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Prefacio

Numa entrevista de candidatura a uma vaga de monitora de citogenética, em 1985, o
Professor Doutor Jorge Sequeiros apresentou-me propostas de estudo das familias com
paramiloidose de inicio tardio. Estavamos certamente longe de imaginar a representagao

dessa casualidade no meu futuro.

Ocupei-me desse trabalho no tltimo ano da licenciatura e no inicio do internato geral.
O realismo das descric¢des clinicas, encontrado na revisdo dos processos mais antigos do
Centro de Estudos de Paramiloidose, despertou a minha curiosidade e interesse pela doen-
ca. Os registos individuais, complementados por arvores genealogicas, iniciaram-se nos
anos trinta. Na tentativa de descrever a “doencga dos pezinhos”, uma entidade clinica nova,
os neurologistas detalhavam e pormenorizavam quase tudo. As expressoes da probreza e
da dureza de costumes das populacdes impressionaram-me. As cartas de doentes, fotogra-
fias, recortes de jornais ou correspondéncia entre médicos, causavam-me deslumbramen-
to e inquietagdes. A necessidade de colher dados concretos, € cumprir prazos, vencia com

dificuldade o desejo de divagar pelos variados papéis amarelecidos pelo tempo.

Pude, por outro lado, aligeirar as pesquisas bibliograficas. Os processos, neste caso,
foram substitutos excelentes dos livros de texto, revelando-me a semiologia e a historia
natural da doenga. Permitiram-me, mais tarde, acompanhar muitas geracdes de médicos e

doentes.

Apresentei o meu primeiro trabalho no V* International Symposium on Amyloidosis
(Hakone, Japao, 1987), integrada numa delegagdo portuguesa, liderada pelo Professor
Corino de Andrade. No fim dos anos oitenta, continuava ligada a paramiloidose nas con-
sultas de aconselhamento genético. Os apelidos da gente do mar integravam-se progressi-
vamente no meu trabalho. Olhando agora para essa época, creio ter vivido momentos de
transi¢do; convivi ainda com os clinicos, bioquimicos e geneticistas fundadores e estive

presente no advento das primeiras propostas e tentativas de tratamento etioldgico.
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Apds um ano de internato da especialidade, principiei a consulta de nefrologia voca-
cionada para a paramiloidose. Nesta doenca, como na maioria das patologias nefrologicas,
temos de promover relagdes duradouras com doentes cronicos e suas familias. A fragili-
dade transforma quem adoece, levando a erguer barreiras ou a deixar cair confidéncias.
Estes doentes, brandos ou déspotas, lutadores ou fatalistas, carinhosos ou corrosivos,

mudaram a minha percep¢ao da vida e contribuiram para o meu amadurecimento.

A raridade de manifestacdes renais na polineuropatia amiloidética familiar do tipo
portugués foi transmitida na literatura ao longo de décadas. Senti-me intrigada, desde
cedo, pela aparente inexpressividade da doenca renal nesta forma de amiloidose. Nos
processos de familias com inicio tardio notei descricdes ocasionais de edemas,
hipertensao arterial e proteintria. Idealizei um estudo para demonstragdo (ou negacao)
de nefropatia na PAF, de longa duracao, respeitando o primado da assisténcia clinica
sobre a investigacdo em stricto sensu. Formular hipdteses, pesquisar e conhecer as
familias, ordenar experiéncias e treinar histologia seriam um projecto profissional. Por
outro lado, a tradugdo do trabalho em tese de doutoramento contribuiria para aperfeicoar

objectivos, apurar metodologias e documentar tudo com mais rigor.

A presente dissertacdo de doutoramento apresenta, em artigos cientificos, os estudos
que delineamos para pesquisa e caracterizacao da doenga renal associada a amiloidose
hereditaria por uma variante da transtirretina, em que a metionina substitui a valina na
posi¢ao 30 da molécula (TTR V30M). A preceder este conjunto de artigos, como introdu-
¢do, apresentamos um trabalho sistematico de revisao de amiloidoses, a definicao de
objectivos e o plano geral de investigacao. A dissertagao completa-se com a discussao glo-
bal, conclusdes e sugestdes para o futuro. Apresentam-se, em forma de apéndice, algumas

arvores familiares.
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1. Definicdo de amiloidose

A amilodide ¢ uma substancia de natureza proteica que se deposita no espago extrace-
lular de vérios tecidos. O termo amiloidose ¢ atribuido a doenga que resulta da presenga

destes depdsitos.

A amiloidogénese envolve precursores proteicos especificos [1]. Estes, quando pro-
duzidos em quantidade excessiva, ou quando sofrem substituicdes especificas de aminoa-
cidos, ou quando sujeitos a alteracdes de clivagem proteolitica, podem gerar proteinas ou
fragmentos peptidicos que se agregam e depositam [1]. Estas moléculas proteicas agre-
gam-se numa estrutura ordenada formando fibrilas que medem 75 a 100 A em corte trans-
versal, com um comprimento indeterminado e configuracao p-pregueada na difrac¢ao por
raios X [2]. Esta estrutura tem a propriedade cristalina de birrefringéncia, resultando na sua

afinidade selectiva para alguns corantes histoquimicos como o vermelho do Congo.

Os varios tipos de amiloidose sdo definidos pela proteina basica que constitui as fibri-
las. O envolvimento fibrilar pode atingir varios 6rgdos ou ser localizado. As formas sistémi-
cas podem estar associadas a inflamacao ou infecgdes cronicas, a doengas dos plasmocitos,
a doengas hereditérias ou a dialise cronica. A deposicao localizada estd subjacente a patoge-

nia da doenga de Alzheimer, das encefalopatias espongiformes, e da diabetes tipo 2 [3].

A apresentacao clinica e a evolugao deste tipo de doengas dependem dos 6rgaos atin-
gidos, podendo ser estabelecidos alguns padrdes conforme a proteina precursora. Embora
a etiologia e patologia de cada tipo de amiloidose seja uma doenca diferente, a sua pro-
gressao causa geralmente lesoes organicas funcionais semelhantes. A terapéutica e prog-

nostico diferem conforme o precursor proteico [3].

2. Historia antiga

A amiloidose ¢ conhecida como entidade nosologica ha quase quatro séculos. A sua
descri¢do inicial assentou na patologia macroscopica e a progressao do saber na biologia

molecular.

Acrevisdo da historia antiga da amiloidose teve como fonte bibliografica as descri¢des
detalhadas por Benson, Cohen e Kyle [1, 4, 5 ¢ 6].

As primeiras descri¢des de autdpsia que podem corresponder a amiloidose foram fei-

tas no século XVII. Em 1639, Nicholaus Fontanus apresentou num doente com abcesso
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hepatico e epistaxis, um bago grande, em esponja, duro como uma pedra e preenchido por
uma substancia esbranquicada. Bartholin, em 1657, fez também a descri¢gdo de um bago
com aspecto semelhante, durissimo, que mal se conseguia cortar. Os estudos de autopsia
de Bonet (1620-1689), Malpighi (1628-1694) e Morgagni (1682-1770) continuaram a ser
compativeis com achados de amiloidoses do bago e figado. Portal, em 1789, documentou
uma substancia semelhante a toucinho (lardiforme) no figado de um doente idoso e segui-
damente numa crianga com tuberculose; notou que este figado endurecia com o calor como
a albumina, e atribuiu o aspecto macroscopico dos 6rgdos a uma obstrucio albuminosa.
Rokitansky, em 1842, mostrou no figado de doentes com tuberculose, sifilis e intoxica¢ao
pelo mercurio uma substancia cérea, lardiforme, gelatinosa, de consisténcia firme e acin-
zentada; julgou tratar-se de um tipo de figado esteatosico. No entanto, Budd (1845) anali-
sou um Orgao com o mesmo tipo de alteragdes e verificou que essa substancia infiltrada
consistia em albumina, s6 correspondendo a gordura numa pequena quantidade. Budd
demonstrou ainda o mesmo tipo de infiltragao nos rins de dois doentes, ambos com ante-
cedentes de tuberculose. Esta degenerescéncia, pelo aspecto macroscopico, foi designada
por cérea. Algum tempo depois, Gairdner, em 1854, chamou a atenc¢do para o envolvi-
mento parenquimatoso multiplo, com demonstracao da substancia lardiforme simultanea-

mente no figado, bago e rins.

O termo “amildide” foi criado em 1838 por um botanico alemao, Schleiden, para des-
crever um normal constituinte amilaceo das plantas (vindo do latim amylum e do grego
amylon). O mesmo termo foi utilizado por Virchow, em 1854, na descrigdo da reacgao par-
ticular dos corpora amylacea do sistema nervoso com a iodina, estando convencido que os
corpora amylacea poderiam ser idénticos ao amido. Virchow corou a substancia lardifor-
me com o iodo, tendo obtido uma coloragao azul; usando acido sulfurico no material tra-
tado com iodo obteve a cor violeta. Virchow atribuiu esta reac¢do a presenca de celulose,
comunicando o seu trabalho a Academia das Ciéncias Francesas - a substancia lardiforme
atribuiu a designacao de amiloide. A actividade do teste da iodina nos glomérulos e arte-
riolas aferentes renais foi verificada por Virchow. O envolvimento intestinal pela subs-
tancia foi usado para explicar o marasmo da fase final dos doentes. Meckel (1856) decidiu
aplicar o teste do iodo-acido sulfurico a diferentes o6rgaos (figado, bago, rins, artérias,
intestinos), contribuindo também para a descrigao de doenca na sua forma generalizada;
escolheu o termo de colesterina para a substancia. Enquanto que Virchow acreditava que

a coloragdo dos 6rgdos infiltrados por amildide se devia a isquemia por obstrug¢do vascu-
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lar de um produto celulésico, Meckel considerava que a colesterina ndo resultava da dege-
nerescéncia celulosica nem se assemelhava a amido. Friedreich e Kekule, em 1859,
demonstraram a auséncia de componentes glucidicos na amildide e confirmaram a pre-
senga de proteinas, tentando desacreditar o conceito de Virchow. Um caso de doenga lar-
diforme do rim associada a abcesso do ovario foi interpretada por Dickinson, em 1869,

como uma precipitacdo de fibrina do sangue, dado o seu contetido de nitrogéneo.

A Royal Society of London designou uma comissdo para atribuir a nomenclatura defi-
nitiva da substancia no fim do século XIX. O termo “lardiforme” foi adoptado: reflectia a
auséncia de celulose e a escolha de um termo ja usado, sendo assim facilmente compreen-
dido. Nao ¢ clara a razdo pela qual prevaleceu o termo amiloidose na medicina. Talvez a
manuten¢ao do teste do iodo-acido sulfurico como técnica de diagnoéstico, relacionada

com o patologista Virchow, tivesse ajudado a perpetuar o termo até a actualidade.

Os casos descritos tinham habitualmente relagdo com doencas infecciosas. Wilks
(1856) foi provavelmente o primeiro a reconhecer a amiloidose priméaria. Referenciou um
homem com edemas, albuminuria, coragdo hipertrofiado, rins e baco lardiformes sem
antecedentes de sifilis, tuberculose ou osteomielite. Wilks, dez anos depois, apresentou
mais 5 casos de doenca lardiforme sem patologia predisponente; segundo ele, o envolvi-
mento organico pela substancia ndo era por degenerescéncia, mas sim por preenchimento
com algo que levava a destruicdo dos elementos normais. Wilks fez notar que os “cilindros
céreos” descritos nos tubos renais ha ja muito tempo, nao tinham qualquer relagao com o
“rim céreo” tipico da amiloidose. Em 1872, Adams e Dowse associaram a amiloidose a um
caso de mieloma multiplo, mas s6 em 1904, com Askanazy-Konigsberg, esta descri¢ao se
consolidou. Foi Magnus-Levy (1931) quem relacionou a amiloidose do mieloma multiplo
a formacao da proteina de Bence-Jones, prenunciou que a amildide se poderia isolar como
substancia pura, e que contribuiu para estabelecer a sua relagdo com outras proteinas.
Apitz, em 1940, associou a producao excessiva de plasmocitos medulares a casos de “ami-

loidose primaria”.

A utilizagdo de corantes de anilina (metil-violeta, violeta de cristal) para o reconheci-
mento de amilodide foi descrita independentemente (1875) por Cornil em Paris, Heschl em

Viena, e Jiirgens em Berlim, e rejeitada por Virchow durante 10 anos.

Ehrlich aplicou o termo metacromasia (mudanga de cor) para definir essas colora-

¢oes, que se tornaram superiores as de iodina-acido sulfurico. A coloragdo metil-violeta,
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permitiu o reconhecimento da natureza extra-celular dos depdsitos de amildide. Estas
coloragdes metacromaticas foram substituidas pelo vermelho do Congo, introduzido por
Benhold em 1922, sem duvida um acontecimento de grande importancia na histéria da
amiloidose. Uma placa de amildide corada pelo vermelho do Congo, localizada no cére-
bro de um individuo idoso, adquiriu birrefringéncia verde (verde mag¢a) ao exame micros-
copico de luz polarizada, facto observado por Divry e Florkin em 1927. Estes autores atri-
buiram este fendémeno a estrutura cristalina da amildide. A colorac¢do pelo vermelho do
Congo com microscopia de luz polarizada mantém-se ainda como o teste histologico mais

simples para o diagnostico de amiloidose.

3. Historia antiga da amiloidose hereditaria

Ao longo dos anos tornou-se evidente que a amiloidose podia ocorrer com padrao
familiar. A descricdo de familias com polineuropatia amiloiddtica data de 1929 e 1938,
mas a designacao inicial atribuida foi a de amiloidose primaria [7, 8], por oposi¢ao a secun-
daria desenvolvida em associacdo com as doencgas inflamatorias cronicas, infecciosas ou

reumaticas.

Ostertag [9, 10] observou e relatou (1932) uma familia com inequivoca amiloidose
renal hereditaria: uma mulher, 3 dos seus filhos e um neto foram afectados por nefropatia
cronica, hipertensao arterial e esplenomegalia; albuminuria, hematiria e edema foram os
sinais mais precoces da doenca; a amiloidose visceral foi extensa, e a morte ocorreu cerca
de 10 anos ap6s o seu inicio. Maxwell and Kimbell [11], em 1936, descreveram 3 irmaos
falecidos na quinta década de vida com amiloidose visceral, envolvendo especialmente o
rim; a apresentagdo clinica constava de edemas, proteinuria e hepato-esplenomegalia;

alguns elementos da familia apresentaram urticaria.

Corino de Andrade, em 1939, observou uma mulher de 37 anos da Povoa de Varzim
com neuropatia periférica, perturbagdes gastrointestinais e de esfincteres; iniciou entdo o
estudo sistematico de outros casos semelhantes. A doenga atingia muitos membros de uma
familia, e a sua evolugdo era conhecida ao longo de geracdes na area onde foi considerada
endémica. Quando Andrade publicou, em 1952, o seu estudo de familias portuguesas com
polineuropatia e mostrou a deposi¢ao de amildide nos nervos periféricos e noutros 6rgaos,
a amiloidose hereditaria passou a ser amplamente reconhecida [12]. A leitura deste artigo
mantém-se imprescindivel para o conhecimento da entdo apelidada amiloidose generaliza-

da atipica ou paramiloidose (da nomenclatura alema, termo aplicado também por Ostertag).
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Andersson, em 1965, observou um homem de origem sueca, com neuropatia perifé-
rica e hipotensdo ortostatica, tendo um primo também com neuropatia e opacidades do
vitreo; mais tarde descreveu 16 casos adicionais [13] e em 1976 [14] publicou os achados
clinicos de 60 doentes, com amiloidose e neuropatia periférica em familiares originarios
do norte da Suécia. O mesmo quadro clinico foi reconhecido no Japao por Araki, em 1968,
em doentes com origem em Kumamoto e Nagano [15, 16].

A febre Mediterranica familiar, uma outra forma de amiloidose hereditaria, foi des-
crita pela primeira vez por Siegal em 1945, sob a designacdo de peritonite paroxistica
benigna [17]. A doenga atingia particularmente os judeus sefarditas e arménios, podendo

haver desenvolvimento sistémico de amiloidose com deposi¢@o renal proeminente.

Muckle e Wells em 1962 descreveram uma outra sindrome, que associava a presenca

de urticaria, surdez e artralgias, em 9 de 18 elementos, numa familia da Gra-Bretanha [18].

4. Historia moderna

A pesquisa e caracterizagdo da amiloide baseou-se durante muitos anos no estudo por
microscopia de luz, com Optica de polarizagdo. Cohen e Calkins, em 1959 [2], mostraram
por microscopia electronica que, em cortes ultra-finos, os tecidos com amildide revelavam
presenga de fibrilas, indeterminadas no comprimento e, invariavelmente, com 75 a 100 A
de largura. Estas fibrilas foram isoladas de tecidos amiloidéticos, sendo demonstrados os
diferentes potenciais de agregagao das proteinas precursoras € a sua estrutura 3-preguea-
da[19].

A descoberta das diferentes formas bioquimicas de amiloidose comegou em 1971,
com Benditt [20], que isolou a sequéncia da proteina AA relacionada com doengas infla-
matorias. Glenner, em 1971, evidenciou a natureza da proteina AL como sendo constitui-
da por imunoglobulinas [21] e Sletten, em 1976, mostrou que a amildide do carcinoma
medular da tirdide era composta por procalcitonina [22]. A amiloidose das neuropatias
amiloiddticas familiares foi identificada como pré-albumina (agora com o nome de trans-
tirretina) por Costa em 1978 [23]. As primeiras mutagdes pontuais associadas a amiloido-
se por transtirretina foram descritas em 1983 e 1984 [24, 25, 26]. A partir de 1983 sucede-
ram-se as descobertas dos precursores proteicos que representam formas de amiloidose
sistémica ou localizada (tabela 1). Em 2001, foi identificada a ultima molécula associada
a amiloidose no tumor epitelial calcificante odontogénico (tumor de Pinborg), no entanto

ainda sem proteina reconhecida para a classificar [27, 28].
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As bases de nomenclatura das amiloidoses tém sido adaptadas a evolugado da bioqui-

mica, biofisica e biologia molecular. A ultima revisao de nomenclatura foi proposta em

2001, no X" International Symposium on Amyloidosis em Budapeste, e estabelecida pela
Nomenclature Committee of the International Society of Amyloidosis em 2002 [28]. A

tabela 1 descreve a classificagdao das amiloidoses.

Tabela 1. Classificagdo das amiloidoses: proteinas das fibrilas amildides e seus precursores

PROTEINA
AMILOIDE PRECURSOR DOENCA OU TECIDOS ENVOLVIDOS
AL Cadeias leves de imunoglobulinas Primaria ou associada a mieloma; multiorganica
AH Cadeias pesadas de imunoglobulinas Primaria ou associada a mieloma; multiorganica
ATTR Transtirretina Familiar, sistémica senil;
nervo periférico, cardiaco, renal, ocular
Ap2M 2-microglobulina Insuficiéncia renal crénica, hemodialise; multiorganica
AA (Apo)AA sérico Secundaria, reactiva, familiar; multiorganica
ApoAl Apolipoproteina Al Familiar; renal, cardiaco
ApoAll Apolipoproteina All Familiar; renal, cardiaco
AGel Gelsolina Familiar; nervo periférico, cornea
Alys Lisozima Familiar; renal
AFib Cadeia AO. do fibrinogénio Familiar; renal
ACys Cistatina C Familiar; sistema nervoso central
ABri ABriPP Familiar; sistema nervoso central
Ap Precursor proteico da A (ABPP) Doenca de Alzheimer, senil
AprP Proteina do priao Encefalopatias espongiformes
Acalc (Pro)calcitonina Tumores da tiréide
AIAPP Polipeptideo amildide das ilhotas llhotas de Langerhans; diabetes mellitus, insulinomas
AANF Factor natriurético atrial Cardiaca atrial
APro Prolactina Pituitaria, prolactinomas
Alns Insulina latrogénica
AMed Lactaderina Adrtica senil
Aker Querato-epitelina Familiar; cornea
ALac Lactoferrina Familiar; cornea

Adaptado de: Westmark P, Benson MD, Buxbaum JN, Chen AS, Frangione B, Ikeda S, Masters C,
Merlini G, Saraiva MJ, Sipe JD. Amyloid fibril protein nomenclature — 2002. Amyloid: J Protein Fol-
ding Disord 2002; 9:197-200
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A nomenclatura actual assenta na natureza do principal componente da fibrila protei-
ca que ¢ designado por proteina A, seguido por uma forma abreviada do nome da proteina
“mae”. Ao prefixo A (amiloide) segue-se pois um sufixo especifico de cada proteina. A
amiloidose derivada da transtirretina (TTR), por exemplo, ¢ designada por ATTR. Esta
regra implica que uma proteina amildide s6 pode ser incluida na nomenclatura quando a

sua natureza bioquimica ¢ conhecida com absoluta certeza.

Existem ainda regras para a nomenclatura das variantes da proteina fibrilar conforme
as diferentes mutagdes do gene para a proteina; estas sdo nomeadas pela localizagdo do
residuo do aminoécido, sendo precedidas pela abreviatura do aminoacido normal e segui-
das da abreviatura da variante. Na abreviatura do aminoacido € usado um codigo de uma
letra. Como exemplo temos as proteinas ATTR V30M e a ATTR L111M.

O termo amiloidose ¢ até agora reservado a agregados proteicos extracelulares. Os
agregados intracelulares, mesmo tendo as caracteristicas habituais das proteinas amildi-
des, sdo excluidos [28]. A amiloidose ¢ a deposi¢ao extracelular, in vivo, duma proteina na
sua forma fibrilar. As propriedades Opticas caracteristicas das fibrilas amiloides coradas
pelo vermelho do Congo resultam da ligacdo particular do corante as folhas pB-pregueadas.
Desta organiza¢do molecular do corante advém uma deflexdo da luz polarizada, com
extingdo do componente vermelho do espectro luminoso, conduzindo a birrefringéncia
verde maca. Estas sdo as caracteristicas da amildide, em que assentam os pressupostos da

comissao de nomenclatura.

No entanto, ha evidéncia de que alguma agregacao em fibrilas se pode iniciar em meio
intracelular [29, 30]. Existem agregados proteicos intracelulares, patologicos, que podem
actuar pelos mesmos mecanismos que os materiais cong6filos, mas sao vermelho do Con-
go negativos. Algumas das doencas em que esses agregados intracelulares estdo presentes
sao a doenca de Parkinson, a coreia de Huntington, a doenga de Machado-Joseph e a escle-
rose lateral amiotrofica [28]. Tratam-se de doencgas que pertencem a um conjunto mais vas-
to, o dos agregados proteicos. Assim, a nomenclatura podera ter de ser alargada para todo
o campo das proteinas com capacidade de agrega¢ao, no qual as amiloidoses constituirdo

apenas um sub-grupo [28].
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6. Amiloidogénese

6.1 DinAmica do processo

A esséncia bioquimica da amiloidose assenta na capacidade das proteinas precurso-
ras para adquirirem mais do que uma conformacgao [31]. A forma fibrilar das proteinas ami-
loidogénicas pode ser entendida como uma estrutura dominada por pontes de hidrogénio
entre o grupo amido e o carbonil da cadeia principal, em vez de interacgdes especificas de
cadeias laterais [32]. A conversao da estrutura da proteina nativa numa estrutura secunda-
ria, com pregueamento 3 anti-paralelo (isto ¢, no qual os terminais N e C estdo orientados

em direc¢des opostas) ¢ um processo patologico, proximo do fisiologico [33].

A fibrilogénese pode ser entendida como uma reac¢ao em duas etapas, a primeira das
quais conduz a um estado nativo da proteina, ¢ a segunda a um estado fibrilar. Existe um
intermediario conformacional da proteina que se pode fundir progressivamente. Este poli-
peptideo pode adquirir um estado alternativo e estavel de tor¢ao, predispondo a agregacao
[34].

Certas proteinas tém a propriedade de assumir conformagao patoldgica, facto que se
pode tornar mais evidente com o envelhecimento (como a TTR normal nos doentes com
amiloidose senil) [35] ou com concentragdes persistentemente altas no soro (32-micro-
globulina na amiloidose da didlise) [36]. Outros mecanismos que favorecem a conforma-
¢do patoldgica sdo a substitui¢do de um Gnico aminoacido numa proteina (na amiloidose
hereditéria) [37] e a remodelacdo proteolitica da proteina precursora (tal como a proteina
precursora da f-amildide na doenga de Alzheimer) [38]. Estes mecanismos podem agir

independentemente ou em associagao.

Para além do potencial amiloidogénico intrinseco da proteina patogénica, outros fac-
tores podem actuar de modo sinérgico na deposi¢cdo de amildide. A proteina precursora
pode atingir uma concentragdo local propensa a formagao de fibrilas, processo esse que
pode ser amplificado por factores de ambiente local e por interac¢do com a matriz extra-
celular [39].

6.2 A polimerizacido dependente da nucleag¢io

Os processos de agregacao fisiologica, como a cristalizagdo de proteinas, seguem um

mecanismo dependente de nucleagdo. Este mesmo tipo de mecanismo pode conduzir a
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transicao estrutural de proteinas amiloidogénicas e a formagao de fibrilas. O processo de
nucleacao ¢ caracterizado por trés fases: uma primeira fase lenta, uma segunda fase de
crescimento e a final na qual os mondémeros estdo em equilibrio com o agregado [40]. A
agregacao dependente da nucleagdo ndo acontece enquanto a concentragao da proteina for
inferior a um valor critico. Na presenca de concentragdes proteicas mais elevadas obser-
va-se uma fase de espera precedendo a agregacao, no decurso da qual os nucleos sao for-

mados; qualquer adi¢do de proteina na fase de espera induz agregagao imediata [40].

6.3 A instabilidade

A conformagdo da proteina mutante ¢ termodinamicamente menos estavel do que a
da proteina normal. Nos casos de amiloidose familiar, a substitui¢ao de um tinico aminoa-
cido transforma uma proteina normal numa outra amiloidogénica. A TTR, uma proteina
homotetramérica com uma estrutura secundaria em folheamento 3, ¢ um dos exemplos em
que isto sucede [35]. A reducdo da estabilidade, no caso da TTR, torna o tetramero mais
facilmente dissociavel em monomeros sendo estes os principais constituintes das fibrilas
[35]. Curiosamente, algumas das suas mutacdes ndo estdo associadas a amiloidose,

enquanto que outras parecem impedir a formacao dos depdsitos [41].

A instabilidade é necessaria, mas ndo suficiente, para produzir o potencial amiloido-
génico de uma proteina. As proteinas e as suas variantes amiloidogénicas sdo sintetizadas
e secretadas como proteinas nativas, sendo o sistema de controle intracelular incapaz de
reconhecer e remover as variantes [42]. Fora da célula, as variantes amiloidogénicas atin-
gem um estado de equilibrio entre as formas completa e parcialmente fibrilar, com grande
flutuagdao de concentracdo destas duas formas [42]. Quaisquer factores que perturbem a
estrutura tridimensional das moléculas, tais como um pH baixo, oxidagdo, elevagao da
temperatura, ides metalicos e osmais, podem alterar aquele equilibrio [43]. Os outros com-
ponentes dos depositos de amildide, tal como os glicosaminoglicanos e o componente séri-
co amiloide P (serum amyloid P, SAP), ao serem integrados num polipeptideo soluvel,

podem converté-lo numa fibrila mais estavel.

A medula renal representa um bom exemplo de actuacao desses factores. Na sua zona
interna as altas concentracgdes de ureia tém efeitos termodinamicos no estado de equilibrio
de cadeias leves, reduzindo o tempo necessario para a formagao do nucleo proteico em tor-
no do qual surge formacao acelerada de fibrilas [44]. O pH pode influenciar o processa-

mento das cadeias leves para formag¢ao de agregados fibrilares amildides ou de agregados
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amorfos (caracteristicos da doenca dos depositos leves), com implicagdes para a patologia
renal [45].

6.4 A protedlise

O papel da proteodlise na amiloidose ainda ndo estd completamente esclarecido. A
determinag¢ao do momento exacto daquele processo, antes ou depois da formagao de fibri-
las, tera um impacto importante, ndo s6 na compreensao do mecanismo da fibrilogénese,
mas também para conceber estratégias terapéuticas [43]. Nao parece haver relagcdo direc-
ta entre a protedlise e o caracter localizado ou generalizado de uma amiloidose. Sabemos,
no entanto, que os depositos podem ser constituidos pelas proteinas de forma completa,
pela proteina completa e seus fragmentos, ou apenas pelos fragmentos do precursor pro-
teico [43].

Nas amiloidoses por lisozima e por $2-microglobulina (f2-M) encontram-se depdsi-
tos da proteina na sua forma completa, sem fragmento proteolitico detectavel [40]. Nou-
tras formas, como na amiloidose por transtirretina, as proteinas isoladas nas fibrilas sdo
uma mescla de proteinas completas e de fragmentos obtidos por protedlise. Os fragmentos
de proteolise N-terminal de transtirretina sdo detectaveis em pequenas quantidade, quer no
plasma, quer isolados a partir das fibrilas [40]. Na amiloidose senil os depdsitos contém
pelo menos 50% de transtirretina truncada, facto que também se observa na amiloidose

hereditéria por aquela proteina [40].

No caso da doenga de Alzheimer, os peptideos amiloidogénicos foram considerados
durante muito tempo o resultado de metabolismo patolégico. Posteriormente, verificou-se
que a formacao dos fragmentos A a partir do precursor ABPP (ver tabela 1) resulta de um
processo fisioldgico, pois as formas soluveis de peptideo Af1-40 e AB1-42 foram encon-
tradas no liquido céfalo-raquidiano de individuos sdos [46]. Se considerarmos que 0s pep-
tideos AP1-40 e AB1-42, formados naturalmente por proteolise, sdo os precursores soll-
veis das fibrilas, entdo podemos concluir que a maioria das subunidades proteicas dos

depdsitos correspondem na realidade aos precursores completos [40].

Os precursores da amiloidose renal hereditdria por cadeia o do fibrinogénio, uma
grande proteina, contém um polipeptideo correspondente aos residuos 500 a 580 da cadeia
a [47, 48]. O fragmento amiloidogénico deriva da parte solivel as proteases, sendo tam-
bém provavel que nesta amiloidose a protedlise do precursor preceda a fibrilogénese. No

entanto, ndo foi encontrado até agora nenhum precursor proteico livre [40]. Outra grande
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proteina, a gelsolina, um peptideo de 71 aminodacidos, esta presente nos depositos de ami-
l6ide. Este peptideo ¢ formado por um fragmento interno do precursor que podera ser ami-
loidogénico ao sofrer uma modificagdo por protedlise, relacionada com a presenga de uma
mutagdo no gene codificador da gelsolina [49]. Na amiloidose AA, o principal constituin-
te dos depositos € um fragmento N-terminal de 76 aminoécidos da proteina SAA, esta for-

mada por 104 aminoacidos [50].

6.5 Componentes nao fibrilares associados

O componente sérico amildide P, a apolipoproteina E, elementos da membrana basal
e matriz extra-celular foram identificados na constituicdo dos depdsitos de amildide, para

além das proteinas fibrilares [43].

O SAP ¢ uma glicoproteina da familia das pentraxinas que se fixa as fibrilas de ami-
l6ide numa ligagdo dependente de célcio [51]. O SAP torna as fibrilas resistentes a pro-
teolise e protege-as da degradacdo [52]. Um outro papel foi sugerido para o SAP, quer na
nucleagdo da proteina AA, quer na de outro tipo de fibrilas [53]. A ligacdo especifica des-
te componente aos depdsitos contitui a base da técnica de imagem cintilografica da ami-
loidose com SAP radiomarcado, que permite obter imagens da localizagdo, progressao e

regressao dos depdsitos da substancia amiloide [54, 55].

Os depositos na doenga de Alzheimer, nas doengas de prides, nas neuropatias heredi-
tarias e nas ilhotas de Langerhans estao associados a presenga de glicosaminoglicanos alta-
mente sulfatados, em particular a forma membranar dos heparano-sulfato proteoglicanos
(HSPG). Estes parecem intervir aumentando o contetido f-pregueado de proteinas ami-
loidogénicas [56], localizando-se com os elementos contitutivos da matriz extra-celular. O
perlecan ¢ o HSPG predominante na membrana basal e associado aos depositos da ami-
l6ide [57]. Outras moléculas componentes da membrana basal como a laminina, a fibro-
nectina, o colagénio IV e a entactina podem ter um papel na fibrilogénese, facilitando as
fases iniciais da nucleagdo fibrilar [39]. A apolipoproteina E esta associada in vivo aos
depositos de amildide, tanto nas formas cerebrais como nas formas generalizadas. Estudos
epidemioldgicos mostraram um risco aumentado de doenca de Alzheimer nas pessoas de

origem caucasiana portadoras do alelo €4 da apolipoproteina E [58].

