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1. INTRODUGAO

A Insuficiéncia renal crbnica (IRC) é definida pela incapacidade dos rins em
remover os produtos de degradagdo metabodlica do corpo ou de realizar as
funcdes reguladoras (WU et al., 2021). A etiologia da IRC pode ser devido a
obstrucdo do trato urinario, diabetes mellitus, hipertensao arterial ndo controlada,
disturbios vasculares, entre outras (RIBEIRO et al., 2008). Porém, deve-se levar
em consideracdo a contribuicdo genética tanto para a funcado renal na faixa
saudavel quanto para as doencas renais, a qual € apoiada por estimativas
significativas de herdabilidade (TIN; KOTTGEN, 2020).

Alguns estudos recentes mostraram uma associagdo do polimorfismo R577X
(rs1815739) da alfa-actinina-3 (ACTN3) a rabdomidlise em atletas, lesdo que
pode levar a insuficiéncia renal aguda (HANSSON et al.,, 2020). O gene da
ACTN3 codifica um membro da familia de genes da proteina de ligagdo a
alfa-actina, possuindo 23407 pares de bases e esta localizado no cromossomo
11913.2 do genoma humano (NCBI - National Center for Biotechnology
Information).

Embora o gene da ACTNS3 seja expresso em células tubulares ascendentes de
Henle nos rins, esse polimorfismo nunca foi estudado em pacientes submetidos a
tratamento crénico de hemodialise. Portanto, o objetivo do presente estudo foi
determinar a prevaléncia do polimorfismo R577X da ACTN3 em pacientes com

insuficiéncia renal crénica em tratamento de hemodialise (HD).

2. METODOLOGIA

Este é um estudo observacional transversal incluindo genotipagem do
polimorfismo R577X da ACTN3 em 217 pacientes com doenga renal crénica

(DRC) em hemodialise no Hospital Universitario Sado Francisco de Paula,
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localizado no municipio de Pelotas/RS, e 413 pessoas saudaveis morando no
mesmo bairro do hospital. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica local
(CAAE 64821816.0.0000.5339, “ Parecer ” n° 940521 ) e todos os participantes
assinaram o consentimento informado. Os critérios de inclusdo adotados foram
possuir idade igual ou superior a 18 anos e pelo menos 3 meses em tratamento
de HD.

O DNA genbémico (gDNA) foi extraido de amostras de sangue. Para isso, foram
adicionados 500 microlitros de sangue a 1,5 ml de solugédo de lise de globulos
vermelhos (Tris-HCI 10 mM pH 7,6; MgCI2 5 mM . NaCl 10 mM) por 2' e lavados
com ela 3 x por centrifugagdo. Para a pelota restante foram adicionados 1,5 ml de
solugéo de lise central (Tris-HCI 10 mM pH 8,0; NaCl 100 mM; EDTA 10 mM pH
8,0; dodecilsulfato de sodio 0,5). O sobrenadante foi tratado com Proteinase K
(INVITROGEN, cat. 25530-015) a 55°C por 4 horas. A precipitagdo de proteinas
foi realizada adicionando 200 pl de Solugdo de Precipitacdo de Proteinas
(QIAGEN, cat. 158912). O gDNA foi precipitado em isopropanol (1:1) e lavado
com etanol a 70%. O gDNA foi hidratado com 50 pl de agua isenta de nuclease.
Os quatro primers utilizados para as reagdes ARMS-PCR estdo descritos na
tabela 1. O protocolo descrito anteriormente por Schadock et al., 2015 funcionou
bem com 2x GoTaq ® Green Master Mix (PROMEGA, cat M7122). Toda a reagao
foi repetida por dois pesquisadores diferentes até que o consenso fosse
alcangado no resultado. A precisdao do método foi verificada por PCR em tempo
real usando o TagMan® SNP Genotyping Assay baseado em fluorescéncia
disponivel comercialmente (Ensaio C_590093 1, Applied Biosystems, Foster City,

CA, EUA). O teste revelou 100% de precisdo comparando as duas técnicas.

Tabela 1. Sequéncias dos primers externos especificos do fragmento e dos

primers internos especificos do alelo usados para genotipagem por PCR

Nome Seqiéncia Tamanho do produtoe
hACTN3E 3-CGCCCTTCAACAACTGGUTGGA -3 650 pb com hACTN3r
hACTNSr 5 - GATGAGCCCGAGACAGGCAAGG -37

hACTN3TIf 3" - CAACACTGCCCGAGGCTGACTG -37 315 pb com hACTN3r

hACTNICur 5 - CATGATGGCACCTCGCTCTCGG -37 413 pb com hACTIN3E
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Quanto a parte estatistica, para as analises de associa¢des foram utilizadas a

regressao linear multivariada e X 2.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A prevaléncia do gendtipo XX foi duas vezes maior em pacientes em hemodialise
em comparagao ao grupo controle como mostra a tabela 2.
Tabela 2. Distribuicdo e analises do gendtipo ACTN3-R577X

Hemodialise Controle
Tabela de
Gendtipo Obzervado Eszperado Obzervado Esperado contingéncia

Yoln) Yaln) Ya(m) %a(n) valoer p
ACTN3-R57TTX
RR 16,3(30) 18,0(33.1) 35,6(147) 35,6(143.0) <0,0001
RX 52,1(96) 48.9(89.9) 46,5(192) 48 4(200,0
XX 31.5(38) 33,2(61.1) 17.9(74) 16,9(70.0)
Frequéncia do alelo X 0376 0,412

HWA ValorP= 0333 ValorP= 0414

ACTN3-R377TX = polimorfismo alfa-actinina-3 R377X ;
HWA = analize para equilibrio de Hard-Weinberg.

Portadores do alelo X iniciaram HD até 11 anos antes em comparagcdo aos
pacientes com gendtipo RR, e individuos heterozigotos iniciaram HD apenas 1
ano depois daqueles portadores do gendtipo XX. Embora os pacientes com o
alelo X tenham desenvolvido insuficiéncia renal mais precocemente, nao houve
influéncia do polimorfismo R577X na sobrevida dos pacientes em HD apés inicio
do tratamento, indicando que apesar da maior predisposicao a insuficiéncia renal
cronica, ndo ha diferenca no prognostico entre gendtipos apds inicio do

tratamento de HD.

Figura 1. Analise de genotipagem ACTN3. As bandas de comprimento de 413 e
318 pb sao produtos de primers especificos refratarios internos e confirmam a

presenca dos alelos “R” e “X”, respectivamente.
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4. CONCLUSOES

Os resultados sugerem associagdo do alelo X do polimorfismo R577X da ACTN3
com a insuficiéncia renal e a idade em que a hemodialise foi necessaria, sendo o
gendtipo RR protetor. Porém a ligagao genética do polimorfismo ACTN3 R577X
deve ser verificada. A identificagdo de polimorfismos se torna importante, visto
que, podem servir como importantes marcadores genéticos para diagndéstico
clinico precoce, tratamentos eficazes e melhor compreensao da fungédo genética e
da saude de um individuo (GRAY et al., 2000; WU et al., 2023).
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