome nefrética
congénita e respectivos produtos proteicos.

Gene Produto proteico

NPHS1 Nefrina

NPHS2 Podocina

PLCE1 Fosfolipase Cel

TRPC6 Canal de célcio receptor transiente de potencial C6
CD2AP Proteina associada a CD2

ACTN4 Actinina a4

INF2 Formina invertida 2

MYH9 Cadeia pesada da miosina ndo muscular 1A
MYO1E Miosina 1e ndo convencional

ARHGDIA Inibidor da dissociagcdo Rho GDP

SYNPO Sinaptopodina Continua



Gene (concluséo)

Produto proteico

ARHGAP24 Proteina 24 ativadora da Rho GTPase

ANLN Anilina

WT1 Wilms tumor tipo 1

LMX1B Fator de transcricdo LIM homeobox

SMARCAL1 Proteina SMARCA-like 1

NXF5 Fator 5 do RNA exportador nuclear

PAX2 Caixa pareada 2

E2F3 Fator de transcricao e2f3

LMNA Laminina

ZMPSTE24 Zinco metaloprotease STE24

NUP107 Nucleoporina do complexo proteico do poro nuclear 107
NUP205 Nucleoporina do complexo proteico do poro nuclear 205
NUP37 Nucleoporina do complexo proteico do poro nuclear 37
NUP160 Nucleoporina do complexo proteico do poro nuclear 160
NUP85 Nucleoporina do complexo proteico do poro nuclear 85
NUP133 Nucleoporina do complexo proteico do poro nuclear 133
NUP93 Nucleoporina do complexo proteico do poro nuclear 93
XPO5 Exportina 5

LAMB2 Laminina 2

COL4A3 Colageno tipo 4 cadeia o.3

COL4A4 Colageno tipo 4 cadeia 04

COL4A5 Colageno tipo 4 cadeia a5

ITGA3 Integrina a.3

ITGB4 Integrina 4

C0Q2 Coenzima Q2 4-hidroxibenzoato polifenil transferase
COQ6 Coenzima Q6 monooxigenase

PDSS2 Fenil difosfatase sintase, Subunidade 2

ADCK4 Quinase contendo dominio AARF 4

MTTL1 t-RNA-Leu

SCARB2 Proteina integral de membrana lisossomal tipo 2

CUBN Cubilina

GLEPP1 Proteina epitelial glomerular 1

PTPRO Proteina tirosina fosfatase, Tipo receptor, O

CRB2 Componente do complexo de polaridade celular CRUMBS 2
DGKE Diaglicerol quinase ¢

FAT1 Protocaderina FAT1

KANK1 Proteina contendo motivo KN e dominio de repeticdo de anquirina 1
KANK2 Proteina contendo motivo KN e dominio de repeticdo de anquirina 2
KANK4 Proteina contendo motivo KN e dominio de repeticdo de anquirina 4
PODXL Podocalixina

TTC21B Proteina contendo dominio de repeticéo tetratricopeptideo 21B
MEFV Pirina

NEIL1 Endonuclease VIlI-like 1

LAMAS Laminina subunidade o5

GAPVD1 Proteina ativadora de GTPase

ANKFY1 Proteina contendo repeticdes anquirina e dominio FYVE 1
MAGI2 Guanilato quinase associada a membrana e contendo dominios WW e PDZ 2
TNS2 Tensina 2

DLC1 Proteina ativadora de Rho GTPase 7

CDK20 Quinase dependente de ciclina 20

ITSN1 Intersectina 1

ITSN2 Intersectina 2

LAGE3 Subunidade LAGE3 do complexo EKC/KEOPS

OSGEP O-Sialoglicoproteina endopeptidase

TP53RK Subunidade TP53RK do complexo EKC/KEOPS

TPRKB Subunidade TPRKB do complexo EKC/KEOPS

WDR73 Proteina contendo repeticdo WD 73

SGPL1 Liase esfingosina-1-fosfato

TBC1D8B Membro 8B da familia do dominio TBC1

DAAM2 Ativador associado a morfogénese desalinhada 2

AVIL Adivilina

PRDM15 Proteina contendo dominio PR 15

TRIM8 Proteina contendo motivo tripartido 8

KIRREL1 Nefrina-like 1

NOS1AP Proteina adaptadora de oxido nitrico sintase 1

GON7 Subunidade GON7 do complexo KEOPS




A nefrina € uma proteina da superfamilia das imunoglobulinas. Seu dominio
extracelular € composto por oito dominios similares a 1gG (IgG-like domain) e
uma repeticdo fibronectina tipo 3 (fibronectin type 3 repeat)'®. Nephl também
contém cinco dominios similares a IgG em sua porcdo extracelular'®. As
interfaces entre esses dominios, juntamente com outras proteinas como
neurexina, FAT e efrina B1, sdo responsaveis pela formacdo de uma superficie
em conformacdao de ziper que recobre a superficie externa do capilar glomerular.
Forma-se, assim, uma superficie vazada. Ambas, nefrina e Nephl, apresentam
um dominio transmembranico Unico e uma cauda citoplasmatica curtal”?0, A
nefrina também desempenha papel importante em vias de sinalizacao celular,
em conjunto com moléculas citoplasmaticas podocitarias envolvidas em
polaridade, trafego a membrana, organiza¢do da actina, sinalizacdo mecéanica

do célcio e sobrevivéncia celularl’:20,

A nefrina apresenta fosforilagdo de tirosinas dividida genericamente em dois
grupos: A e B. Ambos podem ser fosforilados por membros da familia das
quinases Src. A ativacdo de tirosinas do grupo A induz a ligacdo p85/PI3K,
levando a ativacédo de Akt e Racl e consequente recrutamento de cofilina. Esses
residuos também recrutam Cas, que uma vez associada a fosforilagdo de
tirosinas do grupo B, permite o acoplamento Crk1/2/L. Esta sequéncia de
ativagcdo molecular, por sua vez, modula o citoesqueleto de actina e,
consequentemente, a dinamica de adeséo focal do poddcito. Aléem disso, o
processo de fosforilacdo de tirosinas presentes na nefrina parece também
modular a formacdo da lamelipodia, por meio de sua interagdo com diversas
proteinas relacionadas a polimerizacdo da actina®'??. Vale notar que outras
alteracdes associadas a um desarranjo na fosforilacdo de tirosinas da nefrina
também induzem proteindria, incluindo a doenca renal do diabetes e o préprio

processo de DRC?3:24.25,

Duas vias de endocitose foram identificadas no poddcito, uma dependente e
outra independente de clatrina. Clatrina é recrutada no estagio inicial da
invaginacdo do endossomo, processo dependente de proteinas como actina,
endofilina-1, a-adaptina e sinaptojanina. Dinamina GTPase é entdo recrutada
para a vesicula, onde é envelopada. Forma-se a seguir uma constricdo no apice

da vesicula, que culmina em seu desprendimento da membrana de origem e



internalizacdo completa. A ativacdo das vias de polaridade planar da célula
durante o desenvolvimento glomerular parece estimular a endocitose da nefrina
via mecanismos dependentes de clatrina/B-arrestina®®. De modo similar, a
ativacao de Notch parece também induzir a internalizacéo da nefrina, neste caso
por meio um processo dependente da via -arrestina/dinamina?®.
Interessantemente, muitas das mutacdes patogénicas em NPHS1 parecem
resultar na perda de funcéo da nefrina, decorrente de sua retengéo no reticulo
endoplasmatico. No mesmo sentido, o enderecamento da nefrina a membrana
plasméatica podocitaria encontra-se perturbado em varias doengcas humanas
relacionadas a proteinUria?®?’. Interessantemente, a expressdo de NPHS1 se
reduz na GESF. O declinio da expressédo da nefrina observado ao longo da
evolucdo de doencas renais pode decorrer da perda de poddcitos. De fato,
pacientes com LHM apresentam um padréao granular de distribuicdo da nefrina,

correspondente ao grau de fusdo dos processos podocitarios?82°

A podocina, produto proteico de NPHS2, é uma proteina com estrutura
semelhante a um grampo de localizacao citoplasmatica, adjacente a porcao
interna da membrana celular. A podocina interage com nefrina, Nephl e CD2AP,
sendo importante no recrutamento da nefrina para as jangadas lipidicas (lipid
rafts) presentes na superficie celular. Vale notar que este processo amplifica a
sinalizacédo da nefrina. O dominio PHB (prohibin homology) parece ter um papel
regulatério na atividade do canal TRPCG6, agindo como um mecanossensor nos
poddcitos®®. Além disso, sitios de fosforilagdo na podocina descritos em modelo
animal regulam sua multimerizacdo e sua interacdo com a nefrina e CD2AP3!,
Vale destacar que LMX1p € um dos fatores de transcricdo que controlam a
expressdo de podocina. Variantes patogénicas em LMX1B podem levar a
sindrome Unha-patela ou GESF isolada®?. Modelos de camundongo knockout
para Lmx1b demonstraram que a perda de expressao de nefrina, podocina ou
Nephl é suficiente para perturbar a formacdo do diafragma em fenda°. Além
disso, diversas variantes em NPHS1 e NPHS2 foram implicadas causativamente

no desenvolvimento de proteinlria e consequente SN4,



1.3.2. Citoesqueleto:

Os microtubulos, constituintes do citoesqueleto envolvidos em varios processos
celulares, sdo estruturas dinAmicas formadas pelas subunidades o e B da
tubulina. Mutacbes que levam a alteracGes de isotipos de tubulina tém sido
implicadas na génese de sindromes associadas a disturbios do desenvolvimento
neurolégico, porém ndo acompanhadas de alteracdes renais ou especificas ao
poddcito®3. Os filamentos intermediarios, por sua vez, sdo formados por um
grupo heterogéneo de proteinas, pertencentes a seis classes baseadas em sua
homologia estrutural. Os poddcitos expressam filamentos intermediarios de
vimentina classe lll e nestina classe VI, também encontrados em neurénios e em
determinadas células cancerigenas. Assim como os microtubulos, no poddcito
os filamentos intermediarios também n&o parecem ter papel predominante na
estabilizacdo dos componentes do citoesqueleto. A semelhanca do que ocorre
em outras espécies celulares, tais filamentos estdo envolvidos em func¢des de

sinalizacéo ou de transporte intracelular3?.

O citoesqueleto de actina é composto por monémeros de actina globulares. Essa
estrutura encontra-se em constante polimerizacdo e se localiza principalmente
nos processos podais secundarios. O aumento de polimeros que formam cauda
de actina na nefrina parece estabilizar a ultraestrutura dos pedicelos e a fenda
diafragmatica lateralmente?®. A polimerizacdo é modulada por uma série de
proteinas reguladoras e depende de processos que consomem ATP. Estudos in
vitro demonstraram que a introdug&o de novos prolongamentos a filamentos pré-
existentes é realizada pelo complexo ARP2/3, funcdo essencial a formacao da
lamelipodia. Vale destacar que os processos secundarios apresentam um feixe
de actina em seu centro, o qual parece estar envolvido na geracao de forcas
tensionais. A presenca de uma malha ramificada ao redor do mesmo, por seu
turno, esta aparentemente relacionada a manutencéo da morfologia complexa

dos processos podocitarioss®.

Genes relacionados as proteinas do citoesqueleto tém sido implicados na
patogénese da SN. Mutacdes em ACTN4 causam alteracBes funcionais, como
reducdo da estabilidade proteica, localizacdo subcelular imprépria e aumento da
capacidade de ligacdo a actina F. Tais anormalidades levam a alteracdes da

dindmica do citoesqueleto, reduzindo o espraiamento celular e a capacidade de



10

migracdo do poddcito3637, INF2, por sua vez, codifica a formina, produto chave
na polimerizagéo da actina. A maioria das variantes patogénicas localizam-se na
porcdo N-terminal do dominio autoinibitério denominado dominio inibitério
diafano (DID)%8. Ao interagir com o dominio autorregulatério diafano (DAD), DID
permite que a formina seja enovelada, mantendo-se em estado inativo. A ligacao
do dominio G de DID é ativada na presenca de determinadas GTPAses da
familia Rho, liberando a interacédo DID-DAD e promovendo desenovelamento da
da formina, a qual assume sua forma ativa. Além de catalisar a formacgéo dos
filamentos de actina, como o fazem outras forminas, INF2 é também capaz de
cortar e despolimerizar os filamentos de actina. Proteases catepsinas, por sua
vez, clivam INF2 em dois fragmentos, liberando a por¢cao N-terminal de DID para
desempenhar sua fung¢ao de modo independente, bem como a porgéo C-terminal
de DAD. O fragmento N-terminal de DID parece se localizar predominantemente
nos processos podocitarios, enquanto que a por¢ao C-terminal de DAD localiza-
se no corpo celular®®. Um estudo realizado com a proteina mutante INF2
p.(Arg218GIn) ndo observou alteracéo na clivagem dos fragmentos, entretanto,
tais fragmentos se acumularam tanto no corpo celular quanto nos processos
podocitarios. Além disso, o fragmento mutado pode dimerizar com o fragmento
selvagem, impedindo que este seja recrutado para os prolongamentos celulares
e exerca sua funcdo, o que determina o desenvolvimento de proteinuria. Esse
mecanismo pode explicar seu efeito dominante negativo e seu modo de heranga
autossémico dominante®®. Qutros achados mostraram que o fragmento N-
terminal de DID encontra-se ausente em regides de apagamento de pedicelos
em pacientes com sindrome de Alport e nefrite lUpica, mas ndo em regiées de
prolongamentos podocitarios ainda ndo afetados. O fragmento C-terminal, por
sua vez, permanece presente no corpo de celular, tanto em poddcitos
preservados quando ja afetados®. E importante mencionar que mutacées
particulares em INF2 constituem uma das causas da neuropatia de Charcot-
Marie-Tooth3841,

CD2AP participa de varias fungcdes nos podocitos, incluindo sinalizacdo do
diafragma em fenda, transporte de glicose e modulacao da resposta a fator de
crescimento transformador f (TGFp). Suas agbes previnem protedlise

programada, evitando a reducdo dos niveis de dinamina e sinaptopodina*?. As



11

hidrolases de guanosina trifosfato (GTPases), homdélogo A membro da familia
Ras (RhoA), substrato 1 da toxina botulina C3 relacionado a Ras (Racl) e o
homologo 42 da proteina do controle de divisdo celular (Cdc42) regulam o
remodelamento do citoesqueleto de actina, promovendo motilidade celular ou
inibindo sua migracdo. Angiotensina |l leva a ativacdo de vias dependentes de
Rho, promovendo contratilidade podocitaria a partir da formacéo de fibras de
estresse®. A ativacdo de Cdc42/Racl, por sua vez, leva a formacdo da
lamelipodia/filopodia, causando o desaparecimento dos pedicelos. Em modelos
animais distintos, tanto a ativacéo quanto a inibicdo de RhoA acompanharam-se
da inibicdo de Cdc42/Racl, traduzida em proteindria. E possivel que o balango
de ativacdo dessas vias guarde relacbes especificas com condicbes
fisiopatolégicas diferentes*®. Mutacbes em alguns genes cujos produtos
interagem com tais GTPases associam-se a SN. De fato, variantes patogénicas
em ARHGDIA e ARHGAP24 determinam aumento dos niveis de Racl e
Cdc42%+46, Mais recentemente, mutacGes de carater recessivo em ITSN1,
ITSN2, MAGI2, TNS2, DLC1 e CDK20, genes que codificam respectivamente
intersectina 1, intersectina 2, guanilato quinase associada a membrana 2,
tensina 2, proteina ativadora de GTPase 7 e quinase dependente de ciclina 20,
foram encontradas em pacientes com SN de resposta parcial a terapia com
corticosteroide. Os quatro ultimos genes foram relacionados com a modulagéo
da ativacdo de RhoA e ndo de Racl e Cdc-42, fator central na patogénese da
SN. Nesse cenério, o comprometimento da adesao focal dirigida por RhoA foi
mais relevante para a patogénese do que anormalidades na formacao de

lamelipodia dirigida por Rac146.

Sinaptopodina € uma proteina que interage com a a-actina 4, uma proteina
importante para a ligagdo entre filamentos de actina. A auséncia da
sinaptopodina leva a formacao retardada de fibras de estresse, assim como ao
desenvolvimento de filopodia aberrante ndo polarizada em situacdes de
estresse. Sinaptopodina bloqueia a ubiquitinacdo de RhoA mediada por Smurfl,
de modo a preservar a formacéo de fibras de estresse*’. Sinaptopodina também
inibe a ligacdo de Cdc42 a proteina habilitada para mamiferos (Mena) e ao
substrato 53 do receptor de insulina isoforma B (IRSp53), evitando a formacao

de filopodia aberrante. Sua degradacéo é estimulada pela fosforilagdo mediada
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por calcineurina quando na presenca de influxo de calcio, promovendo
sinalizacdo aberrante via Racl e formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Sua reducao parece também alterar a localizacéo e funcdo do canal de
calcio ndo seletivo TRPC6, sugerindo que o influxo de calcio mediado por
TRPC6 possa aumentar em condi¢Bes patoldgicas, levando a apoptose do
poddcito. Vale dizer que a expressado de sinaptopodina encontra-se diminuida

em varias situacdes clinicas, tais como na nefropatia por IgA ou SN idiopatica®.

TRPCS6, localizado nos processos podocitarios, regula o influxo de célcio, sendo
ativado por estiramento, estresse oxidativo ou fatores locais, entre eles
angiotensina 1l por meio do receptor AT1. Sua expressao encontra-se
aumentada em diversas condi¢des renais. O influxo de calcio age como um
segundo mensageiro, regulando a montagem de actina e miosina e ativando a
transcricdo de fatores como o fator nuclear de células T ativadas (NFAT).
Também aumenta a ativacdo da calcineurina, que regula a atividade de ERK1/2

(proteina quinase regulada por sinal extracelular1/2) e de NFATc14.

Miosina 1E (MYO1E) pode atuar nas junc¢des intercelulares por meio de diversas
interacdes, como entre o dominio TH1 e lipideos da membrana plasmética e
entre o dominio TH2 a proteinas associadas a juncdo. Tais interacfes
direcionam Miole para tais jungdes intercelulares, onde o dominio motor, ao
interagir com os filamentos de actina, e o dominio SH3 com ZO-1 promove a
montagem coordenada de jungdes célula-célula e feixes juncionais de actina®.
Esses achados sugerem que MYO1E contribui para a regulacao da integridade

dos processos podocitarios através de seu papel nas juncdes intercelulares®.

Fosfolipase C €1 (PLCE1) desempenha varios papéis no poddcito. Ao exercer
sua acao de fosfolipase, degrada o fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) em
diaglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3), os quais promovem aumento do calcio
citosolico através da interacdo com os canais de calcio TRPC6 da membrana
celular e com o receptor de IP3 do reticulo endoplasmatico, respectivamente.
PLCEL também pode ser ativado por proteina G, tranduzindo sinais mitogénicos
através de sua atividade RasGEF e estimulando as vias RAS e MAPK. Além
disso, regula a atividade de GTPases, importantes na dinamica da actina e na

migracdo celular. Também interagem com proteina adaptadora 2 de NCK
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(NCK2), desempenhando um papel fundamental na estimulacdo da nucleacéao
da actina induzida por N-WASP-Arp2/3°L.

A perda de FAT1, por sua vez, esta associada a reducao da adesédo e migracao

de pedicelos. Essa migracdo € parcialmente revertida por ativadores de

Rac1/Cdc42, proteinas importantes na via das GTPases®?.

1.3.3. Relacado entre a membrana basal glomerular e o diafragma em fenda.

A adesdo dos poddécitos a MBG é necesséria para que ocorra o processo de
ultrafiltracdo. Varios receptores transmembranicos conectam a MBG ao
citoesqueleto. A adesado célula-matriz extracelular pode ser modulada pela
ativacao, clusterizacdo ou pelo nivel de integrinas na superficie da célula.
Integrinas séo proteinas transmembrana que formam a—B-heterodimeros que se
ligam as moléculas da matrix extracelular, geralmente quando ligadas a seu
ligante. A integrina a3B1 parece se constituir no principal elemento de ligagéo
entre o podécito e a MBG. Além dela, receptores de dominio discoide (DDR),

distroglicanos e sindecanos também participam da adeséo da célula a MBG>2.

A integrina a331, cujas cadeias a 3 e beta 1 sao codificadas por ITGA3 e ITGB1
respectivamente, interage com a laminina 1,2,5 por meio do dominio C-terminal
da cadeia a. A laminina, por sua vez, é formada pelas cadeias de laminina
subunidade y1 (LAMC1), laminina subunidade B2 (LAMB2) e laminina
subunidade o5 (LAMAS), as quais se polimerizam entre si através de suas
porcbes N-terminais, interagindo com os heterodimeros de colageno. Os
heterodimeros de coladgeno sdo compostos pelas cadeias do colageno tipo 4 a3,

a4 e a5, constituindo os principais componentes da MBG®4,

As cadeias do colageno 4 o4, a5 e a6, por seu turno, sdo compostas pelo
dominio 7S N-terminal, por uma longa regido de cerca de 1400 aminoacidos (aa)
que constitui o dominio colagenoso, e pelo dominio ndo colagenoso (NC) na
porcdo C-terminal. O dominio colagenoso é estruturalmente marcado pela
composicdo de uma sequéncia em trincas contendo uma glicina a cada 3 aa, o
gue permite a formacdo de tripla hélice. As terminacdes NC podem estar

presentes no meio das cadeias de colageno; acredita-se que sua funcdo seja a
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de permitir maior flexibilidade da matriz. As redes de coladgeno podem interagir
entre si através de ligacBes covalentes entre dois dominios NC C-terminais ou

entre quatro dominios 7S N-terminais®.

Proteoglicanos de heparan sulfato, perlecan, agrina e colageno 8 depositam-se
sobre a rede formada por laminina e cadeias de colageno tipo 4, conferindo carga
negativa a MBG. Esta estrutura também contém glicoproteinas monoméricas
sulfatadas em formato de haltere, os nidogénios 1 e 2, que se ligam ao colageno
tipo 4 (é 4 ou IV, favor definir), aos proteoglicanos de heparan sultato e a laminina

v1, formando pontes entre os polimeros®+°°,

As proteinas a-actinina-4, integrina a3, cadeias de colageno tipo 4 e lamininas
participam da sinalizacdo nos adesomas dos poddcitos. Vale mencionar que
variantes patogénicas nos genes codificadores de tais proteinas podem se

traduzir em proteintria®®.

1.3.4. Proteinas nucleares e relacionadas ao complexo do poro nuclear

O complexo do poro nuclear € composto por uma maquinaria macromolecular
constituida de copias de aproximadamente 30 nucleoporinas (Nups). Além de
favorecer um transporte seletivo de macromoléculas através do involucro
nuclear, as Nups também constituem sitios de ligagdo para receptores de
transporte nuclear importantes na sinalizacdo intracelular. Por meio de sua
influéncia na organizagdo estrutural interna do nucleo e de seu aparente
envolvimento na coordenacéo de liberacéo de transcritos para a maquinaria de
sintese proteina citoplasmatica, tais proteinas participam ativamente do

processo de regulacdo da expressdo génica®®.

Variantes patogénicas em Nups constituintes dos anéis interno e externo, assim
como do complexo Y das nucleoproteinas, tém sido relacionadas a SNCR. Uma
variante patogénica em XPO5, gene que codifica exportina-5, também foi
associada a SNCR®’. A exportina-5 possibilita a saida de proteinas com dominio
de ligacdo a RNA dupla fita e do proprio RNA dupla fita do nucleo para o
citoplasma através do complexo do poro nuclear, onde desacopla da proteina e

retorna para o ndcleo por meio de difuséo®’8,
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Variantes nos genes OSCEP (O-sialoglycoprotein endopeptidase), TP53RK
(TP53 regulating kinase), TPRKB (TP53RK binding protein) e LAGE3 (L Antigen
Family member 3), que codificam proteinas do complexo de KEOPS (Kinase,
Endopeptidase and other proteins of small size), ja foram associadas a sindrome
nefrética em pacientes com sindrome de Galloway Mowatt>®. O complexo de
KEOPS é um conjunto de proteinas muito conservadas em eucarioto que
desempenha um papel importante no desemcapamento do teldbmero e nas
modificacdes de RNA transportador. Além disso, parece promover a resseccao
da porcéo final do DNA, por facilitar a associacdo de Exol e DNA2 com as
quebras de DNA®, Mutacdes em WDR73 e WDR4 também estéo implicadas na
sindrome de Galloway Mowatt associada a sindrome nefrética. WDR73 interage
com os componentes INTS9 e INTS11 do integrador, um grande complexo
multiproteico que desempenha varios papéis no controle transcricional e
metabdlico do RNA®, WDR4, por sua vez, codifica a subunidade da
metiltransferase necessaria para a formacao de 7-metilguanosina altamente

conservada de certos RNAs transportadores®?.

A proteina 1 semelhante a subfamilia A, relacionada a SW1/SNF, associada a
matriz e reguladora de cromatina dependente de actina (SMARCAL1),
juntamente com outras helicases de anelamento, é necessaria para estabilizar e
remodelar a replicagcdo em forquilha do DNA, a fim de promover a estabilidade
gendmica®s. Mutacdes em SMARCAL1 levam a sindrome de Schimke, que

também pode se associar a sindrome nefrética®.