Ordenar os acontecimentos na fibrilogénese permitird o reconhecimento dos proces-

sos envolvidos, intra e extra-celulares, os que se dao a nivel plasmatico e nos 6rgaos alvo,
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0s que contribuem para a formagao de fibrilas e os que estabilizam as fibrilas ja formadas.
Todo o trabalho neste sentido representara um investimento Util para a concepg¢ao de tera-

péuticas curativas ou preventivas.

7. Amiloidoses hereditarias

Pode suspeitar-se de amiloidose de um 6rgao ou sistema pela historia clinica e exame
fisico. Sempre que se estd na presenga de cardiomiopatia, nefropatia, polineuropatia peri-
férica (incluindo canal céarpico), mé absor¢ao, macroglossia ou hepato-esplenomegalia
inexplicaveis, deve colocar-se a hipotese de amiloidose sistémica ou localizada. Nas ami-
loidoses hereditarias a ligagdo entre a expressao fenotipica, a epidemiologia e a genética
tem um papel fundamental no seu diagnostico e classificacao. Inicialmente, a nomencla-
tura deste tipo de amiloidoses fundamentava-se no tipo de 6rgao ou sistema mais afecta-
do. Assim, a divisao em amiloidoses nefropaticas, neuropaticas, cardiomiopaticas, hemor-
ragicas cerebrais e cutineas era a vulgarmente usada [1]. A terminologia actual obedece a

nomenclatura apresentada na tabela 1.

Nas amiloidoses autossomicas recessivas o tipo de amiloidose encontrada é AA; a
apresentacao clinica pode ser precoce e o envolvimento multiorganico. A febre Mediter-
ranica familiar (FMF) e a sindrome da hiperglobulinemia D com febre periodica sdo seus
exemplos [59, 60].

As amiloidoses hereditarias autossomicas dominantes constituem um grupo de doen-
cas geralmente de inicio tardio e envolvimento sistémico. As fibrilas podem ter origem em
diferentes precursores, tais como a TTR, apolipoproteina, fibrinogénio, lisozima, gelsoli-
na e cistatina C [1]. As amiloidoses por TTR sdo as mais frequentes de entre as amiloido-
ses hereditarias generalizadas [1]. Na sua maioria, envolvem os nervos periféricos, sendo

comum a sua descri¢gdo como neuropaticas.

A neuropatia amiloidoética tipo I (portugués ou de Andrade) associa-se a mutagdo da
TTR V30M, e a tipo II (Indiana/ suica/ alema ou de Rukavina) a TTR 184S [61]. Curiosa-
mente, a familia descrita por Van Allen como neuropatia amiloidética familiar tipo III
[escocesa/ Iwoa] € devida a uma mutagdo da apolipoproteina Al e ndo da TTR [62, 63]. A
amiloidose descrita inicialmente como neuropatia amiloidoética tipo IV (finlandesa) asso-

cia-se a gelsolina [64].
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A cardiomiopatia familiar por amiloidose esta também associada a mutagdes da TTR
[65] e das apolipoproteinas Al e AIL [66, 67]

As mutagdes na cadeia Aa do fibrinogénio [68], das apolipoproteinas Al e All e da
lisozima associam-se a nefropatia [69, 67, 70]. As amiloidoses com envolvimento dos
vasos cerebrais e meningeos associam-se a cistatina C (tipo islandés) ou a proteina f (tipo
holandés) [71, 72].

De seguida, iremos descrever as amiloidoses hereditarias por TTR, em particular a
caracterizada por uma substituicao de metionina por valina na posi¢ao 30 da molécula e as
amiloidoses hereditarias com envolvimento renal. Na exposi¢ao, usaremos a abreviatura
PAF quando nos referirmos a polineuropatia amiloidotica familiar de tipo portugués, ou

seja, a associada a mutacdo da TTR V30M.

8. Amiloidoses por transtirretina

8.1 A proteina precursora

A TTR ¢ uma proteina plasmatica originalmente apelidada de pré-albumina, pois
migra adiante da albumina na electroforese de proteinas. O nome de TTR reflecte as suas
propriedades como transportadora da tiroxina (T4) e proteina de ligacao do retinol (retinol
binding protein, RBP) [73]. ATTR ¢ a principal proteina transportadora de T4 no liquido
céfalo-raquidiano. O figado sintetiza 90% da TTR, sendo o 6érgao responsavel pela produ-
¢ao do precursor proteico dos depdsitos amildides nos nervos periféricos, vasos, coracao
e rim. O epitélio pigmentar da retina [74] e os plexos cordideus no cérebro [75] sdo res-
ponsaveis por parte da sintese extra-hepatica de TTR, o que explica a deposi¢ao de ami-
l6ide no vitreo e nas leptomeninges. A hip6fise e o pancreas sao outros locais de sintese de
TTR.

A proteina ¢ sintetizada sob a forma de uma cadeia polipeptidica com 127 amino4ci-
dos. A sua estrutura foi reconhecida em 1974 [76]. No plasma, a proteina circula como um
tetramero composto por 4 mondmeros cuja massa total ¢ de 59.980 dalton [77]; 2 mon6-
meros estdo ligados de modo ndo covalente formando um dimero estavel; dois dimeros
associam-se para formar um tetramero, com pregueado duplo e simétrico. No tetramero
existem dois locais de ligacdo para a tiroxina e quatro para a RBP saturada de retinol. No
entanto, a ligagao de uma molécula da RBP de um lado do tetramero impede a ligagao de

uma segunda molécula do mesmo lado, pelo que s6 duas moléculas da RBP se podem ligar
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ao tetramero. ATTR, ao transportar a RBP, possibilita o transporte de vitamina A evitando
aperda desta pequena molécula através do rim. Quando o retinol deixa o complexo, a RBP

dissocia-se da TTR e ¢ filtrada pelo rim [1].

A concentracao plasmatica normal de TTR situa-se entre 20 e 40 mg/dl, podendo bai-
xar no decurso de uma resposta inflamatdria aguda ou crénica, e em estados de ma nutri-
¢ao[78]. Aparentemente, os factores que diminuem a producao de TTR sdo os mesmos que
aumentam a proteina SAA e a proteina C reactiva na inflamag¢ao aguda. Os niveis plasma-
ticos de TTR estdo significativamente diminuidos nos doentes portugueses com PAF, mas
o nivel da RBP e o transporte de vitamina A sdo normais [23]. Os niveis plasmaticos de
TTR nao estdo diminuidos nos portadores assintomaticos da mutagdo da TTR V30M, sen-
do semelhantes aos niveis de um grupo de nao portadores [79]. A semi-vida da TTR nao
ultrapassa as 15 horas. No ratinho “knock out” em que o gene da TTR foi eliminado (nu!//
mice), as consequéncias fisiologicas da auséncia da proteina parecem ser irrelevantes,
embora se observe uma concentragao plasmatica muito baixa de retinol e de T4, sem hipo-
tiroidismo [80]. Os portadores de diferentes mutagdes da TTR sdo eutirdideus, ndo apre-
sentando sintomas associados a deficiéncia de retinol, mesmo quando a mutagao altera a
afinidade para T4 ou RBP [81].

O gene da TTR humana esta localizado no cromossoma 18 (18q11.2-q12.1) [82]. A
maioria dos doentes com amiloidose por TTR sdo heterozigotos, tendo um alelo normal e
outro alelo mutante. A probabilidade de expressdao dos dois alelos ¢ teoricamente seme-
lhante, mas muitos estudos mostram que o produto do gene normal no plasma € superior
ao do mutante [83]. O gene humano estende-se por 7 kb, possuindo 4 exdes [84], com 200
nucleotideos cada um. O exao 1 codifica um peptideo sinal de 20 residuos e os 3 primeiros
aminoacidos da proteina; o exao 2 codifica os residuos 4 a47; o exao 3 os residuos 48 a 92;
¢ 0 exao 4 os residuos 93 a 127. Ja foram identificadas um grande nimero de variantes da
TTR, todas envolvendo mutagdes de um tinico aminoacido. Por sua vez, as mutacdes resul-
tam da substitui¢do de um tnico nucleotideo na regido codificante, excepto uma que deri-
va da delec¢do de um codao. As substitui¢des localizam-se entre o residuo do aminoacido
10 até ao residuo 122; nao ha mutagdes conhecidas no exao 1 [1]. Nao descreveremos
exaustivamente as mutacdes da TTR, dando relevo apenas as que se enquadrarem neste
trabalho.
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8.2 O diagnostico molecular

As amiloidoses por TTR sao um exemplo de como a biologia molecular pode ter uma
aplicagdo pratica no diagnostico, aconselhamento genético e tratamento de doengas here-
ditarias. O facto da TTR migrar a frente da albumina na electroforese convencional per-
mitiu o despiste e a deteccdo de mutagdes no soro. Pode aplicar-se metodologia dimensio-
nal, na qual a banda de migrag@o mais rapida da TTR da primeira dimensao ¢ sujeita a foca-
gem isoeléctrica hibrida em gradientes de pH [85]. A deteccao de variantes amiloidogéni-
cas de TTR no soro de doentes com PAF também ¢ possivel por imunoensaio, utilizando
anticorpos monoclonais especificos anti-TTR [86]. O despiste de mutantes para a TTR no
soro também pode ser realizado com ionizagao por electrospray de espectrometria de mas-

sa ap0s imunoprecipitagdo com anticorpos policlonais anti-TTR [87].

O facto da proteina ser composta por 4 exdes ¢ fundamentalmente codificada por 3,
facilita a analise genética. Quando a mutagdo nao ¢ conhecida, ou quando se espera uma
nova mutagao, os exoes podem ser sequenciados apds PCR (polymerase chain reaction).
A analise pode ser feita por SSCP (single strand conformation polymorphism) seguida de
sequenciagdo, o que se torna particularmente util no despiste de mutagdes em grande
nimero de amostras. O brometo de cianogénio para clivagem das TTR plasmaticas que
possuem mais uma metionina, como residuo substituido, tem sido usado no diagnostico da
mutagdo TTR V30M. A tecnologia de PCR com andlise por RFLP (restriction fragments
of long polymorphism) ¢é a que mais vulgarmente se utiliza no diagnostico genético de
familias com PAF [81].

8.3 Técnicas de imagem

A existéncia de métodos quantitativos para avaliar a extensao dos depositos de ami-
loide € desejavel, pois ajuda a um diagndstico mais precoce, e pode determinar a resposta
a um tratamento de modo ndo invasivo. A cintigrafia com aprotinina (uma protease anti-
serina) marcada com tecnésio-99m pode evidenciar depositos de amildide em diferentes
tecidos, com excep¢ao do rim e figado [88]. Nestes dois 6rgaos ndo € possivel diferenciar
os depositos patologicos de captagdo dos produtos de excrecdo fisiologica. A aprotinina
também se liga a amildide por transtirretina [89], mas este tipo de cintigrafia ndo foi até

agora usada em doentes com PAF.
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Nas amiloidoses por TTR, a cintigrafia quantitativa pode ser realizada com SAP mar-
cado com iodo-123 [90]. Esta técnica nao ¢ especifica para TTR, ndo estd generalizada,

nem ¢ facilmente disponivel.

8.4 Patogenia e lesao tecidular

A patogenia das amiloidoses por TTR ndo esta completamente esclarecida. A confor-
macao 3 da proteina, a sua estabilidade estrutural e resisténcia a proteolise desempenham
papéis fundamentais na formagao das fibrilas. Tanto a TTR normal, como a que sofreu
modifica¢des na sua sequéncia, podem formar amildide. As mutagdes da TTR criam ins-
tabilidade no tetramero ou mondémero, permitindo que a molécula tenha um intermediario
amiloidogénico. Outros factores t€ém obrigatoriamente de desempenhar um papel na ami-
loidose transtirretinica, pois o quadro clinico da doenga tem variagdes nos individuos por-
tadores da mesma variante da proteina [91]. A diversidade da distribui¢ao organica dos
depositos mantém-se um problema nao resolvido. A deposi¢ao de amildide no figado ¢

rara, apesar deste 6rgdo ser o principal responsavel pela producao de TTR.

O material fibrilar em grandes quantidades pode alterar a arquitectura tecidular e cau-
sar disfuncdo de 6rgdo, mas nem sempre existe relagdo directa entre a quantidade de depo-
sitos e a expressao clinica. Outro mecanismo de perturbagao funcional pode ocorrer atra-
vés da interac¢do das fibrilas de amildide com receptores locais, tais como os receptores
dos produtos finais de glicolizacdo avangada (receptors for advanced glycation end pro-
ducts, RAGE). A interac¢do das fibrilas de TTR com os RAGE pode contribuir para o

stress oxidativo e toxicidade celular na PAF [92].

9. Mutacoes da transtirretina
9.1 Distribuicio geografica

A maioria das variantes patogénicas da TTR sdo raras, embora algumas sejam relati-
vamente comuns em certas populacgdes. Estao descritas mais de oitenta mutagdes, mas nem
todas sdo patogénicas [35, 81]. A mutacdo TTR V30M ¢ a mais comum, pode ser encon-
trada um pouco por todo o mundo, embora tenha o seu maior foco em Portugal. Adiante

sera pormenorizada a epidemiologia desta mutagao.
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Embora existam descri¢gdes de familias com as mesma mutagdo, a maior parte destas
encontram-se isoladas em diferentes regides. No entanto, existem mutacdes patogénicas
comuns como V122I, a T60A e a L58H. A V1221, com origem em Africa, foi encontrada
em 3.9% da populacdo afro-americana e em 5% da populagao de algumas areas do oeste
africano [93]; cerca de 13.000 afro-americanos foram descritos como homozigotos para
estamutagdo. A V122I aumenta o risco para amiloidose cardiaca de inicio tardio. A varian-
te T60A [94] tem origem na Irlanda, Inglaterra e Alemanha. Envolve americanos e austra-
lianos de origem irlandesa, causa amiloidose de inicio tardio com envolvimento neuropé-
tico e cardiaco. A mutagcdo L58H, encontrada inicialmente em varias familias de Maryland,
foi também descrita noutros pontos dos Estados Unidos € na Alemanha; a doenca inicia-se

pelos 40 anos, com neuropatia sensitiva e evolugdo com cardiomiopatia.

Algumas das mutacdes encontradas sdo consideradas ndo patogénicas, tais como a
G6S, encontrada na populacdo caucasiana, e a Y9ON também encontrada em Portugal. A
variante T119M igualmente nio patogénica, foi encontrada em Portugal, Estados Unidos
e Suécia. Na populacdo portuguesa foram descritos heterozigotos compostos TTR
V30M/T119M. Curiosamente, parece haver um efeito protector da segunda mutacao no

gene da TTR sobre o desenvolvimento de doenga [95].

9.2 Mutacées amiloidogénicas em Portugal

A mutac¢ao V30M foi a inica detectada em Portugal durante varios anos. A mutacao
S52P (em que a serina € substituida pela prolina na posi¢ao 52) foi detectada em trés irmaos
com neuropatia periférica (observacao e comunicagdo pessoal). A idade de inicio dos sin-
tomas foi entre a terceira e quarta décadas; um dos doentes apresentava disautonomia gra-
ve, cardiomiopatia com aumento da espessura do septo ventricular da parede do ventricu-

lo esquerdo, insuficiéncia renal cronica e proteintria vestigial [96].

Outra das mutagdes descritas foi a SSOR (em que a arginina substitui a serina na posi-
¢a0 50) num doente com neuropatia amiloide e disfuncdo autondmica com inicio aos 45
anos de idade; neste doente nunca foi detectada proteintria ou insuficiéncia renal (obser-

vagao pessoal).

A mutagdo TTR V28M foi identificada num doente com neuropatia periférica de ini-
cio aos 60 anos; a avaliacdo ndo mostrou doenca clinica renal [97]. Num doente portugués

de 44 anos com alteragdes da condugao cardiaca e cardiomiopatia foi detectada a mutacao
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TTR S23N (em que a serina foi substituida pela asparagina na posi¢do 23); neste doente

nao foi descrita nefropatia [98].

9.3 Mutacoes com doenca renal

As amiloidoses sistémicas sdo raras nas casuisticas de biopsias renais [99]. As muta-
coes amiloidogénicas da transtirretina expressam-se habitualmente por neuropatia, car-
diomiopatia ou opacidades vitreas. O rim raramente esta envolvido neste tipo de amiloi-
doses. As mutagdes da TTR que de modo inequivoco tém envolvimento renal, sob a forma

de proteinuria ou insuficiéncia renal cronica, sao a G47E, a S52P e a S77Y.

A mutacao G47E (em que a glicina ¢ substituida pelo acido glutdmico na posi¢ao 89)
foi descrita numa familia italiana [100] e num doente de origem inglesa [101]. As mani-
festagdes clinicas predominantes foram nefropatia, cardiomiopatia e neuropatia. A doen-
¢a iniciou-se entre os 28 e 0s 52 anos, sendo rapida a evolugao para insuficiéncia cardiaca
congestiva e disfungdo autondmica. Na familia italiana, foram documentados 5 casos (3
homens e 2 mulheres); as 2 mulheres e 1 dos homens apresentaram envolvimento renal. O
tempo que mediou desde o inicio sintomatico até a insuficiéncia renal cronica terminal
(IRCT), isto ¢ a altura em que a vida nao pode ser mais sustentada sem métodos de depu-
racdo extra-corporal ou transplantagao renal, foi de sete anos. A doenga comportou-se de
modo agressivo, com deterioragdo rapida e morte em menos de 8 anos, em todos os casos.

Houve documentacao de deposi¢do renal de amildide.

A clinica da variante S52P foi descrita pela primeira vez no Reino Unido. A doenga
manifestou-se por polineuropatia periférica e autonomica, cardiomiopatia e amiloidose
renal [102, 103]. O envolvimento do rim traduziu-se por insuficiéncia renal cronica e pro-
teintria ndo superior a 0.3 g/l; a nivel histopatoldgico a deposi¢do de amildide predomi-
nou nos vasos de médio calibre e nas membranas basais dos tubos distais, sendo escassa a

nivel glomerular [96].

A amiloidose associada a variante S77Y (em que a serina ¢ substituida pela tirosina
na posi¢ao 77) foi originalmente descrita numa familia de origem alema [104, 105]. A cli-
nica traduziu-se por neuropatia dos membros inferiores e diarreia, com inicio pelos 50
anos. A cardiomiopatia pode também integrar a doenca. A insuficiéncia renal tem sido con-

siderada a principal causa de morte; ndo ha descri¢do de histopatologia renal.
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10. Amiloidose associada a mutacao TTR V30M

A descrigao da doenca associada a esta mutacao da TTR esta perpetuada na publica-
cdo basilar “A peculiar form of peripheral neuropathy — familial atypical generalized amy-
loidosis with special involvement of the peripheral nerves” [12]. O estudo anatomopato-
logico entdo realizado permitiu identificar a doenga como uma amiloidose, apelidada de
atipica por assentar no envolvimento do sistema nervoso periferico, ndo habitual nas outras

formas.

As observacdes de Corino de Andrade mantém toda a actualidade. O que nos separa
da descrig@o neuroldgica primordial resulta particularmente das capacidades progressivas
da bioquimica e da biologia molecular. O seu desenvolvimento permitiu esclarecer os
modos de transmissao, alguns contornos epidemioldgicos e os desvios a classica monoto-

nia clinica.

As descobertas até agora realizadas nao foram suficientes na explicagdo da variabili-
dade fenotipica. Assim, quando Corino de Andrade apresentou a comunidade cientifica a
sua descoberta, deixou uma inquietude perante a doenca. Nunca se esgotarao as possibili-

dades de progresso no seu entendimento.

10.1 Distribuicao geografica

A distribui¢ao da mutagdao TTR V30M ¢ mundial. Tendo o maior foco em Portugal,
foi encontrada na Suécia [106], Japao [107], Brasil [ 108], Inglaterra [109], Maiorca [110],
Franga [111], Italia [112], Grécia [113], Turquia [114], Chipre [115], Estados Unidos
[116], Finlandia [117] e Argentina [118]. Embora em grande numero de casos seja possi-
vel provar a ascendéncia portuguesa ou sueca, nem sempre a ligagao € clara com os dois

maiores focos a seguir ao portugués, o japonés € 0 sueco.

No Japao, a doenga foi descrita em 1968 por Araki [15] numa familia de Arao, no dis-
trito de Kumamato e posteriormente em Ogawa [119 ], locais aonde ainda se encontram a
maioria das familias. Posteriormente, a mutagdo foi encontrada noutras areas do pais, fora

dos chamados focos endémicos [120].

Enquanto que o maior nimero de doentes e familias € encontrado em Portugal, o ale-
lo V30M parece ter uma elevada prevaléncia em comunidades isoladas no norte da Sué-

cia, aonde 3 a 5% da populacdo terd heterozigotia para a mutagdo, embora a penetrancia da
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doenga seja baixa [121]. Tanto na Suécia [122] como em Portugal (observagao pessoal),
foram encontrados homozigotos para a mutacdo. Na Suécia as areas de maior concentra-
¢ao de doentes e familias sdo a cidade de Skellefted e o vale do rio de Skelleftea, a cidade
de Pited e o vale do seurio [123]. Nao ha ligagdes conhecidas entre as familias destas duas

cidades.

A mutagdo da transtirretina V30M tem uma elevada prevaléncia e distribui¢do por
varios paises, mas ha evidéncia de que existiram varios acontecimentos mutacionais. No
Japdo, amutacao foi associada a trés diferentes haplotipos, sendo um deles o que foi encon-
trado nos doentes portugueses e suecos [124]. Se no Japao a existéncia de varios haploti-
pos sugere multiplos acontecimentos mutacionais separados, o efeito de um fundador, ou
seja, a expansao do gene a partir de um foco comum, parece ser compativel com a popula-

¢do portuguesa, sueca e parte da japonesa [1].

Em Portugal, o registo dos doentes com polineuropatia amiloidética familiar tem sido
realizado, desde 1939, no Centro de Estudos de Paramiloidose (CEP) sob a responsabili-
dade dos médicos do Hospital Geral de Santo Anténio (HGSA) e do secretariado do CEP.
Maria Ramos, secretaria do CEP até ha alguns anos atras, e Teresa Vasconcelos, colabora-
dora do CEP, foram elementos fundamentais narecolha de dados e passagem dessas genea-

logias ao papel.

Ao longo destes anos, os neurologistas do hospital mantiveram o arquivo familiar e a
renovacgdo das arvores genealdgicas. Nos ultimos 12 anos, também os nefrologistas do
HGSA contribuiram para a inscricao de novas familias e actualizacao das ja conhecidas.
Um registo informatico de doentes e seus familiares, confidencial e separado do clinico,
foi criado em 1988 por Alda Sousa, do Departamento de Estudos de Populacdes do ICBAS.
Este representou um investimento indispensavel para a analise epidemioldgica da PAF, e

ponto de partida fundamental para parte do trabalho desenvolvido nesta tese.

A distribuicao geografica das familias e dos doentes tem como base a sua origem, ou
seja, o concelho de nascimento do antepassado mais remoto descrito como afectado ou
identificado como transmissor; quando a doenga nao se conhece nas geragdes anteriores,
a origem ¢ atribuida ao concelho de nascimento do proprio, ou de ambos os progenitores,
se coincidente. Assim, a origem familiar ndo coincide necessariamente com o local de resi-

déncia do doente.
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Os primeiros 64 doentes observados por Corino de Andrade pertenciam a 25 familias
nao relacionadas, e 54 eram provenientes da Pévoa de Varzim e de localidades vizinhas,
habitualmente no litoral préximo do Porto. Na Povoa de Varzim e em Vila do Conde a pre-
valéncia da doenga foi calculadaem 151 x107, e a frequéncia de portadores do gene mutan-
teem 186 x 10° [125].

A importancia dos concelhos da Povoa de Varzim e de Vila do Conde como origem
familiar é bem expressa no facto de, até 1992, 424 dos 1224 doentes registados (35%) per-
tencerem a 140 familias desta drea (P6voa de Varzim com 99 familias e 330 doentes, Vila
do Conde com 41 familias e 94 doentes). No mesmo ano, no norte do pais, os concelhos de
Barcelos (52 familias e 165 doentes) e Braga (29 familias e 94 doentes) eram aqueles que
se seguiam como areas de maior incidéncia [ 126]. Figueira da Foz (34 familias, 84 doen-
tes), Porto (26 familias, 59 doentes), Esposende (26 familias, 77 doentes), Covilha (20
familias, 42 doentes) e Matosinhos (10 familias, 19 doentes) sao outros dos concelhos da
area de influéncia da consulta do HGSA ou do CEP, tradicionalmente referidos e com arvo-

res genealdgicas registadas.

Os dados de 1992 [125] mantém actualidade quanto a importancia relativa dos con-
celhos de origem, mas o nimero total de doentes aumentou progressivamente desde entao,
em cerca de 50 novos diagnosticos por ano. Reconheceram-se novas familias, isto ¢, sem
ligagdo as anteriormente conhecidas. Ao mesmo tempo que novos doentes foram regista-
dos, surgiram novos concelhos de origem fora dos locais de maior incidéncia, tanto no nor-
te do pais, como nas Beiras e na Estremadura. A migragao de populagdo para a area de Lis-
boa, particularmente aquela com origem nas Beiras, fez crescer o numero de doentes no
sul do Pais. At¢ Dezembro de 2003 foram observados no CEP 2030 doentes, correspon-

dendo a 583 familias (tanto quanto se sabe) nao relacionadas entre si [126].

10.2 Clinica

Idade de inicio

A polineuropatia amiloidética familiar inicia-se na vida adulta e apresenta variagao

intrafamiliar na idade dos primeiros sintomas.

Aidade de inicio em Portugal € precoce, em média aos 33.5+9.5 anos (31.9 + 9.6 anos
nos homens e 35.6 = 9.0 anos nas mulheres), tendo uma amplitude dos 17 aos 78 anos

[125]. Nos locais de descricao inicial da doenga, tais como a P6évoa, Vila do Conde e Espo-
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sende, em que a penetrancia ¢ completa, o inicio dos sintomas € quase sempre precoce. A
idade de inicio pode ser mais tardia, apds os 50 anos, ou a doenga pode nunca se manifes-
tar, conhecendo-se individuos portadores da mutagdo com idade muito avancada (até cer-
cade 90 anos) [91]. As formas de comeco tardio surgem sobretudo fora dos locais de ele-

vada prevaléncia da doenca [127].

A associacdo entre casos de expressdo tardia e portadores assintomaticos foi demons-
trada na populagdo portuguesa [128, 129]. Nestas familias, em que ha portadores idosos e
assintomaticos, a penetrancia ¢ incompleta, e o diagnéstico do primeiro doente pode ser
dificil. O doente sem antecedentes familiares, com quadro clinico em idade mais avanca-
da, surge como caso isolado nao sendo o diagndstico de PAF colocado na abordagem ini-
cial. O teste genético possibilitou ndo s6 um reconhecimento destes doentes, mas também

o estabelecimento de desvios ao classico quadro clinico neuropético.

Na Suécia, o inicio da doenga ¢ mais tardio, em média aos 56.7 + 13.2 anos, nao ten-
do sido encontradas diferengas na média de idade de inicio entre homens e mulheres [125].
Enquanto que em Portugal 81% dos doentes desenvolve sintomas antes dos 40 anos de ida-

de, na Suécia s6 13% dos doentes apresenta manifestacdes clinicas antes daquela idade.

Nos doentes japoneses, os primeiros sintomas iniciam-se habitualmente entre os 20 e
0s 45 anos [130], mas fora de Ogawa e Arao a doenga pode principiar mais tarde, em média
a0s 62.7 £ 6.6 anos [120].

O estudo de um par de gémeos monozigotos, com origem em Maiorca, mostrou dis-
cordancia para idade de inicio da PAF. Embora sujeitos ao mesmo ambiente, um desen-
volveu sintomas aos 38 anos de idade ¢ o outro aos 50 anos [131]. Em ambos a doenga cur-

sou com proteindria e insuficiéncia renal.

Nos doentes portugueses, ha influéncia do progenitor transmissor na idade de apre-
sentacdo. O inicio mais precoce associou-se a transmissao materna e o mais tardio a pater-
na. Considerando o sexo do progenitor e do proprio doente existe evidéncia de que os
filhos das maes afectadas sdo os que adoecem mais cedo, enquanto que as filhas dos pais

afectados mais tarde [125].

Em algumas familias portuguesas foi demonstrado um efeito de antecipa¢ao na idade
de inicio, podendo o gene passar mais do que uma geragao sem expressao clinica. Em cer-
tas familias com trés geragdes de doentes, constatou-se um efeito cumulativo de antecipa-
cao [125].
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Diferencas entre sexos

A doenga ¢ autossomica dominante, pelo que ¢ de esperar que o numero de homens e
mulheres afectados seja semelhante. No estudo de Corino de Andrade verificou-se uma
nitida preponderancia do sexo masculino (42 homens, 22 mulheres), facto corroborado por
Ribeiro do Rosario (14 homens, 5 mulheres) na observagao de doentes de outras areas geo-
gréficas (tais como Unhais da Serra e Santarém) [132]. A razdo homem:mulher ¢ de 1.3:1
[125]. As mulheres adoecem mais tarde, facto que sugere que poderao existir maior nime-

ro de mulheres assintomaticas.
Manifestacoes clinicas

A neuropatia periférica e autondmica constitui a principal expressdo clinica desta
doenga. Associa-se a diferentes graus de envolvimento visceral por deposicao sistémica de
amiloide.

A doenga € progressiva, incapacitante e fatal ao fim de cerca de 11 anos. Foi descrita
como tendo um curso uniforme e invariavel, excepto em alguns casos raros. A descri¢ao
de Corino de Andrade [12], mantém-se a principal referéncia de revisdo da neuropatia.
Ribeiro do Rosario [132] refor¢ou a descricao das manifestagdes clinicas e laboratoriais
atribuidas a doenga. Paula Coutinho e colaboradores [133], em 1980, alargaram o nosso
conhecimento sobre a evolucao da neuropatia apos a revisao de 483 casos de PAF. Ao lon-
go destes anos, a avaliagdo neurofisioldgica permitiu uma maior precisao no diagndstico
dos territorios envolvidos e seguranca no diagnostico em fases mais precoces. Atendendo
as limitagdes do estudo neurofisioldgico para apreciar alguns dos aspectos da doenga, foi
proposta uma escala quantitativa e de simples aplicacdo para estadiamento, em que para-
metros avaliados sdo a perda de peso, a neuropatia sensitiva, autondémica e motora [ 134].
O esforgo para o estadiamento objectivo da doenga, com correlagdo de dados electromio-

graficos e de disfuncao autondmica, manteve-se com o estudo de Ducla-Soares [135].

Ainvestigagao de outros territorios prosseguiu, nomeadamente do coragdo, olho, rim,
sistema nervoso autonomo, endocrino e da fun¢ao vesico-esfincteriana, estabelecendo-se

diferengas entre a mutagdo V30M e outras mutagdes da TTR.

O reconhecimento da evolugdo natural da doencga continua a ser a base essencial para
identificacdo e tratamento das complicagdes, bem como para avalizar ensaios terapéuticos.
A analise destes ensaios nao se podera cingir a evolugao da neuropatia, devendo envolver

os principais orgaos afectados.
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Neuropatia sensitiva e motora

O inicio da doenca ¢ geralmente insidioso, embora em alguns casos parega ser subi-
to. O doente relaciona por vezes o inicio com um acontecimento relevante na sua vida, tal
como a morte de um familiar ou um traumatismo acidental. A doenca pode apresentar-se

como um sintoma isolado ou por varias queixas simultaneas de intensidade variavel.

Alteragdes da sensibilidade, como disestesias e hipostesia nas extremidades distais
dos membros inferiores, sdo geralmente os sintomas mais frequentes e precoces, sO poste-
riormente se instalando a perda de sensibilidade [12]. As dores nas pernas e pés sao difu-
sas e agravam-se com a marcha prolongada. A perturbago da sensibilidade térmica inicia-
se geralmente no halux. A hipostesia acentua-se em extensao, sendo depois atingidas a sen-
sibilidade dolorosa e tactil. Em fases mais avangadas existe atingimento das sensibilida-
des profundas. As perturbagdes dolorosas, da sensibilidade superficial e profunda tém uma
progressao ascendente, das extremidades distais dos membros para as proximais. Podem
surgir queimaduras e ferimentos indolores. Nas areas de anestesia térmica e algica surge

diminui¢ao da sudagao.

As perturbagdes motoras surgem geralmente depois da neuropatia sensitiva, embora
alguns doentes refiram fadiga excessiva nos musculos das pernas desde o inicio [12]. As
alteragdes motoras comegam pelos musculos extensores do pé. O quadro assume as carac-
teristicas das paralisias periféricas, com aboli¢do dos reflexos tendinosos e atrofia muscu-
lar. Nem sempre o grau de parésia e atrofia sdo harmonicos. Nos membros inferiores, a
associac¢do das perturbagdes da sensibilidade com as da motilidade imprime a marcha um

caracter de steppage (marcha escarvante) [132].

