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EPIGRAFE

"Enquanto houver vontade de lutar havera esperanca de vencer."

(Santo Agostinho)



http://pensador.uol.com.br/autor/santo_agostinho/

HLA e doenca renal policistica autossomica dominante numa populagéo do

estado Parana, Sul do Brasil.

RESUMO

A doenca renal policistica autossdmica dominante (DRPAD) é uma patologia de
origem genética. O aumento progressivo do volume dos rins pela formag&o de cistos, afetando
a funcionalidade do parénquima renal. A formagéo de cistos pode ocorrer em outras regides,
tais como o figado, pancreas e vesicula seminal. Algumas complica¢Ges sdo associadas ao
volume renal como a hipertensdo, hematuria macroscopica, litiase renal, aumentos dos cistos
e dor. Varios estudos demonstraram a influéncia do HLA no desenvolvimento e/ou protecdo a
algumas doengas. O objetivo deste estudo foi verificar a existéncia de associa¢des entre genes
HLA-A, HLA -B, HLA-C, HLA-DQ e HLA-DR com a DRPAD. A pesquisa incluiu 68
pacientes com DRPAD e 375 pacientes sem diagndstico clinico da doenca, em tratamento
dialitico, pareados por idade, sexo e faixa etaria, utilizando o método PCR-SSO (polymerase
chain reaction-sequence specific oligonucleotide) do kit LABType® One Lambda, CA, USA,
aliado a tecnologia Luminex. Foi verificada associacdo nos genes: HLA-A*26 (OR=2,09),
HLA-B*07 (OR=2,08), HLA-B*38 (OR=2,34) e HLA-B*55 (OR=3,76) e nos hapldtipos HLA-
A*26-HLA-C*07(OR=3,41) com o desenvolvimento da DRPAD. Os resultados sugerem
suscetibilidade a DRPAD com a presenca dos alelos HLA-A*26, HLA-B*07, HLA-B*38,
HLA-B*55 e o haplotipo HLA-A*26-HLA-C*07.

Palavras-chave: rim policistico autossdmico dominante, HLA, caso-controle.



HLA genes and autosomal dominant polycystic kidney disease in state

population of Parana, Southern Brazil.

ABSTRACT

The autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD) is a disease of genetic origin.
The progressive increase of the kidneys occurs by the formation of cysts and that affects the
functionality of the renal parenchyma. The formation of cysts can occur in other regions, such
as liver, pancreas, seminal vesicle. Some complications are associated with kidney volume as
hypertension, macroscopic hematuria, nephrolithiasis, increased cysts and pain. Several
studies have shown the influence of HLA in the development and / or protection against some
diseases. The aim of this study was to investigate the associations between HLA-A, HLA-B,
HLA-C, HLA-DQ and HLA-DR genes with ADPKD. The research included 68 patients with
ADPKD and 375 patients without clinical diagnosis of the disease on dialysis, matched for
age, gender and age, using the PCR-SSO method (polymerase chain reaction-sequence
specific oligonucleotide) of LABType® One Lambda kit, CA, USA, coupled with the
Luminex technology. Association was found in the genes: HLA-A*26 (OR = 2.09), HLA-
B*07 (OR = 2.08), HLA-B*38 (OR = 2.34) and HLA-B*55 (OR = 3.76) and haplotype HLA-
A*26-HLA-C*07 (OR = 3.41). The results suggest susceptibility to the presence ADPKD
certain HLA alleles.

Keywords: Autosomal dominant polycystic kidney, HLA, case-control.
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1. CAPITULO |
1.1. DOENCA RENAL POLICISTICA
1.1.1. ASPECTOS GERAIS

A primeira descricdo sobre a doenga ocorreu em estudo realizado em Copenhagen,
onde foram avaliados 284 pacientes e seus familiares (DALGAARD, 1957). A maioria dos
casos de doenca renal policistica apresenta um padréo de heranca mendeliano (TORRA et al.,
2000; HARRIS & ROSSETTI, 2010), classificada como recessiva ou dominante. A doenca
renal policistica autossdmica recessiva (DRPAR) é mais rara e letal durante a infancia, os
sintomas se manifestam durante a fase intrauterina ou neonatal. A doenca renal policistica
autossdmica dominante (DRPAD) apresenta sinais e sintomas clinicos que se manifestam na
fase adulta e caracteriza-se pela presenca de cistos nos rins (HARRIS & TORRES, 2009;
BERGMANN, 2015).

Alguns sintomas clinicos estdo relacionados com a doenca renal policistica (DRP)
como hipertensdo, dor abdominal, infecgBes urinarias e hematdria, e manifestagdes clinicas
extrarrenais como aneurismas cerebrais, hérnias abdominais e diverticulose intestinal
(HARRIS & TORRES, 2009; GOMEZ, 2010).

O diagnostico clinico e laboratorial desta patologia é caracterizado pelo aumento
progressivo do volume dos rins devido & formacdo de cistos, afetando a funcionalidade do
parénquima renal (GOMEZ, 2010; BLANCHETTE, 2015). Os cistos sdo formados de
maneira gradual e com tamanhos diversos, localizados ao longo do parénquima renal. Os
fluidos que compdem os cistos podem ter a aparéncia clara, opaca, aquosa ou espessa. Pode
ocorrer a formacdo de cistos em outras regides como: figado, pancreas e vesicula seminal
(BASTOS & ONUCHIC, 2011). Exames como a ultrassonografia e a ressonancia magnética

podem ser utilizados no diagndstico destes cistos (PEI, 2010).

1.1.2. EPIDEMIOLOGIA

A doenca renal policistica tem sido estimada em 1:20.000 na DRPAR (HARRIS &
TORRES, 2009; WHITTLE & SIMOES, 2014) e de 1:1000 a 1:400 individuos na DRPAD.
Aproximadamente de 5-10% dos pacientes, que utilizam a terapia dialitica, sdo portadores de
doenca renal policistica autossomica dominante (NUNES et al., 2008; BALCELLS &
CRIACH, 2011; WHITTLE & SIMOES, 2014).
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1.1.3. DOENCA RENAL POLICISTICA AUTOSSOMICA DOMINANTE
1.1.3.1. ASPECTOS PATOLOGICOS DA DRPAD

A doenca renal policistica autossémica dominante ocorre, geralmente, entre a terceira
e quarta década de vida (HARRIS & TORRES, 2009). A manifestacdo dos sintomas clinicos
e a evolucdo da doenca variam de uma pessoa para outra, como a perda da filtragdo
glomerular e idade do inicio da terapia dialitica, estagio cinco da doenca renal cronica
(SHOKEIR, 1978). Algumas complicacdes sdo associadas ao volume renal como a
hipertensdo, hematlria macroscépica, litiase renal, aumentos dos cistos e dor (TORRES et al.,
2012). Estudos indicam que a causa da hipertenséo arterial seja o sistema renino-angiotensina
intrarrenal (TORRES & HARRIS, 2009).