Originalmente identificado como gene supressor do tumor de Wilms, WT1
codifica um fator de transcricdo com um dominio transregulatorio na sua porcéo
N-terminal e quatro dedos de zinco na sua por¢do C-terminal. Tal fator é
importante no desenvolvimento do sistema genitourinario, além de desempenhar
o0 papel de supressor tumoral. . Variantes patogénicas de WT1 em células
germinativas, geralmente as que levam ao truncamento da proteina estédo
associadas a tumor de Wilms, enquanto variantes em sitio de splicing no intron
9 levam a sindrome de Frasier, caracterizada por alteracdes do desenvolvimento
sexual e sindrome nefrética®®. Além disso, variantes patogénicas nos éxons 8 e
9 estdo associadas a histologia esclerose mesangial difusa (EMD) e causam a

sindrome de Dennys Drash, a qual pode apresentar manifestacfes extrarrenais



16

como hérnia diafragmatica, também descrita na sindrome de Merchan. Essas

condicdes podem levar ndo apenas a sindrome nefrética, mas também a

desenvolvimento tumoral®.

LMX1B codifica um fator de transcri¢éo pertencente a familia LIM-homeodominio
com papel essencial no desenvolvimento das estruturas da coluna lombodorsal,
MBG e seguimento anterior do olho, bem como de alguns tipos de neurdnios®’.
LMX1p é composto por dois dominios LIM repetidos que se ligam a zinco em
sua porgéo terminal, dominios estes importantes na interagédo proteina-proteina,
por um dominio homeo responséavel por se ligar ao DNA e necessério para a
ativacao transcricional, e por uma porcdo C-terminal rica em glutamina.
Variantes patogénicas em LMX1B foram associados a casos isolados de SN e a

casos de sindrome unha-patela com SN®7.

1.3.5. Genes mitocondriais e de expressao mitocondrial

A mitocondria € fundamental para a geracdo de energia, por meio do processo
de fosforilagcdo oxidativa. Esta organela esta também envolvida na modulacao
de outras fun¢des celulares, como sinalizagéo celular, controle do ciclo e do
crescimento celular, diferenciacéo celular e apoptose. PDSS2, COQ2 e COQ6
participam diretamente da via de biossintese da coenzima Q10 (CoQ10),
molécula essencial para o transporte de elétrons dos complexos | e Il para o
complexo lll da cadeia respiratéria. Vale notar que a CoQ10 também é um
potente antioxidante lipofilico e um fator para biossintese de diversas
desidrogenases mitocondriais e nucleosideos pirimidinicos®®. ADCKA4,
anteriormente chamado de COQ8, também parece ter um papel na biossintese
de CoQ1089,

MTTL1 é um gene mitocondrial que codifica o RNA transportador-e" YUR_ A perda
de taurinometiluridina resulta em deficiéncia de traducdo especifica de um
codon, resultando na incapacidade da formacéao da base de pareamento codon-
anticoédon de UUG, importante para estabilizar o pareamento U:G no sitio A do
ribossomo. Nesse cenario, mutagcdes em MTTL1 causam a sindrome MELAS,

caracterizada por manifestacées clinicas variaveis relacionadas, incluindo
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miopatia, encefalopatia, acidose lactica, acidente vascular cerebral, epilepsia,

diabetes, perda auditiva, cardiomiopatia e nefropatia’®.

1.3.6. Fator circulante

Uma porcentagem significativa dos pacientes com SN associada a lesGes
histolégicas minimas (LHM) ou glomeruloesclerose segmentar e focal apresenta
resposta positiva a terapia imunossupressora. Tal resposta poderia estar ligada
a um fendmeno imunomediado; nesses casos, porém, ndo sdo observados
depdsitos imunes ou biomarcadores que indiguem imunoativacdo relacionada a
proteindria no tecido glomerular. Além disso, a observacdo de recidivas
frequentes de GESF apds transplante renal apoiam a possibilidade de existéncia
de fator(es) de permeabilidade circulante(s) na patogénese da sindrome
nefrética’!. Candidatos a fatores circulantes e/ou marcadores associados a essa
entidade tém sido descritos ao longo dos anos, entre 0s quais suPAR (fator
soluvel ativador do receptor de plasminogénio), hemopexina, CLCF1 (fator 1 de
citocina do tipo cardiotrofina), ANGPTL-4 (semelhante a angiopoietina 4), IL-13
(interleucina-13), IL-8 (interleucina 18), anti-CD 40 (cluster de diferenciacéo 40),
heparanase e CASK (proteina serina quinase dependente de

célcio/calmodulina)’?.

SuPAR pareceu ser muito promissor inicialmente. uPAR é uma proteina de
membrana celular de trés dominios ancorada a glicosilfosfatidilinositol (GPI), que
pode ser funcionar como receptor de uroquinase ou como orquestrador de
sinalizacdo através de outros receptores de membranas, como as integrinas’?.
UPAR encontra-se presente em poddcitos, tendo o aumento de sua expressao
sido associado ao apagamento de pedicelos. Esta proteina pode ser liberada
para o plasma como fator sollvel apés a clivagem de seu ancoramento a GPI
(suPAR), forma que se apresenta normalmente em baixas concentracdes
séricas. SUPAR patrticipa do trafego de neutréfilos e da mobilizacdo de células
tronco’. Inicialmente observado em uma porcentagem consideravel dos
pacientes com GESF, mas ndo em outras glomerulopatias, suPAR foi
considerado um fator circulante potencial nesse cenéario’. Sabe-se hoje,

contudo, que suPAR pode estar presente em varias condi¢des inflamatdérias e
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gue sua concentracao sérica aumenta progressivamente com o declinio da TFG

em varias doencas renais, ndo sendo especifico para a GESF’4.

Mais recentemente, ao avaliar o autoanticorpo anti-nefrina em duas coortes
independentes, Watt e cols encontraram correlagdo entre seus titulos e
proteindria em parte dos pacientes adultos e pediatricos com LHM. Também se
observou presenca de tais autoanticorpos IgG em poddcitos de tecido renal de
pacientes, com distribuicdo puntiforme coincidente com a localizacao da nefrina.
Em um paciente que recebeu transplante renal, observou-se correlagéo entre
aumento dos titulos de autoanticorpo anti-nefrina e recidiva da proteinudria. No
momento, entretanto, ainda ndo é possivel estabelecer se a relacdo é causal ou
se expressa como marcador da presenca de fator circulante nesse grupo de

pacientes com SN e LHM">,

1.4. Sindrome nefrética na populagédo pediatrica

Na faixa etaria pediatrica, define-se SN como proteindria > 40 mg/m?/h ou como
razao entre as concentragdes de proteina e creatinina > 2 em amostra isolada

de urina, hipoalbuminemia e edema’®7"’.

A incidéncia anual de SN em populacdo pediatrica norte-americana e europeia
é de aproximadamente 2 a 7 pacientes por 100 mil criancas por ano’®. Quando
a SN se manifesta a partir de 1 ano de vida, a sensibilidade ou resisténcia a
corticosteroides é definida de acordo com a resposta clinica a tais farmacos. Vale
notar que a bidpsia renal ainda é indicada nos casos sem resposta adequada a
corticosteroide e em pacientes com apresentacao incomum. Cerca de 15% dos
casos nao sao responsivos a esses medicamentos, ocasides em que se utilizam
outros imunossupressores’®. Entre 0s casos com comportamento cortico-
resistente, 50% evoluem para DRET dentro dos 5 anos que se seguem a

manifestacdo®o8t,

No momento atual, até cerca de 30% dos casos de SNCR se associam a
variantes patogénicas em genes que codificam proteinas podocitarias ou da
MBG. Em sua ampla maioria, tais casos apresentam comportamento refratario a
tratamento imunossupressor®?. Nesse contexto, atualmente um ndmero

apreciavel de criancas € exposto aos efeitos colaterais da imunossupressao sem
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se acompanhar de beneficio terapéutico. A avaliacdo genético-molecular desses
casos, portanto, devera evitar o uso inapropriado de imunossupressdo em

muitos deles®3.

1.5. Identificacdo de genes mutados e analises mutacionais

A identificacdo e a caracterizacdo de genes mutados em doencas monogénicas
humanas marcou um profundo avanco médico e cientifico. Esta nova realidade,
iniciada nos anos 80, pautou-se em grande escala no mapeamento génico
amparado por marcadores polimorficos de DNA, também conhecidos como
marcadores genéticos®. Vale dizer que a identificacdo de genes medicamente
relevantes incluiu ndo apenas a metodologia de clonagem posicional, iniciada
por estudos de ligagdo, como também as abordagens de candidatura génica e

clonagem por expressao.

A partir da identificagdo de tais genes, iniciaram-se as analises mutacionais
dirigidas, com objetivos cientificos e de aplicacdo médica. Enquanto a
identificacdo de mutagBes patogénicas permitia 0 avan¢co na compreensao da
patogénese dessas moléstias, também passou a permitir sua aplicacao potencial
em varios cenarios meédicos. No plano cientifico, permitiu estudos de natureza
molecular, bioquimica, in vitro, in vivo e de correlagcdes genadtipo-fendtipo,
enquanto no cenario médico passou a amparar em VArios casos O
reconhecimento diagndstico, orientacdo terapéutica, estabelecimento de

progndstico e aconselhamento.

1.6. Ampliacdo dos cenarios clinico e molecular proporcionada pelo

sequenciamento de nova geracao

As técnicas de sequenciamento de nova geragcao representaram um novo passo
de grande impacto para a ampliacdo do entendimento da patogénese de
doencas monogénicas. Essa nova realidade teve consequéncias
particularmente marcantes sobre casos de SNCR em idade pediatrica ou SN
congénita (SNC). Por meio de sequenciamento e analise de exomas completos
de pacientes com tais desordens nao resolvidas geneticamente, expandiu-se a

identificacdo de genes associados a essas condicdes. Como consequéncia,
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ampliou-se intensamente a compreensao da patogénese da SN como um todo,
da fisiologia do poddcito e da MBG, e das possibilidades de aplicacdo desse
conhecimento na avaliacdo e seguimento clinico. Vale notar que as implicacdes
dessas novas descobertas atingem hoje, potencialmente, tanto casos familiales

como esporadicos de SN.

1.6.1. Formas mendelianas

As descobertas de mutacdes patogénicas nos genes NPHS1, NPHS2, LMX1B,
ACTN4, WT1 e CD2AP, ocorridas entre os anos de 1997 e 2001, constituiram o
grande marco molecular da compreenséo da patogénese da SNCR e da SNC
(Figura 1, Tabela 1)

Esse processo estendeu-se a outros genes no periodo de 2002 a 2009, com a
identificacdo de variantes patogénicas em TRPC6, PLCE1, SMARCAL1, LAMB2
e SCARB28% (Figural). No momento presente, variantes patogénicas associadas
a SN, em sua grande maioria SNCR, ja foram detectadas em um elevado nimero
de genes, elencados a seguiré®8’. E importante notar que os produtos proteicos
de NPHS1, NPHS2, NEPH1, TRPC6, DGKE, FAT1, CRB2, CD2AP e SYNPO2
sao constituintes da do diafragma em fenda; os de PLCE1, ANLN, AVIL, MYH9,
MYOL1E, INF2, DAAM2, ACTN4 e PTPRO sao componentes do citoesqueleto;
os de ARGAP24, ARHGDIA, MAGI2, TNS2, DLC2, CDK20, NOS1AP, ITSN1,
ITSN2, SEMAGS, KANK1, KANK2 e KANK4 sao reguladores da actina através
de Rho/Rac/cdc42 GTPASES; os de ITGA3 e ITGB4 sao integrinas; os de
OSGEP, TP53RK, TP53RB, LAGE3, GON7, WDR4 e WDR73 séo
modificadores/reguladores do RNA transportador; os de ADCK4, COQ2, COQ6
e PDSS2 séo relacionados a biossintese de CoQ10; o de MTTL1 é associado a
regulacéo da cadeia respiratéria mitocondrial; os de NUP85, NUP93, NUP107,
NUP133, NUP205 e XPO5 compdem as nucleporinas; WT1, LMX1B,
SMARCAL1, PAX2 e PRDM15 séo proteinas ligadas a transcricdo do DNA; o de
SCARB2 ¢é uma proteina lisossomal; os de ANKFY1, TBC1D8B e GAPVD1 séo
proteinas associadas ao endossomos; e os de PTPRO e EMP2 atuam na
interacao intercelular. Além disso, os produtos proteicos dos genes COL4A3,
COL4A4, COL4A5, LAMAS e LAMB2 sao constituintes da MBG (Figura 1,

Tabelal). A identificacdo de variantes patogénicas nesses genes encontra-se
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em sintonia com as alteracdes da BFG e suas consequéncias funcionais
encontradas na SN. A cubilina, por sua vez, codificada pelo gene CUBN, tem
expressao em células tubulares proximais, e variantes patogénicas nesse gene

estdo associadas albuminuria ndo glomerular®,

Variantes patogénicas em genes primariamente associadas a outras patologias
renais tém sido encontradas em pacientes com manifestacdes fenotipicas de

SN, também chamadas de fenocopias (Tabela 2).

Tabela 2. Genes relacionados a fenocopias de SNCR, localizacdo cromossémica, produto
proteico, tipo de heranca e doenga renal especifica relacionada ao gene mutado (adaptado de
Watanabe A e cols, Am J Kidney Dis, 2019)8¢

Gene Localicacao Proteina Heranca Doenca especifica
EYAl 8013.3 Eyes absent 1 AD Sindrome Branchio-oto-renal
COL4A3 2(36.3 Colageno tipo 4 cadeia 3 AR Sindrome de Alport
COL4A4  2036.3 Colageno tipo 4 cadeia 04 AR Sindrome de Alport
COL4A5 Xqg22.3 Colageno tipo 4 cadeia o5  Ligada ao X Sindrome de Alport
AGXT 2937.3 Alanina glioxilato AR Hiperoxaluria

aminotransferase
CLCN5 Xpl1l.23 Canal de cloro Ligada ao X Doenca de Dent
dependente de voltagem 5
CTNS 17p13.2 Cistinosina AR Cistinose
FN1 2935 Fibronectina AD Glomerulopatia com depdsito de
fibronectina
GLA Xqg22.1 Precursor de a- Ligada ao X Doenca de Fabry
galactosidase A
WDR19  4pl4 Proteina 19 contendo AR Sindrome de Senior-Loken
repeticdio WD
PAX2 10924.32 Caixa pareada 2 AD Sindrome renal-coloboma
UMOD 16p12.13 Uromodulina AD Doenca renal tubulointersticial
autossdmica dominante
OCRL Xqg26.1 Inositol polifosfatato-5- Ligada ao X Sindrome 6culo-cérebro-renal de
fosfatase Lowe

Nos estudos genético-moleculares de base populacional disponiveis até o
momento, mais de 69 genes sao associados a SNCR e SNC, com manifesta¢coes
clinicas extrarrenais em alguns casos (Tabela 3). Os genes com maior

frequéncia de variantes patogénicas associadas sao o WT1, NPHS1, NPHS2.

Na SNCS, por outro lado, s&o poucos 0s casos monogénicos descritos. Em uma
coorte reportada previamente, 19 genes foram analisados em 31 casos
esporadicos de SNCR e 38 casos de SN cortico-sensivel (SNCS)®. Pacientes
com manifestacdes extrarrenais ou com historia familiar ou de consanguinidade
foram excluidos. Variantes potencialmente patogénicas nos genes avaliados

foram encontradas em 32,3% dos pacientes com SNCR, enquanto nenhuma das



22

Tabela 3: Genes relacionados a sindrome nefrética cértico-resistente ou parcialmente sensivel
a corticosteroide, sua localizagdo cromossémica, seu modo de heranca, fenétipo relacionado e

achados especificos (adaptado de Watanabe A e cols, Am J Kidney Dis, 2019, e atualizado)®.

Envolvimen-
to Gene Localizacao Heranca Fenotipo, incluindo achados especificos
extrarrenal
ADCK4 19913.2 AR Convulsdes, alteragbes comportamentais. Inicio da SN na
adolescéncia. *
COQ2 4921.23 AR Alteracdes das mitocéndrias em biépsia renal, convulsdes,
encefalopatia*
COQ6 14924.3 AR Alteracdes das mitocondrias em bidpsia renal, perda de audigéo
neurossensorial *
PDSS2 6021 AR Sindrome de Leigh, deficiéncia de coenzima Q10
SCARB2 4q921.1 AR Epilepsia mioclonica progressive
LAGE3 Xq28 Ligada ao X Complexo KEOPS (Kinase, Endopeptidase and other proteins of small
OSGEP 14q11.2 AR size).
TP53RK 20013.12 AR i‘a‘fg";:cgif da;'c”\l"éay'M"Wat
TPRKB 2p13.1 AR
WDR73 15025.2 AR
Neuroldgico GON7 149.32.12 AR Alteracdes cardiacas e esqueléticas
PRDM15 219.22.3 AR
KANK1 9p24.3 AR Deficiéncia intellectual
KANK4 1p31.3 AR Deficiéncia intelectual, dirmorfismo facial
NUP107 12915 AR Microcefalia, deficiéncia intelectual, baixa estatura
NUP37 12g23.2 AR Microcefalia, deficiéncia intelectual, baixa estatura
FAT1 4q35.2 AR Ectasia tubular, paquigiria, estenose de artéria pulmonar, hidrocefalia,
deficiéncia intelectual, Sarcoma de Ewing, Linfoma de Hodgkin
XPO5 6p21.1 AR Atraso do desenvolvimento da fala. Resposta a ciclosporina ***
E2F3 6p22.3 ? Retardo mental (quando na deleg¢&o do gene)
LAMB2 3p21.31 AR Hematuria, surdez neurossensorial, Doenga de Pearson
SGPL1 10g22.1 AR Insuficiéncia adrenal priméria e hipotireoidismo, ictiose,
criptorquidismo e atraso de desenvolvimento neuromotor
AVIL 12g14.1 AR Surdez, catarata, microcefalia, deficiéncia intelectual
TRIM8 10q.24.32 AD Epilepsia, atraso do desenvolvimento neuropsicomotor precoce
Dermatolégico ITGA3 17921 AR Doenca pulmonar intersticial, epidermélise bolhosa
ITGB4 17925.1 AR Epidermélise bolhosa
LMX1B 9933.3 AR Sindrome unha-patela
SMARCAL1 2g35 AR Displasia imuno-6ssea de Schimke, baixa estatura
Osteomuscular LMNA 1922 AD Lipodistrofia familiar parcial
ZMPSTE?24 1p34.2 AR Displasia mandibulo-acral
INF2 14g32.33 AD Inicio na adolescéncia ou apés. Doenca de Charcot-Marie-Tooth
WT1 11p13 AD Sindrome de Denys Drash, Sindrome de Frasier, SNC ***
Genitourinario TT21B 2024.3 AR Les&o tubular, nefronoftise
MYH9 22g12.3 AD Macrotrombocitopenia com surdez neurossensorial, Sindrome de
Hematolégico Epstein, Sebastian e Fechtner
CUBN 10p13 AR Anemia megaloblastica
Condugao NXF5 Xg22.1 Ligada ao X Blogueio de condug&o cardiaca progressivo
cardiaca
Doenca cardiaca NUP205 7933 AR Doenca valvar cardiaca pTSNS **
SHUa DGKE 17922 AR Sindrome hemolitico-urémica atipica (SHUa)
NPHS1 19g13.12 AR SN tipo finlandés, SNC
NPHS2 1925.2 AR Gene mais frequentemente implicado em SNCR ***
PLCE1 10923.33 AR Frequentemente associado com esclerose mesangial difusa ***
TRPC6 119.22.1 AD Inicio mais tardio da sindrome nefrética em muitos pacientes
CD2AP 6pl2.3 AR/AD Resposta parcial a corticosteroide e ciclosporina ***
NUP93 16913 AR Sindrome de Marcus-Gunn, dilatagéo de ttbulo proximal
NUP160 12915 AR Resposta parcial ao tratamento com drogas imunossupressoras
NUP85 17¢g25.1 AR Hematuria microscépica
NUP133 1g42.13 AR GESF
ACTN4 19913.2 AD Geralmente manifestagdo de GESF na idade adulta
SYNPO 5g33.1 AD GESF esporadica
ARHGAP24 4920 AD GESF
ANLN 7pl4.2 AD Manifestacdo da GESF principalmente na idade adulta
) MYO1E 15q22.22 AR SNCR familiar
Sem envolvimento PTPRO 12p12.3 AR Reducéo parcial de proteindria com corticosteroide e ciclosporina ***
extrarrenal - - P
significativo KANK2 19p13.2 AR Hematuna,_ _resposta varidvel a esteroide
NEIL1 15024.3 AR SNCR familiar
LAMAS5S 20013.33 AR Respostas varidveis a corticosteroide **
GAPVD1 9033.3 AR Hipercelularidade mesangial, Remiss&o espontanea (1 caso)
ANKFY1 17p13.2 AR GESF
ARGHDIA 17925.3 AR SNC
MAGI2 7921.11 AR SNPSC**
TNS2 12g13.13 AR Genes relacionados a cluster regulatério de pequenas GTPases
DLC1 8p22 AR similares a Rho
CDK20 9922.1 AR
ITSN1 21g22.11 AR
ITSN2 2p23.3 AR
DAAM2 6p.21.2 AR DAAM2 interage com a formina.
TBC1D8B Xg.22.3 Ligada ao X Proteina envolvida no trafego da nefrina
NOS1AP 19.23.3 AR Hema_tt]ria microscépica

GESF: glomeruloesclerose segmentar e focal; CAKUT: anormalidades congénitas do rim e do trato urinario; SNPSC: sindrome nefrética parcialmente sensivel
a tratamento com corticosteroide

* Redug&o da proteintria com reposic&o de coenzima Q10.

** Remissé&o parcial a remissdo completa em alguns casos

*+* Descricdo de casos raros com remissao parcial ou total com ciclosporina associada ou n&o a corticosteroide
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criancas com SNCS as apresentou. Interessantemente, nenhum dos pacientes
em que tais variantes foram encontradas respondeu a imunossupressao, ao
passo que 57,9% daqueles em que essas variantes ndo foram encontradas

responderam a tal abordagem terapéutica.

Ao avaliar 231 pacientes com SNCR/SNC, foram encontradas causas
monogénicas em 57%, sendo 97% dos pacientes com SNC e 41% daquelas com
SNCR®. Daqueles com causas monogénicas, apenas 3% apresentaram
remissdo apos utilizacdo de ciclosporina. Dentre 0s pacientes nos quais causas
monogénicas nao foram encontradas, 78% apresentaram remissao completa
apos 2,5 meses de uso de ciclosporina, chegando a 82% apds 6 meses de uso

do inibidor de calcineurina.

O consoércio PodoNET avaliou 1655 pacientes gue manifestaram SN até a idade
de 20 anos no contexto de SNCR ou SNC, ou que apresentaram persisténcia de
proteindria ndo nefrética®. Em 56% desses pacientes, provenientes de 67
centros de 21 paises predominantemente europeus, encontrou-se GESF como
padréo histologico. Embora a avaliacdo genética molecular tenha sido
heterogénea nesse estudo, 1174 pacientes foram submetidos a analise de até
14 dos genes descritos acima. Notavelmente, 23,6% dos individuos analisados
apresentaram mutacdes nesses loci. Nesse grupo, a chance de recorréncia de
GESF ap0s transplante renal foi de 4,5%, enquanto nos pacientes sem mutacdes
identificadas foi de 25,8%. Tal resultado é consistente com patogénese pautada
em perda de funcdo génica em pacientes em que foram encontradas variantes

patogénicas nos genes estudados (Tabela 4).

Em um estudo multicéntrico mais recente, incluindo pacientes de varias partes
do mundo, mas com representatividade sul-americana muito baixa, 1783 familias
com SNCR néo relacionadas foram avaliadas geneticamente®?. Nestas familias,
provenientes predominantemente da América do Norte e Europa, a analise
genético-molecular foi realizada por meio de um painel contendo 27 genes
associados a SN. Causas monogénicas para SN foram detectadas em 29,5%
dessas familias (Tabela 4). Vale notar que 1% dos pacientes com SNCR
apresentaram mutagfes em genes associados a biossintese da coenzima Q10.
Esta descoberta abriu o cenéario de possibilidades de tratamento para alguns

pacientes com SNCR. Tal cenario iniciou-se pela descoberta de muta¢des no
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gene COQ6 (coenzyme Q10 biosynthesis monooxygenase 6), identificadas em
13 individuos de seis familias através da metodologia de mapeamento por
homozigose. Esses pacientes apresentaram inicio precoce de SNCR e
progressdo rapida para DRET, além de surdez neurossensorial. Este gene é
altamente conservado ao longo da evolug¢do e, no rim do camundongo, se
expressa em mesénquima metanéfrico e néfrons em formacéo.
Interessantemente, COQ6 também se expressa em células da estria vascular e
ganglio espiral da orelha interna. Vale notar que knockdown de Coqg6 em células
podocitarias em cultura induziu apoptose, um fenétipo atenuado com a adicdo
de CoQ10ao meio®3. Knockdown de Coq6 em zebrafish, por sua vez, determinou
apoptose preferencial em cabeca e tronco dos embrides. Interessantemente, a
reposicdo de CoQ10 em pacientes com SNCR com deficiéncia secundaria de
CoQ10 também se mostrou benéfica em alguns casos, reduzindo a proteinuria

a niveis ndo nefréticos®4.

O estudo recente NEPTUNE (Nephrotic Syndrome Study Network) incluiu 312
pacientes e analisou 21 genes associados a SNCR, tendo identificado variantes
consideradas causativas em 5,8% dos casos. Com a utilizacdo de um filtro de
maior estringéncia para patogenicidade, contudo, a prevaléncia de SN
monogénica diminuiu para 2,9%. Computadas apenas criangas com GESF ou

LHM, a prevaléncia foi de 5,5%%.