As alteracdes referidas aos membros inferiores surgem mais tarde nos membros supe-
riores conferindo a neuropatia em forma de luva e petiga. Alguns doentes apresentam de
inicio disestesias, fraqueza muscular e atrofia nas extremidades distais dos membros supe-
riores, uni ou bilateralmente. Estas queixas podem manter-se isoladas durante anos, sobre-

pondo-se clinicamente a sindrome do canal carpico.

As lesdes troficas mais frequentes sdo as Ulceras perfurantes plantares. Estas surgem
nas areas de alteracao da sensibilidade, embora ndo pareca haver relagdo directa entre a
gravidade da lesdo sensitiva e a frequéncia dos problemas tréficos. Os traumatismos fre-
quentes, a atrofia muscular e as infec¢des cutaneas favorecem a osteolise e perda dos meta-

tarsicos e falanges.
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Neuropatia autonomica

A disfungdo do sistema nervoso autdnomo pode ser observada antes da neuropatia
sensitiva e motora. Os ganglios autonémicos apresentam deposi¢do maci¢a de amildide
[136]. Os depositos mais exuberantes foram encontrados nos ganglios espinais e raizes
posteriores, € 0s menos exuberantes nas raizes anteriores nos nervos motores. O exame
histopatologico das fibras mielinizadas revela uma diminuig¢ao significativa nas pequenas
fibras em relagdo as grandes fibras mielinizadas [137]. A deplec¢do de catecolaminas foi
associada a neuropatia autonomica da amiloidose. Enquanto que o sistema nervoso auto-
nomo e periférico ¢ muito susceptivel a infiltragdo por amildide, o sistema nervoso central

ndo parece ser afectado, excepto na parede de pequenas artérias [136].

As alteragdes clinicas mais comuns da polineuropatia autondémica sao as cardiovas-

culares, do tracto gastrointestinal, oculares, glandulares, vesicais e sexuais.

Alteracoes cardiovasculares

Ainfiltracdo do sistema de condug¢ao cardiaco por amildide complica-se com o desen-
volvimento de disrritmias, sincopes € morte subita. As alteragdes mais frequentes nos
doentes portugueses sao as perturbacdes do ritmo, havendo s6 12,5% de doentes com elec-
trocardiografia dindmica normal (estudo com Holter de 24 horas). As alteragdes mais
comuns sdo a baixa voltagem, QS de V1 a V3 e as alteragdes da condugao. O bloqueio auri-
culo-ventricular de primeiro grau foi descrito como a perturbagao de ritmo cardiaco mais
frequente; foi estabelecida relagdo entre a gravidade das alteragdes de conducio e o tem-
po de evolugdo de doenga; a insuficiéncia cardiaca nao foi considerada habitual [ 138]. Nos
doentes em que so ¢ detectada neuropatia sensitiva, raramente se encontram alteragdes gra-

ves do ritmo cardiaco [139].

As alteragoes ecocardiograficas foram descritas num estudo que envolveu 110 doen-
tes portugueses [ 139]. Os autores relacionaram as manifestacdes mais precoces com a evo-
lug¢do da doenga neurologica. Nesse trabalho foi observado um padrdo granular brilhante
nas paredes ventriculares, no pericardio, nas valvulas e na raiz da aorta da maioria dos
doentes; o relaxamento do ventriculo esquerdo mostrou estar alterado precocemente, € o
aumento da espessura da parede ventricular s6 foi observado em fases mais adiantadas; as
alteragdes diastolicas do tipo restritivo s6 foram encontradas em 3 doentes e a dilatacao da

auricula esquerda em 4.
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A hipotensao ortostatica, outra caracteristica comum, pode condicionar grande inca-
pacidade para o doente e mesmo levar a perdas transitorias de consciéncia. Um excelente
marcador da neuropatia autonémica ¢ a redugdo da taxa de variagdo da frequéncia cardia-
ca. Aquando da realizacdo de manobras de Valsalva ou inspira¢do profunda podem obser-
var-se perturbagdes das respostas simpatica e parasimpatica. O mecanismo que esta sub-
jacente a desregulagdo autonomica cardiaca parece ser a disfuncao dos receptores simpa-
ticos. Os doentes tém as extremidades frias, o que sugere alteragdes na vasodilatagao peri-

férica.

Alteracdes gastrointestinais

As alteragdes da funcdo gastrointestinal sdo geralmente atribuidas a neuropatia auto-
némica, constituindo por vezes manifestacdes iniciais da doenga. Sucedem-se geralmente
obstipacao, alternancia entre diarreia e obstipacao, e mais tarde diarreia. Nas fases tardias
surge diarreia continua e incontinéncia fecal. Nduseas matinais, vomitos pds-prandiais e
disfagia podem levar a uma ingestao alimentar progressivamente menor. A mé absor¢ao
dos alimentos pode relacionar-se com um tempo de reten¢do intestinal prolongado, com
hiperproliferagdao bacteriana no delgado e alteragdes na reabsor¢do dos acidos biliares.
Surge retencao gastrica marcada, com refluxo gastroesofagico geralmente pouco sinto-
matico [140].

Alteracoes glandulares

As alteragoOes glandulares sdo particularmente notadas a nivel das glandulas salivares

e lacrimais com diminui¢@o da producao de saliva e lagrimas, boca seca e xeroftalmia.

Em consequéncia da deposi¢do de substancia amildide no estroma, nervos e vasos
pancreaticos (sem envolvimento das ilhotas de Langerhans) [141], surge alteracao da tole-
rancia a glicose, embora com niveis de glicemia normais em jejum. Apds administragdo de
uma dose de sobrecarga de glicose verifica-se uma resposta anormal da glicemia, do glu-

cagdo e da insulina, com hipoglicemia transitdria e hiperinsulinemia [142].

Alteracoes vesicais

Os sintomas de disfungao da bexiga surgem no curso da doenca, podendo constituir a

forma de apresentacgdo clinicaem 12% dos casos [ 143]. Na maioria dos doentes surge dimi-
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nui¢do ou mesmo perda da percepgdo de plenitude vesical, incapacidade de manter uma
contraccdo muscular completa e volumes crescentes de urina residual. Verifica-se um
aumento da pressao intra-vesical ao mesmo tempo que aumenta da capacidade da bexiga
[144]. O esvaziamento vesical passa a ser conseguido com a ajuda dos musculos abdomi-
nais. Com o aumento da capacidade vesical surgem lesdes do detrusor e refluxo vesico-
ureteral. A necessidade de cateterizacao vesical permanente e da incontinéncia urindria,
presentes nas formas avangadas de doenca, limitam a vida social. Estas alteragdes predis-
poem os doentes a cistites e pielonefrites, por vezes polimicrobianas, com recorréncias €

reinfeccdes frequentes.

Alteracoes sexuais

A disfungao eréctil ¢ uma manifestacao praticamente constante, precoce € inaugura a
doenga em cerca de um tergo dos casos [145]. A diminui¢do de volume de ejaculado ¢ gra-
dual e posterior ao inicio dos sintomas, progredindo até a anejaculagao. No estudo condu-
zido por Corino de Andrade foi descrita atrofia dos tubos seminiferos com azoospermia.

Os caracteres sexuais secundarios nao se alteram em qualquer dos sexos.

Manifestacoes oculares

Nos doentes portugueses as manifestacdes mais comuns sao a xeroftalmia e as per-
turbagdes vasculares da conjuntiva. As alteracdes pupilares, o glaucoma e as opacidades
do vitreo sao também frequentes [ 146]. Em muitos doentes observam-se anisocoria € pupi-
las de contorno irregular. Nos doentes suecos as opacidades do vitreo por deposicao de
amiloéide sdo mais frequentes do que nos portugueses [147]. Em doentes portugueses as
opacidades do vitreo ja foram encontradas como manifestacao inicial de doenga. Em casos
de autopsia, foi descrita deposicao precoce de amildide na conjuntiva e na retina, e depo-
si¢cdo tardia no corpo vitreo e no canal de Schlemn [148]. No nervo optico os depdsitos sur-
gem precocemente. Nao foi demonstrada correlagdo entre a intensidade dos depositos e a

duragao da doenga.

Anemia

A anemia nos doentes portugueses € normocitica e normocrémica, com evidéncia de
ferropenia em alguns casos e sem défices relevantes de vitamina B12 ou acido f6lico. Os

doseamentos séricos de eritropoietina em doentes anémicos e sem insuficiéncia renal evi-
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denciaram niveis inapropriadamente baixos da hormona. A administragao de eritropoieti-
na recombinante humana em doses baixas ¢ eficaz no tratamento da anemia [149]. A neu-

ropatia autonomica podera contribuir para a sua instalagao [150].

Emagrecimento

A perda de peso pode ser uma manifestacao inicial da doenga. No fim do primeiro ano
de sintomas, 87% dos doentes perderam, em média, 10% do seu peso prévio. Em estadios
mais avangados, a perda de peso pode chegara 25% [151]. O emagrecimento ndo mostrou
correlagao com a idade de inicio, sintomas de inicio (nomeadamente a diarreia), nem com

tempo de evolugdo da neuropatia motora.

Manifestacoes cutineas

As manifestacdes mais frequentes sdo a xerose, o eczema seborreico, as queimaduras,

0 acne, as ulceras perfurantes e as onicomicoses [152].

10.3 Tratamento

O tratamento desta doenga inclui medidas que podem prolongar a vida como a colo-
cacdo de pacemakers, a didlise e o tratamento das infec¢des. A fisioterapia € titil na manu-
tencao das capacidades motoras e na diminui¢do das complicacdes que facilitam o apare-
cimento de ulceras de pressdo. As ajudas técnicas, como as talas de apoio posterior e ortd-
teses de sustentacdo e alinhamento articular, facilitam a mobilidade do doente afectada

pela perda precoce da marcha autonoma.

A loperamida tem sido tradicionalmente utilizada para o tratamento da diarreia, e a
metoclopramida para a estimular o esvaziamento géstrico. A colostomia representa uma

opcao para os doentes com diarreia profusa e limitativa da sua vida social.

O uso de meias de compressao e de fluodrocortisona pode ser util no tratamento da
hipotensao ortostatica. A L-treo-3,4-diidroxifenilserina (L-DOPS) ¢ um aminoacido nao
natural sem efeito pressor directo que serve como substracto da descarboxilase dos L-aci-
dos aminados aromaticos (dopa descarboxilase) para formar noradrenalina. A L-DOPS
pode ser utilizada como precursor da noradrenalina nos estados deficitarios como na PAF.
O uso deste farmaco foi ensaiado nesta patologia para tratamento da hipotensao ortostati-

ca sintomatica, tendo-se mostrado seguro e vantajoso [153]. O firmaco ndo se encontra
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disponivel, porém, para uso alargado para além dos ensaios terapéuticos iniciais. A vitrec-
tomia pode restabelecer a visao quando surgem opacidades do vitreo, embora por vezes sd
temporariamente. A plasmaferese e a imunoadsorcao de transtirretina foram realizadas em

pequenos grupos de doentes, sem evidéncia definitiva de vantagens a longo prazo [ 154, 155].

O transplante hepatico ¢ o Unico tratamento que até hoje foi considerado especifico.
Este conduz ao rapido desaparecimento da variante da transtirretina no plasma [156] com
diminui¢ao da carga de amildide visceral, facto demonstrado pela cintigrafia quantitativa
com SAP radiomarcado [157].

Desde 1990 e até 2003, foram referidos ao registo internacional de transplantacao de
amiloidoses por transtirretina (www.fapwtr.org) 718 doentes, na maioria portadores da
mutacao TTR V30M.

No registo, a sobrevivéncia dos doentes com a variante V30M apds o primeiro e quin-
to anos de transplante foi de, respectivamente, 83% e 76%. Os factores que influenciaram
favoravelmente a sobrevivéncia do doente cinco anos ap0s o transplante hepatico foram a
duracdo da doenca inferior a 7 anos, o indice de massa corporal modificado (peso em Kg/
altura® em metros, a multiplicar pela albumina sérica em g/1) superior a 700 e a variante da
transtirretina V30M. Neste mesmo registo, 70% das mortes foram atribuidas a causas car-
diacas e sepsis. Nao houve evidéncia de melhoria das alteragdes neurologicas apds a trans-

plantagdo.

A progressao da doenca apo6s o transplante ndo mostrou resultados coincidentes. Na
avaliacdo de 25 doentes seguidos durante mais de 2 anos apds o transplante hepatico ndo
foi encontrado envolvimento motor nos doentes com neuropatia sensitiva pura pré-trans-
plante, mas também ndo se constatou melhoria de fungdo motora nos ja afectados [158].
No mesmo estudo, em 7 de 15 doentes transplantados com bidpsia de nervo pré e pos-
transplante a taxa de axonios mielinizados perdidos foi superior a observada num grupo de
doentes ndo transplantados. Contrariamente, outro trabalho demonstrou regeneragao das
fibras mielinizadas num doente submetido a transplantacao hepatica [159]. Em Portugal,
aavaliacdo clinica e neurofisioldgica de 35 doentes portadores da variante TTR V30M e sub-

metidos a transplante hepatico demostrou estabilizacao ou progressao lenta da doenga [ 160].

Apos o transplante hepatico poderdo surgir opacidades vitreas relacionadas com sin-
tese de novo da variante da TTR pelo epitélio pigmentar da retina, e progressao de cardio-

miopatia causada pela deposi¢dao de TTR normal [161, 162, 163].
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A transplantacao hepatica limita o acesso atempado ao tratamento, pois o0 nimero de

doentes em Portugal com indicacdo para o procedimento excede a oferta de 6rgaos.

Outras alternativas a transplantacdo tém sido delineadas in vitro. A estabilidade da
conformagdo da transtirretina amiloidogénica com sulfito e alcaliniza¢ao foi descrita
como uma possibilidade para atrasar o inicio da doenga [164] e o tratamento com 4’-iodo-
4’-deoxidoxorrubicina (I-DOX) ou com tetraciclinas permitiu a fragmentagao de fibrilas
de TTR [165].

O aconselhamento genético, a identificacdo dos portadores da mutacao da TTR, os
diagnosticos genéticos pré-natal e pré-implantagdo com posterior fertilizagdo in vitro

representam op¢oes para os individuos em risco ou casais envolvidos [166, 167].

11. O rim nas amiloidoses

As amiloidoses familiares neuropaticas nao foram classicamente associadas a doen-
carenal glomerular. Detalhar-se-30 as manifestagdes clinicas e anatomopatologicas renais
das amiloidoses. Depois, descreveremos as caracteristicas das amiloidoses hereditarias
nefropaticas. O seu conhecimento ¢ essencial para se apreciarem as diferencas estabeleci-

das em relacao a PAF.

11.1 Frequéncia do atingimento renal nas amiloidoses

A amiloidose representa 2,5 a 2,8% da histopatologia renal [ 168], mas em adultos nao
diabéticos com sindrome nefrética pode ser encontrada em cerca de 12% das bidpsias
renais [169]. A frequéncia da infiltragdo renal depende do tipo de amiloidose, sendo de
90% na amiloidose AA [170] e de cerca de 50% na AL [171]. Nas amiloidoses heredita-
rias, o envolvimento do rim tem sido descrito com mais detalhe na FMF; a infiltragao renal
por amilodide atingia 90% dos judeus sefarditas afectados, antes da terapéutica com col-
chicina [172].

As outras amiloidoses familiares nefropaticas sao raras e a gravidade de doenga renal
depende do tipo de mutacdo encontrada na proteina precursora. A investigagdo de 350
doentes com amiloidose sistémica e com o diagnostico de AL sugerido pela clinica, pelos
exames laboratoriais e pela auséncia de historia familiar mostrou que 34 (9,7%) destes

casos correspondiam a amiloidoses por fibrinogénio, TTR, lisozima ou apolipoproteina
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Al. As manifestagdes clinicas renais estavam presentes em 21 dos 34 doentes. As mutagdes
da TTR, detectadas em 13 desses doentes, ndo cursaram com doenca renal, excepto a
mutacao G47E [111].

11.2 Manifestacoes clinicas

As manifestagdes renais sdo semelhantes nos varios tipos de amiloidose. O diagnds-
tico baseia-se nas caracteristicas sistémicas de cada doenca. A infiltracao do rim por depo-
sitos de amiloide nao implica expressao clinica e, em grande parte dos casos, o diagnosti-

co faz-se quando ja esta presente proteinuria superior a 3 g/dia.

Provavelmente, a amiloidose em que melhor se consegue tracar o curso ¢ a FMF, na
qual os estudos anatomopatologicos renais permitiram concluir que existe uma fase sem
evidéncia clinica da doenga, visto que a proteinuria so € detectavel a partir de 300 mg/dia.
As manifestagdes renais comegam por proteinuria habitualmente nao selectiva, intermi-
tente e assintomatica, e progridem até a sindrome nefroética e uremia. A duragao desta pro-

gressdo pode ir de cinco a vinte anos [173].

As outras amiloidoses apresentam também um curso com proteintiria intermitente, de
grau variavel. A funcao renal esta geralmente preservada de inicio, embora tenham sido
descritos casos de insuficiéncia renal precoce. A proteiniiria aumenta com o tempo de evo-
lugdo, podendo atingir grande intensidade, conduzindo a complicag¢des tromboticas e des-
nutricdo. Na amiloidose AL, a expressao clinica da infiltragao renal ja estd presente num
ter¢o dos doentes na apresentacdo da patologia [171]. Uma vez instalada, a sindrome
nefrética tende a persistir, embora estejam descritos casos de remissao da proteintiria com
persisténcia dos depdsitos de amildide no rim. J4 foi documentada a remissao da sindrome
nefrdtica e insuficiéncia renal aguda na amiloidose AL apds transplantagao autdloga de

células estaminais [174].

O tempo de evolugao para a insuficiéncia renal cronica nao ¢ homogéneo, depende do
tipo de amiloidose e ¢ habitualmente mais rapido na amiloidose AL. A deterioragao pro-
gressiva da funcdo renal na maioria das doencgas glomerulares ¢ acompanhada de diminui-
¢do ou mesmo desaparecimento da proteinuria, mas nas amiloidoses a sindrome nefrética
tende a persistir mesmo em casos de insuficiéncia renal avancada [175]. Uma das conse-
quéncias da proteintria nefrdtica € a hipoalbuminemia profunda, que resulta numa dimi-

nui¢do da pressdo oncoética intravascular e edema. O edema requer terapéutica diurética
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que agrava a contrac¢ao de volume, a hipotensao e a reducdo do aporte sanguineo ao rim,
predispondo a elevacdo da creatinina. A embolizacdo renal bilateral por cateterismo ja foi
usada para tratamento da sindrome nefrotica na amiloidose, quando a terapéutica medica-
mentosa com captopril, furosemida e indometacina foi ineficaz [176]. A evolugdo para a
insuficiéncia renal cronica terminal em algumas amiloidoses pode cursar sem proteindria
nefrotica [103, 177]. O sedimento urinario ¢ geralmente normal, embora a hemattria

microscopica possa estar presente em 5 a 10% dos casos [175].

A frequéncia de hipertensao arterial ¢ variavel, estando presente em 20 a 35% [178]
dos doentes, e predominando na amiloidose AA. A hipotensao ortostatica € comum e apa-
rece durante a evolugdo da doenga, seja por disfuncao autondmica, infiltragdo cardiovas-
cular, insuficiéncia supra-renal ou hipovolemia associada a sindrome nefrética. Na pre-
senca de hipotensao ortostatica associada a insuficiéncia renal, sobretudo quando existem

antecedentes de hipertensao arterial, a possibilidade de amiloidose deve ser colocada.

Um dos estudos que investigou a nefropatia por amiloidose ndo AL foi realizado na
Turquia [179]. Uma andlise retrospectiva, feita por questionario a onze unidades nefrolo-
gicas, englobando 287 doentes turcos com amiloidose secundéria por FMF e doencas
inflamatoérias cronicas (AA), demonstrou que a manifestacdo mais frequente da amiloido-
se ¢ o edema seguido da proteintiria. As médias das tensdes arteriais sistolica e diastolica
eram normais, mas em 12% dos doentes foi registada hipertensdo arterial; 38% dos doen-
tes necessitaram de terapéutica de substituicao de funcdo renal, embora os autores admi-

tam ter introduzido um viés, pois a referéncia foi feita exclusivamente por nefrologistas.

11.3 Expressoes clinicas atipicas

Manifestagdes mais raras podem resultar da deposi¢ao de amildide em locais especi-
ficos no parénquima renal. O atingimento tubular pode ser responsavel por acidose tubu-
lar renal e diabetes insipida nefrogénica. A deposicao nos tubos proximais pode apresen-
tar-se como uma sindrome de Fanconi, tipica da amiloidose AL. Em trés de nove doentes
com amiloidose AA e proteinria escassa ou ausente foi observado um padrao de deposi-
¢do predominantemente vascular, com auséncia de lesdes glomerulares; a insuficiéncia
renal foi a apresentacdo em sete [177]. Varios sdo os estudos, nomeadamente nas formas
hereditérias, que reforcam a possibilidade de depositos vasculares e intersticiais, sem

expressao clinica [180, 181].
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11.4 Ecografia renal

Classicamente considera-se que a amiloidose se acompanha de aumento do tamanho
dos rins, mas este achado, presente em cerca de 20% dos casos, depende do estadio clini-
co em que o doente ¢ observado. Os estudos existentes relatam um numero pequeno de
doentes, enquanto que os que analisam um niimero maior apreciam a amiloidose num con-
junto de doengas glomerulares. A descricdo dos exames ecograficos em sete casos com
amiloidose [182] mostrou que nos casos de estddios mais avancados, com presenca de
esclerose glomerular, os dados ultrasonograficos nao se distinguem dos padrdes observa-
dos noutras doencgas glomerulares. Um outro trabalho, que comparou o aumento difuso da
ecogenicidade do parénquima renal com o aumento focal [183] em diversas patologias,
concluiu que a amiloidose era uma das doengas que se associava a aumento difuso,

enquanto que o aumento focal estava presente na pielonefrite cronica.

11.5 Complicacoes da nefropatia

As principais complicacdes da doenca renal por amiloidose sdo a trombose da veia

renal, a insuficiéncia renal aguda e a desnutricao grave.

Atrombose das veias renais ¢ relatada com uma grande amplitude de frequéncia, des-
de 4 a40% [175], reflectindo provavelmente as diferentes metodologias de diagnostico. A
desidratag@o e a hipoalbuminemia contribuem para esta situagdo, que se complica com

rapida deterioracdo da fungdo renal [184].

A insuficiéncia renal aguda na amiloidose, seja por nefrotoxicos, cirurgia, ou trom-
bose da veia renal, tem um progndstico mau em termos de recuperagdo, mesmo na pre-

senca de uma fungao renal anterior normal [185].

11.6 Anatomia patolégica renal

Aspecto macroscopico

Os rins nas amiloidoses apresentam habitualmente uma superficie regular, lisa, com
aspecto palido e por vezes aumentado de volume. A distingdo entre cortex e medula pode
ser dificil. Em pelo menos 10% dos casos os rins ja apresentam uma superficie irregular e

estdo diminuidos de tamanho. A atrofia renal, que afecta mais a zona cortical, ¢ atribuida a
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alteracdes isquémicas eventualmente motivadas por depositos de amildide nas artérias
renais [ 186].

Microscopia optica

A amiloide pode depositar-se em qualquer local do parénquima renal, mas o envolvi-

mento glomerular e vascular € o mais tipico [175, 187].

Os depositos, para além da positividade para o vermelho do Congo, sdo levemente

eosinofilicos, ndo coram pelo 4cido periddico de Schiff nem pela metamina prata.

No glomérulo, os depositos iniciam-se no mesangio e, ndo estando as células mesan-
giais aumentadas em numero, parecem deslocadas para as margens por massas eosinofili-
cas. O envolvimento glomerular moderado tem habitualmente uma distribui¢ao segmen-
tar, por vezes estando limitado ao polo vascular, facto que sugere que os depdsitos podem
comegar na sua vizinhanga. Com a deposi¢ao mais extensa surgem verdadeiros nodulos
que empurram para a periferia as células endoteliais e mesangiais. Na fase inicial as pare-
des periféricas das artérias capilares glomerulares estdo poupadas; posteriormente, os
depositos ocupam a membrana basal em posi¢cdo extra-membranosa ou sub-endotelial.
Numa fase tardia surgem massas irregulares, com aspecto de espiculas que alargam a
membrana basal. Estas espiculas diferenciam-se das da glomerulopatia membranosa por-
que tém uma distribui¢do muito menos uniforme. Ja foi documentada a presenca de cres-
centes celulares, mas surgiram geralmente em doentes com artrite reumatoide [175]. O
glomérulo pode ficar obsolescente e, ao contrario da maioria das doengas glomerulares,
mantem-se aumentado de tamanho; neste estado, o glomérulo pode perder as caracteristi-

cas histoquimicas da amildide [188].

Em regra, os vasos de todo o calibre podem estar envolvidos em toda a sua espessura
¢, mais raramente, em toda a sua circunferéncia. A adventicia tende a ser envolvida mes-
mo em fases precoces, a intima pode estar poupada e o lumen preservado; posteriormente
0s vasos podem ficar obstruidos por amildide. Ocasionalmente s6 as pequenas arteriolas

sdo a Unica estrutura renal envolvida.

As membranas basais tubulares podem conter depdsitos que envolvem os tubos dis-
tais e as ansas de Henle. Os depositos sdo sobretudo observados na vertente externa da
membrana basal. Na sequéncia destas lesdes surge atrofia tubular. Os depdsitos podem
surgir também nos vasa recta e tecido intersticial, neste caso com envolvimento preferen-

cial medular.
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A imunohistoquimica ou a imunofluorescéncia renal pode ser realizada para caracte-
rizar, com grande seguranca, a proteina precursora da amiloide (AL, AA, TTR, fibrinogé-
nio, gelsolina) [175]. O uso de anticorpos monoclonais aumenta a fiabilidade da identifi-

cacao.

Microscopia electronica

As alteragdes ultraestruturais confirmam os dados da microscopia optica. Os deposi-
tos estdo restritos ao mesangio quando presentes em pequena quantidade. Nesta regido, as
fibrilas apresentam-se independentes e com uma distribuigdo em feixes ao acaso. Na
regido subepitelial a distribui¢do € quase paralela, semelhando espiculas que na microspia
optica assumem uma distribui¢do membranosa. Outra caracteristica dos depositos ¢ a for-
magao de agregados compactos quando estdo adjacentes aos perfis celulares, e dispersos
quando estdo a distancia. Quando os poddcitos entram em contacto com as fibrilas surge
evidéncia de fusao dos processos podocitarios, condensagao dos seus microfilamentos e
zonas de destacamento da lamina rara externa, levando ao desnudamento focal da mem-
brana basal [188]. Num estudo ultraestrutural de dez doentes com amiloidose sistémica,
foram observados depdsitos parietais focais e destacamento dos poddcitos nos nove doen-
tes que tinham proteintria marcada [189]. Nao € clara a existéncia de correlagdo entre a

gravidade das lesdes da membrana basal e a gravidade da proteinuria.

11.7 Tratamento da insuficiéncia renal terminal

A morbilidade e a mortalidade dos doentes com amiloidose em didlise sdo superiores
as dos outros doentes nas mesmas circunstancias. Um estudo de 48 doentes com amiloi-
dose em programa regular de hemodialise demonstrou haver uma diminuicao da sobrevi-
véncia quando a evolugdo para a insuficiéncia renal cronica terminal foi inferior a 3 meses
(os doentes viveram em média mais quatro meses apds o inicio da terapéutica). A sobrevi-
véncia actuarial nos doentes com amiloidose ap6s um ano de hemodialise foi de 72,6%,
apo6s dois de 62% e no final do sexto ano de 44% [190]. Os autores deste estudo encontra-
ram um aumento da morbilidade por patologia gastrointestinal (hemorragias e diarreia) e
por problemas de acesso vascular para didlise. A auséncia de separacdo entre os varios
tipos de amiloidose torna a anélise mais dificil, pois as séries em que foram incluidos mui-

tos doentes com amiloidose AA, nomeadamente com FMF, apresentam melhores resulta-
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dos. As sobrevivéncias apds iniciar didlise podem ir de 8.2 até 31.4 meses na amiloidose
AL[191,192]. Nas séries de doentes com amiloidose AL o envolvimento cardiaco € a prin-
cipal causa de morte no primeiro ano de tratamento dialitico. A hipotensao intradialitica e
ortostatica foram consideradas possiveis explicagdes para o aumento da frequéncia da

trombose de acessos vasculares [192].

A dialise peritoneal pode ser utilizada, embora a experiéncia sejarestrita [193]. Numa
experiéncia cumulativa de 37 doentes com amiloidose AL em diélise, 10 realizaram diali-
se peritoneal sem complicacdes acrescidas [191]. Pode, no entanto surgir agravamento da

desnutri¢ao por perda de proteinas no efluente peritoneal.

Os doentes com amiloidose apds transplante renal t€ém uma morbilidade aumentada e
uma menor sobrevivéncia do enxerto comparativamente aos outros doentes. As séries
apresentadas sao geralmente de amiloidose A A associada a FMF ou a doengas reumaticas.
A mortalidade ¢ elevada nos primeiros trés meses, com sobrevida de 55% aos cinco anos
na amiloidose AA, e com diminui¢ao da sobrevivéncia nos doentes com mais de 45 anos
[194]. A maioria dos doentes morre com enxerto funcionante, sendo a infec¢ao a principal
causa de morte [195]. A recidiva da amiloidose no enxerto surge em 10 a 20% dos casos,
estabelecendo-se lentamente, em média cinco anos apds o transplante; a disfun¢do do
enxerto por recidiva é rara [195]. Na FMF a recidiva no enxerto renal € evitavel com o uso
de colchicina apds o transplante [196]. Na amiloidose AL a transplantacao renal ¢ rara-
mente efectuada, colocando-se problemas devidos a necessidade de efectuar transplante

cardiaco combinado.

12. Amiloidoses hereditarias com nefropatia

Nas amiloidoses familiares em que a nefropatia predomina (amiloidoses familiares
nefropaticas, AFN), o modo de transmissao ¢ autossomico dominante. A maioria dos doen-
tes com AFN sao heterozigotos para mutagdes nos genes que codificam a lisozima, a apo-
lipoproteina Al ou a cadeia Aa do fibrinogénio, derivando as fibrilas de amiléide da res-
pectiva variante da proteina. Estas variantes podem resultar da troca de um sé nucleotideo,

de uma delec¢do ou de uma inser¢@o no gene que codifica a proteina precursora [1].

Recentemente, as AFN foram associadas a variantes da apolipoproteina AII [197, 67];

em algumas familias a proteina em causa ainda ndo foi identificada. Na presenca da mes-
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ma variante, tanto a penetrancia como o fenotipo t€ém variagdes inter e intra-familiares.

A maioria dos doentes com este tipo de amiloidoses tém origem na Europa. A idade

com que se apresentam pode ir desde a segunda década de vida até idade muito avangada,

embora geralmente as manifestagdes se iniciem a meio da idade adulta. A tabela 2 resume

as amiloidoses renais nefropaticas autossomicas dominantes e aquelas que, sendo neuro-

paticas, podem cursar com doenga renal (transtirretina e gelsolina). As amiloidoses por

febres periddicas com potencial envolvimento renal serdo também referidas.

Tabela 2. Amiloidoses de transmissdo autossémica dominante, com doenga renal por

deposicdo de uma proteina mutante

PROTEINA PRECURSORA MUTAGAO ORIGEM GEOGRAFICA
Cadeia Aa do fibrinogénio M554L Peru, México
G526V Norte Europa
4 904delG Estados Unidos
4897delT Franca
Apolipoproteina Al G26R Norte Europa
L60R Inglaterra
W50R Judeus asquenaze
Delecgéo 70-72 Inglaterra
Apolipoproteina All Stop 78G Estados Unidos/ Europa
Stop 78S Estados Unidos/ Europa
Stop 78R Estados Unidos/ Europa
Lisozima 152T Inglaterra
N67H Inglaterra
W64R Franga
Transtirretina G4T7E Inglaterra
S52P Inglaterra, Portugal
S77T Alemanha
Gelsolina D187N Europa, Estados Unidos

12.1 Frequéncia

Nao ha dados sistematicos acerca da frequéncia das AFN, embora até hd pouco tem-

po tenham sido consideradas raras. Na literatura ndo estdo descritas mais de trinta familias,

mas esta patologia ndo ¢ habitualmente considerada no diagnostico diferencial das doen-
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cas renais. A auséncia frequente de historia familiar, por penetrancia variavel, contribui
para a falha no diagndstico. A introdugao de estudos sistematicos do &cido desoxirribonu-
cleico (ADN) aumentou o niumero detectado de doentes com amiloidose hereditaria por
lisozima, apolipoproteina Al e cadeia Aa. do fibrinogénio. O estudo genético de casos
incorrectamente classificados como AL associou a variante G526V (em que o 4cido gluta-
mico ¢ substituido pela valina) da cadeia Aa do fibrinogénio cerca de metade das amiloi-

doses hereditarias nefropaticas [101].