Das complicac@es clinicas, uma das mais importantes é a doenca cardiovascular, com
0 desenvolvimento de aneurismas cerebrais, prolapso da valvula mitral e hipertrofia
ventricular esquerda (FIGUEIREDO, 2013). A dor abdominal € o sintoma mais frequente,
sendo associada a infecgdo renal, pedras ou nefrolitiase (TORRES & HARRIS, 2009).

1.1.3.2. CARACTERISTICAS MOLECULARES DA DOENCA RENAL
POLICISTICA AUTOSSOMICA DOMINANTE

A DRPAD é uma doenca heterogénea, causada pela alteracdo nos genes Polycystic
Kidney Disease 1 (PKD1,173900) e o Polycystic Kidney Disease 2(PKD2, 600666)
(BALCELLS & CRIACH, 2011; BASTOS & ONUCHIC, 2011). O gene PKD1 € responsavel
por 85-90% dos casos, e 0 gene PKD2 é responsavel por 10-15% dos casos; em menores
proporgdes, existem estudos de casos sugerindo um terceiro gene denominado de
PKD3(Polycystic Kidney Disease 3) (DAOUST et al., 1995).

Né&o é possivel distinguir clinicamente qual das mutacGes deu origem a doenca, sabe-
se, no entanto, que as manifestacdes clinicas no gene mutado PKD2 séo observadas, em geral,
20 anos mais tarde do que no gene mutado PKD1 (GAINULLIN et al., 2015). As mutacdes
envolvendo os genes do PKD1 sdo consideradas mais severas, pois evoluem rapidamente para
a terapia dialitica (BALCELLS & CRIACH, 2011; CNOSSEN & DRENTH, 2014). Até o
presente momento, foram detectadas mais de 2.323 mutacgdes envolvendo o gene PKD1 e 278
envolvendo o gene PKD2 (http://pkdb.mayo.edu/).

O gene PKD1 esta localizado no cromossomo 16p13.3, é constituido por 46 éxons,
abrangendo uma regido genémica de 54 kb (ONG & HARRIS, 2005; BALCELLS &
CRIACH, 2011). O gene PKD1 produz um mRNA de aproximadamente 14kb e codifica a
policistina 1 (MURCIA et al.,1998; BASTOS & ONUCHIC, 2011)


http://pkdb.mayo.edu/
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O gene PKD?2 esta localizado no cromossomo 4p21, possui 15 éxons, abrangendo uma
regido gendmica de 68kb, gera um transcrito de aproximadamente 5 kb e codifica a policistina
2 (BALCELLS & CRIACH, 2011; BASTOS & ONUCHIC, 2011).

1.2. COMPLEXO PRINCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDADE (MHC)

O MHC humano foi descoberto por Jean Dausset, Jan van Rood e colaboradores, e
observaram que pacientes que haviam sido submetidos a transfusdes de sangue ou a
transplante renal anteriormente, quando submetidos a transplantes renais, apresentavam
anticorpos que reconheciam as células dos doadores de sangue ou do rim e, 0s anticorpos
produzidos por mulheres multiparas reagiam com as células paternas [1]. O Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC) em humanos localiza-se no brago curto do
cromossomo 6, compreende uma regido contendo mais de 220 genes, nos quais se incluem os

genes do sistema Antigeno Leucocitario Humano (HLA), (Robinson et al., 2015).

IMUNOLOGIA CELULAR E MOLECULAR - 7* Edicao
Abbas & Lichtman & Pillai
ISBN: 9788535247442

Elsevier Editora
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Figura 1. Representacdo esquematica da localiza¢do dos locos HLA
Fonte: Abbas A.K; Lichtman A.H (2012).

1.2.1. ANTIGENO LEUCOCITARIO HUMANO

O Antigeno Leucocitario Humano, do inglés, Human Leukocyte Antigen, esta contido
na regido do Complexo Principal de Histocompatibilidade, localizado na regido
cromossémica 6p21.

De acordo com a estrutura molecular, funcdo bioldgica e distribuicdo tecidual, os
produtos codificados, na regido MHC, séo classificados em classe I, Il e I1l. As moléculas
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classicas de classe | sdo denominadas de HLA-A, HLA-B e HLA-C e as de classe Il
denominadas de HLA-DR, HLA-DQ e HLA-DP (ROBINSON et al., 2014).

Todas elas possuem trés porcGes, uma extracelular com a funcdo de apresentar
peptideos as células T, desempenhando um papel fundamental no sistema imune adaptativo,
uma porcdo transmembrana, exercendo a funcdo de ligar a molécula a camada lipidica e a
citosélica que permeia sinais intracelulares (DONADI, 2000; SHIINA, et al., 2009).

Inimeros estudos tém demonstrado a participacdo de genes do sistema HLA e
doencas, entre elas, podemos citar a narcolepsia que esta fortemente associada ao gene HLA-
DQB1*06:02 (HALLMAYER, 2009) e a espondilite anquilosante, ao gene HLA-B*27
(ZUCMAN, 2008). Outras doencas, envolvendo a participacdo da resposta imune, também
tém sido associadas, como a diabetes mellitus do tipo I, doenca de Graves, tireoidite de
Hashimoto, doenca de Addison, entre outras (FERNANDES et al.,2003)

IMUNOLOGIA CELULAR E MOLECULAR - 7* Edicao
Abbas & Lichtman & Pillai

ISBN: 9788535247442

Elsevier Editora
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Figura 2. Representacdo esquematica das regides HLA de classe | e classe II.
Fonte: Abbas A.K; Lichtman A.H. (2012).

1.2.2 HLA de Classe |
As moléculas sdo expressas na superficie das células nucleadas e em plaguetas. Sdo
formadas por duas cadeias ligadas ndo covalentemente entre si: a cadeia o, polimorfica,

codificada na regido HLA pelos genes HLA-A, B e C, denominados de classicos e genes
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HLA-E, -F e G, denominados de ndo classicos ¢ a cadeia -microglobulina, ndo polimorfica,
codificada em outra regido cromossdmica (cromossomo 15). A porcdo amino terminal é
composta por um par hélices al e a2 (codificados pelos €xons 2 e 3, respectivamente), que
interagem formando uma lamina B-pregueada de 8 fitas, e dard origem a fenda de ligacdo de
peptideos de tamanhos variados entre 8 a 11 aminoacidos. Os peptideos sdo gerados no
citosol, através da agdo dos proteassomas e transportados ao reticulo endoplasmaético pelas
proteinas TAP 1 e 2 € transportada até a membrana da célula Os residuos de peptideos
depositados se localizam na fenda e adjacentes, é transportada até a membrana da célula e
assim sdo apresentados as células CTL CD8" (ABBAS & LICHTMAN, 2012).