Um estudo de coorte nacional do Reino Unido avaliou 53 genes em 187
pacientes que receberam o diagnodstico de SNCR até 18 anos de idade.
Variantes causais da doenca foram encontradas em 26,2% dos casos. Tais
pacientes apresentaram progressdo mais rapida para DRET, porém nao se
observou recidiva da doenca apos transplante renal nos submetidos a esse
procedimento. Interessantemente, 47,8% dos pacientes submetidos a
transplante renal, nos quais mutagcdes ndo foram encontradas, apresentaram

recidiva da doenca apés o transplante®®.

Em 77 criangas com SNCR de 72 familias atendidas consecutivamente em
periodo de 18 meses em um Uunico centro pediatrico americano, foram
encontradas variantes patogénicas em 6 de 24 genes avaliados em 8 familias,

revelando causa monogénica em 11,1% dos casos®’ (Tabela 4).
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Em uma analise nacional envolvendo 95 criancas brasileiras submetidas a
transplante renal por causas relacionadas a SN, realizada por meio de um painel
de 24 genes, foram encontradas causas monogénicas em 8 casos
(8,4%)%(Tabela 4). Entretanto nenhum caso de SNC foi incluida no estudo.
Outro estudo nacional incluiu 27 criancas com SNCR pertencentes a um Unico
centro®. Este estudo encontrou variantes patogénicas em NPHS2 em 15% dos
pacientes. Nao foram identificadas variantes potencialmente patogénicas em

NPHS1 e WT1, embora apenas os éxons 8 e 9 de WT1 tenham sido analisados.

A diversidade de prevaléncia de SN de origem monogénica reportada em
diferentes estudos decorre, provavelmente, das diferentes faixas etarias e etnias
consideradas, bem como da heterogeneidade na determinacédo do inicio das
manifestacdes e o grau de consanguinidade presente nos estudos. De fato,
enquanto cerca 45% dos casos de SNCR foram considerados de origem
monogénica em populagdo pedidtrica da Turquia, Arabia e Egito, esse
percentual foi de apenas aproximadamente 14% nos Estados Unidos e 25% na
Europa®»1%, Em um estudo que avaliou 300 pacientes com SNCR/SNC em faixa
etéria pediatrica através de sequenciamento de exoma completo (SEC)
encontrou que agueles com histéria de consanguinidade parental apresentaram
taxa de 38% de causas monogénicas, quando comparadas a 13% daqueles sem

historia de consanguinidade°?.

Um estudo japonés com 230 pacientes pediatricos e adultos, por outro lado,
encontrou uma prevaléncia de 30% de causas monogénicas, nenhuma delas
associadas ao gene NPHS21%? (Tabela 4). O mesmo foi observado em um
estudo multicéntrico pediatrico na Coreia, onde foram detectadas causas
mendelianas em 43,6% dos 291 pacientes estudados com idade menor ou igual
a 20 anos, nenhuma associada a NPHS21%(Tabela 4). Na China, entretanto,
mutacbes em NPHS2 foram observadas como quarta causa monogénica mais
frequente em 28,5% de 120 pacientes com SNCR com manifestacdo antes de
18 anos de idade, depois das formas associadas a NPHS1, WT1 e ADCK41%4
(Tabela 4).



Tabela 4: Causas monogénicas de SNCR em pacientes de coortes pediatricas e suas caracteristicas relacionadas a taxa de deteccéo, idade de manifestacéo

da sindrome nefrética, consanguinidade parental, histdria familiar de SN ou GESF, método de sequenciamento, critérios de patogenicidade e genes mais

frequentemente associados.

Trautmann, 2015 Sadowski 2015 Bierzynska 2017  Wang 2017 104 Feltran 2017 % Warejko 2018 0t Tan 2018 7 Nagano 2020 2 Park 2020 %3
PodoNET SRNS Study RaDar
Group °?
Pais Internacional Internacional Reino Unido China Brasil Internacional EUA Japéo Coreia
Europa EUA EUA
Taxa de detecgdo  23,6% 29.5% 26,2% 28,3% 8,4% 25% 11,1% 30.0% 43,6%
(277/1174) (526/1783) (49/187) (34/120) (8/95) (74/300) (8/72) (69/230) (127/291)
Idade de <20 anos < 25 anos <19 anos < 18 anos <19 anos < 25 anos 0.1-18.8 anos 1 dia a 65 anos < 20 anos
manifestacéo de
SN
Caracteristicas da ~ SNCR SNCR SNCR SNCR Criancas SNCR SNCR Proteinria/SNCR  Proteintria/SNCR
coorte Amostras enviadas Amostras enviadas Amostras Amostras transplantadas Amostras enviadas Casos Amostras Amostras
enviadas de enviadas devido a SN, prevalentes de enviadas enviadas
casos auséncia de casos um centro Unico
sequenciais de SNC
Consanguinidade  28,6% 20.9% 7% Zero 3.2% 49% 9.7% 1,4% Zero
parental 1/69 detectadas
Historiafamiliarde 25 6% 10.5% 11.8% 15.8% 9.5% 31% ? 11,7% 16.4%
SN ou GESF 300/1174 187/1783 (22/187) 19/120 (9/95) 93/300 (27/230) (48/291)
Método de Painel Painel Exoma complete Painel Painel Exoma completo Painel Painel Painel
sequenciamento N=31 N=27 N=53 N=28 N=24 N=24 N=60 N=57 genes
Critérios de N&o descrita Descritas na ref 80 Semelhante as ACMG ACMG Descritasnaref 80  Descritas na ref Semelhante as ACMG
patogenicidade descritas na ref 80 descritas na ref
80 80
Genes NPHS?2 138 (49,8%) NPHS2 177 (33.7%) NPHS?2 14 (28.6%) NPHS2 4 (11.8%) NPHS2 5 (62.5%) NPHS?2 8 (9.4%) NPHS2 1 (12.5%) NPHS2 zero NPHS?2 zero
associados a NPHS1 41 (14.8%) NPHS1 131 (24.9%) NPHS1 12 (24.5%) NPHS1 7(20.6%) MYOL1E 2 (25%) NPHS1 13 (15,3%) NPHS1 2 (25%) NPHS1 8 (11.6%) NPHS1 11 (8.8%)
variantes WT1 48 (17,3% WT1 85 (16.2%) WT1 4 (8.2%) WT1 7 (20.6%) COL4A3 1 (12.5%) PLCE1 11 (12.9%) WT1 2 (12.5%) WT1 17 (25.6%) WT1 30 (23.6%)
causativas SMARCAL1 12 (4.3%)  PLCE1 37 (7%) TRPC6 3 (6.1%) COQ8B 8 (23.5%) SMARCALL 8 (9.4%) MYOL1E 1 (6.2%) INF2 8 (11.6%) COQ6 12(9.4%)
encontrados mais ~ PLCE1 10 (3.6%) LAMB2 20 (3.8%) NUP107 3 (6.1%) LMX1B 2 (5.9%) LAMB?2 6 (7.1%) TRPC6 1 (6.2%) TRPC6 7 (10.1%) NUP107 9 (7.1%)
frequentemente INF2 1 (6.2%) LAMB2 6 (8.7%) COQ8B 8 (6.3%)

ACMG: Critérios de patogenicidade do American College of Medical Genetics?®,



Vale atentar que o fenotipo de SNCR pode também decorrer do mecanismo de
transheterozigose, onde o paciente afetado apresenta uma das mutacbes em
um locus e outra em outro gene associado a uma forma autossdmica recessiva
da enfermidade. De fato, h& relatos prévios de um paciente com uma mutacao
em heterozigose em LAMB2 e outra em NPHS1, assim como de outro caso com
uma variante em LAMB2 - presente também em sua mée sadia - e outra em INF2
- também encontrada em seu pai sadio'®. Formas de heranca ndo mendelianas
envolvendo os genes citados na Tabela 1 e/ou outros também s&o possiveis,
uma vez que mutacdes de novo poderiam definir o comprometimento funcional
por: a) ocorrer em transheterozigose com uma variante herdada em outro locus
associado a formas AR de SNCR; b) ocorrer em heterozigose composta com
uma variante herdada no outro alelo de um mesmo gene associado a formas AR
do fendtipo; ou c) atingir um dos alelos de um locus associado a formas AD de
SNCR106,

Trinta e nove genes relacionados a SNCR foram avaliados em uma coorte
anterior de 81 adultos com diagnéstico de GESF°’. Variantes causativas foram
encontradas em 12 pacientes, em oito dos quais nos genes COL4A3-5. Vale

notar que, com excec¢ao de dois, todos os demais casos foram formas familiares.

Algumas variantes hipomorficas em NPHS2 podem atuar como modificadores
genéticos quando herdados concomitantemente com mutacdes em
COL4A3/A4%8, Tais associacoes podem predispor & GESF e a progressao do
declinio da funcéo renal. Outra observacéo prévia relevante foi a identificacao
de mutacdes concomitantes nos genes MYOLE e COL4A5 em dois irmaos, um
com SNC com rapida evolucédo para doenca renal cronica e outro com DRET
aos 8 anos de idade. Vale destacar a presenca isolada da mesma mutacao em

COL4A5 em outros dois irméos com proteindria e hematuria leves'©®.

1.6.2. Nefropatias associadas a APOL1

A partir da observacdo de que os afro-americanos apresentavam maior
frequéncia e pior desfecho de doencas renais quando comparados a europeus-
americanos, estudos de associagdo ampla do genoma identificaram uma regiao

gue se encontrava em desequilibrio de ligacdo entre blocos de haploticos que
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englobavam regides dos genes MYH9 e APOL1'1%111 Em 2010, ao compararem
pacientes afro-americanos e seus pares europeus-americanos, Genovese e cols
encontraram associacdo entre as variantes em APOL1 G1, que compreende
duas variagdes missense neste gene [rs73885319 p.(Ser342Gly) e rs60910145
p.(lle384Met)], e G2, que corresponde a uma delecdo de 6 pares de base
também em APOL1 (rs60910145, p.Asn388_Tyr389del), com GESF e DRET
atribuida a hipertensédo arterial em pacientes afro-americanos (Figura 2)*2,
Ambas as variantes sdo ausentes nos genomas de ancestralidade europeia,
entretanto se apresentam em prevaléncia elevada nos genomas de
ancestralidade africana, e em maior propor¢éo nos originarios da costa ocidental
da Africa. A presenca de duas variantes (homozigose para G1 ou G2 e
heterozigose G1/G2), denominada gendtipo de alto risco (GAR) de APOL1,
parece ser necessaria para que o produto resultante ultrapasse o limiar de leséo

podocitaria.

Respostas inflamatérias a infecgdes virais e processos constitutivos de ativacao
de imunidade inata frente a diferentes estimulos parecem aumentar a expressao
de APOL1 por meio do aumento dos niveis de interferon*'3. Em células HEK293,
proteinas APOL1 associadas as variantes de risco G1 e G2 localizam-se em
lisossomos e mitocondriat!4, induzindo disfungdo mitocondrial. Este mecanismo
parece ser importante na patogénese da glomerulopatia colapsante (GC).
Grande parte de APOL1 selvagem permanece nas goticulas intracelulares de
lipideos, ao passo que APOL1 associada as variantes de risco G1 e G2
permanecem retidas no reticulo endoplasmaético. Interessantemente, quando as
proteinas mutantes G1 e G2 séo deslocadas do reticulo endoplasmatico para as
goticulas de lipideos de células HEK T-Rex por meio de tratamento com o 4cido
oleico, segue-se reducédo do fluxo de autofagia e de citotoxicidade!!®. Esses
resultados sugerem que, ao menos em determinadas situacdes, a patogénese
da doenca se baseie hum mecanismo de ganho de funcdo dose-dependente,
gue difere do mecanismo de perda de fungdo mais consistente com a forma de
heranca das nefropatias associadas a APOL1. Vale observar que a expressao

de APOL1 selvagem reduziu morte celular induzida pelo alelo mutante*®.

Dentro do espectro de nefropatias associadas a GAR de APOL1, observa-se

efeito maior desses genaétipos nas relacionadas a aumento de interferon, como
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na sua utilizacdo de terapéutica ou em interferonopatias de causas
monogénicas, seguidas pelas nefropatias por HIV e outras infeccbes virais,
possivelmente incluindo COVID-19%6, GESF e GC. Também se observa
significante associagéo entre GAR de APOL1 e hipertenséo arterial associada a
DRET atribuida e entre GAR de APOL1 e GC no lupus eritematoso sistémico e,
e menor efeito, ainda que consideravel, na progressdo de nefropatia nao

diabética e na sobrevida do enxerto renaltl’.

Dominio de
Dominio formador do poro enderegcamento da Dominio de ligagdo do SRA
membrana

Peptidep
sinal

1

'-'_-
- I
1

I
GO0: APV S FFLVLDVVYLVYESKHLHEGAKSETAEELKKVAQELEEKLN | LNNNYKILQADQEL
G1: APV G FFLVLDVVYLVYESKHLHEGAKSETAEELKKVAQELEEKLN M LNNNYKILQADQEL  G1: p.(Ser342Gly) + p.(lle384Met)
G2: APV S FFLVLDVVYLVYESKHLHEGAKSETAEELKKVAQELEEKLN | LNN -- KILQADQEL G2:Asn388_Tyr389del
339 342 384 388-9 398

Genétipo de alto risco (GAR) de APOL1: G1/G1, G2/G2 ou G1/G2

Figura 2. Alelos de alto risco estéo relacionados a variantes que afetam o dominio de ligagdo de
SRA (antigeno de resisténcia ao soro) da proteina APOL1. O alelo G1 inclui duas variantes
missense, p.(Ser342Gly) e p.(Ile384Met); e o alelo G2 corresponde a dele¢do de 6 pares de
base, p.(Asn388_Tyr389del). O fator de viruléncia SRA do tripanossomo se liga fortemente a
variante GO, inibindo a acéo tripanolitica da APOL1, enquanto essa ligacdo é mais fraca ou
praticamente ausente com as variantes G1 e G2, respectivamente. (Adaptado de Friedman e
cols, Clin J Am Soc Nephrol, 2021)*7,

Ainda que GARs de APOL1 estejam associados a progressao de doenca renal
cronica e a GESF em afro-americanos, e que tais genétipos estejam em regido
genbmica de ancestralidade africana, a miscigenagcdo ocorrida no Brasil ndo
permite a avaliacdo de risco associada a APOL1 apenas através da raca
autodeclarada. De fato, no Brasil individuos autodeclarados brancos podem
apresentar uma porcentagem consideravel de ancestralidade genética

africana'*®, podendo albergar os alelos de risco G1 e/ou G2 de APOL1'19,
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1.7. Importancia do estudo

Com base nos dados disponiveis até o presente, pode-se estimar as
prevaléncias absoluta e relativa de SN monogénica em diferentes populacoes,
porém ainda estamos distantes de valores realmente precisos. Essa realidade é
particularmente aplicavel a cenéarios de baixo acesso a diagnostico molecular,
seguimentos clinicos nado integrados, populacdes geneticamente diversificadas
e elevada miscigenacdo. Todos esses componentes estdo presentes em nosso
pais. Uma vez que a identificacdo e caracterizacdo de variantes patogénicas
guarda relacdo com a conduta a ser empregada nos pacientes, a realizacao de
um estudo voltado ao dimensionamento e caracterizacédo genética molecular de
pacientes pediatricos com SNCR fazia-se fundamental em nosso meio. Também
se fazia essencial analisar o cenario de APOL1 nessa populagédo de pacientes.
Esperava-se, por fim, que o conjunto de resultados proporcionados pelo estudo
em seus diferentes niveis, assim como sua integracdo, possibilitasse a geragao
de novos conhecimentos sobre a patogénese da SN, com possiveis implicacdes

diagndsticas, progndsticas e terapéuticas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Central

Caracterizar e analisar geneticamente uma populagéo brasileira de pacientes
pediatricos com SNCR, SNC e GESF através de sequenciamento de painel
dirigido ou de exoma completo, de modo a determinar as formas monogénicas,
sua frequéncia e seu padrdo de envolvimento génico, assim como o perfil de
distribuicdo de gendtipos de alto risco de APOL1. Com base nesses dados, 0
objetivo deste estudo também incluiu a ampliagcdo do entendimento genético-

molecular e clinico dessas condic¢des.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Construir um banco de dados e um biorrepositorio para todos os pacientes
com SNCR, SNC e GESF prevalentes no ICr-HCFMUSP, incluindo amostras de
DNA genbmico e informacbes clinicas, laboratoriais, imagenoldgicas e
anatomopatolégicas.

2.2.2. Construir um painel voltado a andlise de variantes genéticas em genes
associados a glomerulopatias.

2.2.3. ldentificar variantes genéticas relevantes mendelianas ou em APOLL1 por
meio de sequenciamento de painel genético ou de exoma completo.

2.2.4. Analisar as variantes detectadas e avaliar seu potencial patogénico.
2.2.5. Determinar a frequéncia de formas mendelianas de SNC, SNCR e GESF
na populagdo avaliada, assim como de GAR de APOL1, e caracterizar a
distribuicdo de variantes patogénicas entre os genes mutados associados as
formas mendelianas.

2.2.6. Estabelecer, se possivel, correlaces gendtipo/fendtipo para as condicdes
clinicas analisadas, utilizando informacdes genético-moleculares de nosso
estudo e de estudos de outros autores.

2.2.7. Analisar em profundidade as informacdes genéticas geradas por nosso
estudo, procurando expandir o entendimento da patogénese da SNCR, SNC e
GESF pediatricas.
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2.2.8. Nos casos possiveis, empregar as informacdes obtidas para guiar o
seguimento e o tratamento de pacientes incluidos no estudo.

2.2.9. Constituicdo da REBRASNI- Rede Brasileira da Sindrome Nefrotica na
Inféncia, como um de seus trés centros coordenadores.

2.2.10. Analisar a ancestralidade genética global dos pacientes e correlacionar
com a raga autodeclarada, susceptibilidade genética relacionada as variantes de
risco de APOL1 e progndstico.

2.2.11. Analisar a ancestralidade local na regido genbmica das variantes

mendelianas encontradas.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Casuistica

Foram incluidos pacientes que manifestaram SN até 18 anos incompletos na
forma de SNCR ou SNC, com diagnadstico histologico de GESF independente da
resposta a imunossupressao, ou com familiares de primeiro grau com GESF ou
SN.

SNCR foi definida como ndo responsiva a tratamento com corticosteroide na
dose de 60 mg/m?/dia por quatro semanas, seguido da mesma dose, mas
administrada diariamente ou em dias alternados por quatro semanas adicionais;
ou dose de 60 mg/m?/dia por quatro semanas, seguida de trés pulsos de

metilprednisolona na dose de 20-30 mg/kg/dia por trés dias consecutivos.

Nos anos de 2017 e 2020 foram atendidos 186 pacientes com SN no Instituto da
Crianca e do Adolescente (ICr) do Hospital das Clinicas da FMUSP (Figura 3).
Destes, 61 apresentaram comportamento inicial de corticorresisténcia, enquanto
outros 10, com diagndéstico de GESF por biépsia renal, mostraram-se sensiveis
a corticosteroide, e outros 2 apresentaram SN familial. Destes 73 pacientes, 65

foram submetidos a andlise genética molecular.

Entre os 8 pacientes que néo participaram do estudo, 6 declinaram e 2 ndo foram
encontrados no seu momento de transicdo para a clinica dos adultos,

responsavel pelo seguimento de pacientes acima de 18 anos de idade.

Além destes, sequenciamos também outros 8 pacientes que ja haviam sido
seguidos no Ambulatério de Glomerulopatias do ICr-HCFMUSP em periodo
anterior ao descrito. Sete deles apresentavam SNCR, enquanto 1 mostrava

corticodependéncia e diagndstico histoldgico de GESF.

Outros 28 pacientes externos foram encaminhados para participar da pesquisa,

tendo também sido sequenciados: 25 deles com SNCR e 3 com SNC.

No total, portanto, realizamos o sequenciamento proposto em 101 pacientes,
provenientes de 98 familias. Destes 101, 74 pacientes foram submetidos a
analise pelo painel de 42 genes associados a SN e pelo painel de 20 genes
associados a glomerulopatias, enquanto 26 foram submetidos a SEC. Um

paciente foi submetido a analise por painel em estudo conduzido pela Disciplina
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de Endocrinologia da FMUSP voltada a avaliacdo de disturbios da diferenciacao
sexual, tendo sido identificada variante patogénica no gene WT1. Esse paciente
foi submetido a sequenciamento de Sanger para APOL1 e entdo adicionado a

casuistica.

Instituto da Crianca e do Adolescente, Universidade de Sdo
Paulo
2017-2020: SN=186
SNCS=125 [SNCS (113) + GESF (10) + SNCS familial (2)]
SNCR=61

Excluidos do estudo=8
SNCR: declinaram=3; transferidos para adultos=1
SNCS + GESF: declinaram=3; transferidos para
adultos=1

Pacientes recrutados da Pacientes referidos de outros
clinica de adultos centros:
previamente seguidos no SNCR=28
Instituto da Crianga e do
Adolescente de 2014-
2016=8
SNCR=7

SNCR e/ou GESF:
101 pacientes/98

v

Painel de 62 genes: n=74
Exoma completo: n=26
Sanger para WT1 + APOL1: n=1

v

Variantes confirmadas por sequenciamento de
Sanger
Anidlise de segregag¢ao realizada quando os

Figura 3. Estabelecimento da coorte e viséo geral do estudo

3.2. Métodos:

3.2.1. Extracao e conservacao do DNA genémico

ApdOs consentimento informado assinado pelos pais ou responsaveis e
assentimento informado para pacientes com idade de 7 a 18 anos incompletos
assinado pelos pacientes foram coletados 4 mL de sangue total em tubo com
EDTA tanto do paciente quanto dos genitores (pai e méae), quando disponiveis e

consentido. Os tubos foram armazenados a 4°C em geladeira. A extracao de
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DNA genbmico foi realizada em até duas semanas da coleta do sangue total com
o kit QlAamp DNA Blood Midi Kit (Qiagen, Hilden, Germany), no Laboratério de
Investigacdo Médica 36 do Hospital das Clinicas da FMUSP (LIM 36).

O armazenamento das amostras de DNA foi feito no biorrepositério do ICr-
HCFMUSP, localizado no LIM 36. As amostras de DNA foram divididas em trés
aliguotas: uma armazenada a -80°C e duas a -20°C. O biorrepositorio, contendo
dados clinicos e amostras biologicas pertence ao Departamento de Pediatria da
FMUSP e foi aprovado sob o nimero CAPPesqg 1059/2009.

3.2.2. Metodologias de sequenciamento

O DNA extraido foi submetido a sequenciamento por meio de dois painéis
customizados compreendendo genes relacionados a glomerulopatias, ou a um

dos dois protolocos para SEC.

Os sequenciamentos relacionados a ambos os painéis customizados e a um dos
protocolos de SEC foram realizados no Laboratorio de Sequenciamento em
Larga Escala da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (SELA-
FMUSP).

Os sequenciamentos relacionados ao segundo protocolo de SEC foram

realizados no Laboratorio Mendelics (Sao Paulo, Brasil).

3.2.3. Preparo de bibliotecas e sequenciamento dos painéis customizados

O primeiro painel customizado foi construido utilizando a ferramenta de
bioinformatica Design Studio (lllumina, San Diego, CA), com objetivo de realizar
a captura de 845 regibes alvo predeterminadas em 42 genes relacionados a
glomerulopatias, com cobertura média superior a 99%. A biblioteca de DNA foi
preparada no protocolo Nextera Rapid Capture enrichment (lllumina, San Diego,
CA), incluindo os seguintes genes: ACTN4; ADCK4; ARHGDIA; NPHS2; CD2AP;
COQ2; CRB2; CUBN; DGKE; EMP2; EYAL; COQ6; FATL; INF2; ITGA3; ITGB4;
KANK1; KANK2; KANK4; LAMB2; LMX1B; MYOL1E; NPHS1; PAX2; PDSS2;
PLCE1; PODXL; PTPRO; SCARB2; SMARCAL1; TRPC6; TTC21B; WDR73;
WT1; XPO5; APOL1; ARHGAP24; MEFV; NXF5; NUP107; NUP205 e NUP93.
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O protocolo Nextera Rapid Capture customizado (Illumina, San Diego, CA) utiliza
a tagmentacao enzimatica do DNA gendmico para o preparo da biblioteca. Dada
a necessidade de quantificacédo precisa do mesmo, tal procedimento foi realizado

pelo método fluorométrico QuBit 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA)

ApoOs a quantificacdo, iniciamos a tagmentacdo enzimatica marcando o0s
fragmentos de DNA com as sequéncias do adaptador. Seguiu-se a purificagéo
através de utilizacdo de “beads” magnéticas, a fim de separar o DNA
tagmentado. Em seguida, procedemos a colocacdo de adaptadores de
identificacdo (index), seguida de amplificacdo por PCR (Polimerase Chain
Reaction). Ap6s nova purificagéo, realizamos a hibridizagdo dos fragmentos de
DNA com as sondas de captura customizadas para as regibes alvo pré-
determinadas por duas vezes, seguida de purificacdo. Realizamos, entao, a
tltima amplificacdo com posterior purificacdo. Apos a finalizacdo do preparo, as

bibliotecas foram identificadas e conservadas a temperatura de -20°C.

O segundo painel customizado também foi construido utilizando a ferramenta de
bioinformética Design Studio (lllumina, San Diego, CA), com o objetivo de
identificar e amplificar 579 regibes alvo de 20 outros genes relacionados a
glomerulopatias. A cobertura média atingida foi maior que 99%. O preparo de
bibliotecas foi realizado empregando o protocolo Ampliseq (Illumina, San Diego,
CA), incluindo os seguintes genes: NEIL1; COL4A3; COL4A4; COL4A5; CFH;
CFl; CD46; C3; CFHR5; ADAMTS13; FN1; MCP1; ANLN; MYH9; MAGI2, TNS2,
DLC1, CDK20, ITSN1 e ITSN2.