12.2 Morbilidade e mortalidade

Embora cada AFN tenha o seu curso, a histéria natural é lenta e progressiva, com insu-
ficiéncia renal cronica ou insuficiéncia de algum outro 6rgdo, mesmo sem sintomas. O
prognostico ¢ geralmente melhor do que o da amiloidose AA ou AL, embora possa surgir
faléncia organica e morte. Em contraste com a AL e a ATTR V30M, a hipotensao ortosta-

tica € rara, pois o envolvimento autondmico e a cardiomiopatia sdo pouco frequentes.

12.3 Cadeia Aa do fibrinogénio

O fibrinogénio é uma proteina plasmatica de 340 kDa, envolvido na fase final da coa-
gulacdo do sangue, desempenhando um papel importante na agregacao plaquetaria. A
molécula ¢ constituida por dois dimeros idénticos, cada um contendo um polipeptideo Ao
- B ey, produtos de genes situados no cromossoma 4 [198]. O figado parece ser o local
verdadeiramente importante para sintese do fibrinogénio [199]. As AFN associam-se qua-

tro mutagdes do fibrinogénio.

Mutacao R554L

Esta foi a primeira mutacao a ser descrita, em que uma arginina é substituida por uma
leucina no residuo 554 (Arg554Leu). A doencga foi descoberta numa familia de origem
peruana e mexicana [68] com amiloidose renal. As manifestagdes foram proteintiria e insu-
ficiéncia renal cronica, com idade de apresentagao entre os 24 ¢ os 36 anos. O probando
realizou transplante renal, com recidiva da amiloidose e faléncia do enxerto renal oito anos

depois. Esta familia parece assemelhar-se a que Ostertag descreveu em 1932.
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Mutagao G526V

A segunda mutacao do fibrinogénio associada a amiloidose ¢ aquela em que o acido
glutamico € substituido por uma valina (Glu526Val). Descoberta em duas familias de ori-
gem irlandesa [200], foi posteriormente descrita em familias de origem polaca e canadia-
na [201]. A doenga apresenta-se entre a quinta e a sétima décadas de vida. As manifesta-
¢oes sao sindrome nefrética, hipertensao arterial e anemia, havendo evolugao para a insu-
ficiéncia renal cronica terminal em cinco a dez anos. A amiloidose pode envolver o bago e
raramente o figado, com organomegalia e insuficiéncia hepatica. O transplante hepatico e
renal em simultaneo foi realizado como tratamento num doente com insuficiéncia hepati-
ca grave e recidiva da amiloidose num primeiro enxerto renal [202]. Nao estdo descritas

neuropatia, coagulopatia, nem cardiomiopatia.

Mutacao 4 904delG

Foi descrita numa familia americana com amiloidose renal, em que o probando teve
como manifestacdes proteinudria seguida de insuficiéncia renal. O quadro clinico iniciou-
se entre a quarta e a quinta décadas. A andlise de DNA permitiu verificar uma delec¢do de

um nucleotideo na terceira base do codao 524 da cadeia a do fibrinogénio [203].

Mutacao 4 897delT

Esta amiloidose foi descrita numa familia de origem francesa, e apresentou-se sob a
forma de sindrome nefrotica, aos 32 anos no probando e aos 12 anos no filho. A recidiva
da amiloidose no enxerto renal foi extremamente precoce, ao fim de um e dois anos de
transplantacdo. O estudo genético revelou tratar-se da delec¢ao de um so6 nucleotideo no

gene da cadeia a [204].

12.4 Apolipoproteina Al

A apolipoproteina Al (Apo Al) ¢ um polipeptideo de 243 aminoacidos e constitui no
ser humano a apolipoproteina major das lipoproteinas de alta densidade (HDL). A Apo Al
¢ um co-factor da lecitina colesterol acetil-transferase, que cataliza a transformagao do

colesterol em ester de colesterol. A sintese de Apo Al ocorre no figado e no intestino, embo-
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ra as gonadas, os rins e as supra-renais sejam locais de sintese menos importante. O gene
que codifica a Apo Al esta localizado no cromossoma 11 [205]. Tal como a TTR, a Apo Al
normal foi associada a depositos de amildide nos grandes vasos [206]. Estao descritas mais
de trinta mutagdes no gene, a maioria das quais predispde a doenga corondria. As varian-

tes relacionadas com amiloidose renal sdo quatro (trés substituicdes e uma deleccao).

Mutacao G26R

Esta mutacdo, em que uma glicina ¢ substituida pela arginina na posicdo 26
(Gly26Arg), foi descrita por Van Allen numa familia de [owa, com origem inglesa, esco-
cesa e irlandesa [62]. A doenca apresentou-se como uma polineuropatia periférica asso-
ciada a proteinuria, insuficiéncia renal cronica, e incidéncia elevada de ulcera gastrica. Na

biopsia renal, verificaram-se depdsitos glomerulares de amiloide extensos.

Seguiram-se descri¢cdes de outras familias, a maioria das quais com origem no norte
da Europa[1]. Aidade de inicio da doencga oscilou entre os 20 e os 44 anos. Numa das fami-
lias houve registo de 5 doentes, em 3 geragdes, que desenvolveram insuficiéncia renal cro-
nica. A presencga de organomegalias (figado e bago) com fun¢do do 6rgao preservada pode

fazer parte do quadro clinico.

Mutag¢ao L60R

Esta doenca foi descrita em familias inglesas, nas quais se verificou a substitui¢cao de
uma leucina por uma arginina na posi¢ao 60 (Leu60Arg). Na familia inicialmente descri-
ta [207], 8 doentes em 4 geracdes, apresentaram amiloidose renal extensa que se traduziu
por hipertensao arterial, proteintria e insuficiéncia renal cronica; no probando, associa-

ram-se esplenomegalia e trombocitopenia; o envolvimento cardiaco também foi descrito.

Mutacao WS0R

A substitui¢do do triptofano por arginina na posi¢ao 50 (Trp50Arg) foi descrita em
familias judias (asquenaze). O envolvimento renal manifestou-se por hemataria micros-
copica, proteintria e insuficiéncia renal cronica [208]. Um dos doentes relatados realizou
transplante renal tendo morte precoce por infecgdo. Podem associar-se organomegalias e

insuficiéncia hepatica.
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Delecgao 70-72

Esta forma de amiloidose foi descrita numa familia de origem inglesa [209] na qual
se verificou a perda dos residuos de aminoacidos 70, 71 e 72. A doenga renal traduziu-se
por hipertensdo arterial, proteintria e insuficiéncia renal cronica na terceira década de

vida. Foram também documentadas organomegalias e escotoma central.

12.5 Apolipoproteina AII

A apolipoproteina AIl (Apo AIl) ¢ um dos componentes principais das HDL plasma-
ticas sendo produzida no figado e no intestino delgado. A identifica¢do de familias com
amiloidose relacionada com variantes da Apo All foi recente, entre 2001 € 2003 [67, 210,
211]. As mutagdes foram identificadas em familias americanas, encontrando-se em todas
uma substitui¢dao do codao stop: Stop78Gly, Stop78Ser e Stop78Arg. A manifestagdo pre-
dominante desta forma ¢ a nefropatia por amiloidose, que surge entre a segunda e a quin-
ta décadas. Nao surge envolvimento hepatico ou esplénico extensos nem cardiomiopatia,

excepto na mutacao Apo All Stop78Arg.

12.6 Lisozima

A lisozima ¢ um polipeptideo que actua como enzima bacteriolitico [212] e que esta
presente em varios tecidos e secregoes. O gene da lisozima esta situado no cromossoma
12. As trés variagdes genéticas conhecidas da lisozima foram associadas a amiloidose

nao neuropatica [70].

Mutagao 156T

A substitui¢ao da isoleucina por treonina na posi¢ao 56 (Ile56Thr) foi descrita numa
familia de origem inglesa [213]. As manifestacdes clinicas, com inicio entre a terceira e
sexta décadas, foram a proteintria, a insuficiéncia renal cronica, petéquias e organomega-

lias, com preservagao da fungdo hepatica.

Mutacao N67H

Esta mutacdo, em que a asparagina ¢ substituida pela histidina na posi¢do 67

(Asp67His), foi descrita também numa familia inglesa [214, 215]. A idade de inicio situou-
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se entre a terceira e a quinta décadas. Para além de proteintiria, insuficiéncia renal, olhos
secos, hemorragias e perfuracdes do tracto gastrointestinal, foram também descritas hepa-

tomegalia com hemorragia hepatica e esplenomegalia.

Mutacao W64R

A substitui¢do do triptofano por arginina na posicao 64 (Trp64Arg) foi descrita numa
familia francesa com historia de sindrome sicca precoce e nefropatia com evolugao para a

insuficiéncia renal avancada, entre a quinta e sétima décadas de vida [216].

12.7 Gelsolina

A gelsolina ¢ uma proteina que se liga ao célcio e que fragmenta os filamentos de acti-
na. O seu gene esta localizado no cromossoma 9. As primeiras manifestagdes desta forma
de amiloidose sdo as alteracdes distroficas da cornea, o espessamento da pele da nuca e
dorso, e a neuropatia craniana com paralisia facial [217]. A maioria das familias descritas
¢ de origem finlandesa. Estdo descritas duas mutagdes sendo a mais comum a substitui¢ao
do acido aspartico por asparagina na posi¢ao 187 da molécula (D187N), ¢ a mais rara a
substitui¢do do mesmo por tirosina (D187Y). AAGel D187N pode apresentar-se sob a for-
ma de proteintria moderada e, no caso de homozigotia, pode surgir evolugao para a insu-
ficiéncia renal cronica terminal por deposi¢do de fragmentos da proteina mutante no rim
[218].

12.8 Febres periddicas

As febres periddicas hereditarias sdo doencgas auto-inflamatdrias caracterizadas por
episodios recorrentes de febre e inflamagao localizada que afecta o abdémen, o térax, o
sistema musculo-esquelético e a pele. Estes periodos de inflamagao sdo separados por
intervalos livres de sintomas. Alguns doentes desenvolvem amiloidose AA. Quatro des-
tas doencas sao nefropaticas, 3 sdo transmitidas de modo autossomico dominante e uma
de modo autossdmico recessivo. As proteinas implicadas nestas 4 doencas estdo envolvi-
das no controle inflamatorio, provavelmente regulando a apoptose em grupo de leucdci-
tos associados nos estadios precoces da cascata inflamatoria. As mutacdes nestas protei-
nas podem favorecer uma amplificagdo anormal da reac¢ao inflamatoria. A proteina de

fase aguda amiloide A sérica, quando aumenta na reacc¢ao inflamatoria, deposita-se nos
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tecidos. O envolvimento renal manifesta-se por proteinuria nefrética e insuficiéncia renal

cronica.

A sindrome da febre periddica foi associada a mutagdes no gene da superfamilia 1A
do receptor do factor de necrose tumoral (fumor necrosis factor receptor superfamily 1A4)
que codifica o receptor 1 do factor de necrose tumoral (TNFR1). A sinalizacdo extracelu-
lar para a apoptose e degradagcao do ADN nuclear pode ser feita através do receptor do fac-
tor de necrose tumoral que activa proteases celulares. No sistema imune, este processo ¢
activado para eliminar os linfécitos auto-reactivos. Os autores [219], que em 1999 descre-
veram estas mutagoes, propuseram o nome de sindrome perioddica associada ao receptor do
factor de necrose tumoral (TNFR associated periodic syndrome ou TRAPS) para estas
doengas. O TRAPS ¢ uma doenca de transmissao autossdmica dominante e a sua localiza-
¢do € no cromossoma 12p13. Até agora foram identificadas 22 mutac¢des responsaveis por
TRAPS [220].

Os doentes afectados por TRAPS apresentam febre elevada com arrepios, dores abdo-
minais com nauseas € vomitos, mialgias do tronco e membros, pseudocelulite e edema
peri-orbitario unilateral [221]. A origem familiar ¢ geralmente Europeia. Os ataques
podem durar de uma semana a um més, eventualmente mais, e nao had melhoria clinica com
o uso de colchicina. A idade de inicio da doenga pode ir desde o primeiro ano de vida até a

quinta década e a amiloidose desenvolve-se em cerca de 20% dos casos [222].

A sindrome de Muckle-Wells (SMW) e a sindrome familiar autoinflamatoria pelo frio
(familial cold autoinflammatory syndrome ou FCAS) sdao doengas raras encontradas
geralmente no norte da Europa. Os primeiros sinais ocorrem geralmente na infancia, asso-
ciando febre, artrite, mialgias, urticaria e conjuntivite; na SMW surge surdez neurosenso-
rial progressiva e na FCAS a manifestacao mais tipica € a existéncia de pele fria associada
a sintomas gerais, crises inflamatorias e urticaria [223]. A SMW e a FCAS estao ambas
localizadas na regido cromossomica 1g44, tendo sido encontradas mutacdes no gene
CIAS1, que se expressa nos leucocitos periféricos e codifica a proteina criopirina [224]. A
amiloidose surge em cerca de 25% dos doentes. Em Portugal foi identificada uma familia

com SMW em que a falta de resposta a terapéutica com colchicina foi reconhecida [225].

O tratamento com corticosterdides em baixa dose, clorambucil, anti-histaminicos,

dapsona, azatioprina, micofenolato de mofetil e infliximab também se revelaram sem
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sucesso; doses elevadas de corticosteroides e talidomida foram descritos como sendo par-
cialmente eficazes num caso. Dois doentes foram submetidos a ensaios terapéuticos com
o antagonista do receptor da interleucina-1 anakinra, havendo melhoria dos sintomas infla-

matorios e diminuigdo das concentragdes plasmaticas da proteina sérica amiloide A [226].

A FMF ¢ uma doenga de transmissdo autossomica recessiva que afecta principal-
mente as populagdes com origem na bacia Mediterranica. Ocorre em turcos, arménios, ara-
bes e judeus sefarditas. No entanto, tém sido descritos casos esporadicos em judeus asque-
naze, italianos, polacos e alemaes [227]. Foram diagnosticados em Frang¢a dois casos de
origem portuguesa [Dodé C, comunicagdo pessoal]. A FMF ¢ caracterizada por episodios
recorrentes de febre, peritonite, pleurite, artrite e eritemas semelhando erisipela. O ataque
tipico dura de um a 4 dias. Os primeiros sintomas surgem entre a infancia e a adolescéncia

em 80% dos casos, e s6 em 5% surgem depois dos 30 anos.

A amiloidose renal com progressdo para a insuficiéncia renal cronica terminal € a
complicacdo mais grave da FMF [228]. A amiloidose pode também envolver o tracto gas-
trointestinal, o figado, o bago e, em fases mais avancgadas, o coragdo, o pulmao e a tiroide.
A amiloidose renal ¢ mais frequente nos turcos, com expressao clinica em cerca de 60%
dos doentes. No fenotipo I da FMF, a amiloidose surge anos depois de diversos ataques
inflamatorios, enquanto que no fen6tipo Il a amiloidose precede os ataques inflamatorios,

ou ¢ a inica manifesta¢ao da doenca.

Antes da introducao de métodos substitutivos de funcdo renal, a insuficiéncia renal
cronica terminal era responsavel por 72% das mortes por FMF nos judeus sefarditas. O tra-
tamento com colchicina, usado como anti-inflamatorio, foi introduzido em 1972 [229].
Actualmente, dado que o diagnoéstico e a terapéutica com colchicina sdao precoces, a fre-
quéncia de amiloidose diminuiu e a proteintria passou a ser detectada em apenas cerca de
2% dos doentes. A manutengdo de terapéutica com colchicina apds transplante renal ¢
necessaria para evitar a recidiva da amiloidose no enxerto. Estima-se que a frequéncia do
gene da FMF seja muito elevada em certas etnias, tendo sido calculada nos arménios e
judeus ndo asquenaze em cerca de um para cada 7 individuos. O gene da FMF foi locali-
zado no cromossoma 16, na regido 16p13 [230], e o seu produto identificado como uma
proteina, a marenostrina (derivada do nome mare nostrum, o Mediterraneo) ou pirina, que
pertence a familia dos factores nucleares implicados na inflama¢ao. Foram identificadas

cerca de quinze mutacdes do gene, sendo mais comum a M694V.
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13. Descricio classica do envolvimento renal na polineuropatia amiloidotica fami-
liar de tipo portugués (TTR V30M)

Na literatura, a descri¢do da nefropatia na PAF foi enquadrada geralmente na apre-

ciacdo clinica global da doenga.

No artigo publicado por Corino de Andrade [12], as queixas e as manifestagdes orga-
nicas foram minuciosamente detalhadas. Ndo foram, no entanto, referidos edemas ou
hipertensao arterial, ndo foi descrita a fungdo renal ou avaliada sistematicamente a protei-
nuria. Nos exames histopatoldgicos dos 2 casos de autdpsia, os rins € 0os nervos periféricos
foram os locais de deposi¢cdo mais importante de amildide (ambos classificados com

++++ + + numa escala de + a + + + + + +); os depositos foram encontrados nos glomé-
rulos, nas paredes dos vasos, nas membranas basais das capsulas de Bowman, nos tubos e
no tecido intersticial. Na pagina 415 [12] podemos ler como comentario a histopatologia:
“...as in typical generalized amyloidosis, the kidney is always severely affected ...In both

cases there is a considerable nephrotic element.”

Ribeiro do Rosario em 1961, narevisdao de 19 casos de PAF [132], avaliou a ureia séri-
ca, o sedimento urinario e a proteintiria em 12 doentes. Em todos a fungao renal e o sedi-
mento urinario eram normais, em 3 a proteinuria estava ausente, em 7 era vestigial e num
foi quantificadaem 1,5 g/dia. O autor comentou que para uma apreciagdo correcta da capa-
cidade funcional do rim, seriam necessarias provas laboratoriais mais rigorosas do que as

que foram utilizadas.

Rune Andersson, em 1976 [14], publicou a revisdo de 60 casos de PAF com origem
na Suécia. Nos exames de 9 casos de autdpsia evidenciou depdsitos renais varidveis em
gravidade e localizagdo; 7 apresentavam depodsitos nas paredes dos vasos do cortex e nes-
te grupo 4 tinham também lesdes glomerulares, classificadas como pronunciadas em 2
casos; em 2 doentes foram encontrados sinais considerados tipicos de pielonefrite croni-
ca. Tensdo arterial sistdlica superior a 140 mmHg ou tensdo diastolica superior a 90
mmHg em dectbito dorsal foram detectadas em 14 dos 60 doentes. O autor encontrou
elevagdo da creatinina sérica em 5 dos 26 doentes em que esta avaliagdo foi realizada, e
proteinuria em 14 dos 28 doentes examinados, sendo num deles nefrotica. O que o autor

considerou insuficiéncia renal grave, por deposi¢do de amildide ou pielonefrite cronica,
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surgiu raramente, mas observou que a uremia contribuiu para a morte em 4 dos 27 fale-

cidos.

Eva Xavier e Domingos Azevedo, em 1976, publicaram no Boletim do Hospital Geral
de Santo Antdnio [231] o primeiro estudo vocacionado para a clinica nefrologica. Os auto-
res encontraram proteinuria superior a 1 g/dia em 3 dos 33 doentes examinados, leucoci-
turia em cerca de metade, e depuragdo da creatinina inferior a 40 ml/min em cerca de 15%.
As idades dos doentes a data da observacdo estavam compreendidas entre os 24 e os 48
anos, e tinham um tempo de evolucdo sintomatica entre 1 e 13 anos. Proteintria superior
a | g/dia foi encontrada em doentes com evolu¢do da neuropatia inferior a 5 anos. Nao
encontraram relagdo entre a diminuicao da filtracao glomerular, o tempo de evolucado da
doenca e a presenca de infec¢do urinaria. Foi realgada a dissociagdo marcada entre a pre-
senca das lesdes anatomicas e a auséncia ou a benignidade das manifesta¢des clinicas
renais. Nas conclusdes, os autores afirmaram a auséncia de sindrome nefrotica, proteinu-
ria significativa ou insuficiéncia renal descompensada na PAF, qualquer que fosse o tem-

po de evolugdo da neuropatia.

Falcao de Freitas, no mesmo Boletim do Hospital Geral de Santo Anténio de 1976
[232], fez uma revisdo clinica da PAF tendo por base o estudo e a assisténcia a mais de
300 doentes. As alteragdes renais foram consideradas escassas, limitando-se a sinais de
infec¢do urinaria em relagdo com as perturbacdes vesicais. A albumintria, em muito
pequenas quantidades, foi encontrada em fases tardias de doenga, nunca se constatando
albuminuria maci¢a nem insuficiéncia renal. Este autor salientou também que a auséncia
de nefropatia retirava a linearidade entre a deposi¢ao de amiloide e as sindromes clinicas

renais.

Lars Steen e colaboradores, em 1982, realizaram o segundo estudo da literatura diri-
gido especificamente para a nefropatia na PAF [233]. A capacidade de concentragdo uri-
ndria, a proteinuria e a filtracdo glomerular estimada por métodos radioisotopicos foram
avaliadas respectivamente em 21, 24 e 19 doentes, todos com origem na Suécia. Os doen-
tes tinham idades compreendidas entre os 28 e 78 anos (média 58), a neuropatia apresen-
tava uma evolucao média de 7 anos e metade estavam medicados com penicilamina. Os

autores documentaram diminuicao da capacidade de concentragdo urinaria em 76% dos
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doentes, proteinuria superior a 0.2 g/dia em 54% (com nivel nefréotico em 2 casos) e dimi-
nui¢do da filtracdo glomerular em 63%; a creatinina sérica foi considerada elevada num
doente. A albumina constituiu a principal proteina urinéria, tendo sido excluida a existén-
cia de cadeias leves e imunoglobulinas monoclonais na urina. Na discussao do trabalho foi

sugerida a atribui¢ao da doenca renal aos depositos glomerulares de amildide.

Morie Gertz e colaboradores, em 1992 [234], num estudo que incluiu 29 doentes com
amiloidose familiar, todos com mutacdes da TTR (12 com a TTR V30M), descreveu um
doente com insuficiéncia renal. No conjunto dos casos a proteinuria foi, em média, de 0,1
g/dia; dois apresentavam proteinuria nefrotica. A mutacdo da TTR presente nos doentes

que tinham nefropatia nao foi especificada.

Na apresentacao da amiloidose familiar constante do capitulo “Secondary Glomeru-
lar Diseases” no livro “The Kidney”, em 1996, ha referéncia de que até aquela data o envol-
vimento glomerular nas amiloidoses neuropaticas tipo I e tipo II ndo tinha sido relatado
[235].

Na analise da disfun¢ao autonomica da PAF, feita por Yukio Ando e Ole Suhr em 1998
[236], foi focada a importancia dos diagndsticos de disfuncao vesical e de reteng¢ao urina-

ria pelo seu contributo para desenvolvimento de insuficiéncia renal.

A 1uz dos conhecimentos descritos, poderiamos afirmar que, na PAF, a doenca renal
glomerular era rara nos doentes portugueses, a proteinuria nefrotica nio teria sido encon-
trada e a insuficiéncia renal grave foi documentada apenas num doente. No entanto, o estu-
do de Eva Xavier ndo ¢ concordante em absoluto com a descri¢ao de Falcao de Freitas. No
primeiro, a presenga de proteindria nao mostrou relagdo com o tempo de evolucao da doen-
¢a ¢ as alteracoes de funcao renal ndo foram relacionadas com infec¢des urinarias. No
segundo, a albumintria s6 surgiu em fases avancadas de neuropatia e as alteracdes renais

foram relacionadas com infecgdes urinarias.

Os doentes suecos pareciam ter um comportamento diferente, apresentando albumi-
nuria e diminui¢ao da filtracao glomerular, sendo a uremia uma das causas de morte. Os
estudos suecos ndo se podem, no entanto, comparar com os portugueses, pois para além da

idade de inicio da doenca neuroldgica ser francamente mais tardia, o uso de penicilamina
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poderia por si s6 condicionar a proteinuria [237]. Embora no trabalho sueco seja proposta
uma associagdo entre a amiloidose glomerular e a proteintiria, os estudos portugueses refu-

taram esta hipotese.

A observacao dos doentes com PAF pelos nefrologistas reflectiu, durante varios anos,
a avaliagao de uma populagdo de doentes seleccionada. Os critérios de selec¢ao, que esta-
vam implicitos, assentavam geralmente na presenga das infec¢des urindrias de dificil tra-
tamento. Surgiu melhoria assistencial, mas manteve-se a apreciagdo de um ntimero restri-

to de doentes.

Em 1989, a bidpsia renal de um doente com PAF, sindrome nefrotica e insuficiéncia
renal crénica evidenciou a deposi¢do macica de substancia amildide a nivel glomerular e
vascular; a progressao para IRCT foi rapida. Alguns meses depois, observamos 2 outros
doentes que tiveram o mesmo tipo de apresentagado clinica e evolucao. Nestes doentes, os
sintomas de PAF surgiram entre a quinta e sexta décadas de vida. Curiosamente, o escla-
recimento das historias familiares destes 3 casos, com base nos registos ja existentes e nou-
tros que procuramos, demonstrou que os seus progenitores foram descritos como sauda-

veis ou que alguns dos irmaos afectados apresentavam também nefropatia.

Com o decorrer dos meses sucederam-se as observagdes de doentes com proteinuria
de grau variavel. Passamos a avaliar todos os doentes que frequentavam as consultas de
neurologia, de modo a minimizar a seleccao dos doentes. Sistematicamente, apos as con-
sultas, as historias familiares passaram a ser revistas e estudadas. Em alguns dos doentes
com insuficiéncia renal cronica constatimos a mesma situacao: penetrancia incompleta da

doencga na familia e nefropatia noutros elementos.

O trabalho que iremos expor, foi uma consequéncia natural da clinica, tal como pas-

sou a ser concebida a partir de 1990.
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14. Objectivos do estudo

Ap0s a revisdo bibliografica, verificamos que a negacdo de nefropatia associada a
PAF teve por base o estudo de um pequeno numero de doentes ou observagdes sem o apoio
de exames analiticos. A auséncia de relagao entre manifestagdes renais e a deposicao
extensa de amiléide foi assumida. A possibilidade da doenga renal ocorrer em padrao fami-

liar ndo foi explorada.

No presente estudo, propusemo-nos demonstrar ou refutar a presenca de doenga renal
associada a deposi¢ao de amildide na PAF —doenca monogénica que se exprime como uma
amiloidose generalizada. Ao escolhermos este tema de investigagdo, procuramos contri-
buir para a caracterizagdo da epidemiologia, da clinica e das propostas de tratamento das

amiloidoses hereditarias.

No final do trabalho procuramos discutir se os conhecimentos adquiridos serao sus-

ceptiveis de vir a ser integrados no aconselhamento genético.

Objectivos especificos
Objectivos principais do trabalho de investigacao:

1. Conhecer a frequéncia da deposi¢do de amildide renal na PAF; estudar a distribui-
¢do dos depositos renais de amildide na PAF e caracteriza-los; esclarecer se existe alguma

relacdo entre o padrao histopatoldgico e a expressao clinica renal (artigo 1);

2. Definir a epidemiologia da nefropatia, conhecer a sua frequéncia e a proporcao de
doentes que evoluem para a IRCT; identificar factores de risco para o desenvolvimento de

doenca renal (artigo 2);
3. Estudar a possibilidade de agregacdo familiar da nefropatia (artigo 2);
4. Identificar marcadores de doenga renal em fase pré-clinica (artigo 3);

5. Conhecer a expressao fenotipica da nefropatia e definir a sua historia natural (arti-
gos 2,3 e4);

6. Estabelecer opcdes terapéuticas na doenca renal cronica (artigos 4, 5 e 6); conhe-
cer as complicacdes da doenga na presenca de IRCT e a sua evolugdo apds didlise (artigo
4); definir critérios de seleccao para transplantacdo renal (artigos 4 e 5); avaliar os benefi-

cios e complicagdes da transplantagdo hepatica e renal em simultaneo (artigo 5).
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15. Plano geral da investigacao

A metodologia utilizada para concretizar a investigacao sera exposta em cada artigo.
Na realizagao do estudo, articulamos métodos de investigagao anatomopatologica, epide-
miologica e clinica. Procurando integrar os objectivos a que nos propusemos definimos o

seguinte plano de trabalho:

1. Avaliacao dos depositos renais de amildide e sua distribui¢do caracterizando a pro-
teina precursora nos tecidos por métodos imunohistoquimicos utilizando anticorpos

monoclonais anti-TTR;

2. Definigao de trés areas de estudo epidemioldgico: Pévoa de Varzim/Vila do Con-
de, Barcelos e Braga; levantamento e registo de todas as familias com PAF originarias
daquelas areas; avalia¢ao das caracteristicas clinicas, incluindo idade de inicio de neuro-
patia, manifestacdes clinicas e tempo de evolugao sintomatica dos doentes cujas familias

tiveram origem nas areas mencionadas;

3. Colheita e actualizag@o da historia familiar, revisdo dos registos clinicos dos fami-
liares dos doentes em estudo e comprovacgao por analise de ADN leucocitario da mutagao
TTR V30M em todos os doentes;

4. Seleccao das familias portuguesas com pelo menos um doente insuficiente renal

cronico terminal, avaliagao de todos os familiares doentes;

5. Observagao regular de portadores assintomaticos da mutacao; escolha de um indi-

cador analitico de lesdao glomerular;

6. Avaliacao da funcdo renal através da determinacdo das concentragdes séricas de

creatinina e ureia, da depuracdo da creatinina e por métodos radioisotopicos;
7. Determinagdo da excre¢do urinaria de albumina e proteinas;
8. Estudo prospectivo da morbilidade e mortalidade apds dialise;

9. Com base nos resultados anteriores, aplicar métodos de tratamento nos doentes

com proteintiria ou em hemodialise regular.
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descrigao classica da amiloidose renal na polineuropatia amiloidética familiar foi
baseada em estudos de autdpsias, quando j& havia uma longa evolugdo da doen-
¢a e sem uma avaliagdo clinica sistematica prévia vocacionada para as manifes-
tagdes renais. Nao estava documentada a anatomopatologia renal no curso da doenga, com
ou sem a presenca de proteindria. A abordagem epidemiolédgica na PAF ndo se tornaria
consistente sem definirmos se a nefropatia, a existir, representaria a expressao do envolvi-

mento das diferentes estruturas renais.

Na amiloidose renal, a relagao entre a morfologia e as manifestagdes clinicas foi rea-
lizada na amiloidose AL e AA. Nos primeiros estudos dedicados a este tema nao havia dis-
ponibilidade de estabelecer o diagnostico diferencial entre os diversos tipos de amiloido-
se a nivel histoldgico, sendo a relagdo estabelecida numa classificacdo baseada em ele-
mentos de ordem clinica [ 1, 2]. Quando a caracterizagao histologica foi possivel, com anti-
corpos monoclonais ou policlonais, por métodos imunohistoquimicos ou imunofluores-
céncia, o predominio dos depdsitos vasculares na amiloidose AA foi descrito, mesmo na
auséncia de clinica renal [3]. Nas amiloidoses hereditérias, exceptuando a FMF, os estu-
dos anatomopatologicos sistematicos demonstraram casos isolados de amiloidose nefro-
patica, mais vulgarmente por fibrinogénio [4, 5]. Essas descri¢cdes geralmente correspon-

deram a casos de insuficiéncia renal avangada.

No trabalho correspondente a este capitulo realizdmos bidpsias renais em doentes
com a mesma mutagdo da TTR (V30M), mas com diferente expressao nefropatica. Estu-
damos a distribuicao dos depositos de amildide por microscopia Optica e definimos as
lesdes histologicas tipicas desta variante. Para que inequivocamente ficasse demonstrada
a patologia, caracterizamos por métodos imunohistoquimicos a proteina precursora pre-
sente. Os achados histologicos foram analisados no contexto da expressao renal, do envol-

vimento multiorganico e da epidemiologia.

Na execucao deste trabalho foi necessaria a aprendizagem de técnicas de pesquisa de
substancia amildide por microscopia Optica, realizagdo de imunohistoquimica com anti-
corpos monoclonais anti-TTR, anti-AA, policlonais anti-ALk e A e monoclonais anti-32
microglobulina. A aplicacdo destes anticorpos foi realizada sistematicamente em todos os
fragmentos de bidpsias. A leitura e a descri¢do da anatomopatologia renal na amiloidose,
bem como a valorizagao dos resultados da imunohistoquimi-ca foram uma segunda etapa

de aprendizagem.
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Este treino foi complementado com a aplicagdo das técnicas e observacao de bidpsias
renais de doentes com amiloidose, PAF e insuficiéncia renal avancada (com histologia pré-

via a este estudo), bem como de outras amiloidoses com diferentes patologias subjacentes.