MHC de Classe |

Fenda de ligacao Peptideo
’ do peptideo N =
R .

~  Ponte de dissulfeto -----

Dominio Ig

Figura3: Representacdo esquematica do MHC de classe .
Fonte: Abbas A.K; Lichtman A.H. (2012).

1.2.3 HLA de Classe Il

As moléculas do HLA de classe Il sdo expressas em células apresentadoras de
antigenos (dendriticas, linfocito B e em macrdfagos). E composta por duas cadeias
polipeptidicas, com peso molecular de 32 a 34 kD a cadeia a (éxon 2) ¢ a cadeia  (éxon 2)
com peso molecular de 29 a 32kD associadas entre si de forma ndo covalente. A interacdo da
por¢do al e 1 formam uma fenda de ligacao de peptideos, estruturalmente semelhante ao da
classe I, diferenciando-se somente por que esta fenda, encontra-se aberta, permitindo a ligagédo
de peptideos de 30 ou mais residuos de aminoacidos. O processamento dos peptideos ocorre
em compartimentos endolisossomais e sdo transportadas até as superficies celulares e a
apresentacéo dos peptideos as células T CD4" (FERNANDES et al., 2003.; CALICH & VAZ,
2009; ABBAS & LICHTMAN, 2012).
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Figura 4: Representacdo esquematica do MHC de classe II.
Fonte: Abbas A.K; Lichtman A.H. (2012).
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A crescente descoberta de alelos durante o periodo de 1987 a 2015, figura 3, demonstra como

o sistema HLA é altamente polimdrfico, contendo, até o presente momento, 10.574 alelos do
HLA de casse | e 3.568 alelos do HLA de classe Il ( ROBINSON et al., 2015).

Class | Alleles ®Class |l Alleles

Number of alleles.
@
2
S

1987
1989
1990
1991
1992
1993
1994
1995

Figura 5: Alelos nomeados

1996
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2007
2008
2009
2010

i
]

2m
2012
2013
2014

@ SGE Marsh 12/2015

2015

de 1987 até dezembro de 2015 na base de dados IMGT/HLA.

Classe | representada pela cor verde e classe 1l pela cor preta.
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1.3. NOMENCLATURA

A nomenclatura do HLA, preconizada pelo Comité Internacional para normatizacao da
denominacdo dos alelos de histocompatibilidade € da sigla HLA, a utilizacdo do hifen e o
loco, na sequéncia a utilizacdo do asterisco (*) e o quatro digitos que identificam o alelo. Os
locos de classe I apresentam polimorfismo apenas na cadeia o (gene A), sendo mantidas pelo
Comité as designacdes HLA-A, HLA-B e HLA-C. O que néo ocorre nos locos de classe I,
que apresentam polimorfismo nas duas cadeias a e P, sendo utilizadas as letras A ¢ B
respectivamente na denominacdo do alelo (HLA-DPA1, HLA-DPB1, HLA-DQA1, HLA-
DQB1, HLA-DRA1, HLA-DRB1, HLA-DRB3, HLA-DRB4, HLA-DRB5). Os digitos
adicionais utilizados s&o para mudancas sinénimas ou variantes ndo-codificantes
(ROBINSON et al.,2015).

Hyphen used to separate Suffix used to denote
gene name from HLA prefix changes in expression
Separator * ' Field Separators
HLA-A*02:101:01:02N
-
: ® @ a ‘
HLA Prefix Gene Field 4; used to show
differencesin a
Field 1; allele group non-coding region
Field 2; specific HLA protein

Field 3; used to show a synonymous DNA
substitution within the coding region

© SGE Marsh 04/10

Figura 6: Nomenclatura dos genes HLA.

1.4. JUSTIFICATIVA

Devido a funcdo biologica das moléculas HLA na apresentacdo de peptideos aos
linfécitos e, o seu alto grau de polimorfismo, varios estudos tém descrito a associacdo do
sistema HLA, como marcador genético, na suscetibilidade a certas patologias. Até o0 momento
existem poucos estudos sobre o sistema HLA na doenga renal policistica autossémica
dominante.

Estudo desta natureza pode contribuir para o conhecimento da etiopatogenia da

DRPAD, na prevencéo, diagndstico, tratamento e também no aconselhamento genético.
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1.5. OBJETIVOS
1.5.1. GERAL
Verificar a existéncia de genes do sistema HLA de susceptibilidade/ resisténcia no

desenvolvimento da doenca renal policistica autossémica dominante.

1.5.2. ESPECIFICOS

- Identificar os alelos HLA de classe | e classe Il em individuos com a DRPAD e em
um grupo de individuos sem diagnostico clinico da doenca.

- Estimar as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas destes genes nestes dois
grupos;

- Verificar a conformidade das proporcdes genotipicas, com respeito as expectativas
em equilibrio de Hardy-Weinberg.

- Verificar se existe associacdo dos marcadores genéticos entre o grupo de pacientes e

controles.
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RESUMO

Introducdo: A doenca renal policistica autossomica dominante (DRPAD) se origina
da mutacdo em um dos dois genes, PKD1 ou PKD2, ocasionando a formacao de cistos renais.
Inimeros estudos tém demonstrado associa¢des do HLA no desenvolvimento de determinadas
doengas. O objetivo deste estudo foi avaliar a existéncia de associacOes entre alelos HLA-A,
HLA -B, HLA-C, HLA-DQ e HLA-DR com a DRPAD. Metodologia: O estudo abrangeu 68
pacientes e 375 controles utilizando o método PCR-SSO (polymerase chain reaction-
sequence specific oligonucleotide) do kit LABType® One Lambda, CA, USA, aliado a
tecnologia Luminex para a genotipagem. Resultado: Foram encontradas diferencas
significativas nas frequéncias alélicas entre pacientes e controles em HLA-A*26 (OR=2,09,
P=0,0386; IC 95% =1,08-4,06); HLA-B*07 (OR=2,08, P= 0,0188; IC 95% = 1,16- 3,75),
HLA-B*38 (OR= 2,34, P=0,0412; IC 95% = 1,05-5,20) e HLA-B*55 (OR=3,76, P= 0,0527;
IC 95% =1,04-13,49) e no haplétipo HLA-A*26-HLA-C*07(OR=3,41, P=0,0249; IC 95% =
1,22-9,55). Concluséo: Os resultados sugerem que a presenca dos alelos HLA-A*26, HLA-
B*07, HLA-B*38, HLA-B*55 e o haplétipo HLA-A*26-HLA-C*07 podem aumentar a
suscetibilidade 8 DRPAD.