O protocolo AmpliSeq consiste na hibridizagdo de um pool de pares de
oligonucleotideos iniciadores (primers) direcionados as regides especificas pré-
determinadas, capazes de se ligar as respectivas sequéncias de DNA alvo e
promover amplificacdo dos respectivos segmentos por PCR. A seguir, 0s
excessos de primers remanescentes sdo digeridos e posteriormente
descartados, procedendo-se a ligacdo as sequéncias adaptadoras de
identificag&o (index). A purificacao foi realizada através de “beads” magnéticas,
seguida pela segunda amplificacdo (PCR) e segunda purificacdo. Apds a

finalizacao do preparo, as bibliotecas foram identificadas e conservadas a -20°C.

O sequenciamento das bibliotecas resultantes de ambos o0s painéis

customizados foi realizado no equipamento MiSeq (lllumina, San Diego, CA),
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utilizando o Kit V3. Tal tecnologia de sequenciamento utiliza a geracéo de cluster
e sequenciamento por meio de quimica de sintese em uma célula de fluxo
(flowcell). O terminador fluorescente detecta as bases conforme estas sao
incorporadas a fita complementar de DNA. A medida em que cada dNTP é
adicionado, sdo geradas imagens dos corantes do terminador fluorescente, que
posteriormente s&o clivados para permitir a incorporacdo da proxima base. As
identificacbes de bases sao feitas diretamente a partir das medicbes da
intensidade do sinal durante cada ciclo, resultando em sequenciamento base a
base. Esse dado individual de cada base € armazenado em arquivos de dados
brutos de base binaria (BCL, binary base call). Apés a conclusdo do
sequenciamento, os arquivos de chamada de base BCL sao entdo convertidos

em dados de sequéncia de bases.

3.2.4. Preparo de biblioteca e sequenciamento de exoma completo

No primeiro protocolo de SEC, as bibliotecas de DNA também foram preparadas
usando o Kit Nextera Exome Rapid Capture enrichment (lllumina, San Diego,
CA), porém neste caso as sondas foram direcionadas a todas as porcdes
génicas exbnicas conhecidas e suas regifes regulatérias adjacentes. O
sequenciamento foi realizado no equipamento NextSeq 500 utilizando o kit High
Output kit v2 (lllumina, San Diego, CA), visando cobertura horizontal maior que

95% e cobertura vertical média de 100 vezes.

No segundo protocolo de SEC, as bibliotecas de DNA foram construidas
utilizando um kit de sondas para captura customizado lllumina (lllumina, San
Diego, CA) proprio do Laboratério Mendelics (Sdo Paulo, Brasil). O
sequenciamento foi realizado no equipamento NovaSeg6000 (lllumina, San
Diego, CA), objetivando cobertura horizontal minima de 95% de bases-alvo com

10 ou mais leituras e cobertura vertical média de 100 vezes.
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3.2.5. Anédlise priméria dos dados

Os dados de sequenciamento obtidos foram alinhados a referéncia de genoma
humano GRCh37/hg19 usando o Burrows-Wheeler Aligner (BWA-MEM aligner,
GNU General Public License version XX), MIT License, Cambridge, MA, USA).
Os dados duplicados foram marcados com o programa biobambam?2. A chamada
de variantes foi realizada com freebayes
(https://wiki.gacrc.uga.edu/wiki/Freebayes; https://github.com/eka/freebayes) e

os arquivos VCFs (variant call format) resultantes foram anotados através do

software ANNOVAR (http://annovar.openbioinformatics.org/em/latest)129,

A conversdo do formato BCL para o formato FASTQ foi realizado através do
programa Bcl2fastg Conversion, uma opc¢do automatica nos sistemas MiSeq,
NextSeq500 e NovaSeq 6000. O formato FASTQ consiste em um formato texto
gue armazena os dados brutos da sequéncia, assim como seu escore de
qualidade. O formato SAM (Sequence Alignment/Map) é um formato de texto
delimitado por TAB, que compreende uma secéo de cabecalho e uma secao de
alinhamento, também gerado a partir de arquivo BCL. BAM, por sua vez,
constitui uma versdo binaria comprimida do arquivo SAM, usado para
representar sequéncias alinhadas de até 128 Mb. O arquivo VCF, por sua vez.
apresenta formato de texto contendo linhas com metainformagdes, linhas de
referéncia (header line) e linhas de dados com informacédo sobre a posi¢cdo no
genoma. Este formato também pode conter informacdes do genétipo das

amostras para cada posicao.

3.2.6. Andlise secundaria dos dados

Para a analise secundaria dos dados de sequenciamento voltada a interpretacao
das variantes encontradas, foram utilizados filtros que incluiram as variantes com
frequéncia populacional < 0,1% nos bancos de dados gnomAD?*?!, ABraOM*?? e
SELAdb!?2, Em um segundo passo, foram filtradas variantes anteriormente
referidas como causativas na literatura, assim como aquelas com potencial
patogénico, ou seja, que geram coédon de parada ou alteracdo de sitios de
splicing ou ainda alteragdo no quadro de leitura. A patogenicidade das variantes

missense, também chamadas variantes de ponto, foram realizadas através dos


https://wiki.gacrc.uga.edu/wiki/Freebayes
https://github.com/ekg/freebayes)
http://annovar.openbioinformatics.org/em/latest)
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programas preditores in silico de patogenicidade, incluindo Polyphen21?4,
Mutation Assessor'?®, SIFT!?¢ e PROVEN!?’. Para reduzir as chamadas
falsamente positivas, foram conferidas as leituras e alinhamentos das
respectivas sequéncias de bases utilizando o programa Integrative Genomics
Viewer (IGV, https://software.broadinstitute.org/software/igv/)*28.

Para avaliagdo dos dados relacionados as variantes resultantes potencialmente
causativas, também foram consultados os bancos de dados de dominio publico
OMIMR: 129 e PubMed'3%131  assim como HGMD?'32 EBI'33, Ensembl*** e

Uniprot*5,

Também foram incluidas em nossas analises as variantes de susceptibilidade
APOL1 G1 (rs73885319, p.Ser342Gly e rs60910145, p.lle384Met) e G2
(rs71785313, p.Asn388 Tyr389del), assim como a variante em NPHS2
rs61747728, p.Arg229GIn (R229Q) presentes em mais de 1% da populacéo.

As variantes potencialmente causativas encontradas foram confirmadas por
sequenciamento de Sanger e submetidas a estudo de segregacdo quando
disponiveis os genitores. Para sequenciamento de Sanger, as amostras de DNA
foram submetidas a PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos
para a analise de cada variante. Os produtos de PCR foram entéo purificados e
submetidos ao sequenciamento por Sanger usando o BigDye Terminator v3.1
cycle sequencing kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) e o sequenciador
ABI Prism 3500xI Genetic Analyzer sequencer (Thermo Fisher Scientific). Tais

sequéncias foram entdo comparadas as sequéncias de referéncia.

As variantes confirmadas foram classificadas quanto a patogenicidade de acordo
com os critérios estabelecidos pelo American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG),(Tabela 5 e 6) 105136,
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Tabela 5. Resumo dos critérios de classificacdo de variantes conforme diretrizes do ACMG,

considerando evidéncia de patogenicidade e de impacto benigno (Richards e cols, Genet Med

2015)105,

Evidéncia de
patogenicidade

Categoria

Muito forte

PVSL1. Variante nula (nonsense, que promovem mudanc¢a do quadro de
leitura, variantes candnicas + 1 ou 2 em sitio de splicing, em cédon de
iniciagdo, delecdo de um ou multiplos exons) em um gene onde a perda de
funcdo € um mecanismo de doenca

Forte

PS1. A mesma mudanga de aa previamente estabelecida como variante
patogénica, independentemente da mudanga do nucleotideo

PS2. Variante de novo (com maternidade e paternidade confirmadas) em
paciente com a doenca e sem histéria familiar da mesma

PS3. Estudos funcionais bem estabelecidos in vivo ou in vitro dando
suporte ao efeito deletério no gene ou no produto do gene

PS4. A prevaléncia da variante em individuos afetados é significativamente
aumentada comparando com a prevaléncia em controles

Moderada

PM1. Localizada em um sitio com alta frequéncia mutacional (hot spot) e/ou
critico em dominio funcional bem estabelecido, onde néo ha variante
benigna

PM2. Ausente em controles populacionais (ou frequéncia extremamente
rara se recessivo) em Exome Sequencing Project, 1000 genomes, ou
Exome Agregation Consortium

PM3. Para doencas de heranca recessiva, detectada em trans com variante
patogénica

PM4. Mudancga do tamanho da proteina como resultado de delegéo ou
insercdo sem mudancga no quadro de leitura em regides ndo repetidas ou
com variantes stop loss (perda de cddon de parada)

PM5. Nova mudancga missense de um residuo de aa onde uma mudanca
missense patogénica diferente tenha sido observada previamente no
mesmo sitio

PM6. Variante considerada de novo, mas sem confirmacéo de maternidade
ou paternidade

Suporte

PP1. Cossegregacao com a doenca em multiplos membros afetados da
familia em um gene que definitivamente é conhecido como causativo

PP2. Variante missense em um gene com baixa frequéncia de variantes
benignas missense, onde variantes missense patogénicas tenham sido
descritas anteriormente

PP3. Mdltiplas linhas de evidéncia computacional suportam efeito deletério
do gene mutado ou de seu produto (conservagao, evolugéo, impacto no
splicing)

PP4. Paciente com fenétipo ou histéria familiar muito especifica de uma
doenca com etiologia genética Unica

PP5. Fonte respeitavel que recentemente reportou a variante como
patogénica, mas a evidéncia ndo é disponivel para o laboratorio fazer uma
avaliacéo independente (Continua)
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Categoria

Stand-alone

BAL1. A frequéncia do alelo € 25% nas bases de dados Exome Sequencing
Project, 1000 genomes, ou Exome Agregation Consortium

Forte

BS1. A frequéncia do alelo é maior que a esperada para a doenga

BS2. Observada em individuo saudavel adulto para uma doenga de carater
recessivo (homozigoto), dominante (heterozigoto) ou ligada ao X
(hemizigoto), com penetrancia completa esperada em idade precoce

BS3. Estudos funcionais bem estabelecidos in vivo ou in vitro mostram
auséncia de efeito deletério sem prejuizo da funcao da proteina ou de sitio
de splicing

BS4. Auséncia de segregacdo em membros afetados da familia

Suporte

BP1. Variante missense em um gene onde variantes primariamente
truncadas séo conhecidas como causa de doenca

BP2. Observada in trans com uma variante patogénica de penetrancia
completa do gene dominante/doencga ou observada in cis com uma variante
patogénica em qualquer padrédo de heranca

BP3. Dele¢des ou inser¢des no quadro de leitura em regido de repeticdo
sem funcéo conhecida

BP4. Mdltiplas linhas de evidéncia computacionais sugerem auséncia de
impacto no gene ou em seu produto (conservagao, evolu¢do, impacto no
splicing, etc)

BP5. Variante encontrada em um caso com outra base molecular para a
doenca

BP6. Fonte respeitavel recentemente reportou a variante como benigna,
mas a evidéncia ndo esté disponivel para o laboratério realizar uma
avaliacé@o independente

BP7. Variante sindnimo (silenciosa) para a qual os algoritmos predizem
auséncia de impacto na sequencia de consenso de splicing assim como na
criagdo de um novo sitio de splice E o nucleotideo n&o é altamente
conservado.

Tabela 6. Diretrizes de combinagéo dos critérios para classificar as variantes encontradas

Classificacao

Critérios

Patogénica (1) Muito forte (PVS1) E
(a) 21 Forte (PS1-PS4) OU
(b) = 2 Moderadas (PM1-PM6) OU
(c) 1 Moderada (PM1-PM6) e 1 de Suporte (PP1-PP5) OU
(d) = 2 de Suporte (PP1-PP5)
(2) = 2 Fortes (PS1-PS4) OU
(3) 1 Forte (PS1-PS4) E
(a) >3 Moderadas (PM1-PM6) OU
(b) 2 Moderadas (PM1-PM®6) e =2 de Suporte (PP1-PP5) OU
(c) 1 Moderada (PM1-PM6) E- 24 de Suporte (PP1-PP5)
Provavelmente patogénica (1) Muito forte (PVS1) E 1 Moderada (PM1-PM6) OU
(2) 1 Forte (PS1-PS4) E 1-2 Moderada (PM1-PM6) OU
(3) 1 Forte (PS1-PS4) E =2 de Suporte (PP1-PP5) OU
(4) 23 Moderadas (PM1-PM6) OU
(5) 2 Moderadas (PM1-PM6) E =2 de Suporte (PP1-PP5)
(6) 1 Moderada (PM1-PM6) E 24 de Suporte (PP1-PP5)
Benigna (1) 1 Stand-alone (BA1) OU

(2) 22 Forte (BS1-BS4)

Provavelmente benigna

(1) 1 Forte (BS1-BS4) e 1 de suporte (BP1-BP7) OU
(2) 22 de suporte (BP1-BP7)

Significado incerto

(1) Critérios descritos acima nao séo atingidos OU
(2) Critérios de classificacdo de benignidade ou patogenicidade
sdo contraditorios
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3.2.7. Andlises de mecéanica molecular

Andlises in silico de mecéanica molecular foram realizadas para ampliar e
fortalecer a avaliacdo de potencial de patogenicidade de variantes de significado
incerto (variant of uncertain significance, VUS). Nesses casos, a sequéncia
primaria de aa foi inicialmente alinhada para avaliar a conservacdo dos aa
localizados nas posicoes alteradas pela variante genética. Seguiram-se, entéo,
analises de mecéanica macromolecular in silico e analises estruturais. O
alinhamento de sequéncias homologas foi realizado com o programa
MUSCLE®’, usando o banco de dados de sequéncia de referéncia de proteinas
NCBI. Todos os modelos moleculares foram construidos e submetidos a
simulacdes de mecanica molecular em forgas explicitas de agua com o programa
YASARA!38 suite ao longo de 10.000 trajetérias com o campo de forca YAMBER.
Os modelos resultantes de tipo selvagem e mutantes foram comparados
visualmente e inspecionados utilizando o] programa PyMOL
(https://pymol.org)*3°. COQ2 foi modelada com base nos modelos de estrutura
cristalina 40D428'%0 e 4TQ429'!, a fosfolipase C épsilon 1 (PLCE1) em
6PMP3330'42, 1DJH3431'43, 4QJ33532%44, 30HM3633%° e 2BYE3734%6, e
nefrina (NPHS2) em 40FY3935%7,

3.2.8. Andlise de ancestralidade

A avaliacdo da ancestralidade foi realizada com base em genotipagem e analise
do arranjo de alta densidade de SNPs (single nucleotide polymorphisms) Infinium
HTS Global Screening Array-24 BeadChip v3.0 (lllumina, San Diego, CA), capaz
de identificar até 750.000 SNPs por amostra de DNA. Essa técnica inicia-se com
a quantificacdo fluorimétrica do DNA e se segue com amplificacdo e
fragmentacdo enzimatica. A etapa seguinte consiste na hibridizacdo do DNA
fragmentado no BeadChip, uma camara de hibridizagdo que ocorre através da
captura das sequéncias especificas, onde cada canal tem um codigo de barras
de identificacdo. Ap6s a hibridizacdo, realiza-se a purificacdo retirando os
fragmentos de DNA néo hibridizados e, entdo, acrescentam-se 0s nucleotideos
marcados para estender os produtos hibridizados. Apés este procedimento, sdo

realizadas as leituras dos sinais de fluorescéncia utilizando o sistema iScan
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(lumina, San Diego, CA). A genotipagem para a analise da ancestralidade foi

realizada no laboratorio Genera (S&o Paulo, Brasil).

Os dados foram limpos e filtrados de acordo com as recomendacdes do
fabricante, utilizando a pipeline GWASTools!#8. As andlises de parentesco dos
dados genéticos resultantes foram realizadas usando a metodologia contida no
pacote R SNPRelate!*°. As corridas de homozigose (ROH) foram realizadas com
o programa PLINK!®°, usando uma janela deslizante com 50 SNPs. O maximo
permitido por janela foi um gendtipo heterozigoto e cinco chamadas ausentes,
enquanto a proporcdo de janelas sobrepostas para formar segmento genémico
homozigoto foi de 5%. Foi empregada uma densidade de pelo menos um SNP
por 50 kb, com um intervalo maximo de 100 kb entre SNPs consecutivos. O
coeficiente de endogamia baseado nas corridas de homozigose (FROH) foi

inferido a partir da abordagem de McQuillan e cols®?,

As analises de ancestralidade genética foram realizadas utilizando duas
abordagens: 1) Ancestralidade global dos pacientes (ancestralidade média do
genoma), inferida com o programa ADMIXTURE v.1.3.0'%2, Amostras de
individuos de origem africana (N=104), europeia (N=155), nativo americana
(N=61) e leste asiatica (N=223) ndo miscigenadas do Humam Genome Diversity
Project (HGDP)'® foram usadas como populacdes parentais. Como as amostras
dos pacientes foram genotipadas com o arranjo de alta densidade de SNPs e as
do HGDP foram genotipadas por SEC, filtros foram realizados para haver
sobreposicdo entre os marcadores genéticos e possibilitar a harmonizacdo dos
dois conjuntos de dados (datasets). As andlises foram feitas apenas com
marcadores independentes (desequilibrio de ligacdo r2=0.1), através de andlise
supervisionada (K=4) e 2000 réplicas de inicializagdo (bootstrap). 2)
Ancestralidade observada na regido genémica da variante, obtida usando o
software RFMIX®®* com um modelo que assume 8 geracdes de mistura
(generations of admixture) em janela com tamanho de 0,2 cM, e com 2 interacdes
expectativa-maximizagdo. Foram utilizadas como populagdes parentais
africanos, europeus, leste asiaticos e nativo-americanos, ancoradas em
amostras do Human Genome Diversity Project-Centre d’Etude du

Polymorphisme Humain, HGDP-CEPH53154, E importante notar que apenas
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amostras parentais com mais de 95% de ancestralidade de seu grupo

populacional foram incluidas como referencia nessa analise.

3.2.9. Correlagfes gendtipo-fendtipo

A busca por correlacbes gendétipo-fenétipo incluiu analises de variantes
mendelianas associadas a SN e o status genotipico de APOL1l. As
caracteristicas fenotipicas utilizadas foram a idade de inicio de SN,
manifestacdes extrarrenais, diagnostico histoldgico, raca autodeclarada, histéria
familiar de SN e/ou de DRC, consanguinidade parental, progressao para DRET,

tempo para atingir DRET e recorréncia de SN apos transplante renal.

3.2.10. Anélise estatistica

O teste exato de Fisher ou o teste Qui-quadrado foram usados para comparar
as frequéncias entre os grupos, dependendo do numero de variaveis
comparaveis. Os dados continuos foram classificados como paramétricos ou ndo
paramétricos com base no teste de Shapiro Wilk. Os dados paramétricos de dois
grupos foram comparados pelo teste t de Student e expressos em média + desvio
padréo (DP), enquanto os dados ndo paramétricos foram comparados entre dois
grupos pelo teste U de Mann-Whitney e entre mais de dois grupos pelo teste de
Kruskal-Wallis, em ambos 0s casos expressos como mediana e intervalo
interquartil. As analises comparativas de sobrevida renal entre grupos foram
conduzidas usando a andlise de curva de Kaplan-Meier com o teste log-rank,
seguida de regressao de Cox com reducédo de viés de maxima verossimilhanca
penalizada de Firth para prever a probabilidade de sobrevida em um modelo
multivariavel. Significancia estatistica foi considerada para erro a <0,05 e erro 3
<0,1. Todos os testes foram realizados no software SPSS verséo 24.0 (IBM,
New York, EUA), exceto a regressao de Cox, que foi desenvolvida em R4.1.

(https://cran.r-project.org/bin/windows/base/). Os gréaficos das curvas de Kaplan-

Meier foram gerados no programa Prism Versédo 9.4.1 (GraphPad, San Diego,
EUA).


https://cran.r-project.org/bin/windows/base/
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4. RESULTADOS

4.1. Perfil demogréafico da populacéo de pacientes estudada

Dos 101 pacientes avaliados para variantes nos 62 genes mencionados, 73
(72,2%) foram ou sdo seguidos no IC-HC-FMUSP e 28 (27,7%) foram
provenientes de Natal/RN, Campinas/SP, Taubaté/SP ou Vitéria/ES. A idade
mediana de manifestacdo da SN foi de 2,9 anos (1,5-6,8). Destes 101 pacientes,
61 (60,4%) sé&o/eram do sexo masculino e 40 (39,6%) do sexo feminino. Entre
eles, 61 (60,4%) se autodeclararam brancos, 34 (33,7%) pardos, 4 (4%) negros,
1 (1%) leste asiatico e em 1 (1%) nao foi possivel a autodeclaracgéo.
Consanguinidade foi declarada em 6 (5,9%) dos 101 pacientes, e historia familiar

de doenca renal foi referida em 14 pacientes (13,9%) dos casos (Tabela 7).

Tabela 7. Caracterizacdo demogréfica dos 101 pacientes, incluindo sua origem, idade de
manifestacdo da SN, sexo, raca, tempo de seguimento e frequéncia de doenca renal estagio

terminal.

n=101

ICr 73 (72,2%)
Externos 28 (27,7%):
- Campinas/SP: 4 (14,3%)
- Taubaté/SP: 1 (3,6%)
- Vitéria/ES: 2 (7,1%)
- Natal/RN :13 (46,4%)
- Hospital Menino Jesus: 1(3,6%)
- Belo Horizonte: 3 (10,7%)
- Divinopolis: 4 (14,3%)

Origem

Idade de manifestacdo de SN 2,9 anos (1,5-6,8)

Sexo Masculino: 61 (60,4%)
Feminino: 40 (39,6%)

Raca autodeclarada Branca: 61 (60,3%)
Parda: 34 (33,7%)
Negra: 4 (1,2%)
Leste asiatica: 1 (1%)
Sem informagéao: 1 (1%)
Historia familiar Sim: 14 (13,9%)
N&o: 86 (94,1%)
Consanguinidade parental Sim: 6 (5,9%)
Autodeclarada N&o: 95 (85,1%)
Sem informacgé&o: 1 (1%) (Continua)




(Conclusao)

n=101

46

Resposta a corticosteroide

Sensivel: 9 (8,9%)
Cértico-resistente:82 (81,2%)
Cartico-resistente presumido: 10 (9,9%)

Resposta ainibidor de calcineurina
n=69

Remissao completa: 36 (52,9%)
Remisséo parcial: 2 (2,9%)
Sem resposta: 31 (44,1%)

Histologia renal

GESF: 54 (53,5%)

LHM: 20 (19,8%)

GC: 12 (11,9%)

EMD: 6 (5,9%)

Proliferacdo mesangial: 2 (2%)
Crescéntica pauci imune: 1 (1%)
Nao realizou biopsia renal: 6 (5,9%)

Tempo de seguimento

5,7 anos (2,4-9,5)

Pacientes com DRET

44 (43,6%)

Tx renal

29 (28,7%)

Recidiva apoés tx renal 9/29 (31,0%)

ICr: Instituto da Crianga e do Adolescente; SN: sindrome nefrética; GESF: glomeruloesclerose segmentar
e focal; LHM: lesGes histoldgicas minimas; GC: glomerulopatia colapsante; EMD: esclerose mesangial
difusa; DRET: doenca renal estagio terminal; Tx renal: transplante renal.

4.2. Perfil da terapéutica imunossupressora empregada

Dez pacientes néo receberam corticosteroide. Destes, cinco apresentaram SNC,
trés manifestaram SN com 4 e 5 meses de idade, e dois outros apresentavam
sindrome genética ainda em investigacdo, um deles por distarbio da

diferenciacdo sexual. (Tabela 7).

Dos 91 pacientes que receberam corticosteroide, 82 (90,1%) apresentaram
comportamento cortico-resistente e 9 cortico-sensivel (9.9%). Nenhum dos
pacientes que responderam a corticosteroide evoluiu para DRET, enquanto
44/92 (47,8%) com SNCR evoluiram para essa condi¢ao (p=0,005), dentro de
um tempo de seguimento de 8,4 anos (6,3-12,7) e tempo de evolucdo para DRET

de 2,5 anos (1-5,2), respectivamente (Tabela 7).

Dos pacientes com SNCR, 69 receberam inibidores de calcineurina. Um deles
apresentou resposta parcial, 36 apresentaram remissdo completa com posterior
dependéncia de corticosteroide e 31 ndo apresentaram resposta (Tabela 6).
Nenhum dos pacientes que apresentaram remissao evoluiu para DRET em um

tempo de seguimento de 9,5 anos (7,5-13,3) e 26 (83,9%) dos que nao
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responderam a inibidor de calcineurina evoluiram para DRET (p=0,001) em 3,5
anos (1,7-5,5). Dois pacientes apresentaram reducdo da proteinuria, mas nao

atingiram remissao.

4.3. Perfil histolégico renal

Todos os 73 pacientes originarios do ICr-HCFMUSP realizaram biopsia renal.
Quarenta tiveram o diagnostico de GESF, 10 de GC, 17 de LHM, 3 de EMD, 2
da forma proliferativa mesangial, e 1 de glomerulonefrite crescéntica pauci-
imune. Dos 28 pacientes provenientes de outros servi¢os, 6 nao realizaram

bidpsia renal, 14 apresentavam GESF, 2 GC, 3 esclerose EMD e 3 LHM.