O laboratodrio de anatomopatologia renal do Hospital Necker, em Paris, e o laborato-
rio de histologia do Centro de Estudos de Paramiloidose permitiram a aprendizagem e o

treino das técnicas utilizadas.
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Familial Amyloid Polyneuropathy Typel (Portuguese):
Distribution and Characterization of Renal Amyloid Deposits

Luisa Lobato, MD, Idalina Beirao, MD, Serafim M. Guimaraes, MD, Dominique Droz, MD,
Serafim Guimaraes, MD, Jean-Pierre Griinfeld, PhD, MD, and Laure-Héléne Noél, MD

e Renal amyloidosis has been considered rare and late in the evolution of the transthyretin (TTR) familial amyloid
polyneuropathy (FAP) of the Portuguese type (type I). Renal biopsy has been performed systematically in 14
patients with FAP type | before liver transplantation. In all patients, TTR Met30 mutation was shown. Seven had
proteinuria or abnormal microalbuminuria, whereas seven others had no urinary abnormalities. All had renal
amyloid deposition predominantly in the medulla. Glomerular and vascular involvement was more prominent in
patients with urinary abnormalities. Patients with the most extensive renal lesions represented a subgroup with a
low score of polyneuropathy disability, a high prevalence of nephropathy in the proband generation, or a late onset
for relatives with nephropathy. Inmunohistochemistry studies showed that the amyloid substance corresponded to
transthyretin. We have shown that renal TTR—derived amyloid deposition is common in patients with FAP type I,
even in the absence of urinary abnormalities. The clinical presentation of nephropathy is not a late occurrence in the

disease.
© 1998 by the National Kidney Foundation, Inc.

INDEX WORDS: Familial amyloidosis; transthyretin; nephropathy; renal biopsy.

AMILIAL AMYLOID polyneuropathy (FAP)
type | (Portuguese type) is a form of sys-
temic amyloidosis inherited in an autosomal
dominant mode. The components of amyloid
fibrils consist of transthyretin (formerly known
as prealbumin) in which valine has been replaced
by methionine at position 30 (TTR Met30).1 2
The main expression of the disease is a polyneu-
ropathy, first described by Andrade in families
from northern Portugal .2 Since then, 1,233 cases
belonging to 489 families have been observed at
Centro de Estudos de Paramiloidose in Porto.*
Japan and Sweden are the second and third
largest foci in the world.®
The therapeutic approach to the disease has
been made with plasmapheresis,® extracorporeal
immunoadsorption,” and liver transplantation.®
The rena involvement has been described as a
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late occurrence and was considered clinically
insignificant.? It has became critical before
liver transplantation to assess the extension of
amyloid deposition, more particularly in the kid-
neys.

In the current study, we evaluated amyloid
depositsin renal biopsy specimens from patients
with FAP TTR Met30 mutation. We described
the histomorphological findings, the distribution,
and the characterization of amyloid deposits. We
therefore related these findings with the clinical
features, rena function, and proteinuria. We
looked for the existence of nephropathy in the
kindreds of these patients.

PATIENTS AND METHODS

Patients

From December 1995 until July 1996, every patient with
FAP considered for liver transplantation was submitted for
rena biopsy. Thus, we evaluated 14 Portuguese patients,
nine men and five women, belonging to 14 unrelated fami-
lies.

All patients had TTR Met30 mutation determined by
DNA analysis. Family pedigrees were established. In pa-
tients and relatives, we collected data on age at onset,
clinical presentation, and duration of the disease. In the
clinical assessment of renal function, we used serum creati-
nine and urea, creatinine clearance, or ®TcDTPA clearance
(mL/min/1.73m?). Proteinuria and microalbuminuria (when
proteinuria was absent) were evaluated in a 24-hour urine
collectionin al patients.

A modified polyneuropathy disability scoring system®®
was used as follows: score I, sensory disturbances in the
extremities but preserved walking capacity; scorell, difficul-
ties in walking but without the need for a walking stick;

940 American Journal of Kidney Diseases, Vol 31, No 6 (June), 1998: pp 940-946
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score |I1A, one walking stick or one crutch required for
walking; score 1B, two walking sticks or crutches required;
and score |V, patients in awheelchair or bed confined.

METHODS

Renal biopsy was performed in al patients. One fragment
was fixed in formol for classical histological methods, and
another was frozen and stored at —70°C. The two specimens
were cut to obtain sections of 3 to 4 pm in thickness and
stained with Congo red and with a monoclonal anti-TTR
antibody produced at Centro de Estudos de Paramiloidose.*

Amyloidosis has a characteristic staining with Congo red
and a yellow/green dichroism when examined with polar-
ized light.

The nondiluted monoclonal antibody anti-TTR used was
studied on a fixed and frozen specimen, by indirect immu-
noperoxidase technique.** In the fixed specimen, no diges-
tion was necessary.

The amount of glomerular, tubular, interstitial, and vascu-
lar amyloid was graded on a scale from — (absent) to +++.
Amyloid deposits composed up to 25% of the structure
involved were classified as +, 25% to 50% as + +, and more
than 50% as ++ +.

RESULTS
Clinical Findings
The mean age at onset of the symptomatic
disease was 30.4 years (£ 8.2 SD). When the
renal biopsy was performed, the mean duration
of the disease was 5.8 years (£3.3 SD). On

average creatinine clearance was 100.1 mL/min
(normal, 80 to 120 mL/min) and %"Tc DTPA
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clearance 92.5 mL/min (normal, 80 to 140 mL/
min). Serum creatinine and ureawere on average
0.85 mg/dL and 31.2 mg/dL, respectively (nor-
mal values, 0.5 to 1.2 mg/dL for serum creati-
nine, and 10 to 50 mg/dL for serum urea). Clini-
cal data on the patients are summarized in Tables
1 and 2. All patients had neurological symptoms
with variable scores. In patient 3, peripheral
sensitive neuropathy developed 2 years after
appearance of urinary abnormalities. In three
patients (nos. 11, 12, and 13), microalbuminuria
was abnormally elevated (higher than 25 mg/
min). In four patients, proteinuria was present.
Seven patients had atrioventricular block. Gastro-
intestinal manifestationswere present in 13 of 14
patients.

Three of the 14 families were remarkable
because of prominent and early renal symptoms.
Several FAP patients had clinical rena disease
(families 2, 3, and 12) with chronic renal failure
or nephrotic syndrome (Fig 1). The origin of
these three cases was Braga/Barcelos, a region
with lower FAP prevalence.

Pathological Data

Representative sections of cortex and medulla
were found in 11 biopsy specimens, in two only
renal cortex, and in one only the medullary zone,

Table 1. Clinical Data on 14 Patients Submitted for Renal Biopsy

Creatinine
Clearance/
Duration 99mTe DTPA Serum
Patient Age at Onset of Disease* Clearance Creatinine Microalbuminuria Proteinuria
No. Sex (yr) (yr) (mL/min) (mg/dL) (pg/min) (g/d)
1 F 31 8 159/92 0.9 8.1 —
2 M 33 6 170/128 0.9 — 0.5
3 F 44 1 56/ND 1.4 — 4
4 M 26 6 91/100 0.8 6.5 —
5 M 31 3 91/114 0.9 5.8 —
6 F 28 4 98/65 0.7 20 —
7 M 26 6 119/89 0.9 — 0.3
8 M 23 15 112/ND 0.6 — —
9 M 25 4 35/76 0.7 9.2 —
10 M 20 7 124/79 0.9 23.5 —
11 M 26 6 110/71 0.7 207 —
12 F 50 3 54.5/127 0.9 149 —
13 F 36 5 91/75 0.7 72 —
14 M 26 7 90/91 0.9 — 2

Abbreviation: ND, not determined.
*Duration of the disease from initial symptoms until the renal biopsy.
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Table 2. Clinical Features of the Disease on Patients Submitted for Renal Biopsy
Number of
Patient Initial Neuropathy  Disturbances FAP Relatives With
No. Symptoms Score in ECG Echocardiogram Gastrointestinal Parent CRF or NS
1 Diarrhea | No Normal Diarrhea Mother 0
Sensory symptoms 1] No Left ventricular Constipation,  Mother 5
of lower limbs hypertrophy diarrhea
3 Proteinuria brady- | AV block Normal Absent Father 3
cardia
4 Sensory symptoms A AV block Restrictive cardio- Constipation,  Father 0
of lower limbs myopathy diarrhea
5 Impotence | No Normal Constipation Father 0
6 Sensory symptoms | No Normal Constipation Mother 0
of lower limbs
7 Sensory symptoms 1] AV block Left ventricular Diarrhea Mother 0
of lower limbs hypertrophy
8 Sensory symptoms A AV block — Diarrhea Father 0
of lower limbs
9 Sensory symptoms 1] No Normal Constipation,  Father 0
of lower limbs diarrhea
10 Anorexia, sensory 1] AV block Normal Diarrhea Mother 0
symptoms of
lower limbs
1 Motor symptoms, I AV block — Constipation,  Father 0
weight loss diarrhea
12 Sensory symptoms | No Concentric left ven-  Diarrhea Mother 2
of lower limbs tricular hyper-
trophy
13 Weight loss Il AV block — Diarrhea Father 0
14 Impotence INA Reduction in — Diarrhea Father 0
voltage

Abbreviations: FAP, familial amyloid polyneuropathy; CRF, chronic renal failure; NS, nephrotic syndrome; AV, atrioventricu-

lar.

thus without glomeruli available for study. The
number of glomeruli examined in 13 renal bi-
opsy specimens ranged from 1 to 64, with an
average of 15 per biopsy (Table 3).

Rena amyloid deposits were observed in all
cases with Congo red staining. They predomi-
nated in interstitial tissue, and mainly in rena
medulla. Immunohistochemical characterization
showed the presence of TTR fixation in amyloid
deposits but also in tubular droplets (Fig 2).

Glomerular Distribution

Glomerular amyloid depositswerefound in all
examined cases. Mesangia amyloid depositswere
observed in 12 biopsy specimens. In nine biopsy
specimens (75%), only some glomeruli were
affected, and only a portion of each glomerulus
exhibited amyloid segmental deposits. In the
other three cases, corresponding to patients nos.
2, 3, and 12, the mesangia deposition was more

extensive, quantified as ++, +++, and ++,
respectively. The biopsy specimen of patient no.
12 contained 14 glomeruli, among which eight
were sclerosed. The arterioles of the juxtaglo-
merular apparatus (vascular pole) were involved
in six biopsy specimens (46%), with greater
amyloid deposition (+ +) in patients 2 and 3 (Fig
2A and B).

We did not find amyloid deposits along the
glomerular basement membrane, the subendothe-
lial or subepithelial space; however, only light
microscopy study was available.

Tubular and Interstitial Distribution

Cortical interstitium and proximal convoluted
tubules were spared of amyloid deposition. On a
few biopsy specimens, rare deposits of amyloid
were found along the outside aspect of the tubu-
lar basement membrane.

In contrast, large deposits of amyloid sub-
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Fig 1. Family pedigrees. The family number corresponds to the used patient number. Families 2, 3, and 12
present late-onset cases and several relatives with renal disease. In contrast, family 10 presents a classic early

onset and absence of nephropathy in the other members.

stance were detected in the renal medulla of 10
of 12 patients, in whom medulla could be studied
(Fig 2C and D). Tubular amyloid deposits were
observed in 11 of these 12 biopsy specimens
(91.6%), mainly in the loops of Henle and distal
segments. In patient 2, the amyloid extension
could not be assessed.

Vascular Distribution

Amyloid deposition was observed in cortical
arterioles of nine biopsy specimens. In seven
cases, it was mild (+), and in patients 2 and 3 it
was more important (++). Interlobular arteries

were involved only in patients 2, 3, and 12.
When medullar infiltration was observed, vasa
recta were often infiltrated, and in patient 3,
numerous arterioles were also affected.

Clinicopathological Correlations

Patients with urinary abnormalities (protein-
uria or microalbuminuria) had a more extensive
glomerular (in the mesangium and vascular pole)
and vascular amyloid involvement than those
without clinical rena disease. Conversely, no
association was found between proteinuria and
tubular amyloid deposition. In fact, the three
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Table 3. Distribution of Amyloid Deposits in the Kidney Using Congo Red and Inmunoperoxidase
With Anti-TTR Antibody Fixation
Glomeruli Interstitium Vessels
Patient

No. C/M n:G GBM Mes VP Tubules Cortex Medulla ARLC/M IA

1 C<M 4 - + - + - + —/= -

2 C 64 - +++ ++ - ++/= -

3 C<M™ 10 - ++ ++ + - + +4+/+ +

4 C>M 8 - - + ++ - + +/— -

5 M 0 + - —/— -

6 C>M 22 - + - - - - +/— -

7 C>M 30 - + - ++ - + +/— -

8 C<M 3 - + - ++ - + +/= -

9 C<M 12 - + + ++ - ++ +/— -
10 C=M 6 - + - ++ - + —/= -
11 C<M 43 - + + ++ - +4++ +/— -
12 C<M 14 - ++ + ++ - ++ ++/— +
13 C 15 - +/++ - - —/= -
14 C>M 6 - + - +/— - + —/= -

Abbreviations: C/M, ratio of cortex and medulla; n:G, number of glomeruli by

biopsy; GBM, glomerular basement

membrane; Mes, mesangium; VP, vascular pole; ARL, arterioles; IA, interlobular arteries; —, absent; +, <25%; ++,

25%-50%; +++, >50%.

patients with weak tubular amyloid deposits had
avariablerange of proteinuria(Table 2), whereas
no patient with more severe tubular amyloid
deposits had proteinuria. Moreover, no associa-
tion was observed between interstitial involve-
ment and renal manifestations (Table 2).

DISCUSSION

Neuroautonomic disturbances are generally the
presenting symptomsin FAPtypel. Thisinvolve-
ment causes orthostatic hypotension, cardiac ar-
rhythmia, disturbances in gastrointestinal motil-
ity, anhydrosis, sexual impotence, and sphincter
dysfunction.2 Some patients have motor symp-
toms from the beginning of the disease* In
Portugal, the mean age at onset is 31.9 years in
men and 35.6 years in women, although a group
of later-onset patients has been identified.’? The
disease is progressive and highly disabling, and
death occurs on average 11 years after the on-
set.’® One third of the families have their origin
in Pbvoa de Varzim and Vila do Conde, where
the frequency of gene carriers was estimated to
be 186 X 10, one in every 538 individuals. A
high penetrance of the disease is typical in that
region.4

In 1964, Silva Horta'® showed that there was
no nephrotic syndrome or renal failure in Portu-
guese patients. Itoh et al® found a clinicopatho-

logical relationship between renal amyloid depos-
itsand proteinuria or renal failurein 11 Japanese
autopsy cases of nephropathy. Pyelonephritis le-
sions, present in 91% of their cases, were consid-
ered as an additional factor that influences rena
dysfunction.

In contrast, in our center, we have observed
severa cases of nephrotic syndrome and end-
stage renal failure (ESRF) in FAPTTR Met30.77
From June 1989 until January 1995, 22 patients
belonging to 21 families initiated regular dialy-
sis. Most of these patients had one or more
relatives with nephropathy. In two thirds of these
families, onset of the disease occurred later than
in the common form, or there were old asympto-
matic gene carriers. The same TTR Met30 muta-
tion was documented in these families.?” Progres-
sive rena involvement was aso described in
TTR Tyr77 and TTR Pro52 variants.8

However, renal disease is rare among patients
with transthyretinic amyloidosis. In this study, in
which FAP patients had systematically renal bi-
opsy before liver transplantation, 7 of 14 had no
renal manifestation. One patient (patient 3) had
proteinuriaas afirst sign of the disease. Amyloid
deposits were present in all biopsy specimens,
even when polyneuropathy was recently diag-
nosed. In al of these cases, medullary zone and
tubules were infiltrated with variable extension.
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Fig 2. (A) Anti-TTR fixation in mesangial and in vascular pole of a glomerulus (immunoperoxidase technique,
original magnification x400). (B) Anti-TTR fixation in glomerular and vascular structures and also in tubular
droplets (immunoperoxidase technique, original magnification x200). (C) Anti-TTR fixation along tubular basement
membranes in the medulla (immunoperoxidase technique, original magnification x400). (D) Anti-TTR fixation in the
interstitial medulla (immunoperoxidase technique, original magnification x400).

Glomerular deposition was observed in 12 bi-
opsy specimens, but the distribution was focal
and segmental in nine and diffusein three.

As expected, renal amyloidosis is TTR de-
rived. The marked medullary renal involvement
appearsto be distinct from the renal involvement
observed in other neuropathic and nonneuro-
pathic forms of hereditary amyloidosis, which is
mainly glomerular and vascular.X® Usually, renal
biopsies are performed when there are rena
symptoms. In familial Mediterranean fever
(FMF), renad arteriolar amyloid deposits have
been described without urinary abnormalities.?®
The recurrence of amyloid with vascular deposi-
tion has been observed after renal transplantation
without clinical expression.?: 22 Renal AA amy-
loidosis, not related to FMF, was disclosed in
interstitium, peritubular, and arteriolar, with
scanty glomerular involvement and absence of
proteinuria.?®

Renal manifestations are correlated with glo-
merular and vascular involvement and not with

tubulointerstitial involvement. Moreover, two dif-
ferent presentations of FAP can be distinguished
regarding renal involvement. Indeed, the three
patients with the most extensive rena lesions
exhibited alow score of polyneuropathy disabil-
ity, a high prevalence of nephropathy in the
proband generation, and a late onset in relatives
with nephropathy. All of those families had their
origin in the same area. Unknown genetic or
environmental factors probably predispose to
thisform. In the families from Braga, the disease
did not seem to have atypical features of FAP,
other than clinical rena disease in other family
members. We should carry out further epidemio-
logical study, namely concerning age at onset,
penetrance of neuropathy, and prevalence of clini-
cal nephropathy in Braga, comparing with data
from the main area of FAP.

The serious and early amyloid deposition in
some of our cases raised the problem of progres-
sion of renal dysfunction after liver transplanta-
tion. Renal biopsy joined with follow-up after
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transplantation will give us guidelines for acom-
bined kidney and liver transplantation.

TTR rena amyloidosis is characterized by
early deposition in the medulla. TTR is catabo-
lized and reabsorbed in the proximal convoluted
tubules.2* With the anti-TTR antibody, numerous
droplets were observed in this segment. Renal
medullary environment may accelerate amyloid
substance formation and deposition or slow down
its catabolism and proteolysis. Glycosaminogly-
cans, which are abundant in medulla, and the
urinary concentration process may interfere with
degradation and stability of TTR Met30. Renal
urinary concentration capacity might be altered
early in patients with renal TTR amyloidosis.
Urinary concentration tests might be helpful for
the early identification of these patients.

ACKNOWLEDGMENT

Theauthorsthank Dr Helena Pessegueiro in patient admis-
sions, Dr José Vasconcelos in ultrasonography guidance for
biopsies, and Dr Silva Caspurro on ceding some of the
paraffin biopsy material.

REFERENCES

1. Costa PP, FigueiraA, Bravo F: Amyloid fibril protein
related to prealbumin familial amyloidotic polyneuropathy.
Proc Natl Acad Sci U SA 75:4499-4503, 1978

2. Saraiva MJ, Costa PP, Goodman DS: Genetic expres-
sion of transthyretin mutation in typical and late onset
Portuguese families with familial amyloidotic polyneuropa-
thy. Neurology 36:1413-1417, 1986

3. Andrade C: Familia atypical generalized amyloidosis
with specifical involvement of the periphera nerves. Brain
75:408-427, 1952

4. Coelho T, SousaA, Lourenco E, RamalheiraJ: A study
of 159 Portuguese patients with familial amyloidotic poly-
neuropathy (FAP) whose parents were both unaffected. J
Med Genet 31:293-299, 1994

5. Tanaka M, Nakasato M, Kurihara T, Matsukura S,
Kangawa K, Matsuo H: Abnormal transthyretin in familia
amyloidotic polyneuropathy in Japan and in Sweden, in
Isobe K, Araki S, Uchino F, Kito S, Tsubura E (eds):
Amyloid and Amyloidosis, New York, NY, Plenum Press,
1988, pp 323-328

6. Coutinho P, Macedo E, EstacioA, SaraivaA, Costa PP,
SaraivaM M : Periodic plasmaexchangesin the treatment of
familial amyloid polyneuropathy: Preliminary results, in
IsobeT, Araki S, Uchino F, Kito S, TsuburaE (eds): Amyloid
and Amyloidosis. New York, NY, Plenum Press, 1988, pp
845-849

7. Lobato L, Costa PMP, Castro R, Beirgo |, Estacio A,
Costa PP: In vivo immunoadsorption of transthyretin in
familial amyloidotic polyneuropathy TTR Met 30: Prelimi-
nary clinical experience. Neuromusc Disord 6:S56, 1996
(suppl)

8. Holmgren G, Ericzon BG, Groth CG, Steen L, Suhr O,

LOBATO ET AL

Andersen O, Wallin BG, Seymour A, Richardson S, Hawk-
ins PN, Pepys MB: Clinica improvement and amyloid
regression after liver transplantation in hereditary transthyre-
tin amyloidosis. Lancet 341:1113-1116, 1993

9. Alexander F, Atkins EL: Familia renal amyloidosis:
Case reports, literature review and classification. Am JMed
59:121-128, 1975

10. Suhr O, Holmgren G, Steen L, Wikstrom L, Norden
G, Frimean S, Durg FF, Groth CG, Ericzon BG: Liver
transplantation in familial amyloidotic polyneuropathy: Fol-
low-up of the first 20 Swedish patients. Transplantation
60:933-938, 1995

11. CostaPMP: Amiloidosestranstirretinicas, dabiopato-
logia a terapéutica. Porto University Medical Dissertation
74-77,1993

12. Lobato L, Teixeira F, Sousa A, Sequeiros J. Genetic
study of late onset in hereditary amyloid neuropathy (HAN)-
type | (Portuguese, Andrade), in Isobe K, Araki S, Uchino F,
Kito S, Tsubura E (eds): Amyloid and Amyloidosis. New
York, NY, Plenum Press, 1988, pp 441-446

13. SousaA, Coelho T, Morgado R, Coutinho P: Statisti-
cal analysis of factors which may influence the duration of
familial amyloidotic polyneuropathy type |. Arquivos de
Medicina 3-sp issue:351-355, 1990

14. SousaA, Coelho T: A prevalence study of FAPin two
areas of Portugal: Povoa de Varzim/Vila do Conde and
Unhais da Serra/Seia /Covilha J Rheumatol 20:190, 1993
(abstr)

15. Horta JS, Filipe |, Duarte S: Portuguese polyneuritic
familid type of amyloidosis. Pathol Microbiol 27:809-825, 1964

16. Itoh N, Shigematsu H, Ikeda S, Oguchi H: Clinico-
pathological studies on nephropathy of familia amyloid
polyneuropathy in Japan, in Isobe T, Araki S, Uchino F, Kito
S, Tsubura E (eds): Amyloid and Amyloidosis. New York,
NY, Plenum Press, 1988, pp 499-504

17. LobatoL, Beirdo|, Monteiro P, SaraivaMJM, Coelho
T, Sousa A: Epidemiology and genetic analysis in patients
with familial amyloid polyneuropathy (FAP) and end-stage
rena disease: Can we predict rena involvement? Neuro-
musc Disord 6:S51, 1996 (supp!)

18. Benson MD, Uemichi T: Transthyretin amyloidosis.
Amyloid. Int JExp Clin Invest 3:44-56, 1996

19. Noél LH: Labiopsie rénade dans les amyloses, in La
biopsie rénale, Inserm 1996 (ed), pp 267-275

20. Sohar E, Gafni J, PrasM, Heller H: Familial Mediter-
ranean fever: A survey of 470 cases and review of the
literature. Am JMed 43:227-253, 1967

21. Jacob E, Nathan N, Shapira Z, Gafni J: Renal trans-
plantation in the Amyloidosis of familial Mediterrean fever.
Arch Intern Med 39:1135-1138, 1979

22. Benson M, Skinner M, Cohen A: Amyloid deposition
in a rena transplant in familial mediterranean fever. Ann
Intern Med 87:31-34, 1977

23. Shokeir AA, Moustafa FE, Enein HA, Donia AF,
Ghoneim MA: Renal amyloidosiswithout urinary abnormal-
ity in apotentia live-kidney donor. Nephrol Dial Transplant
9:1339-1340, 1996

24. Jacobsson B, Lignelid H, Bergerheim UF: Transthyre-
tin and cystatin C are catabolized in proximal tubular epithe-
lial cells and the proteins are not useful as markers of renal
cell carcinoma. Histopathology 26:559-564, 1995



| 99

IIT - EPIDEMIOLOGIA DA DOENCA RENAL



100 | Capitulo Il

s processos existentes no CEP continham informag@o neurolédgica e diversos
exames analiticos. Desconheciamos se a fung¢do renal e a proteintria tinham
sido avaliadas ao longo dos anos. Até 1987 a uremia foi descrita como causa de
morte apenas em um dos 418 doentes registados como falecidos a nivel nacional [1].
Assim, nao sabiamos se a auséncia de nefropatia clinica se devia a falta de registos, se os
periodos de observagdo e analise tinham sido curtos, ou ainda se os nefropatas ndo eram

reconhecidos porque a apresentagao da doenca era diferente.
No trabalho desenvolvido neste capitulo procurdmos:

- diagnosticar a doenca renal, estimar a sua frequéncia e progressao para a insuficién-

cia renal cronica terminal;

- identificar factores ambientais e genéticos implicados na expressao do fendtipo

nefropatico;

- estudar a variabilidade fenotipica nas familias com casos de insuficiéncia renal cro-

nica terminal.

Definimos como areas de pesquisa epidemiologica os locais que, em termos de ori-
gem de familias, representavam as zonas de maior prevaléncia da doenga no norte de Por-
tugal. Esses locais foram a Povoa de Varzim e Vila do Conde (que pela sua historia e pro-

ximidade foram analisados em conjunto), Barcelos e Braga.

A primeira tarefa foi a revisao de todos os processos clinicos arquivados no CEP, des-
de 1939 até Dezembro de 1989, compreendendo um total de 461 doentes com origem
naquelas areas. Quando existia alguma informag¢ao de internamento ou observagdes nou-
tros hospitais em doentes falecidos anteriormente ao nosso estudo, averiguamos a exis-
téncia de exames analiticos. Verificamos que as avaliagdes de funcgao renal (creatinina ou

ureia séricas) e proteintiria tinham sido concretizadas em 92 doentes (20%).

O estudo prospectivo clinico e analitico realizou-se entre Janeiro de 1990 e Dezem-
bro de 2000, na perspectiva de possuirmos um registo a longo prazo. A avaliagdo da fun-
c¢do renal e proteinuria foi solicitada a todos os doentes com origem nas areas de estudo.
Na revisdo final dos dados verificamos que, dos 423 individuos reconhecidos como doen-
tes naquele periodo de tempo 403 foram observados, correspondendo a 150 familias nao
relacionadas. Repetimos semestralmente a avaliagdo dos doentes até ao seu falecimento
ou transplantacdo hepatica. As informagdes regularmente actualizadas foram incluidas nas

historias familiares.
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Assumimos como probando o primeiro insuficiente renal cronico terminal numa
familia a ter diagnostico e seguimento na consulta, independentemente da area geografica
de origem. Os familiares doentes dos probandos foram estudados obedecendo ao mesmo
tipo de registo clinico e analitico anterior. Avaliamos 60 probandos e suas familias, 33 per-
tencentes as areas de estudo epidemioldgico e 27 com origem noutros pontos do pais. A
associagao familiar de doenga renal foi pesquisada comparando a frequéncia da nefropa-
tianas familias com casos indice IRCT, com a da populacao global com PAF estudada. Pro-

curamos modelos que explicassem os nossos achados de epidemiologia clinica e genética.

A concretizagao deste trabalho implicou a aprendizagem de métodos de avaliagdo epi-
demioldgica em doengas monogénicas. Na obten¢ao dos resultados foram fundamentais a
seleccdo da amostra de populagdo e o uso de fontes de investigacdo correctas. A analise
familiar obrigou ao esfor¢o permanente de agregar dados, com espirito critico, mantendo

a conduta ética exigida nestas circunstancias.

O Departamento de Estudos de Populagdes do ICBAS possibilitou a aprendizagem
epidemiologica. A experiéncia anterior na investigacao de casos tardios com PAF e em

aconselhamento genético foram essenciais para alicergar o estudo.

Apresentamos o artigo submetido a revista American Journal of Medical Genetics,

corrigido apds as sugestdes dos peritos revisores.

1. Sousa A, Coelho T, Morgado R, Coutinho P. Statistical analysis of factors which may
influence the duration of familial amyloidotic polyneuropathy type I. In: Costa PP, Freitas AF,
Saraiva MJM (eds). Familial Amyloidotic Polyneuropathy and Other Related Disorders.
Arquivos de Medicina, Porto, 1990:pp351-355
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ABSTRACT

Familial amyloid polyneuropathy type I
(FAP), an autosomal dominant, is due to a
Val30Met mutation in the transthyretin gene.
Renal involvement has been considered inciden-
tal. We assessed frequency and familial predispo-
sition to nephropathy and end-stage renal disease
(ESRD) after a prospective survey in the 3 main
areas of FAP in Portugal. Patients with ESRD
from other districts and their affected relatives
were also enrolled in this study. Proteinuria > 0.3
g/l or renal insufficiency were criteria for
‘nephropathy’. In the 3 districts, 403 patients (150
kindreds) had renal evaluation: nephropathy was
present in 147 (53M/94F), from 82 kindreds; 47
had ESRD (11.7%, 15M/32F), in 33 kindreds.

Nephrotic proteinuria was found in 42%. Risk fac-
tors for nephropathy: women, onset > 40 years,
family history of nephropathy. We also examined
34 ESRD patients (27 kindreds) from other dis-
tricts. Altogether, we scrutinize 276 patients from
ESRD kindreds; 158 had nephropathy, 81
(31M/50F) of whom progressed to ESRD.
Symptomatic bradycardia was the only manifesta-
tion exclusively encountered in patients who later
developed ESRD. Frequency of nephropathy was
higher in kindreds with than in kindreds without
ESRD patients (RR: 1.8; 95% CI [1.3, 2.5]);
nephropathy was ascertained in 54.5%, and ESRD
in 20%, in sibs of ESRD probands. Renal disease
is more common than previously accepted.
Familial aggregation of renal disease clearly sug-
gests the influence of additional (most probably
genetic) factors.

Correspondence to: Luisa Lobato, MD; Centro de Estudos de Paramiloidose, Hospital Geral de Santo Anténio, Rua D. Manuel I,
4050-345, Porto, Portugal. Tel: + 351 22 6068114 Fax: + 351 22 6066106 E-mail: llobato@netcabo.pt
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INTRODUCTION

ransthyretin (TTR) associated (ATTR,
T MIM 176300) is the most frequent form

of hereditary systemic amyloidosis
(Saraiva et al., 1986; Benson, 2000). Over 80 TTR
variants cause systemic familial amyloidoses
(Benson, 2000). Tissue deposition of amyloid is
not uniform, in patients with the same or different
TTR mutations, and dysfunction of specific
organs, including the kidney, varies widely from
one family to another.

The disease in the TTR V30M kindreds was
termed familial amyloid polyneuropathy (FAP)
because early symptoms arose usually from
peripheral neuropathy. The TTR V30M mutation
has its largest world focus in Portugal. Pévoa de
Varzim/Vila do Conde, Barcelos and Braga are
contiguous districts in the north of the country,
and the ones with higher prevalence of FAP. In
Povoa, where Andrade first described FAP
(Andrade, 1952), the disease is rather homoge-
neous regarding age at onset and neurological
manifestations, and shows very high penetrance
(Sousa et al., 1995).

Since the identification of the disease as a new
entity in 1939, neurologists from all country have
referred patients to Hospital Geral de Santo
Antonio (HGSA), in Porto, where Andrade
worked. Andrade created at HGSA a center for
studies of familial amyloidosis (CEP), which had
the assignment of ascertaining and following
patients and kindreds from all country and it has
never been interrupted. A multidisciplinary outpa-
tient clinic was set up at CEP, together with a ref-
erence laboratory for genetic testing and research.
In the areas of higher prevalence, general practi-
tioners were trained to diagnose FAP and refer
patients to CEP.

References to the clinical picture of ATTR
Val30Met have considered kidney disease to be

very rare or absent (Alexander and Atkins, 1975;
Nelson and Pras, 1998). Over the last 15 years,
however, some departures from the usual clinical
pattern became apparent (Sequeiros and Saraiva,
1985; Coelho et al., 1994; Tashima et al., 1997).
Even so, frequency of renal manifestations has
never been described, to this date, probably
because FAP patients and families were mostly
cared at neurological clinics.

Renal involvement by amyloid, whatever the
chemical composition of the amyloid fibrils, may
consist of mild or nephrotic range proteinuria, and
in some instances renal dysfunction that could
lead to end-stage renal disease (ESRD). Urinary
sediment is usually normal, and in some rare cases
may show a few red cells. Amyloidosis accounts
for a very small percentage of patients subject to
renal replacement therapy. Nonetheless, this is a
clinically important problem, as this population
has a high morbidity, even before dialysis.