Palavras-chave: rim policistico autossdmico dominante, HLA, suscetibilidade.
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INTRODUCAO

A doenca renal policistica (DRP) tem como principal caracteristica a formacao de
cistos nos rins, podendo atingir outros o6rgaos, como por exemplo, figado, pancreas, vesicula
seminal, e aracnoide. Outros sintomas, associados a DRP sdo a hipertensdo arterial, dores no
flanco e aneurisma cerebral [1]. A DRP é classificada conforme seu padrdo de heranca
mendeliano em doenca renal policistica autossdmica recessiva (DRPAR) ou dominante
(DRPAD). A DRPAR é estimada em 1:20.000 individuos, é considerada como mais rara e
letal durante a infancia, com a manifestagdo dos sintomas durante a fase intrauterina ou
neonatal [1,2] e a DRPAD ¢ estimada em 1:400 a 1:1.000 individuos, onde os sinais e

sintomas clinicos se apresentam a partir da fase adulta [1,3].

A prevaléncia da DRPAD em alguns paises foi de 1:1000 no condado de Olmsted
Country em Minnesota [4]; 1:1000 na Dinamarca [5]; 0,48:100.000 no Tennesse e na Georgia
[6]; 90:100.000 na Franca [7]; 41:100.000 no Pais de Gales [8]; 33, 1:100.000 Alentejo
(Portugal) [9] e 25:100.000 no Japdo [10]. A formacéo de cistos ocorre na DRPAR e DRPAD
[11]. O aumento progressivo do volume dos rins, decorrente da formagao de cistos, resulta na
perda da funcionalidade do parénquima renal, necessitando o paciente de dialise e/ou de
transplante [1]. Aproximadamente 10% dos pacientes que utilizam a terapia dialitica sdo

portadores de doenga renal policistica autossdmica dominante [12,13].

Na DRPAD, os cistos surgem tardiamente e no fluido cistico sdo encontrados uma
série de citocinas e fatores de crescimento, que sdo ativados pelas células de defesa do
organismo [14,15,16]. O fator de necrose tumoral alfa tem sido associado com a cistogénese
na DRPAD [17,18]. Recentemente, em um levantamento bibliografico, algumas variantes
SNP de citocinas foram possivelmente relacionadas 8 DRPAD [19]

Em humanos, o MHC (major histocompatibility complex) possui uma extensdo de
aproximadamente 4000 kb, e esta localizado no brago curto do cromossomo 6. Compreende
mais de 220 genes, onde se encontram 0s principais genes de resposta imune, dentre eles,
encontram-se 0s genes do sistema HLA (human leukocyte antigen). De acordo com a
estrutura molecular, funcdo bioldgica e distribuicdo tecidual os produtos codificados nesta
regido MHC sdo classificados em classe I, Il e I1l. Os peptideos mais investigados da cadeia
alfa sdo codificados na regido de classe | e denominados de HLA-A, HLA-B e HLA-C, e os

peptideos mais investigados da cadeia beta de classe Il sdo denominados de HLA-DRBL1,
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HLA-DQB1 e HLA-DPBL. Estes locos sdo considerados os mais polimérficos investigados
até hoje; atualmente existem 14.232 alelos HLA, sendo 10.574 alelos de classe | e 3.658 alelos
de classe Il [20].

O HLA atua tanto no sistema imune inato, como ligantes de KIR localizados nas
membranas das células NK, bem como no sistema imune adquirido, exercendo uma funcéo
importante na apresentacio dos peptideos exdgenos e enddgenos aos Ly T CD4" e CD8",

respectivamente [21,22].

Inimeros estudos de associacdo entre os genes HLA e doencas multifatoriais tém
demonstrado associacOes fracas. As associacdes fracas estdo relacionadas a participacdo de
muitos genes (poligenia) e do fator ambiental no desencadeamento da doenga. No entanto,
alguns tém demonstrado que certos alelos séo fatores principais de suscetibilidade, tais como
o alelo HLA-DQB1*06:02 na narcolepsia [23] e o alelo HLA-B*27 na espondilite
anquilosante [24]. A descoberta de alelos que participam na susceptibilidade/resisténcia de
uma doenca pode desvendar as relacdes etiopatoldgicas das doencgas, suas interagfes com

demais genes, e futuramente mecanismos que possam levar ao tratamento e cura das doencas.

Diante disso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar uma associacéo entre os alelos HLA a

doenca renal policistica autossdmica dominante.
MATERIAL E METODOS

Caracterizacdo do Estudo. Foi realizado um estudo de corte transversal controlado,
experimental e analitico. Composto por 68 pacientes renais cronicos, diagnosticados clinica e
laboratorialmente, como causa da doenca renal cronica a DRP, de seis clinicas de dialise do
estado do Parana, sul do Brasil. E, o grupo controle foi composto por 375 pacientes sem
diagnéstico clinico da doenca, em tratamento dialitico, pareados por idade, sexo e faixa etéria.
Tendo em vista a baixa prevaléncia da DRPAD na regido estudada, o tamanho amostral do

estudo é representativo da populacéo.

Aspectos Eticos. O estudo foi conduzido de acordo com as normas preconizadas pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual de Maringa
(UEM), sob o parecer 183/2010, conforme a Resolucdo 196/2012 do Conselho Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP) e em conformidade com as diretrizes éticas da Declaracdo de

Helsinki (1975). Os pacientes foram convidados a participar desse estudo experimental de
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carter analitico, apds os devidos esclarecimentos sobre o projeto, foi realizado o
preenchimento da ficha cadastral e assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

Coleta das amostras. Foram coletadas amostras de 10 mL sangue de 68 individuos
portadores da DRP e 375 individuos controles ndo portadores da doenca, no periodo de 2010

a 2015. As amostras de sangue foram congeladas em freezer a -80°C até a extracdo do DNA.

Extracdo do DNA. O DNA genémico foi extraido utilizando o Kit de extracdo de
DNA BIOPUR® (Biometrix, Curitiba, Parana, Brasil), seguindo as instru¢bes do fabricante.
Em seguida foram avaliados o grau da pureza e concentragdo do DNA pelo espectrofotémetro
NanoDrop (2000c/2000UV-Vis), sendo realizado o ajuste na concentracdo de 20 ng/uL

guando necessario e congelados em freezer a -80° C.