A distribuicdo do diagndstico histolégico conforme apresentacéo clinica dos 95

pacientes que realizaram bidpsia renal encontra-se na Tabela 8.

Tabela 8. Distribuicdo dos diagndsticos histoldgicos de 95 pacientes, conforme apresentacao
clinica de SN.

Apresentacgao clinica

Padréo histolégico n (%)
(n)
SNCR/SNC GESF 47 (%)
(86) LHM 19 (22,7%)
GC 12 (15,2%)
EMD 6 (6,1%)
Glomerulopatia proliferativa mesangial 1 (3%)
Glomerulonefrite crescéntica pauci-imune 1(1,5%)
SNCD GESF 7 (100%)
()
SN familiar LHM 1 (50%)
(2 Glomerulopatia proliferativa mesangial 1 (50%)

SNCR: sindrome nefritica cortico-resistente; SNC: sindrome nefrética congénita; GESF:
glomeruloesclerose segmentar e focal; LHM: les@es histolégicas minimas; GC glomerulopatia colapsante;
EMD: esclerose mesangial difusa.
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4.4. Evolucao clinica da populacéo avaliada

Em um periodo de 5,7 anos de seguimento (2,4-9,5), 44 pacientes (43,6%)
atingiram DRET, 29 (65,9%) dos quais receberam transplante renal (Tabela 9).
A recidiva de SN apds o transplante renal foi observada em 9 pacientes (31%).
As recidivas foram imediatas, ou seja, dentro das primeiras 24 horas, em 3
pacientes, na primeira semana em 2 casos, no primeiro més em dois pacientes,
e em 5 e 6 meses em outros dois casos. Dos 9 pacientes que apresentaram
recidiva, duas perdas de enxerto ocorreram apos 21 e 31 meses do transplante

renal, respectivamente.

Quatorze pacientes (13,9%) apresentaram manifestacao da SN no primeiro ano
de vida. Nove (69,2%) atingiram DRET em 12 meses (2-76). Quatro destes

receberam transplante renal e ndo apresentaram recidiva da SN.

Doze pacientes apresentaram glomerulopatia colapsante, 11 dos quais atingiram
DRET em 15 meses (0,1-28) ap0s a manifestacdo inicial de SN. Trés destes
pacientes apresentaram SN no primeiro ano de vida. Nove dos 11 que evoluiram
para DRET receberam transplante renal. Dois desses pacientes apresentaram
recidiva na primeira semana de transplante renal, sendo que um deles perdeu o
enxerto 34 meses apos o transplante renal por rejeicdo aguda, um perdeu o
enxerto precocemente por trombose venosa do enxerto, e outros 6 n&o
apresentaram recidiva em um tempo de seguimento de 29,5 meses (minimo de

6 meses e maximo de 48 meses).

Pacientes com LHM ndo evoluiram para DRET dentro de um tempo de
seguimento de 8,7 anos (6,2-14,3). Por outro lado, aqueles com GC progrediram
mais frequentemente para DRET (p<0,001), (Tabela 9).

A idade da manifestacao de SN foi maior entre os pacientes que evoluiram para
DRET e aqueles que nado evoluiram para essa condicao [4,1 (1,5-10,4) versus
2,6 (1,5 -4,0), respectivamente, p=0,025). Nao foi detectada diferenca d e
evolucdo para DRET entre os sexos (p=0,197). Pacientes pardos/negro (néo
brancos) evoluiram mais frequentemente a DRET que pacientes autodeclarados
brancos (p=0,003), (Tabela 9).
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Tabela 9. Analise comparativa entre pacientes com evolucao ou ndo para doenca renal estagio
terminal quanto a idade de manifestagdo de SN, sexo, raca autodeclarada, padréo histoldgico

renal e resposta a imunossupresséo.

Progressédo para DRET

Sim (n=44) N&o (n=67) p

Idade (anos) 4,1 (1,5-10,4) 2,6 (1,5-4,0) 0,025
Sexo

Masculino 24 (39,3%) 37 (60,7%)

Feminino 20 (50%) 20 (50%) 0.197
Raca autodeclarada

N30 branca 24/38 (63,2%) 14/38 (36,8%) 0,003
Histologia renal

GESF 25/54 (46,3%) 29/54 (53,7%) 0,40

LHM 0/20 (0%) 20/20 (100%) <0,001

ae 11/12 (91,7%) 1/12 (8,3%) <0,001
GESF (SNCS) 0/9 9/9 <0,001
Remissdo apo6s uso de
inibidor de calcineurina

Sim 0/36 36/36 <0,001

Nao 25/33 (75,8%) 8/33 (24,2%)

DRET: doenca renal estagio terminal ICr: Instituto da Crianga e do Adolescente; SN: sindrome nefrética;
GESF: glomeruloesclerose segmentar e focal; LHM: lesGes histoldgicas minimas; GC glomerulopatia
colapsante; EMD: esclerose mesangial difusa.

4.5. Perfil de distribuicao do genétipo de alto risco de APOL1 e implicacdes

clinicas

Oito pacientes apresentaram gendétipo de alto risco (GAR) de APOL1, sendo 4
G1/G1 e 4 G1/G2. Destes, sete progrediram para DRET no periodo estudado.
Outros oito pacientes apresentaram um alelo de risco de APOL1, sendo 2 com
gendtipo G1/G0 e 6 com G2/GO0.

Pacientes com GAR de APOL1 apresentaram idade maior & manifestacéo da SN
(p<0,001), GESF ou GC como manifestacdo histolégica renal (p=0,001), e
evoluiram mais frequentemente (p=0,022) e mais rapidamente para DRET
(p<0,001) quando comparados aqueles com um ou nenhum alelo de risco de
APOL1. (Tabela 10; Figura 5)
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Quatro dos 7 pacientes com GAR de APOL1 que evoluiram para DRET
receberam transplante renal, sendo que um deles apresentou perda do enxerto
por trombose venosa nas primeiras 24 horas pés-implante do rim. Os outros trés
pacientes ndo apresentaram recidiva dentro de um tempo de seguimento pés-

transplante de 24 a 49 meses.

N&do foi observada diferenca significante de autodeclaracéo racial entre
pacientes com 0, 1 ou 2 alelos de risco de APOL1 (p=0,342); 3/61 pacientes
(4,9%) que se autodeclararam brancos e 5/38 pacientes (13,2%) que se

autodeclararam nao brancos apresentaram GAR de APOL1 (Tabela 10).

Pacientes que se autodeclararam n&do brancos atingiram mais rapidamente

DRET que aqueles que se autodeclararam brancos (p=0,002, Figura 6).

Tabela 10. Distribuicdo de gendtipo de alto risco (GAR), auséncia de alelo de risco e presenca
de um alelo de risco de APOL1 em autodeclarados brancos e néo brancos e andlise comparativa
de idade de manifestagdo, ancestralidade genética global, histologia renal e progresséo para

doenca renal estagio terminal entre os trés gendétipos de APOL1 referidos.

APOL1 0 alelo APOL1 1 alelo GAR APOL1
derisco de risco p
n=83 n=8 n=8
Idade de manifestagdo de 2,7 (1,3-4,4) 4,4 (1,9-10,1) 10,99 (9,99-14,5) <0,001
SN (anos)
Raca autodeclarada *
Branca 53/83 (63,9%) 5/8 (62,5%) 3/8 (37,5%) 0,342
N3o branca 30/83 (36,1%) 3/8 (37,5%) 5/8 (62,5%)
Ancestralidade genética:
Europeia 66,9% (53,4-75,6) 66,2% (54,9-76,4)  58,4% (49,4-73,1) 0,59
Africana 22,7% (11,6-28,8) 16,6% (13,2-30,4)  28,1% (14,2-42,4) 0,44
Nativo-americana 10,1% (6,1-13,1) 11,8% (7,4-16,2) 10,1% (7,6-16,2) 0,60
Histologia renal**
GESF 47 4 3 0,001
LHM 19 1 0
GC 5 2 5
Outra histologia 8 1 0
ESKD 32 (37,5%) 4 (50%) 7 (87,5%) 0,022

*NUmero de pacientes analisados = 99: um paciente sem o dado e o Unico paciente de descendéncia
leste-asiatica foram excluidos da analise.
** Seis pacientes ndo realizaram bi6psia renal
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Figura 5. Comparacao da sobrevida renal ao longo do tempo entre pacientes com GAR de
APOL1 e aqueles que ndo o apresentaram.
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Figura 6. Comparacdo da sobrevida renal ao longo do tempo entre pacientes que se
autodeclararam brancos e ndo brancos.

4.6. Perfil de ancestralidade genética global dos pacientes da coorte

Com base nos resultados obtidos relacionados a autodeclaracdo racial e no
contexto multirracial e altamente miscigenado da populacdo brasileira,

decidimos analisar a ancestralidade genética global dos pacientes incluidos no
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estudo. Tal avaliacdo detectou 64,9 % de ancestralidade europeia, 22,4%

africana, 10,4% nativo-americana e 2,3% leste asiatica (figura 7).

1.0

0.4 06 0.8
1

02

Ancestralidade genética

0.0

Pacientes com sindrome nefrética

Europeia 64,9%
Africana 22,4%
Nativo-Americana 10,4%

Figura 7. Inferéncia da ancestralidade global. Cada coluna representa a ancestralidade genética
inferida para cada paciente. As cores azul, vermelha, verde e laranja correspondem as
ancestralidades africana, europeia, nativo-americana e leste-asiatica, respectivamente.

Pacientes autodeclarados ndo brancos apresentaram maior proporcdo de

ancestralidade genética africana que os autodeclarados brancos (30,9% versus

17,4%, p<0,001), ndo havendo diferenca na proporcao de ancestralidade nativo-

americana entre os grupos (11,7% versus 9,6%, p=0,059) (Figura 8)
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Figura 8. Andlise comparativa das ancestralidades globais europeia, africana e nativo americana

entre pacientes autodeclarados brancos e nédo brancos, e entre pacientes sem alelo de risco
(OAAR), com um alelo de alto risco (LAAR) e com gendtipo de alto risco (GAR) de APOLL.
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Interessantemente, a propor¢do de ancestralidade africana nao diferiu entre
pacientes sem alelo de risco, com um alelo de risco e GAR de APOL1, situando-
se em 22, 7% (11,6-28,8), 16,6% (13,2-40,4) e 28,1% (14,2-43,4%),
respectivamente (p=0,44) (Tabela 10). A proporcdo de ancestralidade global

nativo-americana também nao diferiu entre esses trés grupos (p=0,6). (Figura 8).

Observamos tendéncia ndo significante de progressao mais rapida para DRET
em pacientes com maior porcentagem de ancestralidade global ndo europeia,
comparando-se o0 quarto quartii com o primeiro quartil quantitativo de tal

ancestralidade (Figura 9).

== 4° quartil de ancestralidade nao

100 europeia (maior percentual)

=== 1° quartil de ancestralidade nao
europeia (menor percentual)

p=0.068

Sobrevida renal
S

0 100 200 300
Tempo de seguimento (meses)

Figura 9. Analise comparativa da sobrevida renal ao longo do tempo entre pacientes com
maior e menor percentual de ancestralidade ndo europeia.
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4.7. Variantes mendelianas patogénicas, provavelmente patogénicas e de

significado incerto identificadas na populagéo analisada

Nossa avaliacdo genética molecular identificou as seguintes variantes
causativas previamente descritas em WT1 (NM_024426.6): c.1447 +5G>A e
c.1447 + 4C>T; em NPHS1 (NM_004646.4): c.2728T>C p.(Ser910Pro),
€.2132G>A p.(Arg711His), c.1137T>A p.(lled46Asn) e c.514 516delCCA
p.(Thrl72del); em NPHS2 (NM_ 014625.4): ¢.914T>C p.(Leu305Pro), c.928G>A
p.(Glu310Lys), c¢.506T>C p.(Leul69Pro), e o alelo de risco c.686G>A
p.(Arg229GIn) (Tabela 11).

Foram também identificadas as seguintes variantes nao descritas anteriormente
e classificadas como patogénicas em NPHS1 (NM_004646.4): ¢.3286+1G>A;
em NPHS2 (NM_ 014625.4): ¢.738+1G>A; em COL4A5 (NM_033380.3):
c.2524delC  p.482fs; em CUBN (NM_001081.4): ¢.7968_7969insTTATA
p.2657fs e ¢.3672+1G>A; além de uma variante provavelmente patogénica em
FN1 (NM_002026): c.5344G>T p.(Glyl1782Cys) (Tabela 11).

Também foram identificadas as seguintes VUSs em NPHS1 (NM_004646.4):
c.1930+5G>A e ¢.716C>T p.(Pro239Leu); em PLCE1 (NM_016341.4):
c.3582+5G>T, c. 6262 6264delGAG p.Glu2088_2088del e ¢.3698 T>C
p.(Leul233Pro); em TRPC6 (NM_004621.5): c.227G>C p.(Gly76Ala) e
C.1876T>A, p.(Ser626Thr); e em COQ2 (NM_001358921.2): c.1147T7>C
p.(Phe383Leu) e c.424C>G p.(Prol42Ala), (Tabela 11).
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Tabela 11. Variantes identificadas em pacientes da coorte, previamente descritas e novas,

classificadas de acordo com a analise de patogenicidade pautada nos critérios do ACMG.

Gene/Transcrito Variante

Heranca

Previamente descritas
Classificadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas (ACMG)

WT1 (NM_024426.6) c.1447 +5G>A

AD €.1447 + 4C>

NPHS1 (NM_004646.4) ¢.2728T>C p.(Ser910Pro)
€.2132G>A p.(Arg711His)

AR c.1137T>A p.(lle446Asn)
c.514_516delCCA p.(Thr172del)

NPHS2 (NM_ 014625.4) €.914T>C p.(Leu305Pro)
€.928G>A p.(Glu310Lys)

AR ¢.506T>C p.(Leul69Pro) homozigose

€.686G>A p.(Arg229GIn) — susceptibilidade

Nao descritas previamente
Classificadas como patogénicas (ACMG)

NPHS1 (NM_004646.4) €.3286+1G>A

AR

NPHS2 (NM_ 014625.4) C.738+1G>A

AR

COL4A5 (NM_033380.3) c.2524delC p.482fs

Ligado ao X

CUBN (NM_001081.4) €.7968_7969insTTATA p.2657fs
AR €.3672+1G>A

N&o descritas previamente
Classificadas como provavelmente patogénicas (ACMG)

FN1 (NM_212482.4): €.5344G>T p.(Glyl1782Cys)

N&o descritas previamente
Classificadas como variantes de significado incerto (ACMG)

NPHS1 (NM_004646.4) €.1930+5G>A

AR C.716C>T p.(Pro239Leu)

PLCE1 (NM_016341.4) €.3582+5G>T

AR €.6262_6264delGAG p.(Glu2088_2088del)
€.3698 T>C p.(Leul233Pro)

TRPC6 (NM_004621.5) €.227G>C p.(Gly76Ala)

AD C.1876T>A p.(Ser626Thr)

COQ2 (NM_001358921.2) €.1147T>C p.(Phe383Leu)

AR €.424C>G p.(Prol42Ala)

LMX1B (NM_001174147.2) €.349G>A p.(Gly117Ser)
AD



https://varsome.com/variant/hg38/LMX1B(NM_001174147.2):c.349G%3EA?&annotation-mode=germline
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4.8. Analises de segregacao dirigidas as familias com formas mendelianas
de SNCR, SNC ou GESF

Todas as variantes causativas e potencialmente causativas detectadas foram
confirmadas por sequenciamento de Sanger. Utilizando oligonucleotideos
iniciadores especificos, realizamos também analise de segregacao familiar por
meio de amplificacdo por PCR de segmento especifico a variante a partir do
DNA parental, seguida de sequenciamento do fragmento por Sanger. Tais
analises foram possiveis em todos 0s genitores, exceto em ambos 0s pais da
paciente que apresentou a variante NPHS1: ¢.3286+1G>A em homozigose, no
pai da paciente que apresentou a variante NPHS2: ¢.506T>C p.(Leul69Pro) em
homozigose, e também no pai do paciente que apresentou a variante COQ2:
€.1147T>C p.(Phe383Leu) e ¢.424C>G p.(Prol42Ala).

Nos outros casos, nossa analise de segregacdo confirmou a presenca de
heterozigose composta (alelos mutantes in trans) nos pacientes com duas

variantes causativas e formas Mendelianas de heranca autossémico recessiva.

Ao avaliar as formas de doenca de padrao autossémico dominante, verificamos
que a variante identificada na paciente a variante WT1:c.1447 +5G>A também
foi encontrada em sua mae, esta também afetada e com o diagndéstico de GESF.
A outra variante em WT1, c.1447 +4C>T encontrada em outro paciente, néo foi
detectada na mae ou no pai. Nesse contexto, a mesma foi considerada muito
provavelmente uma variante de novo, uma vez que nao foi realizada a anélise
genética de paternidade para a sua confirmacao absoluta. A variante COL4Ab:
c.2524delC p.(Pro842fs), cuja heranca apresenta o padrédo ligado ao X, foi
observada em hemizigose em um paciente e também em heterozigose em sua

mae, a qual apresentava histérico de SN.

A variante nova FN1: c¢.5344G>T p.(Glyl782Cys) foi classificada como
provavelmente patogénica pelos critérios do ACMG. Entretanto, essa variante foi
presente no pai do paciente, mas ndo na mae, e este, em avaliacdes realizadas
aos 40 anos de idade, apresentava-se normotenso, com fungéo renal normal,
nao formam observadas hematdria ou proteinuria em exame de urina. Como
variantes causativas nesse gene apresentam penetrancia variavel, procedeu-se
também a avaliacdo de microscopia eletrbnica de tecido renal previamente

fixado, quando nao foi detectada qualquer imagem sugestiva de presenca de
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fibronectina depositada no tecido renal em questdo. Dessa forma, essa variante

nao foi considerada como causativa.

Foram encontradas duas variantes de significado incerto em TRPC6. Uma delas,
TRPC6 (NM_004621.6): c.227G>C p.(Gly76Ala), mostrou-se presente na
paciente e em seu pai, que no entanto ndo apresentava proteinuria e
apresentava funcéo renal normal e normotensao ja na quinta década de vida. A
outra variante, TRPC6 (NM_004621.6): c¢.1876T>A p.(Ser626Thr), foi
encontrada na mée do paciente afetado, a qual apresentava fungcao renal normal
e auséncia de proteinuria na idade de 40 anos. Dessa forma, essas duas
variantes nao foram consideradas causativas. Ambos o0s pacientes
apresentaram padrao corticoresistente, mas evoluiram para remissdo completa
apos introducdo de inibidor de calcineurina e se tornaram dependentes de

corticosteroide.

A VUS LMX1B ¢.349G>A p.(Gly117Ser) foi encontrada em um paciente com SN
associada a hematuria e hipertensdo arterial de dificil controle. Seu pai
apresentou a mesma variante, mas ndo hemataria ou proteinuria, e a funcao
renal era normal aos 41 anos de idade. Assim, essa variante também ndo pode
ser considerada causativa. Este paciente evoluiu rapidamente para DRET,
iniciando hemodialise ap0ds apresentar sindrome inflamatéria multi-sistemica pos

COVID-19, e apresentou recidiva precoce da SN ap0s o transplante renal.

4.9. Analises de mecanica molecular para variantes de significado incerto

associadas a heranca autossGmica recessiva

Realizamos analise de mecéanica molecular in silico para as VUSs com maior
potencial causativo, identificadas em COQ2, PLCE1 e NPHS1.


https://varsome.com/variant/hg38/LMX1B(NM_001174147.2):c.349G%3EA?&annotation-mode=germline
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Figura 10. A) Conservagao entre as espécies da posi¢cdo dos aminoacidos P142 e F383 em
COQ2. B) Esses amino4cidos estdo posicionados muito proximos ao sitio ativo de COQ2, de
maneira que as variantes possivelmente alteram sua flexibilidade e seu volume e,
consequentemente, sua atividade de transprenilacdo. (Residuos mutados estdo em vermelho,

volume de superficie do modelo selvagem em azul, P142 em vermelho e F383 em verde).

COQ2 é uma molécula incorporada a membrana composta por dominio
transmembrana contendo 9 hélices e um dominio extramembranar que circunda
uma cavidade central, onde se localiza seu sitio ativo. Esta cavidade central
possui uma abertura lateral que se encontra amplamente inserida na membrana
celular e que se abre lateralmente a bicamada, catalisando a sintese de
compostos aromaticos lipossoluveis liberados diretamente a ela. A abertura
lateral é delimitada pelas hélices TM9 e TM1, onde se encontra a prolina de
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posicao 142 (P142). A substituicdo da prolina por alanina nessa posicao pode
reduzir criticamente a flexibilidade conformacional dos residuos iniciais da hélice
TML1. O aa feninalanina de posicdo 383 (F383), por sua vez, situa-se dentro da
entrada da cavidade catalitica, no inicio da hélice TM9, posicdo que permite
interagir com a porcao alifatica do substrato, guiando-o para a reacdo de
transprenilagdo. Sua substituicdo por leucina leva a aumento do volume da
cavidade, o que pode interferir em sua funcédo. Diante desses resultados, &
provavel que essas variantes impecam varios contatos na molécula, uma vez
gue a energia potencial total dessas moléculas € maior do que em sua versao
nativa. Essa instabilidade altera a flexibilidade e aumenta o volume do sitio ativo,
alterando sua atividade de transprenilacdo e apoiando fortemente a
patogenicidade das variantes COQ2 c.1147T>C p.(Phe383Leu) e c.424C>G
p.(Prol42Ala) (figura 10).

O alinhamento da sequéncia priméaria de PLCE1 (fosfolipase C 1) mostrou que
0 aa glutamina de posicdo 2088, localizado no dominio RA1, e a leucina de
posicado 1233, posicionada no dominio EF hand, sdo altamente conservadas
entre as sequéncias homologas de PLCEL ndo redundantes. O dominio RA1
interage com varias proteinas scaffold, ativa GTPases, promove a estabilidade
e a atividade basal de PLCE1%#?. J4 foi demonstrado também através da
fluorimetria de varredura que a delecdo do dominio RA1 acarreta diminui¢éo da
atividade de PLCE1%%2,

O dominio RA1 também faz contatos com os dominios EF hand, C2 e Tim Barril.
Esse contato é feito atraveés de um residuo em alga em uma posi¢éo equivalente
a do aa glutamina de posicdo 2088 que se encontra mutado. Além disso, a
glutamina na posicao 2088 faz parte da interface livre de interacdo de RAL. A
exclusdo desse aa, por sua vez, for¢ca a glutamina na posi¢cao 2089 a assumir a
posicao excluida, encurtando a alga. E esperado, portanto, que a auséncia desse
residuo altamente conservado e carregado negativamente perturbe a atividade
de PLCEL. Esses achados sao consistentes com a patogenicidade da delecéo

da glutamina na posicdo 2088. (Figura 11)

A sequéncia primaria do dominio EF hand, por sua vez, apresenta uma estrutura
pouco conservada entre as sequéncias homologas observadas, fazendo com

que a superposicdo do dominio mutado no modelo de PLCEl seja
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insatisfatoriamente acompanhado por uma grande distancia entre os C-alfa
carbonos (8.5 A). EF hand é um dos motivos proteicos mais abundantes nos
seres vivos, apresentando a propriedade de se ligar ao calcio com alta afinidade
e seletividade, conferindo-lhe propriedade modulatéria. A variante PLCE1
p.(Leul233Pro) localiza-se em regido altamente conservada do dominio EF
hand e encontra-se ausente nas bases de dados gendmicas populacionais.
Nesse contexto, apesar de ndo haver informacédo estrutural suficiente para
previsdes robustas, sua presenca em homozigose favorece sua patogenicidade.
(Figura 11)
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Figura 11. Superposicdo do modelo de PLCEL1 e os dois dominios EF hand (vermelho) e RA1
(maravilha). O modelo selvagem compreende os dominios EF hand (verde claro), dominio Tim
barrel (amarelo), ligador X-Y (azul claro), C2 (marron) e RA1 (ciano). O alinhamento estrutural
entre os dominios EF hand selvagem e mutante é pobre [root mean square deviation (rmsd) =8,5
A] devido a baixa conservacdo da sequéncia primaria entre estruturas homologas. A
superposicdo entre os dominios RAL selvagem e mutante é boa (rmsd =2.6 A) devido a alta
conservagdo da sequéncia de aa entre o dominio RA1 e outras estruturas. A variante com a

delecéo forca a substituicdo do aa original pelo E20189, encurtando a alca.
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A comparacgao entre os modelos de nefrina selvagem P239 e mutante L239
demonstrou energia total maior nos modelos mutantes, assim como aumento do
angulo entre dois dominios semelhantes a imunoglobulina consecutivos, obtidos
pela média de mais de 10.000 modelos simulados de nefrina (Figura 12). Esses
achados, contudo, ndo sdo suficientes para uma conclusdo definitiva sobre a

patogenicidade da variante referida.

Figura 12. Superposicdo entre o modelo de NPHS1 selvagem (verde) e o modelo mutado
p.(Pro239Leu) (vermelho). O angulo entre dois dominios semelhantes a imunoglobulina € menor
no selvagem que no mutado. A prolina original (verde) e a leucina mutada (vermelho) podem ser
observados no centro da imagem. Cada modelo foi obtido a partir da média de 10.000 modelos

simulados.