The aim of this study was to estimate the fre-
quency of nephropathy and of ESRD in patients
with amyloidosis associated to the TTR V30M
mutation in the three main areas of FAP in north-
ern Portugal. Risk factors for kidney disease were
also assessed. We have ascertained all cases of
nephropathy in kindreds with at least one subject
with ESRD and studied its epidemiological distri-
bution. We then studied familial aggregation of
nephropathy and tried to characterize any pheno-
typic differences that might be associated to pro-
gressive renal disease.

MATERIALS AND METHODS

Subjects
Ascertainment of patients and kindreds

In 1989, a nephrology outpatient clinic started
at CEP. Since then, all alive patients and asymp-
tomatic gene carriers from the three main districts
of FAP, Povoa de Varzim/Vila do Conde, Barcelos
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and Braga, were asked to enter this study. This
was also conveyed to the general practitioners of
those districts. Nephrologists from other hospitals
were asked to refer us FAP patients with ESRD.

Definitions

The origin of the kindred was defined as the
place of birth of the earliest person known as
affected with FAP (either observed or described
by history), or clearly identified as a mutant gene
carrier. When the disease was not known in previ-
ous generations, origin was considered to be the
place of birth of the first patient, or of his/her par-
ents if both had born at the same place.

Onset of FAP was assigned if one these crite-
ria was present (a) symptoms of sensory or auto-
nomic neuropathy, (b) an abnormal neurological
examination, including a carpal tunnel syndrome,
(c) typical electrocardiographic disturbances, (d) a
weight loss greater than 10% without concurrent
causes, (e) clinical nephropathy, or (f) vitreous
opacities. Only subjects who were already affect-
ed were included in this study.

Study of frequency of nephropathy

The prospective survey was conducted
between 1990 and 2000, by the same nephrology
team (L.L., I.B. or M.S.) in patients whose origin
was in those three districts, whatever their resi-
dence. These patients’ kindreds were reviewed in
order to scrutinize the number of subjects in
whom biochemical evaluation of renal function
and proteinuria was done before our study and to
assess previous family history of nephropathy.

All patients received regular clinical examina-
tion and biochemical analysis, at least every 6
months, after informed consent. Whenever a new
patient was registered, information was added to
our initial pedigree sample.

We included data in our nephropathy registry
when at least one evaluation of serum creatinine,
or urea and urine analysis, were available

(‘informative patient’), after having excluded
acute renal failure or urinary tract infections. An
‘informative kindred’ was the one with at least one
informative patient; and a ‘nephropatic kindred’
was defined as one with renal disease due to FAP
in one at least of its members.

Study of ESRD kindreds

End-stage renal disease was defined as the late
stage of chronic renal failure, representing the
death of the patient if a renal replacement therapy
(dialysis or renal transplantation) was not been
initiated. FAP patients with chronic renal failure,
whatever their origin or residence, were followed
at CEP since 1989. Patients from districts other
than the three main areas, who developed ESRD,
as well their FAP affected relatives, were also
enrolled in the study until 2000. Thus, a separate
registry was built with all kindreds ascertained
with ESRD.

Familial aggregation of nephropathy

An ‘ESRD kindred” was then defined as one
where at least one patient developed that form of
renal disease. We considered ‘ESRD proband’ the
first patient in the kindred known to have pro-
gressed to ESRD. Pedigree analysis included the
number of first, second and third-degree relatives
of ‘ESRD probands’ and their disease status
(affected, asymptomatic carrier, and still at risk).
In the ‘ESRD kindreds’ we classified the clinical
renal syndromes present in relatives, by the end of
the study. For each affected relative, we registered
date of birth, age at onset, mode of presentation,
periodic analytic evaluations, age and causes of
death, and excluded family history of renal dis-
ease due to other causes.

‘Early-onset’ was defined as presentation of
FAP before age 30 years; ‘late-onset’ was that
after age 50. ‘Anticipation in age-at-onset’ was
defined as the onset of FAP at least 10 years earli-
er than in the affected parent. ‘Anticipation in age-
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at-death’ was defined as death occurring at least
10 years earlier than in the transmitting parent
(after having excluded competitive causes of
death). Complementary pairs for anticipation (of
age-at-onset or age-at death) were defined as
those having onset, or death, at least 10 years later
in the patient than in his/her affected parent.

Methods
Renal evaluation and genetic analysis

The analytical evaluation consisted of regular
measurements of serum creatinine, urea and
hemoglobin; urinary sediment, dipstick urine test
and culture; and 24-hours urine collection with
microalbuminuria and proteinuria determination.
If bacteriuria was present, urine analysis was
repeated after it becoming sterile. Kidney ultra-
sound was performed when renal function or urine
analysis were abnormal, to exclude cortical scar-
ring or obstructive uropathy. In the presence of a
neurogenic bladder, with incomplete emptying
and hydronephrosis, intermittent or definitive
bladder catheterisation was started and then eval-
uation repeated.

Microalbuminuria was defined as urinary
albumin excretion between 20 and 200 mg/min, in
a 24-hours urine collection (in two different sam-
ples, with a one-week interval); we defined pro-
teinuria as urinary protein > 0.3 g/l and < 3 g/1, by
the dipstick test; massive proteinuria was consid-
ered if > 3 g/l in the dipstick, or > 3 g/day in 24-
hours urine. Renal insufficiency was diagnosed
when serum creatinine was > 1.2 mg/dl or serum
urea > 50 mg/dl. We classified as clinical
nephropathy any situation when proteinuria (or
massive proteinuria) and/or renal insufficiency
were present.

Renal biopsies were performed in 25 patients
with clinical nephropathy belonging to ‘ESRD
kindreds’. Each renal biopsy was fixed in formol
for Congo red staining, and frozen for indirect
immunoperoxidase technique with anti-TTR mon-

oclonal antibody as described previously (Lobato
et al., 1998).

Between 1984 and 1994, mutant TTR in the
serum was the only test used to confirm FAP.
After 1994, all patients had analysis of their DNA
isolated from peripheral blood lymphocytes, using
the polymerase chain reaction. All ESRD patients
had DNA analysis except three, but in these a
first-degree relative was studied. In any case, all
families had at least one patient studied by DNA
analysis.

Statistical analysis

Comparison between groups with nephropathy
or ESRD, and without nephropathy, was per-
formed with the chi-square statistic, in the case of
categorical variables, and the Student t-test in the
case of continuous variables. A binary logistic
regression was performed in the patients belong-
ing to the three districts of study to assess the pre-
dictive value of factors such as age of onset of
clinical disease, gender, district of origin and pre-
vious familial history of renal disease in predict-
ing the risk of developing nephropathy and ESRD.
Descriptive statistics are shown as the mean + one
standard deviation (s.d.). All significance tests
were performed using two-tailed analyses; p val-
ues of less than 0.05 were considered significant.

RESULTS

Clinical epidemiology
Frequency of nephropathy and end-stage renal
disease (ESRD)

One hundred and fifty informative kindreds
with 403 patients were ascertained in the three
districts. Frequency of nephropathy, ESRD, and
its gender distribution is detailed in table I. About
one in every three patients with FAP had protein-
uria, or chronic renal insufficiency. Renal func-
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tion progressed to ESRD in 11.6% of patients of
the districts. The district with the lowest propor-
tion of nephropathy and ESRD was Povoa de
Varzim /Vila do Conde, the area where FAP was
first described, and the one with the greatest
prevalence. The highest frequency of ESRD was
found in Braga, where 18.1% of all patients need-
ed renal replacement therapy.

Among the 147 patients with nephropathy
nephrotic range proteinuria, associated or not to
chronic renal failure, was found in 62 patients
(42%), proteinuria between 1 and 3 g/day in 53
(36%) and between 0.3 and 1 g/day in 25 (17%);
7 patients (5%) presented proteinuria lower than
0.3 g/day and were classified with nephropathy
because it was present renal insufficiency. Patients
with nephrotic range proteinuria had a higher risk
of developing ESRD than those with proteinuria
between 0.3 and 3 g/day (29/62 versus 17/78
patients; OR=3.15).

Risk factors for nephropathy

Results of logistic regression with four risk
factors (gender, age-at-onset, district of origin and
previous family history of nephropathy) revealed
that, when adjusted for the other risk factors
included in the study:

- women patients have a higher risk of devel-
oping nephropathy (OR=1.96) than male patients

- no significant differences were found
between the first two onset-groups (onset below
30 years or between 30 and 39 years), but patients
with onset between 40 and 49 or after 50 yrs of
age have a much higher risk of developing
nephropathy (OR=3.66 and 3.43, respectively)
when compared to patients with onset below 30
yrIs

- previous family history of nephropathy was a
risk factor (OR= 2.3)

- no significant differences were found accord-
ing to district of origin

Nephropathy in homozygous and compound
heterozygotes

Among the studied subjects there was one
homozygous male, and two compound heterozy-
(Val30Met/Thr119Met). In
homozygous the age at onset of neuropathy was

gotes females

24 years, well within the general distribution of
onset; proteinuria appeared during the third year
of evolution, and sudden death (syncope) occurred
5 years after onset, which is not at all an unusual
history. No other family members presented
nephropathy. Neither of two compound heterozy-
gotes showed any signs of FAP including
nephropathy, at age 49 and 40 years, although
belonging to kindreds with renal disease, which
may be explained by the protective effect of the sec-
ond mutation on the TTR gene (Alves et al., 1996).

Onset and clinical manifestations in ESRD kin-
dreds

We registered a total of 60 kindreds with
ESRD (33 from the three main districts, and 27
with other origin). A total of 276 patients (140
males, 136 females) were re-evaluated. Frequency
of nephropathy and ESRD in those kindreds is
shown in table II.

Age at onset of FAP, in patients with ESRD,
was significantly later than in patients who did not
progress to ESRD (41.7 = 12.9 years versus 33.7
+ 9.7 years; p < 10'4). Onset in all patients from
Braga (the district with higher frequency of renal
disease) was significantly later when compared to
patients from Povoa/ Vila do Conde, Barcelos and
other districts, whatever their renal function (37.9
+ 12 years, versus 32.0 £ 8.0; p < 10‘4).

Early-onset was documented in 20 (25%)
ESRD patients, versus 50 (46%) patients with nor-
mal renal features (p < 10'4); late-onset was found
in 24 (30%) ESRD patients, versus 7 (8%) with
normal renal features (p = 0.0014).

First manifestations of FAP in ESRD patients
and in patients without renal features are com-
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pared in table III. Symptomatic bradycardia (atri-
oventricular block or sinus node dysfunction) was
the only initial manifestation, exclusively encoun-
tered in patients who later progressed to ESRD (3
males, 2 females).

In ESRD kindreds, nephropathy was the first
manifestation of FAP in 17 patients (8 males, 9
females), either simultaneous with sensory neu-
ropathy in 10, or isolated in 7. Evolution towards
ESRD happened in 10 (59%) of these patients (4
males, 6 females).

Renal manifestations in ESRD kindreds

Outcome of renal involvement in patients from
ESRD kindreds is detailed in table IV. By the end
of follow-up, only one third of the patients still
showed complete absence of renal manifestations.
Renal function impairment, of varying severity,
was observed in 42%.

The interval between detection of nephropathy
and ESRD was, on average, 3.2 = 2.2 years.

Subjects who later progressed towards ESRD
had, at diagnosis of nephropathy, chronic renal
failure associated to massive proteinuria (25
patients, 31%) or to proteinuria (21 patients, 26%)
as the most prevalent clinical presentation;
impaired renal function without proteinuria was
observed in 4 (5%), massive proteinuria in 9
(11%), and isolated proteinuria in 14 (17%); 8
patients were referred in ESRD and emergent dial-
ysis was implemented.

Histopathological evaluation of 25 patients
with clinical nephropathy showed TTR-associated
amyloidosis in kidneys of all patients, and absence
of any other lesions that could have caused
nephropathy.

Chronology of renal manifestations compared
to neuropathy

In patients in whom we could document onset
of nephropathy, renal features began, on average,
3.9 years (range: 1-10) after the onset of neuropa-

thy. The most precocious form of nephropathy
(i.e, the first occurring after neuropathy) was mas-
sive proteinuria, which was detected, on average,
2.8 + 2.7 years after the onset of neuropathy.
Chronic renal failure established, on average, 6.5
+ 3.6 years after neuropathy, if renal impairment
was associated to massive proteinuria, and after
8.5 + 4.6 years if only a moderate proteinuria was
present. The latest form was chronic renal failure
without proteinuria, which established, on average,
after 9.7 &+ 3.7 years of evolution of neuropathy.

In patients who progressed towards ESRD the
time between the first symptoms of neuropathy
and detection of nephropathy was, on average, 7.2
+ 4.1 years. The first evaluation of renal function
and proteinuria was done in 49/81 (60%) of ESRD
patients after the fifth year of neuropathy. The
period between onset of neuropathy and ESRD
was, on average, 9.7 + 4.2 years; it was signifi-
cantly shorter in patients with origin in the Braga
district when compared with the other areas (7.1 £
3.6 years versus 10.3 £ 4.1 years; p < 10'4).

Genetic epidemiology in end-stage renal
disease kindreds
Nephropathy in affected relatives

Clinical nephropathy was present in 70/152
relatives of ESRD probands, versus 46/182 rela-
tives from kindreds without ESRD cases indicat-
ing a nearly twofold risk (RR: 1.8; 95% CI [1.3,
2.5]) of developing nephropathy in families where
the proband was an ESRD patient, versus families
where the proband was not an ESRD patient.

We then studied renal manifestations in affect-
ed parents, sibs and other relatives of ESRD
probands (table V). Frequency of clinical
nephropathy (with or without ESRD) in affected
parents, sibs and other relatives of ESRD
probands is shown in table V. The percentage of
overt renal disecase was 49,4%, 37,9% and 46%
respectively in first and second-degree relatives,
and first cousins of an ESRD probands.
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Analytical evaluation of affected parents was
available only in 11 cases: 8 (4 fathers, 4 mothers)
had nephropathy. In 6 additional cases, ESRD
probands described anasarca and information of
renal failure in their affected parents. Only 10
ESRD probands had already offspring affected
with FAP (11 sons, 6 daughters), only 3 of which
already had developed clinical nephropathy. We
found a mother-daughter pair both in dialysis, and
a father-son pair one in dialysis and other with
advanced chronic renal failure.

Thirty-three ESRD probands had affected sibs
(23 brothers, 32 sisters) available for study: 30 (11
brothers, 19 sisters) had clinical nephropathy.
When compared to all other relatives taken
together sibs had a significantly higher proportion
of ESRD (11/55 versus 10/161; OR 3.8).

Gender and penetrance of neuropathy in trans-
mitting parents

A family history of FAP was present in 91% of
patients with ESRD when the family origin was in
one of the three study districts, but only in 63% in
other districts. Sibships with ESRD patients inher-
ited the disease from their fathers in 21 cases, and
from their mothers in 26 cases; in 13 sibships, the
transmitting parent could not determined, as both
parents had died without having expressed FAP
and no further family information was available.

Old asymptomatic parents, who carried a TTR
Val30Met mutation or were obligate carriers by
history, transmitted FAP to 13 ESRD probands,
but only to 6 patients without renal disease (p =
0.006). In another 9 ESRD probands there was
absence of family history and both parents died old.

If the transmitting parent was already affected,
FAP would manifest in their offspring with ESRD,
on average, at age 36.0 + 8.4 years; however, if
he/she was a proven carrier, but still asymptomatic
at high age, FAP manifested much later in their
offspring with ESRD (at age 54.7 £ 9.2 years, on
average).

Age at onset of FAP (known in 23 parents of
ESRD patients) was significantly later (50.5 =+
19.0 years for affected mothers and 36.5 + 12.6 for
affected fathers) than age-at-onset for FAP in
Portugal (35.6 + 9.0 and 31.9 + 9.6 years, respec-
tively; p < 104 (source Sousa, 1995). Mean age
at death of the transmitting (affected or asympto-
matic) parent was 57.7, for mothers, and 50.8
years, for fathers; when the transmitting parent
was unknown, age at death was registered in both
parents: 71.6 £ 13.6 for mothers and 71.0 + 12.3
for fathers.

Anticipation of age of onset in ESRD
probands, seen in 7/19 (37%) pairs, was 24.1 +
10.2 years, on average. Anticipation in age at
death, recorded in 14/35 (40%) pairs, was 19.6 £
7.0 years, on average. Neither the anticipating
pairs had origin in Pévoa; on the other hand, com-
plementary pairs for age of onset (2/19, 10.5%), or
for age at death (5/35, 14.2%), had all origin in
Povoa.

Familial aggregation of nephropathy and
ESRD, old asymptomatic carriers and anticipation
were illustrated in the pedigree represented on fig-
ure 1.

DISCUSSION

This work represents a study for renal disease
in a sample of patients observed at different stages
of hereditary amyloidosis, all with the Val30Met
mutation in the transthyretin gene. Only a small
percentage of patients who were alive could not be
examined, thus minimizing biases of reference.

During the past decade, nephropathy was first
related to heavy glomerular and vascular amyloid
deposits (Lobato et al., 1998). We have now
shown that nephropathy in FAP is much more
common than previously accepted, involving as
much as 36% of the patients coming from the
three main districts of the disease. In all familial
polyneuropathies with TTR-derived amyloidosis,
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renal involvement was described in 16% of the
series from the Mayo Clinic, but several different
mutations were included (Gertz et al., 1992). In
other large foci of FAP TTR V30M, Japan and
northern Sweden (Tawara et al., 1983; Holmgren
et al.,, 1988; Benson, 2000), frequency of
nephropathy and ESRD has not yet been clarified.
A study of 36 Japanese patients, reported a viscer-
al type of involvement, but did not distinguish
electrocardiogram anomalies from proteinuria or
renal failure (Tashima et al., 1997). One study
from Sweden (Steen et al., 1982) comprised 24
patients with much later onset (mean age 58
years): 54% presented proteinuria and 60%
showed decreased 51Cr-EDTA clearance, but fol-
low-up and course to ESRD was not mentioned.

In our large series, nephropathy was not a late
event, once massive proteinuria was present usu-
ally 3 years after the onset of neuropathy.
Progression to ESRD affected one third of all
nephropatic patients.

A consistent finding was the association
between later age-at-onset and worse prognosis
for nephropathy, as revealed by the logistic regres-
sion: patients with onset at or after 40 yrs have a
higher risk of developing nephropathy, especially
women. The majority of patients progressing to
ESRD already had, at the time of their diagnosis,
renal insufficiency, proteinuria, and more than 5
years of neuropathy. Later onset, absence of fam-
ily history, and the slowly progressive character of
neuropathy did not allow an earlier diagnosis.
Renal disease was usually overlooked as a possi-
ble manifestation of FAP, contributing to delayed
detection of nephropathy. Thus, the scarcity of
peripheral sensory symptoms and the lack of fam-
ily history, in the presence of renal disease, should
not exclude FAP in the differential diagnosis, even
in older patients. Complementary pairs (negative
anticipation) were documented only in the area
with earlier onset of FAP, again associating
nephropathy with later nerve involvement. Late-

onset cardiac amyloidosis associated to other TTR
variants was also present in patients without fam-
ily history of amyloidosis (Jacobson et al., 1999),
like these cases of nephropathy related to TTR
V30M. The renal lesions of amyloidosis are due to
deposits, but accumulation of extracelular matrix
components, more common in older subjects, may
have important contribution to mesangial expan-
sion, interstitial expansion and glomerulosclero-
sis. Accumulation of advanced glycation end
products (AGEs) with age may enhance the for-
mation and stability of amyloid fibrils, like in
Alzheimer disease (Vitek et al., 1994).

Although the proportion male-female in FAP
is 1.3:1 (Sousa, 1995), we found 1:1.3 when
nephropathy was present. This finding may be
explained by hormonal effects on amyloid forma-
tion, like oophorectomy promotes islet amyloid
formation in transgenic mouse model for type II
diabetes (Kahan SE, et al, 2000).

There was a clear predisposition to develop
nephropathy and ESRD in relatives of ESRD
probands, particularly in their sibs, a situation
similar to diabetes mellitus (Borch-Johnsen et al.,
1992), where a higher prevalence of overt
nephropathy was found in siblings of ESRD
probands with diabetic renal disease, when com-
pared in siblings of normoalbuminuric probands.
We hypothesized that genetic factors associated to
variations in age of onset may have a role in renal
tissue damage. Environmental factors seemed not
important in our study because what distinguish
the differences in the areas was the age of onset.

Development of TTR amyloidosis and of its
full clinical picture may implicate factors other
than a single aminoacid substitution (Sequeiros
and Saraiva, 1987; Sousa et al., 1991). The
Val30Met mutation was found in Japan in associ-
ation with three different haplotypes; one of these
is found in all Portuguese and Swedish Val30Met
patients (Yoshioka et al., 1980). Studies of the
TTR gene expression and of protein structure in
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late and early-onset FAP Val30Met have not evi-
denced differences associated to specific haplo-
types (Saraiva et al., 1986). A previous study of
anticipation in FAP Val30Met (Soares et al., 1999)
considered that an unstable trinucleotide repeat
was rather unlikely as a modifying gene. As
shown in results of anticipation we found late-
onset nephropatic probands who had early or late-
onset offspring (with or without nephropathy), but
no early-onset nephropatic probands with late-
onset nephropatic offspring.

Renal disease affects both sexes, and father-
son pairs both with ESRD were documented. Sex-
linked modifiers are probably not involved. There
was no gender difference among the parents of
nephropathic probands; genomic imprinting, or
other parent of origin effect, probably do not have
a role in the manifestation of nephropathy among
FAP patients.

It has been suggested that in the TTR
Val30Met protein, a Cys at position 10 is more
exposed and therefore more prone to undergo thiol
1994).
Differences in Cys conjugation of TTR were

conjugation (Kelly and Lansbury,

found to be independent of geographic origin, age
and presence of symptomatic amyloid disease
(Suhr et al. 1999). Conjugated TTR Val30Met was
higher in patients with younger age at onset and
lower in asymptomatic carriers. This post-transla-
tional change of TTR may implicate higher nerve
toxicity or increased susceptibility to amyloid for-
mation. On the other hand, the mesangium or the
basement glomerular membrane could be more
prone than nerve to lesion by the unconjugated
TTR variant, thus explaining the later onset of
nephropathy and some protection to renal disease
in the district of Povoa/Vila do Conde, where onset
is usually earlier. This hypothesis, however, does
not explain the familial clustering of renal disease.

Familial aggregation of renal disease suggests
the influence of additional genetic factors, either
alone or combined with some environmental fac-

tors. The higher proportion of families seen in
Braga cannot be dissociated from the fact this is
the district with later age-at-onset of FAP. A genet-
ic model for nephropathy should also explain its
severity manifesting as ESRD. A multifactorial
model is probably more adequate to explain the
expression of renal disease in FAP-I.

Candidates for modifier genes of renal disease
in FAP could be those encoding for basement
membranes proteins, such as heparan sulphate
proteoglicans (HSPs), type IV collagen, laminin
and entactin, proteins present in the glomeruli. It
has been suggested that abnormal synthesis of
basement membrane may contribute to amyloido-
genesis (Wooddrow et al., 1999). HSPs were pos-
tulated to be important molecules for the develop-
ment of amyloidosis in Alzheimer disease (Af)
and in amyloidosis in general (Snow and Castillo,
1997). Laminin is synthesized by normal mesan-
gial cells and its affinity for apoSAA, AP and B-2-
microglobulin has been documented, supporting
the idea that it may be implicated in the genesis of
other amyloidoses (Ancsin and Kisilevsky, 1999).
Laminin-binding activity is increased in the pres-
ence of ZnCl,, possibly mediated by zinc-finger-
like domains (Ancsin and Kisilevsky, 1996); it
may act as an enhancer of amyloidosis or as a
potent inhibitor (Castillo et al., 2001). As in AA
amyloid, laminin could contribute to amyloidosis,
by sequestering TTR and providing a surface on
which perlecan can initiate fibrillogenic nucle-
ation (Bronfman et al., 1998). A polymorphism in
laminin, or in other matrix-molecules genes, could
contribute to these phenotypic differences.

Distinct patterns of proteoglycans expression
may be related to modulation of specific growth
factor activity (Stokes et al., 2000). Transforming
growth factor beta (TGF-f) regulates important
matrix-associated genes (Okuda et al., 1990).
TGF-p activity can stimulate secretion of extra-
cellular matrix proteins, inhibits mesangial cell
growth and promote glomerulosclerosis, impor-
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tant issues in progression to ESRD (Zhu et al.,
1995). TGF-f (TGF- isoforms) gene mutations
could have a pathogenetic role in development
and progression of TTR nephropathy.

In transgenic mice carrying the Val30Met
mutation for human TTR, fibrillar amyloid
deposits were found in different tissues including
the kidney, but not in peripheral nervous system
(Yi, 1991). Experiences with transgenic mice
encoding both wild-type and TTR Leu55Pro (an
highly amiloidogenic allele) demonstrated that the
protein does not deposit in these animals, unless
the gene is highly over-expressed and large
amounts of the amyloidogenic protein are in the
circulation; peripheral nerve deposition of amy-
loid fibrils has not been identified, but occurrence
of renal disease is uniform (Buxbaum, 2001).
Since resistance to fibril formation is not homoge-
neous, susceptibility to renal deposition probably
has subjacent physiologic mechanisms that have
not been clarified until now.

In conclusion, this study suggests that severity
of nephropathy is related to familial factors, and
that genetic modifiers encompassing an increased
susceptibility to kidney amyloidosis, sclerosis and
altered function, may play a role.
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Table I.
Clinical nephropathy by district and gender

No. of No. of . .
Number of kindreds N?' of patients N? of Proport.lon Proportion
- . . . patients . patients FAP with ESRD:FAP
Districts informative with . with . .
kindreds  nephropathy studied nephropathy with ESRD nephropathy with
M/F (M/F) :FAP nephropathy
(%) M/F
Braga 24 17 (71) 48/40 20/17 719 1.24 1:2.3
Barcelos 42 21 (50) 54/56 15/27 6/8 1:2.6 1:3
Povoal
V.Conde 84 44 (53) 95/110 18/50 2/15 1:3.0 1:4
Total 150 82 (55) 197/206 53/94 15/32 1:2.7 1:3.1

ESRD: end-stage renal disease; M: males; F: females; FAP:familial amyloid polyneuropathy

Table II.

Frequency of clinical nephropathy in kindreds with end-stage
renal disease (ESRD) patients.

No. of No. of Proportion
No. of kindreds inforn.1ative informative No of patients patients:
Districts - . patients with with ESRD patients with
with ESRD patients
M nephropathy M/F nephropathy
IF
M/F

Braga 10 28/28 16/14 7/9 1:1.9
Barcelos 8 32/26 18/18 6/8 1:1.6
Pdévoa/ V. Conde 15 32/39 11/26 2/15 1:1.9
Other districts 27 48/43 23/32 16/18 1:1.6
Totals 60 140/136 68/90 31/50 1:1.7

ESRD: end-stage renal disease; M: males; F: females
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Table lll.

Presenting features in end-stage renal disease (ESRD) patients
and in subjects without nephropathy

ESRD No nephropathy
Total 81 patients Total 92 patients
No. of patients (%) No. of patients (%)
Isolated sensory neuropathy 17 (21%) 38 (41%) p =0.005
Sensory neuropathy and other features 44 (54%) 34 (37%) p=0.02
Motor neuropathy 3 (4%) 1(1.1%) NS
Weight loss 26 (32%) 21 (23%) NS
Constipation/ diarrhea 30 (37%) 22 (24%) NS
Nausea vomiting 2 (3%) 13 (14%) p =0.007
Neurogenic bladder 9 (11%) 3 (3%) NS
Symptomatic bradycardia 5 (6%) 0 (0%) @
Nephropathy 10 (12%) 0 (0%) -
Vitreous opacities 1(1%) 0(0%) -

2all patients with symptomatic bradycardia at presentation developed end-stage renal disease (ESRD)

Table IV.

Outcome of renal involvement in patients from end-stage
renal disease (ESRD) kindreds

Outcome No. of patients %
M/IF (n=276)
Total 142 M/ 134 F

Normal renal function

and absence of proteinuria 52/40 33.3
Microalbuminuria 18/8 9.4
Proteinuria 18/18 13
Massive proteinuria 2/4 2
RF 3/3 2
RF and proteinuria 1M/7 7
RF and massive proteinuria 7/4 4
ESRD 31/50 29.3

M: males; F: females; RF: renal failure without end-stage; ESRD: end-stage renal disease.
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Nephropathy in FAP-affected relatives of patients with FAP

Table V.

and end-stage renal disease (ESRD).

Kinship p:t(?;ez:s Normoalbuminuria Microalbuminuria n.tes:rr:)lgglthy NchI?"I/::)
studied No. (%) No. (%) without ESRD
No. (%)

First-degree relatives 83 34 (41.0%) 8 (9.6%) 28 (33.7%) 13 (15.7%)
Parents 1 3(27.3%) - 7 (63.7%) 1(9.0%)
Sibs 55 19 (34.5%) 6 (11.0%) 19 (34.5%) 11 (20.0%)
Offspring 17 12 (70.5%) 2 (12.0%) 2(11.7%) 1(5.8%)
Second-degree relatives 29 13 (44.8%) 5(17.4%) 10 (34.4%) 1(3.4%)
Uncle, aunt 4 1(25.0%) - 3(75.0%) -
Nephew, niece 24 11 (45.8%) 5 (20.8%) 7(29.2%) 1(4.2%)
Grandchildren 1 1 - - -
First- cousins 50 22 (44.0%) 5(10.0%) 17 (34.0%) 6(712.0%)
Other relatives 54 23 (42.6%) 8 (14.8%) 22 (40.7%) 1(1.9%)
Total 216 92 (42.6%) 26 (12.0%) 77 (35.7%) 21(9.7%)

ESRD: end-stage renal disease.
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Kindred with hereditary amyloid polyneuropathy TTR Val30Met.

Figure 1.
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Renal disease was present in several relatives, and anticipation of age-at-onset is seen in two consecutive
generations. The ESRD proband, his sister and a niece had end-stage renal disease (ESRD); the ESRD pro-
band described renal failure (RF) in his father; the presentation of FAP in the daughter of the ESRD proband
included nephrotic syndrome (NS), and proteinuria (PT) in two other relatives. Microalbuminuria (MA) was
detected in two symptomatic members, and in one old asymptomatic gene carrier (heterozygote); o.: age-at-

onset of FAP; d.: age-at-death.
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relacdo causa-efeito entre a deposi¢ao de amildide e a disfun¢dao do 6rgdo tem
sido assumida na amiloidose renal, particularmente quando ha envolvimento glo-
merular e vascular. A interacc¢do das fibrilas com os receptores dos produtos de
glicolizagdo avangada (RAGE) parece concorrer para o stress celular e para a toxicidade
da TTR [1]. Na diabetes mellitus a acumulagdo de produtos finais de glicosilacdo avanga-
da (AGE) contribui para o desenvolvimento de complica¢des, nomeadamente a nefropa-
tia diabética [2]. A nivel patologico, tanto na diabetes mellitus como na amiloidose pode-
mos encontrar alteragdes estruturais na membrana basal glomerular e expansao mesangial
[3]. Assim, em alguns aspectos, parece existir alguma afinidade entre as lesdes de diabe-

tes e as da amiloidose.

Em exames analiticos correntes (dipstick test) a detecg¢@o de proteintria so € possivel
a partir de 300 a 500 mg/dia. Uma técnica mais sensivel consiste no uso de um teste espe-
cifico para a excre¢do de albumina. A albumintria patologica designa-se por microalbu-
minuria, correspondendo a valores de excre¢ao de albumina entre 20 a 200 ug/min. Na dia-
betes mellitus a microalbuminuria ¢ considerada um marcador precoce de nefropatia,
reflectindo as primeiras alteracdes da permeabilidade da membrana basal glomerular. O
diagnostico de nefropatia baseado na presenca de proteinuria reflecte um estado definiti-

vo de lesdo (nefropatia declarada).

Neste trabalho investigamos se a microalbuminuria, por analogia com a diabetes,
seria um marcador pré-clinico de lesdo glomerular na PAF. Procuramos avaliar se a pre-

senca de microalbumintria poderia:
- antecipar o diagndstico clinico de nefropatia;

- relacionar um marcador analitico de lesdo glomerular com os achados histopatolo-

gicos;
- contribuir para a defini¢ao da histdria natural da nefropatia;

- ser considerada um marcador analitico renal que se anteciparia aos sintomas neuro-

logicos.

A primeira fase do trabalho foi a revisao dos processos de individuos portadores assin-
tomaticos da mutagao V30M registados no CEP, com conhecimento do seu estado genéti-
co, que pelo menos um vez tivessem vindo a uma consulta na unidade de paramiloidose.
Posteriormente, organizamos a observagdo clinica e exames analiticos regulares destes
portadores. Os individuos sintomaticos que participaram na avaliacao ja frequentavam as

consultas passando a ser regularmente observados por nefrologistas.
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No caso dos doentes tratados por transplante hepatico no decurso do estudo, conside-
ramos fim de seguimento a ultima avaliagdo antes do transplante. Sempre que possivel,
realizdmos uma biopsia renal antes da transplanta¢ao hepatica. A metodologia de obser-

vacao histopatoldgica foi sobreponivel a descrita no segundo capitulo.