Genotipagem. A tipagem HLA (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR e HLA-DQ) foi
realizada por PCR-SSO (polymerase chain reaction-sequence specific oligonucleotide) com o
kit LABType® One Lambda, CA, USA, aliado a tecnologia Luminex, de baixa resolucao.
Inicialmente o DNA alvo é amplificado por PCR-SSO, com a utilizacdo de iniciadores
especificos. O produto do PCR passa por uma reacdo de deshaturacdo, seguida de
neutralizacdo e biotinilado, o qual permite ser detectado usando estreptavidina conjugada com
R-ficoeritrina (SAPE) e hibridizado com sondas complementares ao DNA, ligadas as
microesferas codificadas fluorescentemente. A reacdo € lida no citdbmetro de fluxo
(LABScan™ 100 flowanalyser), que identifica a intensidade de fluorescéncia da ficoeritrina
em cada microesfera. Os resultados obtidos foram analisados pelo software HLA Fusion 3.2
para a determinacdo da tipagem HLA. As ambiguidades foram resolvidas por frequéncia e/ou
sequenciamento (PCR-SBT-Polymerase Chain Reaction-Sequence Based Typing) e/ou alelos

mais frequentes.

Analise estatistica. As frequéncias alélicas e genotipicas foram determinadas por
contagem direta. As comparacfes das frequéncias, entre pacientes e controles, foram
realizadas por meio de uma tabela de contingéncia 2x2. Valores de P foram avaliados pelo
teste exato de Fisher bicaudal, considerando nivel de significancia menor que 0,05. O risco de
desenvolver a DRPAD foi calculado por meio da determinacdo de OD (odds ratio), de acordo
com Woolf [25], através do programa Epi Info™ (versdo 7.1.2.0). A estimativa da

distribuicdo genotipica, entre as frequéncias observadas e esperadas, foi testada pelo método
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de Guo e Thompson [26], para verificar o equilibrio de Hardy-Weinberg através do Programa
Arlequin versdo 3.1 [27]. Considerando que a fase gamética é desconhecida, as frequéncias
haplotipicas foram calculadas pela estimativa de Maxima Verossimilhanca, via alogaritmo
EM (Expectation-Maximization), a partir de dados genotipicos, envolvendo multilocos
(EXCOFFIER & SLATKIN, 1995) [28], por meio do Programa Arlequin verséo 3.5
(EXCOFFIER & LISCHER, 2011) [29].

RESULTADOS

A média de idade (56 + 12,14; 55,3 + 14,05) e 0 género entre 0s pacientes com
DRPAD e os 375 do grupo controle ndo foi apresentado diferenca estatistica. A maioria dos
individuos investigados encontra-se na faixa etaria dos 51-60 anos. Nenhuma diferenga

estatistica foi encontrada na comparacao entre homens e mulheres dos dois grupos (P=0,13).

A informacao sobre a etnia foi baseada na autodeterminacéo dos pacientes. A maioria
dos pacientes era de origem caucasiana (51,4%), seguida respectivamente por
afrodescendente (19,1%) e os orientais (2,9%). As frequéncias genotipicas no loco HLA-B em
pacientes e HLA-DRB1 em individuos controles, ndo obedeceram ao equilibrio de Hardy-
Weinberg (P=0,0091 e P= 0,022, respectivamente), nos quais os valores esperados eram
maiores que os observados. Os alelos HLA-A*26; HLA-B*07, HLA-B*38 e HLA-B*55,
foram encontradas frequéncias mais elevadas nos pacientes quando comparado com 0S
observados nos controles (P< 0,05), tabelas 1 e 2. Nenhum dos alelos HLA-C, -DR ou —-DQ

encontrados se associaram com a DRPAD, tabelas 3,4 e 5.

N&o foram observadas diferencas significativas entre as frequéncias haplotipicas de
pacientes e controles. Os hapl6tipos mais frequentes nos pacientes foram HLA-A*01, -B*38,
-C*12, -DRB1*11, -DQB1*03; HLA-A*23, -B*07, -C*07, -DRB1*10, -DQB1*05 e HLA-
A*26, -B*08, -C*07, -DRB1*03, -DQB1*02, todos com uma frequéncia de 2,2%. No grupo
de controles, nenhum haplétipo apresentou frequéncia superior a 0,8%. O haplotipo HLA-
A*26-C*07, foi observado em uma frequéncia maior nos pacientes em relacdo aos controles
(8,8% vs. 2,7%, OR=3,41, P=0,0249 e IC 95%-= 1,22-9,55).

DISCUSSAO

Existem até 0 momento poucos estudos que associam a DRPAD e os variantes HLA. A

DRPAD é uma doenca crénica e complexa, em que ha desenvolvimento de multiplos cistos
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renais. Na DRPAD, o fator de inibicdo de migracdo de macrofagos (MIF) atua na producdo de
citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo tanto no sistema imune inato como adaptativo
nas doencas renais [30]. A manifestacdo dos sintomas clinicos e a evolucdo da doenga variam
de uma pessoa para outra, como a perda da filtracdo glomerular e idade do inicio da terapia
dialitica, estagio cinco da doenca renal cronica [31].

Em 2011, 3,8% dos pacientes em dialise no Brasil foram classificados como sendo o
diagnostico da doenca renal priméaria o rim policistico [32]. Os pacientes em fila de espera
para o transplante renal eram de 24.893 em setembro de 2015 no Brasil, sendo que 1.494
pacientes pertenciam ao estado do Parana [33].

A populacdo brasileira é heterogénea na sua composicao racial, apresentando
alto grau de miscigenacdo, principalmente de caucasianos de origem europeia, africanos e
amerindios. Isto se refletiu claramente em nosso estudo. O maior grupo populacional do
Brasil é compreendido pelos mesticos, que variam de regido a regidao. Com base na analise de
tipagem HLA da populacdo do estado do Parani, h& uma predominéncia de ancestrais
europeus e miscigenacdo de ancestrais africanos e europeus (mulatos). De acordo com a
classificacdo fenotipica, a populacdo branca € predominantemente de origem europeia
(80,6%), com uma pequena contribuicdo de genes de africanos (12,5%) e amerindios (7,0%).
A populacdo mulata consiste de ancestrais africanos (49,5%) e europeus (41,8%), com uma

pequena, porém, significativa contribuicdo de ancestrais amerindios (8,7%) [34].

Em um estudo realizado por Nunes e colaboradores, foi verificado que 7,5% dos
pacientes em hemodialise eram pacientes com a DRPAD, com caracteristicas clinicas
semelhantes aos relatados por pacientes na América do Sul e na Europa [3]. Outro estudo,
conduzido por Alves e colaboradores, na regido Sul do Brasil, verificou que 10,3% dos
pacientes em hemodidlise possuiam a DRPAD como diagndstico clinico e 72,9% destes, eram

de etnia caucasiana [35].