Duas variantes em regiao de sitio de splicing, também consideradas VUSs pelos
critérios do ACMG, atingiram alta probabilidade de patogenicidade em predicéo
in silico. A variante PLCE1 c.3582+5G>T atingiu escore ADA de 0,9984 e
Random Forests (RD) de 0,87, e NPHS1 ¢.1930+5G>A escore ADA de 1 e RD
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de 0,966. A variante em PLCEL foi encontrada em heterozigose composta com
a variante PLCE1 c.6262_6264delGAG p.(Glu2088del), discutida acima.

4.10. Variantes mendelianas causativas identificadas em pacientes da

coorte

Com base nas andlises recém-descritas, 20 variantes mendelianas foram
consideradas causativas, das quais 17 de heranca autossémico recessiva (3 em
homozigose e 14 em heterozigose composta) duas autossdomico dominante,
portanto em heterozigose, e uma ligada ao X (hemizigoze). Nos pacientes com
variantes mendelianas em homozigose, as mesmas foram encontradas em
regides de ROH, os e coeficientes de cruzamento baseados em ROH revelaram
cruzamento de terceiro grau nas regides gendmicas contenedoras de NPHS1
(NM_004646.4): ¢.3286+1G>A, e PLCEl1 (NM_016341.4): c.3698 T>C
p.(Leul233Pro), e de primeiro grau na regido genémica contenedora de NPHS2
(NM_ 014625.4): ¢.506T>C p.(Leul69Pro) (Tabela 12).

Tabela 12. Inferéncia de corridas de homozigose (ROH), coeficiente de cruzamento baseado em
ROH (FROH), e tamanho de ROH observado nas regifes gendmicas especificas observadas

para cada gene relacionado a SN.

Paciente Gene Heranca Zigose ROH Tamanho FROH Graude
observada (Mb) parentesco

1 NPHS1 AR Heterozigose - 0 0,0161

2 NPHS1 AR Homozigose ROH 14 0,0187 Primos de terceiro grau
3 NPHS1 AR Heterozigose - 0 0,0039

4 NPHS2 AR Homozigose ROH 18 0,0703 Primos de primeiro
5 NPHS2 AR Heterozigose - 0 0,0121 e

6 NPHS2 AR Heterozigose - 0 0,0132

7 PLCE1 AR Homozigose ROH 8 0,019 Primos de terceiro grau
8 PLCE1 AR Heterozigose - 0 0,0118

9 COQ2 AR Heterozigose - 0 0,0052

10 WT1 AD Heterozigose - 0 0,0164

11 WT1 AD Heterozigose ROH 0 0,0724 Primos de primeiro
12 CUBN AR Heterozigose - 0 0,0099 gt

13 COL4A5 Ligadaao Hemizigose - 0 0,0094

X
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4.11. Perfil clinico dos pacientes com formas mendelianas de sindrome
nefrética

Causas mendelianas foram identificadas em 14 pacientes da coorte (Figura 12),
correspondendo a 13,3% das 98 familias ou 14,6% das com SNCR ou SNCR
presumida (Figura 13). Interessantemente, 11% dos pacientes originarios de
Nosso centro apresentaram formas mendelianas da doenga, comparando com
21,4% daqueles referidos por outros centros (p=0,173). Pacientes com causas
mendeliana apresentaram manifestacdo da SN em idade mais precoce [0,67
(0,3-2,5) versus 2,9 (1,7-5,0), p=0,001] e progrediram mais rapido para DRET
gue pacientes nos quais nao foram encontradas causas mendelianas e nem
GAR de APOL1 (p=0,025) (Figura 14). Tais pacientes apresentaram também
histologia de EMD mais frequentemente, mas ndo diferiram quanto a raca
autodeclarada do grupo sem causas mendelianas em GAR de APOL1 (p=0,043
e p=0,362, respectivamente). Nao foram observadas recidivas de SN nos 4
pacientes que receberam transplante renal (Tabela 13). Causas mendelianas
nao foram encontradas em pacientes dependentes de corticosteroides que
apresentaram GESF (7/9), ou naqueles que apresentaram SN familial (2/9),
assim como em 36 pacientes que apresentaram remissdo completa apés

introducao de inibidor de calcineurina.

Causa
Mendeliana
13.3%

Auséncia de
achados
78.5%

Figura 13. Distribuicdo das variantes mendelianas e do gendtipo de alto risco de APOL1 entre

0s pacientes analisados.
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Tabela 13. Andlise comparativa dos aspectos demograficos, raciais, clinicos, historia familiar e
de recidiva da SN apés transplante renal entre pacientes com causas mendelianas e aqueles

nos quais nao foram encontradas causas mendelianas ou GAR de APOL1.

Formas mendelianas Formas n&o-mendeliana/néo
GAR de APOL1 D
n=14/13 n=79/77
(pacientes/familias) (pacientes/familias)

Idade de 0,67 (0,3-2,5) 2,9 (1,7-5,0) 0,001
manifestacéo (anos)
Historia familiar de 5/13 (38,5%) 8/79 (10,1%) 0,017
SN ou DRET*
Raca
autodeclarada* 10/13 (76,9%) 48 (61,5%) 0,362

Branca 3/13 (23,1%) 30 (38,5%)

N&o branca
Histologia renal

GESF 6/12 (56,2%) 45/75 (60,8%)

LHM 1/12 (7,7%) 19/75 (25,7%)

EMD 3/12 (33,3%) 3/75 (8,0%) 0,043

GC 2/12 (16,7%) 5/75 (6,7%)

Outra 0 3/75 (4,0%)
DRET 8/14 (46,7%) 29/79 (36,7%) 0,236
Recidiva de SN 0/4 10/21 (47,6%) 0,125

SN: sindrome nefrética; DRET: doenca renal estagio terminal; GESF: glomeruloesclerose segmentar e
focal; LHM: les@es histolégicas minimas; EMD: esclerose mesangial difusa; GC: glomerulopatia colapsante
*1 paciente sem o dado de historia familiar

**] paciente sem o dado de autodeclaragéo de raca e um paciente de origem Asiética foram excluidos da
andlise

—— Formas nao mendelianas
nao associadas a GAR
de APOL1

100

=— Formas mendelianas

50 p=0.025

Sobrevida renal

rTrr[rrrrrrrrrg
0 100 200 300

Tempo (meses) de seguimento

Figura 14. Andlise comparativa da sobrevida renal ao longo do tempo entre pacientes com
causas mendelianas e aqueles em que ndo foram encontradas causas genéticas.
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4.12. Descricdo dos casos com variantes causativas

Dados de todos os pacientes com variantes causativas encontradas estao na
Tabela 14.

Casol:

Variantes patogénicas em NPHS1 (NM_004646.3): ¢.2132G>A p.(Arg711His),
c.1137T>A:p.(lle4d46Asn); em heterozigose composta. Pai apresenta a variante
NPHS1 (NM_004646.3): c.2132G>A:p.(Arg711His) e a mae a variante NPHS1
(NM_004646.3): ¢.1137T>A:p.(lle446Asn), ambas em heterozigose.

Menino de raca branca, gestacdo sem intercorréncias, nascido de parto cesarea
com idade gestacional de 36 semanas, com peso de 3.150 g e estatura de 49
cm. Edema foi notado com 17 dias de vida e a primeira avaliagao foi realizada
aos 20 dias, quando ja apresentava edema generalizado. Exames séricos
demonstravam proteina total de 3,0 g/dL, albumina de 1,5 g/dL, ureia de 12
mg/dL e creatinina de 0,3 mg/dL. As sorologias para Herpes virus, toxoplasmose
e rubéola eram negativas, VDRL n&o reagente, e CMV demonstrou IgG
inconclusivo e IgM negativo. A relagéo proteina/creatinina em amostra de urina
foi 24, tendo sido observadas 50 hemacias por campo. TSH sérico era de 21,32
uU/mL, tendo sido iniciada levotiroxina, e posteriormente recebeu enalapril.
Biopsia renal nao foi realizada por falta de capacitacdo médica em seu local de
origem. O paciente ndo recebeu imunossupressao, e evoluiu para DRET com 17
meses de seguimento. Ndo ha histéria de SN na familia nem de
consanguinidade. Apés 12 meses em dialise peritoneal, evoluiu para 0bito aos

3,3 anos de idade devido a peritonite fungica.



Tabela 14. Variantes identificadas, respectivos genes, padrdo de heranga, segregacéo familiar, critérios ACMG, frequencia no gnomAD, classificacéo de patogenicidade,
ancestralidade genética local, referencias bibliograficas, idade de manifestacdo da SN, histologia renal, manifestacdes extra renais, terapia imunossupressora, tempo para
atintir DRET e seguimento clinico.

Gene/ Pc Variante/Zigose Anédlise de Critérios gnomAD Classi- Ancestra- Pais ou regido Referen- Idade Histologia Manifesta- Imunossupresséo/ Tempo Seguimento
Transcrito segregacao ACMG ficagdo lidade aonde a cias de renal coes extrar- resposta para
Heranca genética variante foi biblio- inicio renais DRET
inferida reportada graficas de SN
NPHS1 1 €.2132G>A p.(Arg711His)/Het Pai Het PM2, PM5, PP2, PP3 - PP EUR Maori/Nova 1 17d Néo - Ausente 17a Dialise peritoneal
NM_004646.4 €.1137T>A p.(lle446Asn)/Het Mae Het PM1, PM2, PP2, PP3, 1/0/250.602 PP EUR Zelandia 23,4 realizada
AR PP5 Inglaterra/india) -
2 €.3286+1G>A/Hom Pai e mae néo PVS1, PM2, PP3 - P NAM (ROH) Nova Nova 10d EMD - Ausente -
disponiveis EUR
3 ¢.514_516delCCA Mée Het PP5, PM1, PM2, PM4, 2/0/251.116 P Holanda, EUA 56,2,3 2m GESF - Ausente - Nefrectomia
p.(Thrl72del)/Het PP3 AFR EUA, unilateral
¢.T2728C p.(Ser910Pro)/Het Pai Het PM2, PP2, PP3, PP5 1/0/251.340 PP Espanhan, 7,89
Afro-americano
NPHS2 4 ¢.506T>C p.(Leul69Pro)/ Mae Het PM2, PP2, PP3, PP4, PP5 4/0/220.918 PP EUR (ROH) Italia, Espanha 10,11 10a GESF Hipotireoidis Corticoide/ Tacro 56a Hemodidlise
NM_ 014625.4 Hom (Pai ndo mo Proteinuria reduction
AR disponivel) PM1, PM2, PP2, PP3 EUR Corticoide/Ciclosp/
5 €.914T>C p.(Leu305Pro)/Het Mée Het - PP AFR Grécia/Chipre 12,13,14, 57a GESF Rituximabe DRC estagio 1
€.686G>A p.(Arg229GIn)/Het Pai Het 3% Africa, Brasil, 15 - Proteinuria reduction - (5.62)
PVS1, PM2, PP3 AFR Espanha Nova Corticoide/Ciclosp
6 €.738+1G>C/Het Pai Het PM1, PM2, PMS5, PP2, - P EUR Nova 1617 l4a Né&o Sem remiss&o
€.928G>A p.(Glu310Lys)/Het Mé&e Het PP3 - PP Franga ' realizada 28a TR idade 6.9a
- Sem recidiva
PLCE1 7 €.3698 T>C p.(Leul233Pro)/Hom Mae Het PM2, PP3, PP4 - VSI NAM (ROH) Nova Nova 5m CG - Nenhum 2m TR, idade 4.2 a
NM_016341.4 Pai Het Sem recidiva
AR Prolapso Corticoide/
8/ C.4458+5G>T/Het Mae Het PM2, BP4, PP3, PP4 - VsI EUR Nova Nova 5m EMD retal Sem remissdo im TR, idade 3 a
9 €.6262_6264delGAG Pai Het PM2, PM4, PP3 - VsI EUR Nova Nova pé 10[10_ Corticoide/ Sem recidiva
p.(Glu2088del)/Het 5m EMD congénito Sem remissao 1im Didlise peritoneal/
Prolapso hemodidlise
retal
Cc0oQ2 10 ¢.1147T>C p.(Phe383Leu)/Het Mée Het PM2, PP3, PP4 - VSI EUR ou Brasil 18 10 m COQ2GC Corticoide/Ciclosp 10m Dialise peritoneal
NM_001358921.2 €.424C>G p.(Prol42Ala)/Het (Pai ndo PM2, PP3, PP4 0/2/225.164 VsSI NAM Nova Nova Sem remissao
AR disponivel) EUR ou
NAM
WT1 11 c.1447 +5G>A/Het Mae Het* PS3, PM2, BP4 - PP EUR EUA/Canada 19 11m GESF Ovarios em Corticoide/ Ciclosp/ 13a TR, idade 14.8 a
NM_024426.6 fita Micofen Mofetila Sem recidiva
AD Provavelmente Sem remiss@o
12 €.1447 + 4C>T/Het De novo** PS3, PM2, BP4 - PP EUR Franca 20 68a GESF Nenhum DRC estégio 3
Hipospadia - (7.6 )
CUBN 13 €.7968_7969insTTATA p.(2657fs)/ Mae Het PVS1, PM2, PP3 - P EUR Nova Nova 5m GESF - Nenhum - DRC estagio 3
NM_001081.4 Het Pai Het PVS1, PM2, PP3 - P EUR Nova Nova (35a)
AR €.3672+1G>C/Het
COL4AS5 14 c.2524delC p.(Pro842fs)/Hemi Mae Het*** PVS1, PM2, PP3 - P EUR Nova Nova 12m LHM Surdez Corticoide/Sem - DRC estagio 1
NM_033380.3 (Pai ndo neurossenso resposta (1254a)
Ligada ao X disponivel) rial (11.7 a)

Pc: paciente; IS: immunosuppressdo; DRET: doenga renal terminal; AR: autossdmico recessivo; AD: autossdmico dominante; Het: heterozigoto; Hom: homozigoto; Hemi: hemizigoto; P: patogénico; PP provavelmente patogénico; VSI: variante de significado
incerto; EUR: Europeu; NAM: Nativo-Americano; ROH: corridas de homozigose; AFR: Africano; EMD: esclerose mesangial difusa; FSGS: glomeruloesclerose segmentar e focal; GC: glomerulopatia colapsante; Tacro: tacrolimo; Ciclosp: ciclosporina;
DRC: doenca renal cronica; TR: transplante renal. Ref: referencias: 1. Wong, Pediatr Nephrol. 2013; 2. Koziell, Hum Mol Genet. 2002; 3. Guaragna, Nephrology (Carlton). 2016; 4. Machuca, J Am Soc Nephrol. 2010; 5. Schoeb, Nephrol Dial Transplant.
2010; 6. Lenkkeri, Am J Hum Genet. 1999; 7. Schapiro, Nephrol Dial Transplant. 2019; 8. Sabi, Nephrol Ther. 2013; 9. Bullich, Eur J Hum Genet. 2015; 10. Caridi, J Am Soc Nephrol. 2001; 11. Santin, Clin J Am Soc Nephrol. 2011; 12. Voskarides, Pediatr
Nephrol. 2008; 13. Rood, Am J Kidney Dis. 2019; 14. Miké, Hum Mutat. 2018; 15. Guaragna, BMC Med Genet. 2015; 16. Machuca, J Am Soc Nephrol. 2010; 17. Tory, Nat Genet. 2014; 18. Feltran, Transplantation. 2017; 19. Bruening, Nat Genet. 1992;
20. Barbaux, Nat Genet. 1997.

*Mae com GESF, ** Ausente na mée e no pai; ***Mae com histdria de SN.



Caso 2

Variante patogénica em NPHS1 (NM_004646.3): c.3286+1G>A em homozigose.
Nao foi possivel realizar o0 sequenciamento de Sanger dos pais. A variante
encontra-se em regido gendbmica com FROH de 0,0187, compativel com

parentesco de terceiro grau.

Menina, apresentou SN aos 10 dias de vida, com marcado edema, proteinuria
de 745 mg em 24 horas e albumina sérica de 1,45 g/dL. A avaliacdo do tecido
renal, que contou com 67 glomérulos, constatou matriz e celularidade mesangial
difusamente aumentadas, alguns glomérulos com aumento de volume e
tamanho, adesGes capsulares fibrosas e hipertrofia podocitaria, com incremento
da matriz mesangial, obliteracdo e colapso de segmentos de tufos capilares
glomerulares, configurando fibrose segmentar. Esses achados foram
compativeis com esclerose mesangial difusa. Aos 2 meses de vida apresentava

funcao renal preservada, havendo perda de seguimento a partir de entao.

Caso 3

Variantes patogénicas em NPHS1 (NM_004646.3): c¢.514 516delCCA
p.(Thri72del) e c.T2728C p.(Ser910Pro), em heterozigose composta. A mée
apresenta a variante NPHS1 (NM_004646.3): c.514 516delCCA p.(Thrl172del)
e 0 pai NPHS1 (NM_004646.3): c.T2728C p.(Ser910Pro), ambas em

heterozigose.

Menina, nasceu com 39 semanas de idade gestacional e peso de 2805 gramas.
Evoluiu com anasarca associada a quadro infeccioso aos 2 meses de idade,
guando apresentava peso de 4.215 g (escore z de -1.59 e estatura de 53 cm
(escore z de -2.38). A investigacdo demonstrou sorologias negativas para sifilis,
HIV, hepatite B, hepatite C, CMV IgG positivo com IgM negativo e toxoplasmose
IgG inconclusivo e IgM negativo. Apresentava proteindria de 61,43 g/g de
creatinina em amostra isolada de urina, proteinas totais séricas de 2,54 g/dL,
albumina sérica de 1,0 g/dL e intensa hipogamaglobulinemia, com IgG de 36
mg/dL. Além disso, apresentava T4L de 0,57 ng/dL e TSH de 7,72 pU/mL,
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demonstrando hipotireoidismo. Devido a proteinuria intensa, iniciou anti-
inflamatério ndo hormonal - ibuprofeno - e inibidor de enzima conversora de
angiotensina (iIECA), intervencdo que ndo foi capaz de para reduzir
suficientemente a proteindria. Aos 3 meses de idade realizou nefrectomia
esquerda, tendo a andlise histologica GESF. Recebeu alta hospitalar quando
conseguiu ficar estavel, recebendo albumina ambulatorialmente trés vezes por
semana por meio de cateter vascular de longa permanéncia. Esta sendo
avaliada para realizar transplante renal aos 2 anos e 6 meses de idade. Tem
uma irma saudavel, e outra falecida aos 7 meses de idade em vigéncia de quadro
infeccioso; esta também apresentara diagnostico de SN, associada a histologia
de GESF.

Caso 4

Variante patogénica em NPHS2 (NM_001297575.1): ¢.506T>C p.(Leul69Pro)
em homozigose. Mae apresenta a mesma variante em heterozigose e o pai
morrera antes de ser possivel realizar o sequenciamento, havendo histéria de

consanguinidade.

Paciente do sexo feminino, encaminhada aos 10 anos de idade com diagndéstico
de SNCR. Referia prematuridade de 35 semanas e encontrava-se em tratamento
para hipotireoidismo desde os 5 anos de idade. Nao apresentava edema
evidente, exames urinarios mostravam proteina/creatinina de 4,72 e 662 mil
eritrocitos/mL; e exames séricos revelavam albumina de 2 g/dL, creatinina<0,17
mg/dL, colesterol total de 259 mg/dL, FAN negativo, fracbes do complemento
normais (C3 156mg/dL e C4 35,5mg/dL) e sorologias negativas para HIV,
hepatite B e C e EBV, com IgG positiva para CMV. Nao respondeu a um curso
inicial de prednisona na dose de 60 mg/m? por 8 semanas. Tal conduta foi
mantida por 4 semanas adicionais, novamente sem resposta terapéutica.
Realizou bidpsia renal que mostrou 4/8 glomérulos escleréticos,
hipercelularidade mesangial focal, sinéquias em até 25% dos glomérulos,
expansdo segmentar da matriz em 2 glomérulos e fibrose intersticial de 5%. Foi

observada deposicdo de IgM 1+/3+ a imunofluorescéncia e estabelecido o

diagndstico histologico de GESF. Foi entdo iniciado tacrolimo com nivel sérico
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alvo de 4-7 ng/mL, observando-se resposta parcial. Apdés 31 meses de
seguimento, a paciente apresenta albumina sérica de 3 g/dL, creatinina sérica
de 0,5 mg/dL, proteina/creatinina urinaria de 1,2 e sedimento urinario com
120.000 eritrécitos/mL, em uso de tacrolimo, levotiroxina, atorvastatina,
anlodipino, carvedilol e vitamina D. Houve progressao da DRC, atingindo DRET

aos 15,6 anos de idade, ap6s 5,6 anos da manifestacdo da SN.

Caso 5

Variantes patogénicas em NPHS2 (NM_001297575.1): ¢.914T>C p.(Leu305Pro)
e C.686G>A p.(Arg229Glu) em heterozigose composta. Mae apresenta a
variante NPHS2 (NM_001297575.1): ¢.914T>C p.(Leu305Pro) e o pai a variante
NPHS2 (NM_001297575.1): c.686G>A p.(Arg229Glu), ambas em heterozigose.

Menina, manifestou a SN com 5,7 anos de idade. Nasceu a termo, com peso de
3.160 g gramas. Inicialmente apresentou proteindria de 1715 g (67mg/kg/dia) em
24 horas e albuminemia de 2,5 g/dL, com creatinina sérica de 0,48 mg/dL.
Demonstrou comportamento resistente a corticosteroide, e a histologia renal foi
compativel com GESF. Apresentou reducdo de proteinuria apos introducdo de
ciclosporina, com aumento de albumina sérica até 3,2 g/dL e a razéo
proteina/creatinina mais baixa de 0,61 g/g em amostra isolada de urina. Foi
tentado rituximabe, momento em que foi suspensa a ciclosporina, havendo piora
do quadro. Na ultima avaliacdo, estava recebendo tacrolimo e micofenonato
mofetila, mantendo estabilidade de funcao renal (creatinina 0,6 mg/dL) aos 11,3

anos de idade.

Caso 6

Variantes patogénicas em NPHS2 (NM_001297575.1): ¢.738+1G>C e c.928G>A
p.(Glu310Lys) em heterozigose composta. Pai apresenta a variante NPHS2
(NM_001297575.1): ¢.738+1G>C e a mae a variante NPHS2
(NM_001297575.1): ¢.928G>A p.(Glu310Lys), ambas em heterozigose.

Menina, manifestou a SN com 1,4 anos de idade, momento em que apresentava

creatinina sérica de 0,14 mg/dL e proteina/creatinina de 13,9 g/g em amostra
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isolada de urina. Apresentou comportamento cortico-resistente, e também nao
teve resposta a ciclosporina. Nao realizou biopsia renal. Evoluiu para DRET apés
2,8 anos de seguimento, recebendo transplante renal. Nao apresentou recidiva

da SN em um tempo de avaliacdo de 12 meses.

Caso 7

Variante patogénica em PLCE1 (NM_016341.3): ¢.3698 T>C p.Leul233Pro em

homozigose. Pai e mae mostraram-se heterozigotos para essa variante.

Segundo filho do sexo masculino de pais ndo sabidamente consanguineos. O
guadro de edema se iniciou aos 5 meses de idade e foi progressivo. Aos 7 meses
foi internado por anasarca e hipertenséo arterial sistémica, sem evidéncia de
quadro infeccioso. Nessa ocasidao seu peso era de 10,2 kg (edemaciado) e
estatura de 70,5 cm (p55,9%). Os exames iniciais demonstravam ureia sérica de
24 mg/dL; creatinina 0,63 mg/dL; colesterol total 246 mg/dL; proteinas totais 3,2
g/dL; albumina 1,4 g/dL; IgG 58 mg/dL. Urina: densidade 1008, pH 6, proteinUria
++, leucécitos 19.000/mL, hemacias 5000/mL. Suas sorologias incluiam CMV
IgG positivo, IgM negativo; VDRL negativo; hepatite C negativo; anti-Hbc total
negativo; AgHBs negativo; toxoplasmose IgG e IgM negativos. FAN era negativo,
C3 78 mg/dL (90-180) e C4 13 mg/dL (10-40). Apos 10 dias de internagéo evoluiu
com piora de funcao renal e anasarca refrataria, sendo iniciada dialise peritoneal
(DP). A biépsia renal mostrou glomérulos com acentuada hiperplasia e hipertrofia
podocitaria ao redor de alcas capilares colapsadas. A matriz mesangial
encontrava-se expandida de forma segmentar e focal, formando sinéquias, € 0
intersticio estava dissociado por edema focal. Os tubulos estavam cisticamente
dilatados. O conjunto dos achados foi consistente com glomerulopatia
colapsante. O paciente evoluiu para DRET, permanecendo em DP crbnica. O
paciente recebeu transplante renal com 4 anos e 3 meses, ndao tendo
apresentado recidiva da SN em 18 meses de seguimento. Apresentou doenca
linfoproliterativa pds-transplante exclusivamente no enxerto renal, ndo sendo
esse fendbmeno relatado no receptor do rim contralateral do mesmo doador.
Interessantemente, o avd materno foi um filho adotivo e era proveniente de Poco

Redondo, BA, mesma cidade da familia do avd paterno. A avaliagdo de FROH
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da regido gendmica de PLCE1, conforme descrita anteriormente, foi compativel

com a probabilidade de serem primos de terceiro grau.

Casos 8e9

Variantes patogénicas em PLCE1 (NM_016341.3): c.4458+5G>T e
€.6262_6264delGAG p.(Glu2088del) em heterozigose composta. Mae apresenta
a variante PLCE1 (NM_016341.3): c.4458+5G>T e o0 pai a variante
€.6262_6264delGAG p.(Glu2088del), ambas em heterozigose.

Filhos de pais ndo consanguineos, os irmaos gemelares manifestaram a SN aos
5 meses de idade. J& haviam perdido um irméo aos 2 anos de vida, que também
desenvolvera SN.