1. Sousa MM, Du Yan S, Fernandes R, Guimaraes A, Stern D, Saraiva MJ. Familial amyloidotic
polyneuropathy: receptor for advanced glycation end-products-dependent triggering of neuronal
inflammatory and apoptotic pathways. J Neurosci 2001;21:7576-7586

2. Yang CW, Vlassara H, Peten EP, He CJ, Striker GE, Striker LJ. Advanced glycation end

products up-regulate gene expression found in diabetic glomerular disease. Proc Natl Acad Sci U
S A 1994;91:9436-9440

3. Ziyadeh FN. Mediators of hyperglycemia and the pathogenesis of matrix accumulation in
diabetic renal disease. Miner Electrolyte Metab 1995;21:292-302
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Abstract

Background. Portuguese type familial amyloid poly-
neuropathy (FAP) is a neuropathic amyloidosis caused
by a mutant transthyretin (TTR). Varying degrees
of renal involvement have been reported. Our aim was
to assess the value of microalbuminuria (MA) for
predicting clinical neurological disease and overt
nephropathy in TTR-related amyloidosis.

Methods. All subjects had the TTR Val30Met muta-
tion, and were recruited between 1993 and 1999. We
have prospectively evaluated 22 asymptomatic gene
carriers (7 male, 15 female; mean age 41.6+9.6 years)
and 32 patients with neuropathy (14 male, 18 female;
36.84+ 8.8 years, on average, 33.04+9.3 years at the
onset of neuropathy). We measured urinary albumin
excretion every year, if asymptomatic, or every
6 months if already affected. Kidney biopsies were
performed in patients with normal urinary albumin
excretion, MA, and overt nephropathy, respectively.
Results. In asymptomatic carriers, persistent MA was
detected in eight (36%) subjects. The presence of MA
in asymptomatic gene carriers, compared with those
having normal urinary albumin excretion, conferred
a 4.8-fold risk of developing neuropathy, usually
within the subsequent 3 years. Once neurological
signs appeared, nephropathy, manifested as MA, pro-
gressed to overt nephropathy in one-half of subjects. In
patients with neuropathy, 24 (75%) had MA during
follow-up: evolution towards clinical renal disease
occurred in 14 (58%) and renal failure occurred in
five (21%), always after a course of MA. Proteinuria or
renal failure without prior persistent MA were never
observed in the present patient cohort. Histopatho-
logical evaluation did not reveal glomerular lesions

Correspondence and offprint requests to: Luisa Lobato, MD, Centro
de Estudos de Paramiloidose, Hospital Geral de Santo Anténio, Rua
D. Manuel II, 4050-345 Porto, Portugal. Email: llobato@netcabo.pt

other than amyloid deposits to explain abnormal
urinary albumin excretion. The amount of mesangial
and vascular-pole amyloid deposits was correlated
with the degree of albuminuria.

Conclusions. Microalbuminuria represents the first stage
of clinical TTR amyloid nephropathy and is pre-
monitory of neuropathy. Its presence identifies a
subgroup of patients who are more prone to develop
overt nephropathy. Screening of MA may be impor-
tant to assess disease onset and to recommend liver
transplantation in individuals at risk.

Keywords: amyloidosis; glomerular; kidney; micro-
albuminuria; proteinuria; transthyretin

Introduction

Familial amyloidoses are genetic disorders often
caused by mutations in the transthyretin (TTR) gene
[1]. The majority of TTR mutations are associated
with amyloid neuropathy, cardiomyopathy, or nephro-
pathy. To date more than 60 TTR amyloidogenic
mutations have been found, but TTR Val30Met
(familial amyloid polyneuropathy type I, FAP) is by
far the most frequent [2]. The TTR Val30Met mutation
has a worldwide distribution, and Portugal is the main
geographic focus of this disease. Hereditary forms of
amyloidosis involving the kidney were also related to
mutations of apolipoprotein A-I and A-1I [3,4],
fibrinogen [5], lysozyme [6], and gelsolin [7] genes.
Familial Mediterranean fever (FMF), and Muckle-
Wells syndrome are the two hereditary varieties of AA
amyloidosis, and in both, proteinuria and renal failure
may complicate the clinical course [8,9]. All are
inherited in an autosomal dominant mode, except for
FMF, which is transmitted as an autosomal recessive
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trait. An autosomal dominant periodic fever occasion-
ally associated with AA amyloidosis was also reported
in families of European origin, revealing missense
mutations in the gene encoding the tumour necrosis
factor receptor [10,11].

The pre-clinical stage of amyloid-associated nephro-
pathy can be detected only by histological examina-
tion. The number of patients at this stage is unknown,
as repeated urinalysis showed no abnormalities in
biopsy-proven renal amyloidosis [8,12].

Early detection of organ dysfunction caused by
amyloid deposits has particular emphasis in TTR-
related amyloidosis (ATTR), as it may determine pro-
gnosis and allocation in liver transplant programmes,
which is the specific treatment for this disease [13].

FAP usually manifests as a sensorimotor neuro-
pathy with autonomic dysfunction. Life-span of this
disease, before liver transplantation was accepted as a
treatment, was on average 11 years. Renal features of
amyloid glomerular involvement can affect one-third
of ATTR Val30Met patients [14]. Nephropathy occurs
commonly with progression of the neurological dis-
ease, but in some instances may be present from the
onset [15].

The aim of this study was to assess the value of
microalbuminuria as a predictor of neuropathy and
nephropathy in ATTR amyloidosis. In addition, we
explored whether different levels of urinary albumin
excretion may reflect differences in glomerular amy-
loid deposition, establishing a correlation of micro-
albuminuria with pathological findings. We excluded
confounding factors in the interpretation of micro-
albuminuria, such as high blood pressure, diabetes, and
obesity.

Subjects and methods

Patients

Asymptomatic gene carriers and patients who had already
developed neuropathy, all with TTR Val30Met mutation,
were recruited from the registries of Centro de Estudos de
Paramiloidose (CEP), during the period 1993—1999, and
were prospectively followed.

As mean age-at-onset of neuropathy is 31.9 (17—78) years,
in males, and 35.6 (20-74) years, in females [14], we asked for
the participation of asymptomatic subjects older than 25
years. All subjects had a preliminary contact in which we
explained our objectives, and consented to come regularly for
a medical nephrological evaluation.

Exclusion criteria were clinical or laboratory evidence of
other disease (including hyperglycaemia, glycosuria, and
obesity), and patients receiving angiotensin-converting-
enzyme inhibitor and other medication affecting blood
pressure. We registered symptoms, age at onset, neurological
examination, and electrocardiogram disturbances. Patients
were then asked to collect 24-h urine samples and to avoid
exercise prior to the test. Urine collection was repeated if
bacteriuria or pyuria were present. Twenty-nine asymptomatic
and 38 patients with neuropathy participated in this study.

Subjects were re-examined every year, if asymptomatic,
or every 6 months if with overt disease. Blood-pressure
measurement (in the morning, after rest, in the seated position,
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by mercury sphygmomanometer), 24-h urine collection, and
blood sample analysis were repeated at each visit. Patients who
developed any of the exclusion criteria mentioned above, or
had a serum creatinine > 1.3 mg/dl, or serum urea >50 mg/dl,
or proteinuria in the first evaluation, were excluded from
follow-up. Kidney ultrasound was performed whenever an
abnormal urine analysis was detected, excluding cortical
scarring or obstructive uropathy. Our follow-up ended in
December 2000 or when the patient underwent orthotopic
liver transplantation. If this was the case, kidney biopsies were
performed as part of the pre-operative evaluation, after
obtaining written informed consent.

Assays

DNA analysis by PCR amplification was used to detect the
TTR Val30Met mutation in all subjects. Urinary albumin
excretion (UAE) was measured by immunoturbidimetric
method (Roche Diagnostics), with a limit of detection of
0.6 mg/dland aninterassay variation of4.3%. Microalbuminuria
(MA) was defined as UAE >20 pg/min and <200 pg/min
in two measurements with a week’s interval. Overt
nephropathy was defined as UAE >200 pg/min.

Serum and urinary creatinine concentrations were mea-
sured by standard colorimetric methods. Creatinine clearance
was used as an index of glomerular filtration rate. We con-
sidered there to be renal failure when the creatinine clearance
was <80 ml/min/1.73 m*

Each renal biopsy was fixed in formol for Congo-red
staining, and frozen for indirect immunoperoxidase tech-
nique with anti-TTR monoclonal antibody [15,16]. The
presence and amount of amyloid, graded on a scale from —
(absent) to + + + (more than 50% of the structure involved)
was analysed in the glomerular structures by light
microscopy, as described previously [15].

Statistical analysis

Comparisons between groups with nephropathy or ESRD
and without nephropathy were performed with the chi-
square statistic, in the case of categorical variables, and the
Student -test in the case of continuous variables; relative risk
(RR) to develop neuropathy was expressed with 95% con-
fidence interval (CI). Descriptive statistics were given as
average + SD; P <0.05 was regarded as statistically significant.

Results

In the first evaluation, we studied 29 asymptomatic
gene carriers (9 males/20 females), and 38 patients
with neuropathy (16 males/22 females). Overt nephro-
pathy was diagnosed in one asymptomatic subject and
three patients. Nine subjects showed exclusion criteria
for follow-up. Our analysis was thus based on 22
asymptomatic carriers (7 males/15 females), and 32
patients (14 males/18 females).

Microalbuminuria: prevalence and evolution to
overt nephropathy

Asymptomatic  carriers. Table 1 details clinical
characteristics at first examination, and Figure 1
resumes the evolution during follow-up. Neuropathy
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developed, on average, 2.3+2.2 years after detection
of microalbuminuria. One subject developed micro-
albuminuria (34.2 pg/min) on the third and last year
of follow-up, and was still asymptomatic.

Development of neuropathy in asymptomatic gene
carriers with microalbuminuria was significantly more
frequent than in those with normal urinary albumin
excretion (7/8 vs 6/14; P=0.04). The relative risk for
asymptomatic gene carriers with microalbuminuria
developing neuropathy was 4.8 (95% CI, 0.7—32.9),
meaning that among asymptomatic carriers, there was
a 4.8-fold risk of becoming neuropathic, compared to
subjects with normal urinary albumin excretion.

When microalbuminuria preceded the onset of neuro-
logical symptoms, evolution to overt renal disease
occurred in three of seven cases, and in all of them
during the first year of neurological symptoms. None
of the cases starting neurological symptoms with normal
urinary albumin excretion evolved to clinical nephro-
pathy, after a period of 2—6 years of observation
from the onset of neuropathy.

No sex differences were registered respecting
presence or development of microalbuminuria.

Patients with neuropathy. Table 1 shows clinical
characteristics of patients when the study began. In

Table 1. Clinical characteristics of asymptomatic carriers and
patients with neuropathy at first urine collection

Asymptomatic Neuropathy

n subjects (M/F) 22 (7/15) 32 (14/18)
Age (years) 41.64+9.6 36.8+8.8
No microalbuminuria

n subjects 19 19

UAE (ug/min) 8.8+4.0 8.0+4.3

sBP (mmHg) 130.0+22.9 112.14+14.7

dBP (mmHg) 83.1+10.1 72.949.9
Microalbuminuria

n subjects 3 13

UAE (ug/min) 122.54+56.6 83.94+68.6

sBP (mmHg) 124.04+19.7 112.04+13.1

dBP (mmHg) 73.3+5.7 73.8+9.3
Follow-up (years) 6.1+1.3 37+£19

n, number; M, males; F, females; sBP, systolic blood pressure; dBP,
diastolic blood pressure; UAE, urinary albumin excretion.

Onset of study
22 gene carriers

L. Lobato et al.

13 patients (4 males/9 females) microalbuminuria
was detected at the beginning of the study, and in 11
(5 males/6 females) microalbuminuria developed
subsequently, on average, after 3.2+1.7 years of
follow-up.

Figure 2 summarizes the evolution of renal disease in
neuropathic patients. Evolution to overt nephropathy
occurred in 13 (3 males/9 females) of the 24 patients in
whom microalbuminuria was detected; conversely,
renal disease was absent in the 10 subjects (5 males/5
females) maintaining normal urinary albumin excretion
during the follow-up (P =0.006). First urinary albumin
excretion >30 pg/min had a significantly higher rate
of progression to overt nephropathy, compared with
urinary albumin excretion between 20 and 30 pg/min
(9/10 vs 0/3; P<0.001), within the same time of follow-
up (respectively 3.74+2.2 vs 3.3+ 1.2 years; P=NS). The
urinary albumin excretion was initially <30 pg/min in
the two patients who evolved having UAE <20 pg/min
at the end of follow-up.

Overall evolution to overt nephropathy and renal failure.
In our series, overt nephropathy was found in 16/32
subjects with a previous course of persistent micro-
albuminuria, but was absent in the 24 subjects main-
taining normal urinary albumin excretion (P <0.0001).
The mean time between detection of microalbuminuria
and overt nephropathy was 2.0+ 1.7 years; in these
cases, the first determination of albumin excretion was
97.8+74.6 pug/min.

Renal failure was found in five of 16 subjects, and
occurred 1—5 years after detection of microalbumin-
uria; in four patients, renal failure developed after overt
nephropathy and in one it occurred during the course of
microalbuminuria, but was never associated with
normal urinary albumin excretion.

Renal disease, evolution of neuropathy and age. Micro-
albuminuria appeared, on average, after 4.6+3.8
years of neuropathy (4.143.5 years for women, and
5.8+4.5 years for men; P<1077); it was most likely to
appear during the first years of neuropathy (Figure 3),
78% in the first 7 years. Evolution to clinical nephro-
pathy occurred after a mean duration of neuropathy
of 6.8 4+4.7 years.

8 Microalbuminuria

3 Overt nephropathy 4 Microalbuminuria 1 Microalbuminuria
and neuropathy and neuropathy

1 Renal failure

and still asymptomatic

14 No microalbuminuria
|
| 1
6 No microalbuminuria 8 No microalbuminuria
and neuropathy and still asymptomatic

2 Microalbuminuria

Fig. 1. Asymptomatic gene carriers: evolution to neuropathy and nephropathy during a mean follow-up of 6.1+ 1.3 years. Numbers of

subjects with each clinical condition.
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13 Microalbuminuria

9 Overt 2 2
nephropathy Microalbuminuria No microalbuminuria

Microalbuminuria

19 No microalbuminuria

!__J___l

11 8
No microalbuminuria

3 Renal failure 4 Overt
nephropathy
I End-stage 1 End-stage

renal failure renal failure

1 Renal failure
microalbuminuria

I |

6 Microalbuminuria

Fig. 2. Patients with neuropathy: albuminuria and evolution of nephropathy during a mean follow-up of 3.7 + 1.9 years. Numbers of patients

with each clinical condition.

The age at onset of neuropathy was not different in
subjects with UAE <20 and with >20 pg/min (37.8 +
11.4 vs 35.6+11.4 years; P=NS), but when these
values were > 100 pg/min the onset was significantly
later (48.04+14.9 vs 35.6+10.5 years; P=0.01).

Microalbuminuria and blood pressure. We analysed
systolic and diastolic blood pressure in asymptomatic

Number of patients

705 -3 -1 0 1 3 5 7 9 11

13 15 17

Fig. 3. Distribution of microalbuminuria and nephropathy during
evolution of neuropathy in years; negative values represent years
before onset of neuropathy. MA, microalbuminuria; Neph, protein-

carriers and patients with neuropathy, at the begin-
ning of the study and at the end (Tables 1 and 2).
Blood pressure lowered when neuropathy was estab-
lished, even in the presence of microalbuminuria.
Thereafter, renal failure, not just proteinuria, was
associated with an increase in systolic and diastolic
blood pressure.

Serum albumin, lipids, and uric acid. Establishment of
neuropathy sloped down serum albumin, total serum
cholesterol, serum triglycerides, and uric acid. Patients
with microalbuminuria had a lower serum albumin
level and higher uric acid level, but the same lipid
concentration compared to those with normal urinary
albumin excretion. Progression to overt nephropathy
was associated with a tendency toward elevation in
serum triglycerides and uric acid, and a decrease in
serum albumin; total cholesterol raised only in the
presence of renal failure. Analytic data are shown in
Table 2.

Renal biopsies. Renal biopsy was performed in 14
patients, all undergoing liver transplantation: three

uria or renal failure. with normal albumin excretion, seven with
Table 2. Clinical data of 54 subjects at the end of follow-up
No neuropathy Neuropathy

No microalbuminuria Microalbuminuria Proteinuria  Proteinuria and renal failure
%, n M/F 16.6, 4/5 26, 7/7 27.8, 5/10 18.5, 4/6 11.1, 2/4
Systolic BP (mmHg) 133.1+12.6 118.1+15.1 114.4+30.1 102.3+26.3 144.7+23.7
Diastolic BP (mmHg) 86.9+7.5 76.0+7.3 72.6+14.1 66.9+18.0 87.9+14.5
Creat. clear. (ml/min/17.3 m?) 122.6+13.9 97.4+20.0 98.4+19.2 104.1£20.0 28.8+18.5
Plasma albumin (g/dl) 4.79+0.3 45404 3.9+0.5 3.84+0.6 3.6+0.6
Serum cholesterol (mg/dl) 219.6+35.0 167.0+48.1 171.4+53.3 170.3+41.8 230.1+79.8
Serum triglycerides (mg/dl) 12544389 84.4+30.0 88.1+32.0 127.54+75.5 143.3+£69.3
Serum uric acid (mg/dl) 4.7+1.1 4441.0 53+1.8 59423 6.9+2.0

n, number; M, males; F, females; BP, blood pressure; Creat. clear., creatinine clearance.
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Table 3. Clinical data and quantification of amyloid in the glomeruli after renal biopsy (n=14)

Urine findings® Duration of Years of Number of Glomerular Mesangium Vascular
Albuminuria pg/min neuropathy follow-up® glomeruli basement pole
or Pt g/day in years® membrane

5.3 pg/min 1 6 18 — — —

7 pug/min 4 4 12 — —/+ —/+
19.9 pg/min 2 1 22 - + -
27.3 pug/min 3 5 25 — ++

31.6 ug/min 3 6 48 — +

46.2 ug/min 4 3 7 — —/+

72.0 pg/min 5 1 15 — ++ -
91.9 pg/min 7 2 31 — + + + +
148.8 pg/min 5 2 14 — + + +
168.9 pg/min 2 7 20 - + + +

1 g/day 0.5 7 28 —/+ - +
1.5 g/day 5 3 28 - +++ ++
2 g/day 1 7 23 + + +

4 g/day 5 3 24 - +++ T4

“Prior to biopsy; Pt, proteinuria; —, absent; —/+, very mild; +, <25%; + +, 25-50%; + + +, >50%.

microalbuminuria, and four with overt nephropathy
after a course of microalbuminuria. Table 3 details the
presence and amount of glomerular amyloid deposits.

Normal urinary albumin excretion corresponded
to absent or very clear involvement. The presence
of microalbuminuria corresponded to mesangial or
vascular pole deposition in all cases. The level of
albuminuria generally correlated with the extension
of mesangial deposits as described previously [15].
Arterioles of the juxtaglomerular apparatus (vascular
pole) were not involved or had only mild deposits
when microalbuminuria was <90 pg/min.

In one patient with overt nephropathy, who entered
the study as an asymptomatic carrier with micro-
albuminuria, we observed a less extensive mesangial
deposition when compared with other patients with
microalbuminuria: he had amyloid vascular deposits in
the arterioles and interlobular arteries, and deposition
in subendothelial spaces.

We never found glomerular or vascular lesions other
than amyloid deposits.

Discussion

The most frequent presentation of amyloid nephro-
pathy is proteinuria, with variable degrees of renal
insufficiency [17]. Although the pathogenic mechanism
in diabetes and amyloid nephropathy are different,
some common structural defects [18] could have simi-
lar consequences. Increased protein excretion, mani-
fested as microalbuminuria, is the earliest clinical
finding of diabetic nephropathy [19]. These observa-
tions prompted investigation of urinary albumin
excretion in ATTR Val30Met amyloidosis.

Microalbuminuria precedes neuropathy and overt
renal disease

In the current study, the diagnosis of microalbumin-
uria prior to the first complaints of FAP, was made

in 32 percent of carriers. The presence of micro-
albuminuria in asymptomatic gene carriers, compared
with those having normal urinary albumin excretion,
gave a 4.8-fold risk of developing neuropathy, usually
within the next 3 years. The follow-up of individuals
at risk showed that once neurological signs have
appeared, nephropathy (manifested as early micro-
albuminuria) progressed to overt renal disease in
almost one-half of the cases.

The analysis of subjects that already had neuropathy
when microalbuminuria was detected showed also
that one-half developed overt nephropathy later. Pro-
gression to clinical nephropathy was associated with
urinary albumin excretion levels >30 mg/min, which
probably has a higher discriminatory value for pre-
dicting outcome than the level of 20 ug/min. Levels
of urinary albumin excretion > 100 ug/min at presen-
tation occurred in patients with later onset of neuro-
pathy, so special attention must be devoted to follow-up
of older subjects.

Subjects maintaining normal urinary albumin excre-
tion during the follow-up did not evolve to clinical
nephropathy.

Time between detection of microalbuminuria and
overt renal disease was 2 years. First urinary albumin
excretion had a level near 100 mg/min on those who
progressed, suggesting that a higher interval of pro-
gression from sub-clinical to overt nephropathy could
have been obtained if our starting point had been
earlier.

We think it is advisable that an asymptomatic
gene carrier with repeated urinary albumin excretion
>30 pg/min should be put on a liver transplant list.

Renal failure occurring after a course
of microalbuminuria

Renal failure on TTR Val30Met amyloidosis develo-
ped in 18.8% of the subjects with a previous course of
microalbuminuria and in one-third of those with overt
nephropathy, but did not emerge with normal urinary
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albumin excretion. Renal failure always occurred after
neuropathy began.

Microalbuminuria was not associated with an increase
in blood pressure or dyslipidaemia

FAP patients with microalbuminuria did not show an
increase in blood pressure or serum lipids; only overt
nephropathy later changed these parameters. We did
not register either the highly significant effect of
hypertension on microalbuminuria of FAP, as seen
in diabetes mellitus [20], or the association to hyper-
lipidaemia as described in essential hypertension [21].
Other risk factors for early nephropathy in FAP
should be investigated. Modifications of the trans-
thyretin catabolism or intracellular environment, inter-
actions of the amyloid precursor with mesangium or
basement membrane components may represent the
clues for renal disease.

The extent of glomerular amyloid deposits was related
to microalbuminuria

The amount of mesangial and vascular pole amyloid
deposits showed correlation with the level of albumin
in the urine. The arterioles of the juxtaglomerular
apparatus were more extensively involved when micro-
albuminuria was >90 mg/min. Therefore, although
hypertension was not related with microalbuminuria,
vascular pole amyloidosis may have a functional impact
on glomerular capillary pressure and a prognostic
value for the evolution of nephropathy.

Autonomic dysfunction did not explain micro-
albuminuria. In other diseases with autonomic dys-
function such as familial dysautonomia (Riley-Day
syndrome), lower creatinine clearances were related to
disturbed renal haemodynamics, not to specific glo-
merular disease [22]. A study of renal disease in
familial dysautonomia [23] identified excess glomerulo-
sclerosis as a frequent finding on autopsy or biopsy
cases; renal disease was attributed to ischaemia due to
hypotension and subsequent sclerosis of glomeruli. Our
biopsy findings in patients with microalbuminuria
did not reveal sclerosis of glomeruli, suggesting that
albumin excretion did not correlate with ischaemia.
Variation on renal haemodynamics, however, can
explain how two patients with microalbuminuria
reached the end of follow-up with normal albuminuria,
although both had had urinary albumin excretion levels
<30 pg/min at first determination. This fact reinforces
the discrimination value of albuminuria > 30 pg/min in
predicting outcome.

Autonomic symptoms can become manifest after the
onset of FAP, and dysautonomia becomes more severe
as the disease progresses. However, microalbuminuria
and subsequent nephropathy occur mostly during the
first 7 years of FAP, with new cases sparsely thereafter.

In summary, the findings of the current study are
consistent with the conclusion that microalbuminuria
represents a first stage of clinical amyloid nephropathy
and could be premonitory of neuropathy. Elevated
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levels of urinary albumin appeared during the first
years of FAP, disclosing a subpopulation with higher
risk of developing renal disease.

Liver transplantation currently appears to be the

only treatment for FAP, and should be performed
during the early phases of disease. The organ damage
caused by amyloid seems to be irreversible, and the
mortality and morbidity for patients transplanted in
later stages are unacceptably high [24]. Screening for
microalbuminuria may be important for therapeutic
decisions in individuals at risk, identifying who will
benefit from early liver transplantation.

We recommend the systematic and regular measure-

ment of urinary albumin excretion in asymptomatic
gene carriers and patients, instead of renal biopsy, as a
non-invasive method for estimating the progression of
glomerular transthyretin amyloidosis.
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perfil de declinio da funcdo renal, a prepara¢ao para terapéutica substitutiva
(didlise ou transplantagdo renal) e a morbilidade associada a dialise sao impor-
tantes em qualquer patologia associada a insuficiéncia renal cronica. Na PAF,
uma doenga com tempo de vida limitado apds o seu inicio sintomatico, a terapéutica dia-
litica poderia ser considerada um tratamento supérfluo. No entanto, nesta doenca nao ha
perda de capacidade mental que comprometa a decisao de um individuo acerca do seu pro-
prio tratamento. A preservagdo da vida e irreversibilidade da IRCT angustiam o doente, a

familia e o médico quando, como no caso da PAF, o progndstico da doenga ¢ desanimador.

O nefrologista deve dar a perspectiva da diélise ao insuficiente renal cronico, infor-
macao a ser ajustada a comorbilidade e agressividade que pode representar esse tratamen-
to. A didlise ndo era proposta regularmente aos doentes com PAF. Os dados clinicos e ana-

liticos dos doentes com PAF e IRCT nunca foram pesquisados nem estudados.

Neste capitulo caracterizaremos os doentes com IRCT a quem propusemos dialise e
os factores que determinaram o inicio desse mesmo tratamento. Estudamos as complica-
¢oes e a mortalidade nessa populacao. Procuramos indicadores de morte precoce apés dia-
lise e fazer o reconhecimento de caracteristicas favoraveis a proposta de transplantacao
renal. A orientagdo e preparagao para inicio de terap€utica substitutiva de fungao renal foi
assumida pela consulta, sempre que possivel. Apds inicio de terapéutica mantivemos o
seguimento dos doentes em consulta ou nos centros de hemodidlise ndo hospitalares. O
registo e revisao de todos os internamentos completou o trabalho anterior. Os internamen-
tos realizaram-se preferencialmente no Servigo de Nefrologia do Hospital Geral de Santo

Antonio.

Numa patologia sistémica como a amiloidose, a modifica¢ao do curso da nefropatia
inclui habitualmente a terapéutica da doenga base. O sucesso da transplantagdo renal nas
amiloidoses ¢ prejudicado pelas complicagdes infecciosas e recidiva da doenga no enxer-
to[1,2]. NaATTR, os tratamentos dirigidos a reducao do precursor proteico, modificacao
do meio favoravel a formagao de fibrilas, ou ainda a estabilizacdo da proteina precursora,

irdo provavelmente modificar a evoluc¢ao da doenca renal.

A transplantacdo hepatica, ao diminuir drasticamente a variante amiloidogénica da

TTR circulante, podera ser integrada no tratamento da nefropatia de dois modos:
- ao impedir a progressao da proteintria;

- a0 permitir a auséncia de recidiva da amiloidose no enxerto renal.
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Prosseguimos, entdo, o estudo do tratamento da nefropatia por transplantacao simul-
tanea de rim e figado como alternativa a dialise, tentando evitar o precusor amiloidogéni-

co circulante. Finalmente, avaliamos o efeito do transplante hepatico numa fase mais pre-

coce de nefropatia.

1. Karakayali H, Demirag A, Moray G, Ersoy E, Turan M, Bilgian N, Haberal M. Impact of

amyloidosis on long-term survival in kidney transplantation. Transplant Proc 1999;31:3221-
3223

2. Heering P, Hetzel R, Grabensee B, Opelz G. Renal transplantation in secondary systemic

amyloidosis. Clin Transplantation 1998;12:159-164
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Abstract

Classical familial amyloid polyneuropathy may have
a course with progressive renal impairment. We studied
62 patients (24 males, 38 females) with FAP, transthyretin
variant V30M, and end-stage renal disease (ESRD)
treated with hemodialysis, all referred to a single center
over a period of 11 years. Clinical course, morbidity and
survival after dialysis were analyzed. Patient’s mean age
at first dialysis was 51.5 + 10.7 years, and mean duration
of neuropathy was 10.2 + 3.8 years. The most frequent
form of presentation of FAP nephropathy was nephrotic
proteinuria with renal dysfunction. In the year prior to
dialysis, renal function declined rapidly, and fluid over-
load was the main indication to initiate treatment. The
presence of decubitus ulcers, significant disability, venous
catheter for definitive vascular access for long-term
treatment, and permanent bladder catheter, were related
to death during the first year of dialysis. The mean
duration of renal replacement therapy was 21 months,

with a 54.5% one year, and 38.4% two year treatment
survival. However, when the duration of neurological
symptoms at first dialysis exceeded 10 years, survival was
significantly lower. Infections, (41% were decubitus
ulcers with sepsis) were the cause of early, as well as
late mortality. Early creation of vascular access for
hemodialysis, surveillance of skin wounds, and for
intervention on neurogenic bladder are essential to
improve the prognosis of ESRD in FAP.

Introduction

( j hronic renal failure is common and represents a
major cause of death in systemic amyloidosis.
Dialysis improves the prognosis and survival' **,

but morbidity and mortality are higher than in other

populations given this treatment®. Prevalence of end-stage

renal disease (ESRD), rate of progression towards renal
replacement therapy (RRT), and outcome of dialysis, all
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vary according to the type of amyloidosis. The median
time of survival for patients starting dialysis is reported as
between 8.2 and 31.4 months for acquired systemic
amyloidosis complicating B-cell dyscrasias (AL type)'©.
When chronic inflammatory diseases predominates (AA
amyloidosis), the median time of survival from the start of
RRT is 25 to 52 months®. Eventually, most patients die of
progressive systemic amyloidosis, rather than of compli-
cations of dialysis’.

ATTR V30M FAP?® was first reported by Andrade in
the north of Portugal®. The clinical picture of this disease
is a peripheral sensorimotor neuropathy, autonomic
dysfunction causing orthostatic hypotension, cardiac
arrhythmias, gastrointestinal dysmotility, and sphincter
disturbances. The disease is slowly progressive and
disabling with death occurring, on average, 11 years after
onset'’.

In this form of FAP, renal disease is characterized by
early amyloid deposition of TTR in the medulla, however,
clinical manifestations correlate with glomerular and
vascular involvement''. The frequencies of clinical
nephropathy and ESRD in FAP in northern Portugal are
estimated as 39% and 9.5%, respectively (L Lobato,
unpublished data). Management and long-term follow-up
of FAP patients after renal replacement therapy have not
yet been reported.

Therefore, this study was undertaken to assess
demographic characteristics, clinical presentation, and
morbid conditions in FAP (TTR V30M) associated with
ESRD. Survival and prognostic factors for early death
after initiation of dialysis were also assessed.

Materials and Methods

Data collection

The Centro de Estudos de Paramiloidose (CEP) is a
center with the responsibility of ascertainment of patients
and families with FAP (TTR V30M) at the national level.
A nephrology team from Hospital Geral de Santo Antonio
(L.L., I.B. and M.S.) developed an outpatient clinic at
CEP to follow these patients with chronic renal failure.
Nephrologists from other hospitals were asked to refer
patients with chronic renal failure and FAP to CEP.

End-stage renal disease (ESRD) was defined as the
late stage of chronic renal failure, causing the death of the
patient if renal replacement therapy (dialysis or trans-
plantation) was not initiated. The registry of FAP patients
on dialysis was started on June 1989. For this study we
analyzed the data until December 2000. The registry
included FAP patients with ESRD, followed at CEP
before and after dialysis. Those patients who had
undergone liver transplantation'?, previous to dialysis

therapy, were not included. Age-at-onset of FAP was
defined as the age of initial neurologic features, disturbed
cardiac conduction, renal features, ocular manifestations
or loss of weight characteristic of this type of amyloidosis.
The TTR mutation was confirmed by DNA analysis, in all
ESRD patients, except in 3 cases where this was done on a
first-degree relative. Renal-biopsy specimens were avail-
able from 12 patients. The specimens were tested for the
presence of amyloid by Congo-red staining and a search
for green birefringence under cross-polarized light
microscopy. Immunohistochemical staining was per-
formed with monoclonal anti-TTR antibodies, as
previously described''.