Alguns locos apresentam-se fora do equilibrio de Hardy-Weinberg. Isso poderia ser
explicado pelo fato de analisarmos os alelos em baixa resolugdo, o que diminui a taxa de
heterozigosidade, além disso, o loco HLA-B também apresentou maior homozigosidade no
grupo do alelo HLA-B*15 (-B*62-B*63, -B*70, -B*71- B*72) devido a somatoria dos

subtipos especificos.
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Em um estudo realizado por Spengler e colaboradores com 1.466 individuos, sendo 20
pacientes e 1446 controles, em Greifswald, Alemanha, ndo foram encontradas diferencas
estatisticas significativas para nenhum dos alelos de classe | ou Il [36]. Esta auséncia de
significancia talvez possa ser explicada devido a limitagdo do tamanho da amostra de
pacientes. Os seguintes alelos demonstraram estar envolvidos na suscetibilidade do individuo
no desenvolvimento da patologia: HLA-A*26, HLA-B*07, HLA-B*38 e HLA-B*55. O
presente estudo demonstrou que o HLA-A*26 parece estar envolvido na suscetibilidade da

DRPAD, indicando maior risco de desenvolvimento da patologia DRPAD.

A frequéncia do alelo HLA-A*26 em doadores de medula 6ssea cadastrados no
REDOME (Registro de Doadores de Medula Ossea) é de 3,3% entre os brasileiros, e no
estado do Parana é de 3,7% [37], semelhante ao observado no grupo controle deste estudo.
O mesmo é valido para B*38 (2,6% vs. 2,9%) e B*07 (7,2% vs. 6,4%) entre doadores de
medula do Parana e 0 nosso grupo de controles. A comparacdo com os doadores de medula
Ossea e 0 nosso grupo controle com este grupo foi para dar uma real ideia da homogeneidade

dos individuos que compuseram o grupo controle.

Os alelos HLA-B*07 e -B*38 demonstraram uma associacao positiva de duas vezes
mais para o desenvolvimento da DRPAD quando comparamos 0s pacientes e 0s controles
(P=0,0188 e P= 0,0418, respectivamente), enquanto que o —B*55 apresentou uma chance de
desenvolvimento de quase quatro vezes mais quando realizado a mesma comparagao
(P=0,0528).

N&o encontramos significancia estatistica no loco HLA-DR, e 0 mesmo resultado foi
obtido por Sharin e colaborador, corroborando assim com nossos resultados [38]. Entretanto,
estudo realizado na Espanha com 102 pacientes bascos, diagnosticados com DRPAD, foi
observado um risco maior para o desenvolvimento da patologia com o alelo HLA-
DRB1*01:01 [39]. Tal diferenca pode ser explicada pela diferenca dos grupos étnicos entre 0s

estudos.

Quando comparamos frequéncias haplotipicas HLA-A*26:01-C*07, indicou 3,41 mais
chances vezes de desenvolvimento da DRPAD quando comparados com o controle. Isto
sugere que, o hapldtipo pode potencializar a suscetibilidade, aumentando o risco de

desenvolver a doenca. A porcentagem de individuos encontrados com esse haplétipo em
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europeus caucasianos é de 0,09%, de 1,18% no Sudoeste Asiatico, 0,2% na Roménia e na

populacdo de Taroko, Taiwan a frequéncia é de 10,8%%. [40].

Para detectar o efeito sutil de determinado gene é preciso de analises estatisticas
ultrassensiveis, as quais, por sua vez, exigem enormes quantidades de dados que estdo fora do
alcance da maioria dos laboratérios académicos, segundo Watson [41]. Apesar do tamanho
amostral dos pacientes ser limitado é representativo frente a frequéncia da DRPAD
encontrada na populacdo, pois a prevaléncia de pacientes com DRPAD ¢é baixa na regido
estudada [19]. Os resultados obtidos podem contribuir com futuros estudos relacionados a
DRPAD, tornando interessante um estudo que associe os genes KIR, MIC, HLA-G, entre

outros, na DRPAD para melhor elucidar esta doenga.
CONCLUSAO

O presente estudo sugere a influéncia dos alelos HLA-A*26, HLA-B*07, HLA-B*3 E
HLA-B*55 na DRPAD. O resultado das frequéncias do hapl6tipo HLA-A*26 - C*07 também

sugere uma associagéo positiva para o desenvolvimento da DRPAD.
DIVULGACAO

Os autores declaram ndo haver conflitos de interesse.
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TABELAS

Tabela 1: Analise de associacdo: Comparacdo das frequéncias alélicas do gene HLA-A entre

0s grupos de pacientes com DRPAD e de controles.

Alelos Pacientes Controles

HLA n=68 % n=375 % P valor OR IC (95%)
A*01 19 14,0 70 9,3 ns
A*02 32 23,5 187 24,9 ns
A*03 11 8,1 74 9,9 ns
A*11 06 4,4 42 5,6 ns
A*23 08 5,9 37 4,9 ns
A*24 16 11,8 83 11,1 ns
A*25 02 15 18 2,4 ns
A*26 13 9,6 36 4,8 0,0386 2,09 1,08-4,06
A*28 00 0,0 01 0,1 ns
A*29 03 2,2 30 4,0 ns
A*30 07 52 39 52 ns
A*31 05 3,7 25 3,3 ns
A*32 00 0,0 17 2,3 ns
A*33 01 0,7 22 2,9 ns
A*34 03 2,2 08 11 ns
A*36 00 0,0 03 0,8 ns
A*66 01 0,7 05 0,7 ns
A*68 06 4,4 39 5,2 ns
A*69 01 0,7 01 0,1 ns
A*74 02 15 12 1,6 ns
A*80 00 0,0 01 0,1 ns

n= tamanho da amostra; P= teste exato de Fisher; OR= odds ratio; IC 95% = intervalo de

confianga; ns= ndo significativo.
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Tabela 2: Anélise de associacdo: Comparacdo das frequéncias alélicas do gene HLA-B entre

0s grupos de pacientes com DRPAD e de controles.