Gemelar 1. Aos 5 meses de idade apresentou proteina/creatinina de 64,1 g/g
em amostra isolada de urina, e em exames séricos albumina de 1,7 g/dL,
creatinina de 0,3 mg/dL, IgG de 16 mg/dL, sorologias para hepatite B, C e HIV
negativas, CMV IgG e IgM negativas. Recebeu prednisona, evoluindo em um
més, para DRET, quando realizou nefrectomia esquerda e iniciou DP. A
histologia renal foi compativel com esclerose mesangial difusa. Permaneceu em
dialise peritoneal até 1 ano e 4 meses, quando foi transferido para hemodialise
devido a prolapso retal intermitente. Evoluiu a obito devido a complicacdes
relacionadas a instalacdo de catéter de hemodialise com 1 ano e 9 meses de
idade.

Gemelar 2: Aos 5 meses de idade apresentou proteinuria/creatinina acima de
100 g/g em amostra isolada de urina e seus exames séricos demonstravam
albumina de 1,3 g/dL, creatinina 0,53 mg/dL e IgG indetectavel ao método. As
sorologias foram negativas para hepatite B e C, assim como para HIV, e
apresentou IgG e IgM negativos para CMV e EBV. Também recebeu prednisona,
porém em um més iniciou DP crénica, quando realizou nefrectomia a esquerda.
A histologia renal também foi compativel com esclerose mesangial difusa.
Sempre mais grave que o gemelar 1, apresentava pés tortos congénitos e
também prolapso retal intermitente. Assim, foi transferido para hemodialise

cronica. Recebeu transplante renal aos 3 anos e 1 més de idade, cujo doador foi
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seu pai, entdo com 39 anos de idade. Nao apresentou recidiva até a ultima

avaliacdo, realizada apos 36 meses do transplante renal.
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Caso 10

Variantes patogénicas em COQ2 (NM_015697.7): ¢.1147T>C p.(Phe383Leu),
€.424C>G p.(Prol42Ala) em provavel heterozigose composta. A méae apresenta
a variante COQ2 (NM_015697.7): ¢.1147T>C:p:Phe383Leu em heterozigose, e

0 pai ndo se submeteu a genotipagem.

Paciente do sexo masculino de pais ndo consanguineos, iniciou as
manifestacdes de SN aos 10 meses de idade apresentando oliguria, ganho de
15,7% do peso referido de 8,9 kg (p42.1%) e PA de 80/60 mmHg (p37%/p98%).
Os exames iniciais mostravam albumina sérica de 1,2 g/dL, creatinina de 0,2
mg/dL, C3 e C4 normais, proteina/creatinina urinaria de 46,7 g/g e urina | com
10 hemacias/campo. As sorologias foram negativas para hepatite A, B, C, CMV,
EBV, Toxoplasmose, Herpes | e I, HIV e sifilis, com IgG positiva para CMV. A
biépsia renal revelou glomérulos aumentados, hipertrofia e hiperplasia de
poddcitos, auséncia de crescentes, aumento de matriz mesangial, obliteracéo e
colapso de segmentos capilares, fibrose tubulointersticial discreta e tubulos
dilatados. A imunofluorescéncia foi negativa para IgA, 1gG, IgM, C3, C1q, kappa,
lambda e fibrinogénio. A microscopia eletrbnica demonstrou intensa hiperplasia
mitocondrial, achado consistente com GC. N&o foi observada resposta a
corticosteroide, ciclosporina e reposicao de coenzima Q10, esta introduzida aos
1,2 anos de idade. Evoluiu com DRET, iniciando DP aos 1,8 anos. Apresentou
parada céardio-respiratdria rapidamente revertida ao implante do catéter de DP,

tendo evoluido com sequelas neuroldgicas importantes.

Caso 11

Variante patogénica em WT1 (NM_024426.2): c.1447 +5G>A em heterozigose.

Mé&e apresenta a mesma variante em heterozigose.

Menina, nascida com idade gestacional de 30 semanas, com peso de 1450 g e
40 cm devido a pré-eclampsia materna. Aos 11 meses apresentou proteindria
identificada em exame de urina devido a suspeita de infec¢@o de trato urinario.
Com 1 ano e 9 meses nao apresentava edema clinico, e exames laboratoriais

demonstravam albumina sérica de 2,3 g/dL, creatinina de 0,3 mg/d, colesterol
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total de 237 mg/dL e triglicérides de 334 mg/dL. Suas sorologias eram negativas
para hepatite B, hepatite C, HIV, rubéola e toxoplasmose, apresentando 1gG
positivo e IgM negativo para EBV e CMV. A razdo proteina/creatinina em
amostra de urina era 16,3 g/g, com 2.300 hemécias/mL. Apresentou
comportamento cortico-resistente, sem reducdo de proteindria em resposta a

ciclosporina e, posteriormente, a micofenolato mofetila.

Bidpsia renal realizada aos 2 anos de idade revelou 16 glomérulos com forma,
volume e celularidade preservadas, espaco e capsula de Bowmann preservados,
assim como a MBG. Os tubulos se mostravam atroficos focalmente, com
espessamento e enrugamento da MBG. Andlise por imunofluorescéncia mostrou
depdsito de C3 ++. O diagnostico histopatoldgico através de microscopia de luz
e imunofluorescéncia foi de expanséo segmentar ou global de matriz mesangial,
padrao focal, sugestivo de esclerose mesangial difusa. A microscopia eletrénica
mostrou glomérulos com aumento global da matriz mesangial, irregularidades de
MBG, compressdo de lumens capilares, células mesangiais e poddcitos
hiperplasicos encerrando vacuolos lipidicos citoplasméaticos, poddcitos
tumefeitos e hiperplasicos com fuséo difusa de pedicelos, e alteragéo viliforme
do citoplasma, além de células endoteliais tumefeitas. Apds discussao e revisao,

o diagndstico foi firmado como GESF.

Aos 12 anos de idade, a paciente ndo apresentou sinais de desenvolvimento de
caracteres sexuais secundarios, e exame ultrassonogragico revelou ovarios em
fita. Avaliacdo de cari6tipo mostrou cromossomos sexuais XY. Foi entdo feito o
diagnostico clinico de Sindrome de Frasier. Evoluiu para DRET aos 13 anos.
Realizou transplante renal apos 5 meses de tratamento de hemodialise, ndo

tendo apresentado recidiva da doenca apés 24 meses de seguimento.

A mae que também albergava a variante WT1: c.1447 +5G>A em heterozigose,
apresentou pré-eclampsia durante a sua Unica gestacdo. Logo apos o
nascimento da paciente, manteve hipertenséo arterial sistémica e evoluiu com
proteindria, tendo sido feito estabelecido o diagnostico histologico de GESF.
Cursou com piora progressiva da funcéo renal, sem remissao da proteinuria em
resposta a ciclosporina. Evoluiu para DRET terminal, encontrando-se atualmente

em hemodialise.
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Caso 12

Variante patogénica em WT1 (NM_024426.2): c.1447 + 4C>T em heterozigose.

Ambos os genitores ndo apresentam a variante.

Paciente apresentou genitalia ambigua, com hipospadia e criptorquidia,
realizando cirurgias corretivas pela Divisdo de Urologia e sendo acompanhado
pela Divisdo de Endocrinologia para investigacao de DistUrbios de Diferenciacao
Sexual, quando foi avaliado geneticamente por o painel genético e encontrada a
variante em WT1 previamente descrita em pacientes com Sindrome de Frasier.
Foi detectada proteinuria em niveis nefréticos quando este apresentava 6,8 anos
de idade. Em sua primeira avaliacdo no Servico de Nefrologia Pediatrica, ja com
9 anos de idade, apresentava proteina/creatinina de 4,6 g/g em amostra isolada
de urina, albumina sérica de 3,4 g/dL, e creatinina de 0,87 mg/dL (TFG estimada
de 65 ml/min/1,73m?) e sorologias negativas para hepatite B, C e HIV. Realizou
biopsia renal, que foi compativel com GESF, e nao recebeu terapia
imunossupressora. Apos 7,6 anos da manifestacdo da proteinuria, apresenta
DRC estagio 3, recebendo iECA.

Caso 13

Variantes patogénicas em CUBN (NM_001081.4): ¢.7968 7969insTTATA
p.(2657fs) e ¢.3672+1G>C em heterozigose composta. A mée apresenta a
variante CUBN (NM_001081.4): c.7968 7969insTTATA p.(2657fs) e o pai a
variante ¢.3672+1G>C, ambas em heterozigose.

Aos 5 meses de idade, o paciente apresentou hematdria macroscopica,
proteinuria de 2,58 g/g de creatinina em amostra isolada de urina, reducéo sérica
das fracoes C3 e C4 do complemento, e sorologias para hepatite B, C e HIV
negativas, e CMV e EBV IgG positivo e IgM negativo. A anélise da biopsia renal
estabeleceu o diagnéstico histolégico de GESF. O paciente ndo recebeu
imunossupressdo, 0 edema se resolveu espontaneamente e a relacdo da
proteina/creatinina em amostra de urina isolada se reduziu para um nivel fixo de
1,2 g/g, mantendo funcéo renal normal para idade, que se mantem estavel por

3,5 anos.
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Caso 14
Variante patogénica em COL4A5 (NM_033380.3): c.2524delC p.(Pro842fs) em
hemizigose. A mée apresenta a mesma variante em heterozigose. O pai nao foi

avaliado.

O paciente apresentou 186.000 hemaceas/ml e proteinuria (3 cruzes) em exame
de urina 1 com 1 ano de idade. Apresentava albuminemia de 3,3 g/dL e creatinina
sérica de 0,22 mg/dL. Recebeu prednisona, porem ndo atingiu remissao. Sua
mae apresentava historia de SN. Realizou biépsia renal aos 7,8 anos de idade,
gue foi compativel com LHM, porem néao foi realizada microscopia eletrénica.
Aos 11,7 anos de idade a audiometria demonstra moderada perda

neurossensorial, compativel com a Sindrome de Alport.

4.13. Ancestralidade local das variantes mendelianas identificadas

Ao analisar a ancestralidade local das regides onde as variantes mendelianas
identificadas se encontravam nos genomas dos pacientes, encontramos 13
variantes de ancestralidade europeia (65%), trés de africana (15%) e dois de
nativo-americana (Tabela 15). N&o foi possivel determinar a ancestralidade local
de duas variantes. Vale destacar que entre as nove variantes novas (ndo
previamente publicadas), oito séo ausentes e uma foi encontrada em frequéncia
muito baixa na base de dados gnomAD (Tabela 14). Das novas variantes, cinco
encontram-se em regides gendmicas de ancestralidade europeia (55%), um de
africana (11%), dois de nativo-americana (22%) e para uma néao foi possivel

determinar a ancestralidade.



Tabela 15. Ancestralidade das variantes identificadas. Em preto, as variantes previamente descritas, e em vermelho as variantes novas.

Gene

Europeia Africana Nativo-americana N&o foi possivel determinar

NPHS1
(NM_004646.4)

€.2132G>A p.(Arg711His) c.T2728T>C p.(Ser910Pro) €.3286+1G>A
€.1137T>A p.(lle446Asn)
c.514_516delCCA p.(Thr172del)

NPHS2
(NM_ 014625.4)

¢.506T>C p.(Leul69Pro) €.738+1G>C
€.914T>C p.(Leu305Pro) C.686G>A p.(Arg229Glu)
€.928G>A p.(Glu310Lys)

PLCE1
(NM_016341.4)

C.4458+5G>T ¢.3698 T>C p.(Leul233Pro)
€.6262_6264delGAG p.(2088_2088del)

WT1
(NM_024426.6)

c.1447 +5G>A
c.1447 + AC>T

CUBN
(NM_001081.4)

€.7968_7969insTTATA p.(2657fs)
€.3672+1G>C

COL4A5
(NM_033380.3)

c.2524delC p.(Pro842fs)

CcoQ2
(NM_001358921.2)

€.1147T>C p.(Phe383Leu)
€.424C>G p.(Prol42Ala)




4.14. Analise comparativa dos perfis demograficos e clinicos entre
pacientes com causas mendelianas, com GAR de APOL1 e sem achados

genéticos identificados relacionados a SN

Pacientes com causas Mendelianas manifestaram a SN em idades mais
precoces, apresentaram historia familiar de SN ou DRET mais frequentemente,
e histologia renal de EMD mais prevalente que nos outros de pacientes com
GAR de APOL1 e sem achados genéticos identificados a SN (Tabela 16). Os
pacientes com GAR de APOL1, por sua vez, manifestaram mais tardiamente a
SN, apresentaram predominantemente histologia de GC e evoluiram mais
frequentemente para DRET (Tabela 16), Vale notar que pacientes com causas
Mendelianas e aqueles com GAR de APOL1 atingiram mais rapidamente DRET
gue pacientes sem achados genéticos identificados relacionados a SN (Figura
15). Entretanto, ndo apresentaram recidiva da SN apos o transplante renal, o
gue ocorreu em 47,6% dos casos sem achados genéticos identificados

relacionados a SN.

Tabela 16. Andlise comparativa dos aspectos demograficos, de raca autodeclarada, clinicos,
historia familiar, evolucdo para DRET e recidiva pds-transplante renal entre pacientes com
causas mendelianas, GAR de APOL1 e sem achados genéticos associados a SN.

Mendeliana GAR de APOL1 N&o mendeliana/néo
GAR de APOL1 p
n=14/101 (13,9%) n=8/101 (7,9%) n=79/101 (78,2%)
Idade de 0,67 (0,35-2,48) 10,99 (10,00- 2,9 (1,7-5,00) <0,001
manifestacéo 14,52)
(anos)
DRET 8 (57,1%) 7 (87,5%) 29 (36,7%) 0,012
Histéria familiar de 5 (38,5%) 1(12,5%) 8 (10,1%) 0,024
SN ou DRET
Raca
autodeclarada
Branca 10 (76,9%) 3 (37,5%) 48 (61,5%) 0,196
N&o branca 3 (23,1%) 5 (62,5%) 30 (38,5%)
Histologia
GESF 6 (50%) 3 (37,5%) 45 (60,0%)
LHM 1(8,3%) - 19 (25,3%) <0,001
EMD 3 (25%) - 3 (4,0%)
GC 2 (16,7%) 5 (62,5%) 5 (6,7%)
Outra - - 3 (4,0%)
Recidiva de SN 0/4 0/4 10/21 (47,6%) 0,055

SN: sindrome nefrética; DRET: doenca renal estagio terminal; GESF: glomeruloesclerose segmentar e
focal; LHM: lesGes histol6gicas minimas; EMD: esclerose mesangial difusa; GC: glomerulopatia colapsante

*1 paciente sem dado de historia familiar**1 paciente sem autodeclaracéo de raca e um paciente de origem
leste-asiatica foram excluidos da analise.
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Figura 15. Andlise comparativa de sobrevida renal ao longo do tempo entre pacientes com
causas mendelianas, com GAR de APOL1 e sem achados genéticos identificados associados a
SN.

4.15. Efeitos da idade de manifestacdo da sindrome nefrética sobre a

evolucdo clinica e associacao com o perfil genético dos pacientes

Ao avaliar as caracteristicas clinicas, demogréficas, histolégicas, genéticas e
evolutivas da populacéo de pacientes avaliada, pudemos distinguir trés grupos
etarios aparentemente com caracteristicas proprias (Tabela 17). Pacientes que
manifestaram SN antes de 1 ano de vida se autodeclararam brancos com maior
frequéncia, apresentaram EMD como histologia renal mais frequente e
concentraram as causas mendelianas encontradas. Por outro lado, aqueles que
manifestaram SN com 9 anos ou mais apresentaram apenas GESF e GC como
formas histologicas renais e concentraram todos os casos associados a GAR de
APOLL1. Além disso, todos os casos cuja histologia renal foi LHM manifestaram
SN entre 1 e 8,9 anos de idade. Pacientes nessa faixa etaria evoluiram menos
frequentemente para DRET quando comparados aqueles que manifestaram SN
antes de 1 ano ou apés 9 anos de idade. Evolucdo para DRET ocorreu mais
rapidamente em pacientes que manifestaram SN apés 1 ano de idade, seguidos

por aqueles que manifestaram a doenca com 9 anos ou mais (Figura 16).
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Tabela 17. Analise comparativa dos aspectos clinicos, histolégicos, e evolutivos entre as idades

de manifestacdo da SN menor que 1 ano, entre 1 ano e 8,9 anos e maior ou igual a 9 anos.

<1 ano 1-8,9 anos 29 anos p
n=14 n=69 n=18
Sexo
Masculino 10 (71,4%) 43 (62,3%) 8 (44,4%) 0,255
Feminino 4 (28,6%) 26 (37,7%) 10 (55,6%)
Raca autodeclarada
Branca 12 (92,3%) 42 (61,8%) 7 (38,9%) 0,011
N&o branca 5 (7,7%) 23 (38,2%) 10 (61,1%)
Histologia renal
GESF 4 (30,8%) 39 (60,9%) 11 (61,1%)
LHM 0 20 (31,3%) 0 <0,001
EMD 6 (46,2%) 0 0
GC 3 (23,1%) 2 (3,1%) 7 (38,9%)
Outra 0 3 (4,7%)
Mendeliana 9 (64,3%) 4 (28,6%) 1 (7,1%) <0,001
GAR de APOL1 0 0 8 (44,4%) <0,001
DRET 9 (69,2%) 19 (27,5%) 16 (88,9%) <0,001

SN: sindrome nefrotica; DRET: doenga renal terminal; GESF: glomeruloesclerose segmentar e focal; LHM:
lesdes histoldgicas minimas; EMD: esclerose mesangial difusa; GC: glomerulopatia colapsante
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Figura 16: Analise comparativa de sobrevida renal ao longo do tempo entre pacientes com
idade de manifestac@o de SN < 1 ano, entre 1 e 9 anos e com 9 anos ou mais.
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4.16. Fatores de risco de progressao para doenca renal estagio terminal

identificados na coorte analisada

Os resultados anteriores mostraram que pacientes com causas mendelianas,
pacientes com GAR de APOL1, pacientes com manifestacdo de SN antes de 1
ano de idade ou aos/apés 9 anos de idade e pacientes autodeclarados néo
brancos evoluiram mais rapidamente para DRET. Também verificamos que
nenhum paciente com histologia renal LHM atingiu DRET no periodo do estudo.
Nesta altura procedemos a realizacao de analise de regresséo logistica de Cox
a fim de avaliar e quantificar a associacéo de variaveis selecionadas com o risco
de atingir DRET no tempo de seguimento analisado. Esta andlise revelou que
idade de manifestacdo de SN antes de 1 ano de idade ou com 9 anos ou mais,
raca autodeclarada nao branca e histologia que ndo LHM apresentaram risco
aumentado de progressao para DRET, enquanto néo foi observado aumento de
risco significativo para pacientes com GAR de APOL1 ou com causas
mendelianas (Tabela 18). Além, disso, quartis com maior porcentagem de
ancestralidade n&o europeia se a associaram a riscos crescentes de se atingir
DRET (Tabela 19).

Tabela 18. Avaliacédo de risco de progressao para doenca renal estagio terminal por meio de
andlise por regressdo de Cox incluindo idade de manifestacdo da SN, raca autodeclarada,

presenca de causa mendeliana, presenca de GAR de APOL1 e outras histologias que ndo LHM.

OR IC p
Idade de manifestagao de SN <1 ano 5,99 2,15-15,64 <0,001
Idade de manifestagao de SN 2 9 anos 3,52 1,42-8,40 0,008
Autodeclarado nao Branco 2,73 1,31-5,82 0,007
Causa mendeliana 1,02 0,37-2.54 0,96
Genétipo de alto risco (GAR) de APOL1 1,76 0,63-4.86 0,28

Outras histologias que nao LHM 10,97 2,97-325.75 0,002
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Tabela 19. Avaliacédo de risco de progressao para doenca renal estagio terminal por meio de
andlise por regresséo de Cox incluindo idade de manifestacdo da SN, ancestralidade genética

néo europeia, presenca de causa mendeliana, presenga de GAR de APOLL1 e outras histologias

que ndo LHM.
OR IC P

Idade de manifestagao de SN <1 ano 4,35 1,59-10,92 0,005
Idade de manifestagao de SN 2 9 anos 4,44 1,85-10,28 0,001
Ancestralidade ndao Europeia 1,40 1,01-1,97 0,045
Causa mendeliana 1,30 0,45-3,46 0,61
Genotipo de alto risco (GAR) de APOL1 1,36 0,50-3,65 0,52
Outras histologias que nao LHM 12,74 2,08-582,99 0,002

A fim de contemplar os 99 pacientes na andlise, excluidos apenas o paciente
sem autodeclaracdo de raca e o paciente com ancestralidade leste-asiatica, e
visto que 6 pacientes nao foram submetidos a biopsia renal, realizamos analise
por regressao logistica de Cox excluindo histologia. O risco aumentado de atingir
DRET em pacientes autodeclarados ndo brancos se manteve, porém com um

peso menor (Tabela 20), mas ndo a ancestralidade nao europeia (Tabela 21).

Tabela 20. Avaliacdo de risco de progressao para doenca renal estagio terminal por meio de
analise por regressao de Cox incluindo idade de manifestacdo da SN, autodeclarados nédo

brancos, presenca de causa mendeliana e presenca de GAR de APOL1.

OR IC p
Idade de manifestagao de SN <1 ano 9,35 3,40-24,31 <0,001
Idade de manifestagao de SN 2 9 anos 5,21 2,14-12,18 <0,001
Autodeclarados nao brancos 2,81 1,37-5,95 0,049
Causa mendeliana 1,17 0,47-2,69 0,73

Genétipo de alto risco (GAR) de APOL1 1,9 0,67-5,27 0,73
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5. DISCUSSAO

Causas mendelianas, susceptibilidade genética, alteracdes da homeostase
imunolégica, assim como fatore(s) de permeabilidade circulante(s), tém sido
implicados em alteracdes estruturais do diafragma em fenda e/ou da membrana
basal glomerular que culminam em dano podocitario, evento central na
patogénese da SN6:17485587 A descoberta de variantes genéticas causadoras
de SN nas ultimas décadas auferiu, de fato, importantes contribuices para a
compreensao e elucidacdo de mecanismos moleculares e celulares envolvidos
na SN¥. Tais variantes tém sido detectadas em popula¢ées com alto nivel de
consanguinidade, assim como em populacbes de ancestralidade
predominantemente caucasiana®>'%%, Individuos do hemisfério sul, assim como
os de populacbes multirraciais e altamente miscigenadas, estdo pouco
representados nesses estudos, em grande parte por pertencerem a paises de
menor grau de desenvolvimento social e econdmicol!®%92, Esse panorama nos
levou a estudar e caracterizar o perfil genético de uma populacdo pediatrica de
pacientes com sindrome nefrética resistente a corticosteroide ou de
manifestacdo congénita, assim como de pacientes que apresentaram GESF a
histologia renal. Nesse estudo procuramos identificar e analisar suas
particularidades relacionadas a variantes mendelianas, o papel de GAR de
APOL1 e suas caracteristicas clinicas, demogréaficas e de ancestralidade
genética, assim como a ancestralidade local das variantes mendelianas
detectadas. Também utilizamos analise in silico de mecénica molecular, de
modo a ampliar e fortalecer a avaliacdo de patogenicidade das VUSs

identificadas.

As frequéncias de causas mendelianas apresentam grande variacdo entre as
coortes de SN pediatrica ao redor do mundo, estando relacionadas a diferencas
na taxa de consanguinidade parental e de casos familiares, na faixa etaria de
manifestacdo da SN, na origem geogréafica do paciente e/ou no método de
avaliacdo genética molecular, assim como nos critérios empregados para

avaliacao de patogenicidade das variantes
encontrad 8891’92'95'96’97’98’99’101‘102’103’104.
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A frequéncia de causas mendelianas de 13,3% detectada em nossa populacéo
pediatrica € menor que as da maioria das encontradas em outras coortes.
Estudos em coortes multicéntricas identificaram frequéncias de causas
mendelianas entre 23,6% e 30%91:92:96,101,102,104 " exceto 0 de um centro coreano
que reportou uma frequéncia mais elevada de 43,6%'°. Um estudo brasileiro
que incluiu casos de SNCR encaminhados de diferentes centros para a
realizacdo de transplante renal, por sua vez, identificou causas monogénicas em
8,4% de 96 pacientes avaliados geneticamente, entre 0s quais nenhum
apresentara SNC%. Entre 72 pacientes pediatricos com SNCR prevalentes em
um unico centro norte-americano, 11,1% apresentavam causas monogénicas, a
semelhanca da taxa de 11% identificada nos casos prevalentes em nosso
ambulatério do ICr-HCFMUSP. Faz-se importante notar que uma andlise de
subgrupo de dois centros norte-americanos, que fizeram parte do maior estudo
multicéntrico pediatrico de SNCR até o momento, observou frequéncia de
causas mendelianas em cerca de 14% dos casos, enquanto tal frequéncia
atingiu 45% em paises com alta consanguinidade parental®?. No mesmo sentido,
uma outra avaliacdo de coorte multicéntrica mostrou que, independentemente
da origem geogréfica dos pacientes, os com consanguinidade parental
apresentaram frequéncia de causas mendelianas de SN de 38%, comparada a
13% nagueles em que a consanguinidade parental foi ausente®l. Outro fator
determinante na frequéncia de causas mendelianas encontradas € a idade de
manifestacdo da SN. De fato, tal frequéncia de SN é maior entre pacientes com
manifestacdo de SN antes de 1 ano de vida, atingindo 97% nos casos que se
manifestam antes de 3 meses de idade:°°%:%2, Em nossa casuistica, a baixa
frequéncia de pacientes com manifestacao de SN antes de 1 ano de idade, assim
como a auséncia de avaliacdo de variacdo de numero de cépias na analise
genética, pode ter contribuido para a baixa frequéncia de causas mendelianas
identificada em nossa populacdo. Por outro lado, a maior taxa de formas
mendelianas observada no grupo de pacientes encaminhados de centros
externos (21,4%) comparada a de nosso centro reflete possivelmente um viés

de selecéo de encaminhamento por parte dos servicos externos.