Alelos Pacientes Controles

HLA n=68 % n=375 % P valor OR IC (95%)
B*07 17 12,5 48 6,4 0,0188 2,08 1,16-3,75
B*08 08 59 41 5,5 ns

B*13 01 0,7 13 1,7 ns

B*14 04 2,9 23 31 ns

B*15 07 51 66 8,8 ns

B*18 06 4,4 37 4,9 ns

B*27 00 0,0 24 32 ns

B*35 10 7.4 84 11,2 ns

B*37 02 15 06 0,8 ns

B*38 09 6,6 22 2,9 0,0413 2,34 1,05-5,20
B*39 07 51 26 3,5 ns

B*40 07 51 38 51 ns

B*41 00 0,0 13 1,7 ns

B*42 03 2,2 17 2,3 ns

B*44 13 9,6 79 10,5 ns

B*45 03 2,2 15 2,0 ns

B*46 00 0,0 01 0,1 ns

B*47 00 0,0 01 0,1 ns

B*48 02 15 04 0,5 ns

B*49 04 2,9 23 31 ns

B*50 00 0,0 22 2,9 ns

B*51 18 13,2 71 9,5 ns

B*52 03 2,2 15 2,0 ns

B*53 02 15 17 2,3 ns

B*54 00 0,0 02 0,3 ns

B*55 04 2,9 06 0,8 0,0528 3,75 1,04-13,49
B*56 00 0,0 01 0,1 ns

B*57 04 2,9 19 2,5 ns

B*58 01 0,7 13 1,7 ns

B*81 01 0,7 02 0,3 ns

B*82 00 0,0 01 0,1 ns

n= tamanho da amostra; P= teste exato de Fisher; OR= odds ratio; IC 95% = intervalo de confianca; ns= ndo

significativo.
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Tabela 3: Anélise de associa¢do: Comparacgdo das frequéncias alélicas do gene HLA-C entre

0s grupos de pacientes com DRPAD e de controles.

Alelos  Pacientes Controles
HLA n=68 % n=375 % P valor OR IC (95%)

C*01 04 2,9 27 3,6 ns
C*02 04 2,9 53 7,1 ns
C*03 13 9,6 70 9,3 ns
C*04 16 11,8 110 14,7 ns
C*05 08 5,9 28 3,7 ns
C*06 07 52 68 9,1 ns
C*07 36 26,5 168 22,4 ns
C*08 04 2,9 31 4,1 ns
C*12 15 11,0 70 9,3 ns
C*14 05 3,7 20 2,7 ns
C*15 09 6,6 35 4,7 ns
C*16 12 8,8 39 5,2 ns
C*17 03 2,2 28 3,7 ns
C*18 00 0,0 03 0,4 ns

n= tamanho da amostra; P= teste exato de Fisher; OR= odds ratio; IC 95%-= intervalo de

confianga; ns= néo significativo.
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Tabela 4: Andlise de associacdo: Comparacdo das frequéncias alélicas do gene HLA-DR entre

0s grupos de pacientes com DRPAD e de controles.

Alelos  Pacientes Controles
HLA n=68 % n=375 % P valor OR IC (95%)

DR*01 07 52 73 9,7 ns
DR*03 17 12,5 77 10,3 ns
DR*04 14 10,3 100 13,3 ns
DR*07 18 13,2 87 11,6 ns
DR*08 10 7,4 39 5,2 ns
DR*09 02 1,5 15 2,0 ns
DR*10 07 5,2 15 2,0 ns
DR*11 25 18,4 104 13,9 ns
DR*12 02 15 09 1,2 ns
DR*13 12 8,8 92 12,3 ns
DR*14 08 5,9 35 4,7 ns
DR*15 08 59 75 10,0 ns
DR*16 06 44 27 3,6 ns
DR*18 00 0,0 01 0,1 ns
DR*53 00 0,0 01 0,1 ns

n= tamanho da amostra; P= teste exato de Fisher; OR= odds ratio; IC 95%-= intervalo de

confianga; ns= ndo significativo.
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Tabela 5: Andlise de associacdo: Comparacao das frequéncias alélicas do gene HLA-DQ entre

0s grupos de pacientes com DRPAD e de controles

Alelos Pacientes Controles
HLA n=68 % n=375 % Pvalor OR IC (95%)

DQ*02 27 19,8 152 20,3 ns
DQ*03 48 35,3 254 33,9 ns
DQ*04 09 6,6 48 6,4 ns
DQ*05 31 22,8 145 19,3 ns
DQ*06 20 14,7 151 20,1 ns
DQ*15 01 0,7 00 0,0 ns

n= tamanho da amostra; P= teste exato de Fisher; OR= odds ratio; IC 95%= intervalo de

confianga; ns= néo significativo.
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CAPITULO I
3.1 CONCLUSOES

v" Ao analisarmos os alelos HLA de classe | verificamos a influéncia dos genes HLA-
A*26, HLA-B*07, HLA-B*38 e HLA-B*55 sugerindo uma predisposi¢éo ao
desenvolvimento da DRAD.

v Foi identificada uma associacdo positiva quando associamos os haplétipos HLA-
A*26/HLA-C*07, demonstrando um fator de risco para o desenvolvimento desta
patologia.

v Néo foi identificada associacdo nos genes HLA de classe II.
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3.2 PERSPECTIVAS FUTURAS

A presente pesquisa auxilia na ampliacdo do conhecimento de mecanismos bioldgico
na suscetibilidade da DRPAD atraveés da influéncia dos genes HLA.

Neste sentido, torna-se interessante um estudo avaliando outros marcadores genéticos,

como os genes MICA, KIR (Receptor Imune de Células Killer) e HLA-G.



ANEXOS
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N é u M P ‘ t E l ‘ ‘ dt M P ¢
J Proé-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacio
J Comité Permanente de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Registrado na CONEP em 10/02/1998

CAAE N°. 0070.0.093.000-10 PARECER N°. 183/2010
I Pesquisador(a) Responsavel: Luiza Tamie Tsuneto I
I Centro/Departamento: CCS/Departamento de Ciéncias Bésicas da Saude I

Titulo do projeto: Caracterizagdo genética de pacientes policisticos na regido noroeste do Parana.

Analise da Pendéncia do Protocolo de Pesquisa:

Trata-se de projeto de pesquisa que pretende avaliar em pacientes portadores de doengas policisticas
renais marcadores genéticos ndo disponiveis em uma populagdo considerada como controle. O protocolo restou
pendente na reunidio de 9 de abril de 2010 para readequagdes no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

A pesquisadora apresenta nova versdo do TCLE, redigido em conformidade com as disposi¢des da
Res. 196/1996-CNS.

Consideracoes:
Considerando que o protocolo de pesquisa atende as exigéncias da Resolugdo 196/1996 do Conselho

Nacional de Saude;

PARECER: O COPEP — Comité Permanente de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Maringé é de parecer favoravel a realiza¢do da pesquisa.

Situagdo: APROVADO

CONEP: ( X ) para registro ( ) para andlise e parecer Data: 7/5/2010.

I O pesquisador devera apresentar Relatério Final para este Comité em: 1°/8/2012. I
O protocolo foi apreciado de acordo com a )
Resolugdo n°. 196/96 e complementares do / 4
CNS/MS, na 194* reuniao do COPEP em DAz o ==
7/5/2010. Prof*.Dr*. leda Harumi Higarashi
Presidente do COPEP

Em suas comunicagdes com esse Comité cite o niimero de registro do seu CAAE.
Bloco 10 sala 01 — Avenida Colombo, 5790 — CEP: 87020-900 — Maringé - PR
Fone-Fax: (44) 3261-4444 — e-mail: copep@uem.br
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Anexo II. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do Trabalho: “CARACTERIZACAO GENETICA DE PACIENTES
POLICISTICOS NA REGIAO NOROESTE DO PARANA".

Convite: Meu nome é Luiza Tamie Tsuneto, sou professora-
pesquisadora da Universidade Estadual de Maringd e estou convidando vocé para
participar do projeto de pesquisa que estou desenvolvendo com outros
pesquisadores. Justificativas, objetivos e procedimentos: O objetivo principal
deste estudo é definir se determinadas diferengas genéticas (informagées do
DNA que a pessoa possui) de genes que afetam a resposta imune poderiam
influenciar na ocorréncia da doencga policistica. Este é um exame ndo custeado
pelos planos de salde e é muito caro. Amostras: Este estudo laboratorial serd
realizado com uma técnica de Biologia Molecular e citometria de fluxo usando o
material contido em células do sangue. Desta forma, uma amostra de 20 mL
(pouco mais de duas colheres de sopa) de sangue serd obtida pela veia do brago.
Armazenamento: A amostra serd centrifugada e a papa de leucdcito serd
armazenada em tubos de congelamento identificados. O DNA serd extraido
desse concentrado de leucécito e armazenado em freezer -80°C para a sua
conservagdo. O soro serd armazenado em tubos de congelamento identificados
para a quantificagdo das citocinas. Participagdo: A sua participagdo no projeto
serd voluntdria, ndo havendo nenhum tipo de pagamento ou ressarcimento. Ndo
estando previstas indenizagées. Desconforto e riscos: O desconforto se
relaciona somente a picada da agulha, que pode gerar um leve ardor no local da
coleta. A coleta serd feita com agulha e seringa descartdveis, sem risco de
contaminagdo para o participante. Beneficios esperados: A priori achamos que
ndo haverad beneficio imediato ao conhecermos a constituigdo genética individual
em desenvolver a doenga, pois trata-se de um doenga multifatorial, onde o risco
relativo de cada gene contribui com uma pequena parcela na
Lsuscetibilidade/resisténcia a doenga. O que queremos saber é se existe a
participagdo ou ndo desses genes. Métodos alternativos existentes: Em nosso
laboratdrio, a genotipagem é realizada pelo método PCR-SSO. Existem outros do
tipo PCR-SSP onde a desvantagem da utilizagdo desse método é a quantidade
excessiva de DNA e o consumo elevado da Taq polymerase (reagente de
amplificagdo), que eleva o custo do exame. Ndo existe outro método disponivel
em nosso laboratério. Privacidade: O coordenador do projeto garante que os
dados do participante serdo mantidos em segredo e o seu home ndo serd exposto
nas conclusées ou publicagdes do estudo. Liberdade de recusar ou retirar o
consentimento: O participante ou seu responsdvel tem a liberdade de recusar ou
retirar o consentimento a qualquer momento sem prejuizo ao seu cuidado.
Destino das amostras: O material genético deverd ficar conservado no
Laboratdrio de Imunogenética da UEM por pelo menos 5 anos. Caso seja utilizado
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em outros projetos, um novo termo de consentimento serd solicitado ao
participante apds aprovagdo pelo Comité de Etica. Esclarecimentos: Qualquer
esclarecimento sobre a pesquisa poderd ser dado pela coordenadora deste
projeto (Dra. Luiza Tamie Tsuneto - Universidade Estadual de Maringa -
Departamento de Andlises Clinicas - Laboratério de Imunogenética - Bloco
I90 sala 102, Telefone: (44) 3011-4864 ou o Comité Permanente de Etica
em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (COPEP) da Universidade Estadual de
Maringa - Biblioteca Central - Campus Central - Telefone: (44) 3261-4444.
Estando ciente e de acordo com o contido neste documento:

Eu, , apos ter

lido e entendido as informagées e esclarecido todas as minhas duvidas
referentes a este estudo com o

, CONCORDO

VOLUNTARIAMENTE, em participar desse estudo. Declaro ainda, que () ndo

quero () quero conhecer o meu resultado do estudo.

Data: / /

Assinatura (do participante)

Eu, Luiza Tamie Tsuneto, responsdvel pelo projeto de pesquisa,
declaro que prestei todas as informagées aos responsaveis e comprometo-me
a conduzir todas as atividades deste estudo de acordo com as normas da

Resolugdo 196/96 CNS e complementares.

Maringg, de de

Assinatura:




48

Anexo ITT: FICHA CADASTRAL

Projeto de Pesquisa: "CARACTERIZACAO GENETICA DE PACIENTES
POLICISTICOS NA REGIAO NOROESTE DO PARANA",

Dados cadastrais: () Paciente () Controle

Nome:

Data de Nascimento:

Cidade:

Estado:

Endereco:

Cidade/CEP:

Telefone residencial:

Telefone comercial:

Contato:

Grupo étnico (assinale um quadro abaixo):
0 Branco 0 Negro 0 Mulato (Branco x Negro). [ Oriental
[ Oriental x Branco 0 Branco x Indio 0 Cafuzo (Negro x Indio)
[ Outros:.

Atividade profissional:.
Empresa:
Principais atividades desenvolvidas hos dltimos anos:

Dados clinicos:
Forma clinica da doenga:
Data do inicio da doenga............. Lo, Y.
Data do diagndstico da doenga............ L. .
Data do inicio do tratamento:
Medicamentos:
Exames utilizados no diagndstico da doenga:
Realizou cirurgia? ( ) ndo () sim, quais? Ndmero de cirurgias?...........cccoeooevrveereveenne.

Sintomas apresentados:

Outros:..

Médico responsadvel pelo paciente:

Averiguador:
CRF: e




Anexo IV - Achados clinicos importantes na DRP; critérios clinicos para

diferenciagdo PKD1; PKD2
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Sinal-Sintoma-Exames

Data de
Inicio

Observagdo

a) Idade do diagnéstico

b) Histéria familial

c) Hipertensdo

d) Hematuria

e) Dor Abdominal/Lombar

f) ITU de repetigdo

g) Uso de anti-hipertensivo

h) Creatinina - valor

i) TGP - Valor

j) Doenga Vascular
Cerebral

k) USG Abdomen -
Diagnéstico

I) Cisto hepatico/tamanho

m) Cisto
pancredtico/tamanho

n) Cisto renal/tamanho

o) Cdlcio sérico

p) Acido drico sérico

q) Diabetes

r) Outros medicamentos