A SNC é caracterizada por proteindria macica e edema grave iniciados antes dos

trés meses de vida. Quando ndo causada por infecgcdes congénitas, variantes
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patogénicas sdo identificadas em uma frequéncia bastante elevada em genes
que codificam proteinas que participam da barreira de filtracdo glomerular®>.
Variantes em NPHS1 constituem a causa genética mais frequente de SNC®1.92.96,
tendo sido responsaveis por todos 0s nossos casos de SNC nos quais
identificamos variantes causativas mendelianas®%!. Pacientes de ascendéncia
finlandesa apresentam em sua maioria duas variantes: 1) c.121_122delCT
p.(Leu4lFs), uma delecéo de 2 pares de bases (pb) que resulta em mudanca do
quadro de leitura e consequente cdédon de parada no éxon 2, com geracao de
uma proteina de apenas 90 aa'®%; e 2) ¢.3325C>T p.(Arg1109Term), variante
nonsense, mais comum, que gera um produto proteico de 1109 aa. Esse
truncamento remove parte o dominio intracelular da nefrina'®. Uma série de
outras variantes de NPHS1, localizadas ao longo de seus 29 éxons, tém sido
associadas a SN, determinando cursos clinicos variados'®'%8, No nosso
primeiro caso identificamos duas variantes missense descritas anteriormente
como patogénicas, sendo uma delas a variante  NPHS1l: c.2132C>A
p.(Arg711Ser). Interessantemente essa variante apresenta efeito fundador em
populacdo de etnia Maori'®®, tendo sido relacionada a fenétipos mais leves de
SN, refletidos em sobrevida renal de até 37 anos quando em homozigose. Tal
observacdo sugere que a outra variante identificada no paciente, c.1137T>A
p.(lle446Asn), a qual ja foi descrita em um paciente brasileiro com SNC€°,
determine um efeito deletério significativo. Nosso segundo caso apresenta a
variante patogénica em NPHS1 c¢.3286+1G>A em sitio de splicing em
homozigose, variante ndo descrita previamente. De modo interessante, tal
variante se encontra em regido genémica de ancestralidade nativo-americana,
pouco representada em estudos anteriores. As variantes NPHSI1:
c.514 516delCCA p.(Thri72del) e ¢.2728T>C p.(Ser910Pro), por sua vez,
encontradas no terceiro caso, j& haviam sido descritas previamente em
populacdo caucasiana®l. Neste caso, a identificacdo da causa mendeliana logo
apos a manifestacdo da SN nos auxiliou no manejo clinico da paciente, sempre
desafiador na SNC?, Tal manejo frequentemente inclui suplementacédo de
albumina endovenosa e uso de diuréticos, e utilizacdo de anti-inflamatérios ndo
hormonais e de inibidores do eixo renina-angiotensina-aldosterona, além das

possibilidades de nefrectomia unilateral ou bilateral, dialise peritoneal ou
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hemodidlise e transplante renal, se possivel de maneira preemptiva, ou assim

que for possivel*62.

NPHS2 é o gene mais frequentemente associado a SNCR ou GESF em todas
as faixas etarias, exceto no Japdo e na Coreial92103.164.165 variantes que levem
ao truncamento da podocina ou a mudanca no quadro de leitura, em homozigose
ou em heterozigose composta com outra variante patogénica, podem levar a
SNC'65, A variante em NPHS2 ¢.503G>A p.(Arg168His), por sua vez, esta
associada a inicio precoce de SNCR quando em homozigose ou em
heterozigose composta, enquanto a variante ¢.538G>A p.(Vall80Met) foi
associada a inicio tardio de SNCR%°, A variante ¢.413G>A p.(Arg138Glin),
provavelmente relacionada a efeito fundador no norte da Europa, constitui-se na
variante mais prevalente nas séries reportadas de pacientes desse
continente'®4165 A proteina resultante dessa variante é retida no reticulo
endoplasmatico e perde a capacidade de recrutar a nefrina nas jangadas
lipidicas'®4. A variante R229Q por sua vez, esta presente em 3% da populacéo
de ascendéncia europeia, tendo sido identificada como causa de SNCR mais

tardia quando em trans com determinadas variantes patogénicas em NPHS2166,

Identificamos variantes causativas em NPHS2 em 3 de nossos 14 pacientes com
causas mendelianas. Um desses casos apresentou a variante R229Q em um
alelo em trans com a variante p.(Leu305Pro) localizada no éxon 8 e classificada
como provavelmente patogénica pelos critérios do ACMG. Espera-se, assim,
gue a variante p.(Leu305Pro) exerca um efeito dominante negativo nesse caso,
alterando a dimerizacéo e a localizacdo da podocina R229Q conforme descrito
para variantes especificas localizadas no exon 7 ou 8 de NPHS2%’. Vvale
ressaltar que dados in vivo e in vitro sugerem que a podocina R229Q arg231gin
em camundongos, apresentou expressao reduzida e degradacao proteossémica
aumentada, respectivamente'®®. Uma vez que inibidor de calcineurina pode
restaurar a expressao de podocina e sinaptopodina induzida por aminoglicosideo
puromicina (PAN) em poddcitos, € possivel que seu efeito benéfico em nossos
dois pacientes tenha seguido esse mecanismo'%®. Além disso, a podocina pode
ter sua expressao e localizacdo modificadas em doencas inflamatérias, de modo
gue seu perfil de expresséo possa ser restaurado em algum grau em resposta a

utilizacdo desses imunossupressorest®®. Curiosamente, esse paciente e o que
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albergava a variante ¢.506T>C:p.(Leul169Pro) em NPHS2 em homozigose foram
os dois unicos da coorte que apresentaram reducao significativa de proteindria,
mas n&o remissao, apos terapia com corticosteroide e inibidor de calcineurina. E
importante mencionar que resposta parcial a imunossupressao, que neste caso
incluiu prednisona, ciclofosfamida e ciclosporina, foi previamente descrita em um

paciente com a variante ¢.506T>C:p.(Leu169Pro) em homozigose6s.

Trés pacientes de duas familias apresentaram variantes em PLCEL, todos com
manifestacdo de SN aos 5 meses de idade e rapida evolugcdo para DRET. Em
um estudo prévio com uma coorte de 139 pacientes de 95 familias, 14 casos
apresentaram variantes consideradas patogénicas em PLCE1'”°. Nestes
pacientes, a idade média de manifestacdo da SN foi de 22,8+5,0 meses, com
evolugcado para DRET em 29,1+3,0 meses. Esclerose mesangial difusa foi o
padrdo histolégico mais encontrado em pacientes que manifestaram SN em
idade mais precoce, enquanto GESF foi o mais frequente nos demais. Nao se
detectou relacéo entre o tipo da variante patogénica identificada em PLCEL e o
diagndstico histoldgico. Vale dizer que até o momento ndo ha relatos de
associacado entre variantes em PLCE1l e glomerulopatia colapsante. Um dos
Nnossos pacientes com variante causativa em PLCELl constitui, portanto, a
primeira observacgéo de tal associacdo. De fato, sua manifestagéo de SN aos 5
meses de idade e evolugdo em 1 més para DRET sao consistentes com elevada
gravidade e com o diagndéstico histologico de glomerulopatia colapsante. Vale
mencionar, por outro lado, que um estudo anterior reportou um paciente com
resposta a ciclosporina, bem como individuos com variantes em PLCE1l
consideradas patogénicas em homozigose que ndo manifestaram a doenca até
aidade adultal’®171.172 Nesses casos, as variantes encontradas foram nonsense
ou geraram alteracdo do quadro de leitura. Admite-se, portanto, que o tipo e
localizacdo da variante em PLCE1l, o background genético e/ou fatores
ambientais possam ser determinantes as consequéncias clinicas da doenca

renal associada a este gene.

Variantes em COQ?2 foram associadas a dois padrées de glomerulopatiast’3. O
primeiro € glomerulopatia colapsante, caracterizada por proliferacédo de células
epiteliais associada a colapso do tudo glomerular, com presenca de mitocéndrias

abundantes e dismoérficas em poddcitos. Esse padrdo foi observado em um dos
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Nossos pacientes em que foram encontradas variantes causativas em COQ2. No
segundo padrao histolégico descrito, observa-se deplecéo de células epiteliais
viscerais secundaria a apoptose, acumulo de matriz extracelular e esclerose do
tufo glomerular, caracterizando GESF*73174, COQ?2 codifica polipreniltransferase,
enzima que catalisa o segundo passo da reacdo de biossintese de CoQ10,
gerando o produto intermediario da CoQ10 ligado & membrana. Variantes
patogénicas em COQ2 foram associadas a um amplo espectro de acometimento
neurolégico e/ou renal'’>. Ha descricdo de que a reposi¢cdo de CoQ10 iniciada
imediatamente apos identificacdo de proteindria em crianca com variantes
patogénicas nesse locus e funcéo renal normal reduziu a proteinria®3'7¢. No
Nosso caso, € possivel que o tipo de mutacdo e/ou 0 momento da introducéo da
reposicdo de CoQ10 - quando a doenca renal ja se apresentava em estagio
avancado — tenham sido determinantes na auséncia resposta. Vale dizer que
suplementacédo oral de CoQ10 néo se correlacionou com melhora significativa

dos sintomas neurolégicos em pacientes com mutagdes em COQ2176,

O gene WT1 possui 10 éxons que codificam 36 isoformas potenciais em
mamiferos, tendo papel importante no desenvolvimento genitourinario e renal. A
propor¢cdo de transcricdo associada a duas isoformas, com auséncia ou
presenca da triade de aa lisina-treonina-serina - isoformas KTS- e KTS+ -
desempenha papel fundamental no desenvolvimento sexual masculino e renal.
Tais isoformas séo definidas pelo sitio de splicing doador localizado no intron 9.
Variantes patogénicas neste sitio de splicing determinam reducao da razéo entre
KTS+/KTS-. A decisdo sobre feminino ou masculino é bastante complexa, e
depende primeiramente da presenca ou auséncia do gene SRY localizado no
cromossomo Y177, SRY induz a expressdo de SOX9, importante para
desencadear a rede genética da formacao dos testiculos. Em individuos XX ou
naqueles XY com deficiéncia de SRY, a rede genética da formacédo de ovarios é
ativada. As duas vias de ativacdo parecem evoluir de maneira antagonica

durante o desenvolvimento.

Na sindrome de Frasier, é observada reducdo do numero de células
expressando SRY e reducédo de niveis de SRY nos precursores das células de
Sertoli. Esse efeito é determinado por diminuicdo da atividade de WT1, traduzida

na reducéo da razdo KTS+/KTS-. Diante dessa alteragao, a interagdo com 0s
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fatores de transcricdo Gata4/Fog2, necessaria para a ativacdo de Sry, analisada
em modelo de camundongo é comprometidal’’. A expressao de SRY é essencial
para a ativacdo de SOX9, proteina com papel importante na proliferacdo e
recrutamento de células progenitoras adicionais. WT1 participa da regulacdo
negativa de varios genes envolvidos no desenvolvimento renal, incluindo os
genes que codificam as proteinas caixa pareada 2 (PAX2), proteina 1 de reposta
de crescimento precoce (EGR1), fator de crescimento de transformador beta
(TGFp) e fator de crescimento semelhante a insulina (IGF). Variantes em WT1,
por sua vez, foram associadas a proteindria e SN. A sindrome de Frasier é
clinicamente caracterizada por glomerulopatia progressival’®. Individuos com
caridtipo XX parecem desenvolver apenas SN, enquanto individuos XY
desenvolvem SN e graus variados de alteracdo do desenvolvimento sexuall’®.
Nos dois casos observados, ambos o0s pacientes sdo 46XY e apresentam
alteracdo da diferenciacdo sexual, um dos quais fenotipicamente feminino e
outro com hipospadia e criptorquidia'®. Além disso, um dos pacientes tem a méae
com a mesma variante causativa em WT1, a qual desenvolveu SN associada ao

diagnostico de GESF, a semelhanca do caso anteriormente descrito.

Destacamos também que a identificacdo das fenocopias associadas a variantes
em COL4A5 e CUBN podem orientar a investigagdo de outros 0Orgaos

possivelmente afetados no primeiro caso e 0 acompanhamento em ambos.

CUBN codifica cubilina, proteina que serve como receptor de captacao,
envolvida na reabsorcéo de albumina e proteinas de baixo peso molecular pelas
células epiteliais do tubulo proximal. Cubilina também participa da absorcédo de
vitaminas em células epiteliais do trato gastrointestinal®l. Enquanto variantes
patogénicas localizadas em posi¢cao 5 até o éxon 8 estdo associadas a ma
absorcdo intestinal de vitamina B12, variantes patogénicas localizadas em
posicdo 3’ ao éxon 8 associam-se a proteinuaria tubular e parecem néao afetar a
funcdo renal a longo prazo®. De maneira muito interessante, o paciente que
apresentou variantes patogénicas em CUBN em heterozigose composta parece
ter tido uma glomerulopatia inicial com resolucéo clinica espontanea, associada
a proteinuria tubular determinada pelas variantes patogénicas em CUBN. De
fato, sua funcéo renal se manteve preservada, e a proteindria fixa em niveis nao

nefréticos apds a aparente resolucédo da GESF.
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Fenocopias associadas a COL4A3-5 consistem nas causas mendelianas mais
frequentemente relacionadas a GESF em adultos!®2183 e também tém sido
encontradas em coortes pediatricas de SN%:%.101 A identificacdo de variantes
causativas em COL4A5, em particular, pode direcionar ndo apenas o
monitoramento e 0 manejo das consequéncias nos rins, ouvidos e olhos, mas
também na identificacdo de outros familiares afetados. Ainda que sem
tratamento especifico estabelecido até o momento, a utilizacdo de iECAs ou de
bloqueadores do receptor AT1 da angiotensina Il antes do declinio da funcao

renal aumenta a sobrevida renal em cerca de 13 anos!83,

Os pacientes em nossa populacdo pediatrica que apresentaram GAR de APOL1
manifestaram SN em idades mais avancadas e evoluiram rapidamente para
DRET, a semelhanca de pacientes com SNCR e GESF das coortes CKiD e
Neptune'®, e de uma coorte brasileira na qual houve a participacdo de uma
porcentagem significante dos pacientes deste estudo!!®. Nos nossos pacientes,
0s padrdes histolégicos associados a GAR de APOL1 incluiram apenas GC ou
GESF, achado consistente com o pior desfecho da SNCR relacionado a esse
locus de suscetibilidade. Embora ndo tenhamos demonstrado que pacientes com
apenas um alelo de risco de APOL1 apresentam progressdo mais rapida para
DRET ou atingem DRET com mais frequéncia que pacientes sem tais alelos,
tendéncia de progressao mais rapida para DRET foi observada no estudo que

analisou o impacto dos gendtipos de APOL1°.

GAR de APOL1 também tem sido associado a risco de pré-eclampsia em
parturientes afro-americanas cujos fetos apresentam GAR de APOL1!% a
prematuridade em criancas afro-americanas que posteriormente desenvolveram
GESF*, a presenca de microalbuminiria em criangas africanas com HIV&’ e
de microalbumindria de inicio mais precoce em criangcas com anemia

falciformel88,

Embora marcadamente associado a africanos e afro-americanos, GAR de
APOL1 nédo se associou a raga autodeclarada em nossa populagédo avaliada,
estando presente em pacientes autodeclarados brancos. Também néo
observamos diferengca na porcentagem de ancestralidade genética continental
africana entre pacientes que albergam zero AAR de APOL1, um AAR de APOL1

ou GAR de APOLL. Vale notar que este ultimo grupo apresentou apenas 28%
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de ancestralidade global africana. Tais achados, embora diferentes da maior
parte dos estudos anteriores, sdo consistentes com caracteristicas de
populacdes multirraciais e altamente miscigenadas, onde a percepcao da raca a
partir das caracteristicas fenotipicas da pele e do cabelo, ainda potencialmente
modificadas pelo contexto sociocultural, ndo necessariamente se correlacionam

com a ancestralidade genética.

Observamos em nossa casuistica predominancia de ancestralidade global
europeia (~65%), seguida pela africana (~22%), nativo-americana (~10%) e leste
asiatica (~2%), distribuicdo similar as encontradas na coorte Saude, Bem-Estar
e Envelhecimento (SABE)'??, onde os individuos saudaveis avaliados também
apresentaram predominancia de ancestralidade europeia (73%), seguida pela

africana (18%), nativo-americana 7% e leste asiatica (3%).

A avaliacdo da ancestralidade tem sido muito utilizada na identificacdo de
variantes genéticas associadas com protecdo ou susceptibilidade a doengas cuja
ocorréncia ou frequéncia variam significantemente entre as populacfes. Nesse
cenario, estudos de associacdo utilizando marcadores genéticos de
ancestralidade tornaram-se estratégicos nas ultimas décadas. Na pratica clinica,
entretanto, os dados de ancestralidade genética normalmente nao sao
acessiveis, e a autodeclaracgéo racial ainda é muito aplicada®®1%°, Vale enfatizar
gue quanto maior a miscigenagao de uma dada populagéo, menor a correlagéo
entre a autodeclaracdo e a ancestralidade genética, de modo que tais
caracteristicas fenotipicas ndo deveriam ser utilizadas como equivalentes a

avaliacdo de ancestralidade genética!818°,

Neste estudo, pacientes que se autodeclararam ndo brancos progrediram mais
rapidamente para DRET. Além disso, a autodeclara¢éo nédo branca foi associada
a aumento de risco de progresséao para DRET, independentemente dos achados
genéticos. Embora a ancestralidade genética média africana tenha sido baixa
nos pacientes autodeclarados ndo brancos, de cerca de 31%, esta foi
significantemente maior do que naqueles que se autodeclararam brancos. Em
consonancia com esses achados, pacientes com maior porcentagem de
ancestralidade genética ndo europeia tenderam a evoluir mais rapido para DRET
guando comparados aos pacientes com menor porcentagem de ancestralidade

genética europeia. E importante atentar que no Brasil observa-se correlagio
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positiva entre maior proporcdo de ancestralidade europeia e poder aquisitivo*®°.
Além disso, individuos que se auto declararam ndo brancos apresentam maior
chance de terem menor renda e apresentarem menor grau de escolaridade,
fatores que impactam negativamente nos prognosticos relacionados a satide*®?.
Essas questBes histéricas associadas a fatores socioecondmicos dificultam a
distincdo entre fatores genéticos e ambientais na influéncia sobre o prognostico

renal.

Ao avaliar a ancestralidade das respectivas regides genGmicas das variantes
identificadas, encontramos uma distribuicdo semelhante a da ancestralidade
global da populacdo geral de pacientes, sendo 65% europeia, 15% africana e
10% nativo americana, ndo tendo sido possivel determinar a ancestralidade das
regides gendmicas de duas variantes. Realcamos que as duas variantes em
regides gendmicas de ancestralidade nativo-americana sdo variantes nao
descritas anteriormente, correspondendo a 22% das novas variantes. Apesar do
numero baixo de pacientes, esse dado € consistente com o fato de que a grande
maioria dos estudos genéticos em doencas renais tém sido conduzidos em
populacbes do hemisfério norte, com baixa representatividade de ancestralidade
nativo-americana. Até onde sabemos, esta € a primeira vez que regifes
gendmicas de variantes mendelianas relacionadas a SN séao estudadas quanto
a ancestralidade genética, sendo este o método mais preciso para definir a
origem racial das mesmas. Tal abordagem é particularmente importante em
populacdes altamente miscigenadas como o Brasil, pois permite a identificacédo
de variantes causativas de diferentes origens raciais, bem como a andlise do
desempenho patogénico de diferentes variantes mendelianas em backgrounds
genéticos distintos. Essa abordagem devera trazer avancos na analise genética
molecular e na compreensao da NS em cenarios de diversidade fenotipica e de

diversidade genética.

N&o encontramos nenhum paciente albergando a combinacdo de variante(s)
mendeliana(s) e GAR de APOL1 em nossa casuistica, nem mesmo combinac¢ao
de variante(s) mendeliana(s) e um AAR de APOL1. Até o momento foi reportado
um unico caso de SNC que apresentava variantes causativas em NPHS1 e
gendtipo APOL1 G1/G1, identificado em uma casuistica de 152 pacientes com

SNCR ou GESF descendentes de africanos ou das Antilhas Francesas!2.
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Ao observar as caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes analisados,
identificamos 3 faixas etarias distintas relacionadas a idade de manifestacdo da
SN, sendo elas menor que 1 ano, entre 1 ano e 9 anos incompletos e maior ou
igual a 9 anos de idade. Interessantemente, a maior parte das causas
mendelianas foram identificadas em pacientes menores de 1 ano e todos 0s
pacientes que albergaram GAR de APOL1 manifestaram a SN apés 9 anos de
idade. Esses achados sugerem que outros fatores além da presenca de base
genética associada a SN sejam importantes contribuintes para o efeito da idade

sobre a gravidade da SN em pacientes pediatricos.

Um numero significativo de pacientes com SNCR apresentaram LHM a histologia
renal, representando 26% dos casos sem identificacdo de causas genéticas.
Todos os pacientes com LHM manifestaram SN entre 1 ano e 9 anos de idade.
Apenas um paciente com LHM apresentou causa mendeliana relacionada a
sindrome de Alport, e em nenhum deles foi identificado GAR de APOL1. Esses
achados sugerem que a SNCR com causa ou susceptibilidade genética ndo se
apresenta ou raramente se apresenta como LHM, histologia renal associada a
relativa preservagédo da funcéo renal. Nao observamos nenhum paciente com
LHM que atingiu DRET durante o tempo do estudo. Por outro lado, todos os
pacientes com GC, exceto um, evoluiram para DRET, sendo este o fenétipo renal

mais frequente nos pacientes com GAR de APOLL1.

Nao foi observada recidiva de GESF ou SN ap0s o transplante renal em
pacientes com causas mendelianas ou naqueles que apresentaram GAR de
APOL1. Em contraste, 47,6% dos pacientes nos quais nao foram encontradas
causas mendelianas ou GAR de APOL1 apresentaram recidiva no enxerto renal.
Esses dados sdo semelhantes aos encontrados em estudos prévios, nos quais
a recidiva apoés o transplante renal € pouco provavel em pacientes com causas
mendelianas ou susceptibilidade genética para SN associada a GAR de
APOL1%19 A recorréncia de SN no enxerto renal, portanto, deve muito
provavelmente estar associada na grande maior parte dos casos a fator(es) de

permeabilidade circulante(s), ndo avaliados em nosso estudo.

Nossos resultados, obtidos em uma populagdo multirracial e altamente
miscigenada, ampliam consideravelmente a caracterizacdo genética molecular

e clinica da SNC, SNCR e GESF em idade pediatrica, incluindo dados robustos
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advindos de analises de ancestralidade global e local. A sélida integracao de tais
dados estende importantemente o entendimento da patogénese da sindrome

nefrética pediatrica.

6. CONCLUSOES

1. Pacientes com SNCR, SCN e/ou GESF que apresentaram remisséo da SN
em resposta a tratamento com corticosteroide ou inibidor de calcineurina ndo
evoluiram para DRET no periodo analisado. Em nenhum desses casos foram

identificadas causas mendelianas ou GAR de APOL1.

2. Pacientes com LHM a histologia renal ndo progrediram para DRET no periodo
de tempo avaliado. Apenas um desses casos apresentou causa mendeliana,

representada por uma variante no gene COL4A5.

3. Pacientes com GAR de APOL1 evoluiram mais rapidamente e frequentemente

para DRET e apresentaram diagndstico histolégico de GESF ou GC.

4. Nao foi observada associacao entre raca autodeclarada néo branca e GAR de
APOL1 na coorte de pacientes analisada, e nem entre porcentagem de
ancestralidade africana e GAR de APOL1, evidenciando profunda miscigenacao

populacional.

5. Pacientes autodeclarados ndo brancos evoluiram mais rapidamente para
DRET. No mesmo sentido, raca autodeclarada ndo branca associou-se a risco

aumentado de progressédo para DRET, independente dos achados genéticos.

6. Pacientes com maior componente de ancestralidade genética ndo europeia
apresentaram tendéncia de atingir mais rapido DRET. Na mesma linha,
ancestralidade ndo europeia associou-se com significancia marginal a risco

aumentado de progresséo para DRET.

7. A frequéncia de causas mendelianas encontrada na populacdo avaliada foi

similar as encontradas em populacdes equivalentes com baixo nivel de
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consanguinidade. Os genes mais frequentemente afetados por variantes
causativas foram NPHS1 e NPHS2.

8. Pacientes transplantados com causas mendelianas ou GAR de APOL1 né&o

apresentaram recidiva da doenca no enxerto.

9. A proporcao de ancestralidade genética das regides gendmicas das variantes
causativas identificadas foi similar a da ancestralidade genética global
encontrada na coorte. As duas unicas variantes identificadas de ancestralidade

nativo-americana sao novas.

10. Pacientes com manifestacdo de SN antes de 1 ano de idade ou aos/apos 9
anos de idade evoluiram mais rapidamente para DRET. No mesmo sentido,

estas faixas etarias associaram-se a risco aumentado de progressao para DRET.
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