Data collected included gender, age-at-onset, clinical
features, time of referral to a neurologist and a
nephrologist before RRT. Renal ultrasonography, vascu-
lar access for hemodialysis, urgent or elective dialysis,
and indications for starting dialysis were also registered,
as well as morbidity after RRT, date and cause of death.
Follow-up after dialysis consisted of evaluations every 6
months, and whenever clinically indicated.

Patients were classified according a modified dis-
ability scoring system' before RRT; score I: sensory
disturbances in the extremities, but preserved walking
capacity; score II: difficulties in walking but without the
need for a walking stick; score IIIA: one walking stick or
one crutch required for walking; score IIIB: two walking
sticks or crutches required; and score IV: patient in a
wheelchair or bed confined.

The modality of RRT chosen for all patients was in-
center, staff-dependent hemodialysis.

Predialysis management

Due to its simplicity and easy availability, plasma
creatinine concentration, was used as the measurement of
glomerular filtration rate. Creatinine clearance, based on
24-h creatinine excretion, was not used to estimate
glomerular filtration rate, since neurogenic bladder with
advanced neuropathy may represent a frequent cause of
error in urine volume determination. The creatinine
clearance was estimated using the Cockcroft and Gault
formula'®. The presence of paraparesia or tetraparesia, and
difficulty in weighing patients due to advanced neuro-
pathy disturbed the application of the formula. Previous
analysis of our data in 1995%, led to the decision of
constructing arterio-venous (AV) fistula when serum
creatinine was higher than 2.5 mg/dl, in 2 determinations
with a 2-week interval, and after urinary obstruction was
excluded. Initiation of dialysis was indicated if serum
creatinine concentration was > 5.0 mg/dl.

Calcium supplementation was given whenever serum
calcium concentration was less than 2.2 mM/I or serum
phosphorus levels were higher than 1.8 mM/l; calcitriol
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was administered if the serum calcium level could not be
maintained at 2.2 -2.4 mM/] using oral supplementation
of calcium, or if serum parathyroid hormone (PTH) level
(intact hormone) exceeded 200 pg/ml. Aluminium com-
pounds were avoided.

The autologous AV fistula was the first choice for
permanent vascular access for hemodialysis, when there
was a timely referral to a nephrologist. Whenever
possible, the AV fistulas were created on the contra-
lateral side of pacemaker insertion. The renal diet was
personalized, as anorexia, chronic diarrhea, dysphagia,
and sensation of repletion were present in more than half
of FAP patients'’.

Postdialysis management

The frequency of dialysis in stabilized patients was 3
times a week, and each treatment lasted 190 to 240 min.
The dose of dialysis was calculated by multiplying the
urea clearance (K) by the treatment duration (t), and
dividing it by the urea distribution volume (V), in which
V is approximately equal to the volume of total body
water (Kt/V); a Kt/V of 1.2 was the minimum accepted.
All patients had sudden episodes of diarrhea and
hypotension related to their autonomic neuropathy there-
fore the weight at the end of each dialysis treatment was
the estimated dry weight plus 0.5 to 1 kg. Food ingestion
during hemodialysis was avoided, and dialysis solution
temperature was kept at 35.5° C to prevent hypotension.

Data analysis

Differences between groups were analyzed with the
Pearson’s chi-square test, in case of categorical variables,
and with the Student t-test, in case of continuous
variables. Factors associated with mortality during the
first year of dialysis treatment were analyzed using chi-
square tests for statistical differences between groups and
expressed in relative risk (RR) with 95% confidence
intervals (Cls). For analysis of death during the first year
of RRT and after it, all patients alive with less than one
year of RRT were excluded. Gender, age-at-onset, age at
first dialysis, years of evolution of disease, disability
score, hemoglobin, serum albumin, cholesterol, triglycer-
ides, vascular access for dialysis, pacemaker insertion,
decubitus ulcers, and indwelling bladder catheter were all
evaluated as possible predictors of poor outcome. For this
analysis we attributed a quantifiable value to the disability
scoring system as follows: score I=1, score I1=2, score
IITA=3, score IIIB=3.5, and score IV=4. Linear
regression analysis was used to relate changes in PTH
level to other disease characteristics. Descriptive statistics
are given as the average + one standard deviation (SD).
All significance tests were performed using two-tailed
analyses, and P values of less than 0.05 were considered

significant. Statistical analysis of mortality after renal
replacement therapy was performed by the Kaplan-Meier
method; the comparison of the survival distribution for
FAP patients with ESRD according the duration of
disease at the onset of dialysis was performed using the
log-rank test. The first day on dialysis was taken as the
starting point for analysis of patient survival; follow-up
time was to death.

Results

Patient description

There were 62 patients, 38 females and 24 males,
belonging to 50 unrelated families. In 13 (21%) of those
cases, the patient with end-stage renal disease was the
proband or the index case, i. e., the first subject in the
family described as affected with FAP. The age-at-onset
of FAP was 41.4 £+ 12.8 years, with a range of 25-82
years; in 18 patients (29%) onset of FAP was after the
sixth decade. Index cases were older at onset, i.e.,
50.2 + 11.7 years when first features of amyloidosis
appeared. We did not have any diabetic patients. Time
between first manifestations of FAP and initiation of
dialysis was 10.2 + 3.8 years, with a range of 2—18
years. The mean age at start of RRT was 51.5 + 10.7
years, with a range of 36 —84 years. Index cases had RRT
59.2 + 9.5 years, and with less disability (mean score
2.69 + 1.10) than the patients with previous family
history (mean score 3.23 + 0.87). Table 1 details
demographic and clinical characteristics of the patients.

Clinical presentation, renal features and progression
towards ESRD

Forty-four ESRD patients (71%) presented with
peripheral sensory neuropathy as their first manifestation
of FAP; weight loss, gastrointestinal disturbances and
bradycardia were also found as isolated manifestations at
onset; the majority of the patients (81%) had 2 or more
features at presentation. Weight loss was significantly
more frequent in women. Nausea and vomiting were
absent as initial manifestations. Table 2 details the clinical
presentation of FAP.

The development of ESRD was preceded by
proteinuria in 90% of the patients (range 0.3 to 14 g/
day). Urine albumin levels were 71.7 + 10.6% of the total
urine protein content. The renal features at first observa-
tion by the nephrologist are shown in Table 3. A sex
difference was found for presentation of nephropathy:
nephrotic range proteinuria and elevated serum creatinine
were significantly more common in women; isolated
nephrotic proteinuria at presentation was seen in women
only. Microscopic hematuria was detected in 2 patients;
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Table 1. Demographic data of patients with familial amyloid polyneuropathy TTR Val30Met submitted to dialysis therapy.

Total (n=62) Men (n=24) Women (n=38)

Mean + SD Mean + SD Mean + SD
Age-at-onset of FAP (years) 414+ 1238 40.6 + 13.7 418+ 124
Age at first dialysis (years) 515+ 10.7 509 +11.8 51.9 +10.1
Evolution of disease when referred to a neurologist (years) 3.1+27 24+ 21 3.6 + 3.0
Evolution of disease when referrred to a nephrologist (years) 7.3+4.0 71 +33 74+44
Time between diagnosis of nephropathy and dialysis (months) 34.8 +27.4 40.6 +29.0 30.9 + 26.1
Evolution of disease at first dialysis (years) 102+ 3.8 104 + 3.3 10.1 £ 4.0
Neurological score at first dialysis 3.1+09 34+06 3.0+1.0
Duration on dialysis (months) 21.1+27.3 23.1 + 34.5 19.8 + 224
Table 2. Clinical presentation of FAP in end-stage renal disease patients.

No. of patients (%) No. of men (%) No. of women (%) Significance
(n=62 patients) (n=24) (n=38) (P)

Isolated sensitive neuropathy 11 (17.7%) 4 (16.6%) 7 (18.4%) NS
Sensitive neuropathy 33 (53.2%) 12 (50%) 21 (55.3%) NS
Constipation/ diarrhea 28 (45.2%) 11 (45.8%) 17 (44.7%) NS
Weight loss 22 (35.5%) 3 (12.5%) 19 (50%) 0.003
Motor neuropathy 1 (1.6%) - 1 -
Impotence 7 (11.3%) 7 - -
Neurogenic bladder 7 (11.3%) 4 (16.6%) 3 (7.8%) NS
Nephropathy 7 (11.3%) 2 (8.3%) 4 (10.5%) NS
Symptomatic bradycardia 4 (6.5%) 2 (8.3%) 2 (5.3%) NS

*Comparison made between the number of men and women
*NS: not significant

Table 3. Renal features of FAP patients on dialysis at first observation by the nephrologist.

No. of patients (%) No. of men (%) No. of women (%)  Significance*

(n=62 patients) (n=24) (n=38) P)
End-stage renal disease 3 (4.8%) 1 (4.2%) 2 (5.2%) NS
Renal failure and proteinuria > 3g/l 25 (40.3%) 5 (20.8%) 20 (52.6%) 0.01
Renal failure and proteinuria > 0.3 and <3 g/l 13 (21%) 8 (33.3%) 5 (13.2%) NS
Renal failure without proteinuria 1 (1.6%) 1 (4.2%) - -
Proteinuria > 3 g/l 5 (8.1%) - 5 (13.2%) -
Proteinuria > 0.3 and < 3 g/l 11 (17.7%) 6 (25%) 5 (13.2%) NS
Microalbuminuria (20-200 ug/min) 4 (6.5%) 3 (12.5%) 1 (2.6%) NS

*Comparison made between the number of men and women
#NS: not significant

gross hematuria, without bacteriuria, appeared in 2
subjects with advanced renal failure; glucosuria was
never found.

Mean systolic blood pressure at first observation by
the nephrologist was 127.0 + 29.7 mmHg, and mean
diastolic pressure was 76.4 + 16.4 mmHg. Before RRT,

12 patients had a systolic blood pressure above
140 mmHg, and 3 patients had a diastolic pressure higher
than 90 mmHg.

Kidney ultrasonography was performed at the
diagnosis of nephropathy in all patients. Kidney size
was conserved in 52 subjects (84%), 32 of them (62%)
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with established chronic renal failure. When the kidney
size was decreased due to reduced cortical thickness (10
patients, 16%) there was chronic renal failure in all. After
excluding the 3 subjects with ESRD at first sonography, a
corticomedullary differentiation was preserved in 17 of
the 39 patients (43.6%) with presence of chronic renal
failure at first observation.

Moderate hydronephrosis, with absence of cortical
scarring, was verified in 4 patients; bladder catheterization
improved the renal function only transiently.

Recurrent urinary tract infections before dialysis
were present in 34 subjects (55%), 12 males and 22
females (P=0.54). Permanent or intermittent bladder
catheterization, after episodes of sudden urinary retention,
was needed before dialysis in 9 males and 11 females.
The time of progression of neuropathy to ESRD, and the
delay between the diagnosis of nephropathy and first
dialysis, according to clinical presentation of nephro-
pathy, are detailed in Table 4.

Evolution of mean predialysis serum creatinine levels
is shown in Figure 1. Six months before dialysis was
indicated, serum creatinine was, on average,
2.6 + 0.8 mg/dl, and blood urea was, on average,
115.0 + 41.7 mg/dl. Gender was not found to be a
significant factor on time of progression towards ESRD
after the diagnosis of nephropathy (3.3 + 2.5 years for
males, 2.5 + 2.2 years for females; P=0.58).

Renal pathology

Six patients were biopsied close to dialysis, and other
6 one to five years before ESRD. An extensive mesangial,
vascular pole, and vascular amyloid involvement was
found in patients close to dialysis. Several glomeruli were
completely obliterated by amyloid or sclerosed; inter-
stitial fibrosis, tubular atrophy, and some degree of
leucocyte infiltration in peri-glomerular areas (as in
patients with advanced renal failure of other etiologies)
were also present; one patient presented amyloid deposits
in vascular walls and obsolescent glomeruli. In the other
6, the deposits had the same distribution, with enlarged

glomeruli partially or totally occupied by amyloid.
Extensive deposition of amyloid in the medullary zone
was found in all biopsy specimens. Cortical interstitium
and proximal convoluted tubules were spared. In all
specimens, the amyloid deposits stained specifically with
anti-TTR antibodies.

Cardiac involvement

Rhythm disturbances (sinus node bradicardia or
atrial-ventricular block) motivated a definitive pacemaker
implantation either before or after dialysis in 35 (12
males, 23 females) and 11 (5 males, 6 females) patients,
respectively. Evolution of FAP until pacemaker implanta-
tion was 10.1 + 4.9 years in men and 7.9 + 3.6 years in
women.

Doppler echocardiography was performed 6 months
before dialysis, in 20 patients (aged 50.7 + 8.9 years, with
9.1 + 3.3 years of evolution of neuropathy). The left atrial
dimension was increased in 14 patients (70%), with a
mean value 0f 42.2 + 6.0 mm (half of these patients had a
neurological score between 1 and 2). Posterior left
ventricular wall thickness was above normal in 9 (45%)
cases, and left ventricular concentric hypertrophy was
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FIGURE 1: Evolution of mean pre-dialysis serum creatinine
levels.

Table 4. Time of progression to end-stage renal disease according to clinical presentation of nephropathy. Delay between
diagnosis of nephropathy, first features of neuropathy and dialysis.

Clinical presentation of nephropathy

Time between diagnosis of
nephropathy and dialysis (years)

Time between onset of neuropathy
and dialysis (years)

Pt < 3g/l, normal renal function 50+24 11.7+ 41
Pt > 3 g/l, normal renal function 3.7+ 23 7.0+ 3.4
Pt < 3g/l, renal failure 29+ 2.3 10.3+ 4.2
Pt > 3 g/l, renal failure 1.7+16 9.8+ 3.6

*Pt: Proteinuria
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diagnosed in 4. Interventricular septum dimension was
enlarged in 10 (50%) subjects, with a mean value of
12.4 + 3.0 mm. Impaired diastolic function was detected
in 2 patients. Dilated, restrictive cardiomyopathy or
systolic ventricular dysfunction was not found.

Calcium and phosphorus metabolism

Before dialysis, the mean serum calcium level was
low (2.04 + 0.2 mmol/l) and serum phosphorus level was
high (1.7 + 0.5 mmol/l), although calcium carbonate was
supplemented. Only one patient was treated with
aluminium compounds (aluminium hydroxide) to avoid
an elevated calcium-phosphorus product. Serum para-
thyroid hormone (PTH) level at initiation of dialysis was
documented in 48 patients, with a mean value of
98.4 + 99.3 pg/ml, ranging from 2.4 to 490.0 pg/ml.
Twenty-three of these patients (48%) with established
ESRD showed serum PTH level < 65 pg/ml, without
previous calcitriol therapy. No correlation between
duration of neuropathy and PTH level was found, neither
between PTH level and predialysis serum calcium or
phosphorus levels.

Vascular access for hemodialysis

Autologous AV fistulas were constructed in 40
(64.5%) patients, when mean serum creatinine was
3.2 + 1.1 mg/dl 6.3 + 6.4 months before RRT. Thirty-
seven (60%) subjects had a functioning AV fistula at first
dialysis. Adequate blood flow and fistula development to
cannulation were obtained in 36 patients (25 elbow-
brachiocephalic and 11wrist radiocephalic fistula). In 11
subjects the first AV fistula was performed after dialysis
had been initiated, in 9 an adequate AV fistula (5 elbow, 4
wrist) was obtained. One patient had 2 arteriovenous
grafts in the upper arm: first one excised for infection and
the other suffered extensive thrombosis after emergent
pacemaker implantation. Temporary venous catheters

Table 5. Indications for dialysis in patients with FAP TTR
V30M

Total 62 patients
No. of patients (%)

Fluid overload 26 (41.9%)
Severe metabolic acidosis 11 (17.7%)
Uncontrollable hyperkalemia 3 (4.8%)

Exacerbation of anorexia or 14 (22.6%)

nausea/vomiting
Uremic encephalopathy 1
Pericarditis 1(1.6%)
Serum creatinine > 6 mg/dl 6
without other complication

were used in 24 patients to initiate RRT, while cuffed
venous catheters were used in 2.

In subjects alive after 3 months of dialysis (43
patients) the vascular access was an AV fistula in 35 (26
elbow, 9 wrist), or cuffed venous catheters in §; all
patients with cuffed catheters had previous AV fistulas
that failed. Symptomatic intradialytic hypotension was
present in 18 patients (51.4%) with AV fistulas and in 7
(87.5%) with cuffed catheter. In 8 cases, AV fistulas or
graft and permanent pacemaker were placed on the same
side: 6 developed important edema of the extremity,
caused by venous hypertension, and 4 of them lost their
vascular accesses.

Initiation of dialysis

The main indications for dialysis are detailed in
Table 5. Elective hemodialysis was started in 30
patients (8 males, 22 females) with a mean plasma
creatinine concentration of 4.9 + 1.5 mg/dl, a mean
creatinine clearance 12.2 4+ 4.0 ml/min, and a mean
plasma urea level of 209.4 + 61.6 mg/dl. In the other
32 subjects, dialysis was implemented urgently with a
mean creatinine of 7.3 + 3.0 mg/dl, mean creatinine
clearance 9.9 + 5.0 ml/min, and mean urea
224.2 4+ 90.6 mg/dl; 20 of these subjects had concomi-
tant bacterial infection. Bacterial infections were present
in 21 patients at first dialysis, associated with sepsis in
15 cases. Urinary tract infections (UTI) predominated
(11 cases), followed by infected wounds of extremities
or erysipelis (6 cases), and pneumonia (3 cases); in one
patient a spontaneous peritonitis caused by a group A
Streptococcus was found. The cause of UTI was
Enterobacteriaceae (mainly Escherichia coli and Kleb-
siella pneumoniae); in 4 cases more than one
microorganism was found.

QOutcome after dialysis

Infections were the leading cause of morbidity after
dialysis, in relation to vascular access, lung or decubitus
ulcers. Urinary tract infections persisted after dialysis, but
only pyocystis (present in 4 patients) required hospitaliza-
tion. Fifteen patients were never hospitalized after RRT,
but 40 had 2.0 + 1.2 re-admissions. The death of 7
patients (5 males, 2 females) occurred during their first
hospital admission, when dialysis treatment was started;
all had been admitted with sepsis. Ocular complications
were due to painful cornea erosions and keratitis, acute
glaucoma, vitreous opacities, and endophthalmitis. Two
patients, over 60 years, were diagnosed with cancer: a
carcinoma of the bladder, and a carcinoma of the oral
cavity, respectively 9 and 15 months after initiation of
dialysis. Recurrent symptomatic intradialytic hypotension
occurred in 75% of the males and 53% of the females,
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none of them was on antihypertensive medication. In 4
subjects, without volume overload, hypertension was
maintained after RRT.

Clinical characteristics of subjects surviving less than
one year on RRT are compared with patients surviving
more than one year in Table 6; on univariate analysis, the
highest risk of death was attributed to the presence of
decubitus ulcers before starting dialysis, to a neurological
score higher than 3, or to the absence of a AV fistula or
graft for long-term treatment, implying the use of
permanent catheter.

Death occurred in 46 patients (16 males, 30 females).
It was related to infection in 14/26 (54%) patients who
died during the first-year of treatment, and in 8/20 (40%)
thereafter. Decubitus ulcers with sepsis, corresponding to
41% of all infections, were the leading cause of death,
followed by catheter sepsis and pneumonia (each 18%);
pyocystis was the cause of death in 3 patients.

The most common agents of infected skin ulcers were
Gram-negative organisms (Escherichia coli, Proteus
vulgaris, Morganella sp); Enteroccocus faecalis was
found in the bloodstream in a catheter sepsis, and in a
lung infection; in 2 patients, Candida albicans was the
cause of pulmonary infection. Patients with decubitus
ulcers were younger at first dialysis (45.6 + 7.3 versus
54.7 + 11.4 years, p <0.0001), and had a longer
evolution of neurological disease (12.4 + 3.1 versus
9.7 + 3.9 years, P < 0.001). Sudden death occurred in 7

patients (15%), 2 had pacemakers. Cachexia with
untreatable hypotension leading to circulatory failure
was the cause of death in 7 patients (15%). One, two and
three years survival after RRT were 54.5%, 38.4% and
29.5%, respectively (Figure 2). The Kaplan-Meier
survival curves showed a significant difference between
patients who had < 10 years and > 10 years interval
between the onset of neuropathy and RRT: P < 0.02 by
the log rank test (Figure 3).

Discussion

This study shows that Portuguese FAP patients
progressing towards ESRD had a wide range of age-at-
onset: it was documented since the third decade, but in
one third, the onset was after the sixth decade and it could
be delayed until the ninth. Cases without a previous
family history of FAP represented 20% of ESRD patients.
The high frequency of non-familial cases in Sweden has
been attributed to incomplete penetrance and variable
expressivity of the FAP gene'”.

Women predominated in the evolution to ESRD, as
well as in the clinical presentation with nephrotic range
proteinuria before developing ESRD. This was unex-
pected, since FAP affects more males than females, both
in the Portuguese and Swedish population'’, and ESRD is
more prevalent in males's.

Table 6. Mortality during the first 12 months of renal replacement therapy: patients characteristics and risk for death.

Death during first 12

months Alive after 12 months
No. of patients (%) No. of patients (%)  Significance RR*
n=26 (46%) n=31 (54%) (P) (95% CI**)
Gender (males/females) 11/15 11/20 NS*
Age-of-onset (years) 39.6 + 14.7 425+ 10.7 NS
Duration of disease at first dialysis (years) 111 +42 9.8 +34 NS
Catheter as vascular access for first dialysis 17 (65.4%) 8 (25.8%) 0.003 2.5 (0.3-1.6)
Catheter as definitive vascular access for 11 (42.3%) 2 (6.5%) 0.001 6.6 (1.5-3.3)
long-term dialysis
Serum creatinine at first dialysis (mg/dl) 59+ 3.0 6.4+24 NS
Hemoglobin (g/dl) 86+ 16 87+20 NS
Serum albumin at first dialysis < 3 g/dl 18 (69.2%) 8 (35.5%) 0.01 2.0 (0.12-1.2)
Serum triglycerides (mg/dl) 99.2 + 411 108.8 + 44.7 NS
Serum cholesterol (mg/dl) 115.7 + 45.7 156.0 + 75.5 NS
Decubitus ulcers before dialysis 13 (50%) 2 (6.5%) <0.001 7.8 (0.7-3.4)
Permanent bladder catheter 13 (50%) 5 (16%) 0.006 3.1 (0.2-2.0)
Absence of pacemaker 10 (38.5%) 4 (12.9%) 0.025 1.9 (1.1-1.6)
Neurological score > 3 22 (84.6%) 11 (35.5%) <0.001 4.0 (1.6-10.1)

*RR: relative risk; **Cl: confidence interval
#NS: not significant
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FIGURE 2: Kaplan-Meier analysis of survival in patients
with familial amyloid polyneuropathy submitted to dialysis.
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FIGURE 3: Kaplan-Meier analysis: comparison of the
survival distribution in patients with FAP submitted to
dialysis according the duration of disease. A: duration
< 10 years; B: duration > 10 years. There is a significant
difference between A and B (P=0.02).

The referral to the nephrologist was late, when
impairment of renal function was present in 68% of the
patients. Renal failure has been emphasized as an
important complication after liver transplantation (LT)
in FAP". We advocate early LT, with priority in the liver
transplant waiting list, when nephrotic syndrome asso-
ciated to mild renal insufficiency is present. Proteinuria
may remit® although, the risk of worse renal function
after transplantation exists. This approach, and the
appropriate use of renal-sparing immunosuppressive
protocols, may be the best way to treat nephropathy.
When chronic renal failure progress, only liver-kidney
transplantation will be adequate, an extra organ will be
necessary, and the general status of most patients did not
allow the procedure.

Artificial pacing was necessary in the majority of the
patients before dialysis. Cardiac conduction disturbances,
with need for a pacemaker, occurred earlier in women,
although on average, females had a lower neurological
score. These data are consistent with the description of a
visceral involvement in FAP, with renal and heart
disease®’. Left atrial enlargement was the most frequent
finding (70%) on echocardiogram of FAP patients with
ESRD. In a previous study of the natural history of heart
involvement in FAP-I (Fonseca et al/, unpublished data)
only 3 patients among 110 had left atrial enlargement, all
of the 3 with advanced neurological disease. In another
report of echocardiographic evaluation in 14 patients with
FAP, dilated atrial cavities was also associated with
advanced forms of FAP?%. However, to the contrary, left
atrial enlargement was present in subjects involved in our
study from the early stages of disease. Echocardiographic
studies of patients with FAP submitted to liver transplan-
tation® also showed a progressive increase in left atrial
dimension, but its mean diameter (38.9 mm) was lower
than in our findings (42.2 mm). In normotensive patients
(as our group) on continuous ambulatory peritoneal
dialysis, a high prevalence of left atrial dilatation was
also described®*. In FAP, left ventricular dilatation and
systolic dysfunction are absent, i.e., different from ESRD
of other etiology*. Thus, early left atrial enlargement
seems to characterize FAP patients with ESRD.

Laboratory findings concerning evaluation of renal
osteodystrophy showed elevated phosphate levels and
reduced calcium levels, but normal serum PTH in half of
the patients. Adynamic bone disease due to aluminium
deposition is not likely before dialysis, since aluminium
gels were prescribed only in one patient. Deposition of
amyloid in parathyroid glands has been documented in
autopsies of FAP patients®. Infiltration of parathyroid by
amyloid, and very low levels of PTH were reported also in
a patient with familial Mediterranean fever and ESRD*.
Therefore, infiltration of parathyroid glands is a likely
explanation for the absence of an appropriate elevation of
serum PTH. Low serum PTH has been related to poor
nutritional status by some®’. In FAP, malnutrition caused
by inadequate protein intake, diarrhea, and malabsortion
may explain the tendency to low PTH. Autonomic
dysfunction, another possibility for interference with
PTH secretion, is not probable because in diabetic or
non-diabetic hemodialysis patients dysutonomia was not(
correlated with PTH levels®*°.

Unexpectedly, an adequate autologous arteriovenous
fistula was obtained in 90% of the patients in whom the
vascular access was programmed timely before dialysis.
Three months after initiating RRT, the majority of living
patients (81.4%) were using an AV fistula. In FAP, we
recommend the referral to a surgeon when serum



138 | Capitulo V

Amyloid: J. Protein Folding Disord. ??, 000—000 (2004)

creatinine is above 2.6 mg/dl, i.e., earlier than the usual
criteria of 4 mg/dl*’, since this was the mean value 6
months before obligatory dialysis. Similar to what was
found in rheumatoid arthritis patients with amyloidosis®',
in FAP renal function declined rapidly in the last year
before dialysis was started. The timing of the transition
from pre-dialysis to dialytic care may be particularly
important to patient survival. The decision for starting
dialysis was taken mostly after uncontrolled fluid balance.
Uremic signs were present only in one fourth of the
patients. However, this might be due to misdiagnosis, as
FAP itself (even in the presence of normal renal function)
causes anorexia, weight loss, weakness, nausea, and
vomiting. Muscle weakness, due to neuropathy and
infections, could contribute to metabolic acidosis, a life-
threatening condition, which was also a common reason
to start dialysis. In our opinion, FAP patients must be
selected for early initiation of dialysis, as they are a group
of malnourished patients, with chronic diarrhea, and
benefit from intra-dialytic nutritional supplements near
the beginning of renal replacement therapy. In this study,
a serum albumin concentration below 3 mg/dl, at the
initiation of dialysis, was significantly related to death on
the first year of treatment, consistent with previous
findings on dialysis patients®***.

Morbidity after RRT in FAP was related to skin,
vascular access, urinary tract, and lung infections. The
stronger prognostic markers for death during the first year
of dialysis were presence of decubitus ulcers, venous
catheters as the definitive vascular access, and permanent
bladder catheters. These represent starting points for
potential infection, which is the commonest cause of
death in FAP patients during RRT.

Among patients with FAP and ESRD, death was
attributed to infection in 48%, and sudden death
accounted for 15%. Conversely, cardiac causes and
infection account for 48% and 15%, respectively, of all
deaths reported for the adult ESRD population in
general®. The most common causes of death in AL
amyloidosis with ESRD is from extrarenal amyloid
deposits in the heart, followed by deposits in the liver®.
Experience with RRT in AA amyloidosis* showed that
death was largely related to infection (39%), whilst
cardiac causes were less common (17%). In FAP, death
due to infection is even more frequent, reflecting the
sensorimotor neuropathy with disruption of the skin
barrier, and the autonomic neuropathy with defunctiona-
lized bladder. Therefore, with respect to the urinary tract,
we propose antimicrobial prophylaxis with trimethoprim-
sulfametoxazole during the first 3 months after initiating
dialysis in oliguric patients without bladder catheter,
when there is a previous history of recurrent urinary tract
infections. If the patient has a permanent bladder catheter

prior to dialysis we recommend maintaining it awaiting a
urine volume under 300 ml/day, followed by intermittent
catheterization until anuria occurs. Oliguric or anuric
patients should receive regular ultrasonographic study to
evaluate urine residue. To prevent pyocystis, we recom-
mend prompt bladder drainage and urine culture when
residue exceeds 300 ml or in the presence of foul-
smelling urethral discharge. The patient should be
educated to prevent skin burns on the extremities. Early
physiotherapy is desirable to avoid decubitus ulcers.
Colostomy pre-dialysis is probably a good option when
profuse diarrhea and fecal incontinence represent a
problem for adequate skin care.

In patients with TTR V30M amyloidosis submitted
to dialysis, the severity and duration of neuropathy were
related with early death and worse survival. A high drop
out rate (16%) in the first month of RRT was found in
FAP, but lower than that reported in AA amyloidosis®.
In conclusion, this study demonstrates that dialysis
prolonged the life for, on average, 21 months, in
patients with FAP and end-stage renal disease. In
general, FAP progressed over 10 years until ESRD.
End-stage renal disease usually occurred within 3 years
after the diagnosis of nephropathy, and renal function
declined rapidly in the year prior to dialysis. This finding
emphasized the early identification of subjects with
nephropathy, so that they can receive early the vascular
access for hemodialysis.

Strategies to improve prognosis of ESRD must
include intervention on skin wounds, decubitus ulcers
and neurogenic bladder. In our view, nutritional inter-
vention should be started pre-dialysis; chronic
malnutrition probably justifies the utilization of intradia-
lytic total parenteral nutrition. Because long-term survival
of FAP patients treated by dialysis is poor, those with
characteristics of longer survivors should be evaluated for
combined liver-kidney transplantation.
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End-Stage Renal Disease in Familial Amyloidosis ATTR Val30Met: A
Definitive Indication to Combined Liver-Kidney Transplantation

L. Lobato, A. Ventura, |. Beirdo, H.P. Miranda, R. Seca, A.C. Henriques, M. Teixeira, A.M. Sarmento, and

M.C. Pereira

UTOSOMAL dominant amyloidoses characterized so

far are most commonly associated with transthyretin

(TTR), a plasma protein synthesized by the liver.! The

single gene for TTR? is located on human chromosome 18;
more than 70 TTR mutations have been documented.?

The most common type of hereditary amyloidosis is
familial amyloid polyneuropathy type I (FAP, Portuguese
type), a neuropathic form associated with a substitution of
methionine for valine at position 30 of the TTR gene, TTR
Val30Met.* The largest number of patients and families
with this mutation has been identified in Portugal, but now
it has been recognized worldwide.?

FAP in Portugal usually begins in the third or fourth
decade of life with death occuring about 11 years later.” The
clinical disease usually starts as a sensory neuropathy in the
lower extremities, but autonomic and gastrointestinal fea-
tures may occur early. Motor neuropathy usually manifests
itself later with cardiac conduction disturbances frequently
leading to the need for artificial pacing. Vitreous deposits of
amyloid have been reported, most particularly in Swedish
families.® Cachexia has been described as a significant
factor in mortality.? Orthotopic liver transplantation (OLT)
is widely recommended for patients affected by FAP; it is
recognized as the only specific treatment for this disease.”
Virtually all TTR is produced by the liver, and, therefore,
OLT halts the supply of variant amyloidogenic TTR
(ATTR).

Amyloid proteins have different organ specificity, leading
to variations in clinical features. Classically, nephropathic
and nonneuropathic autosomal dominant amyloidoses are
associated with apolipoprotein A-I and A-II, fibrinogen

0041-1345/03/$-see front matter
doi:10.1016/S0041-1345(03)00331-2
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Aa-chain, and lysozyme.® Renal amyloidosis also has been
described in FAP.’ In Portugal, approximately one third of
FAP patients have clinical renal features with varying
degrees of proteinuria and renal failure. The progression to
end-stage renal disease (ESRD) occurs in 10% of Portu-
guese patients, more than 10 years after the onset of
symptoms (Lobato et al, unpublished data). Although dial-
ysis may prolong life, it does not prevent the progression of
systemic amyloid involvement; death occurred, on average,
at 22 months after renal replacement therapy. The cause
was infection in one half of the patients (Lobato et al,
unpublished data).

The first successful renal transplantation in a patient with
renal amyloidosis was reported in 1968,'” but until now this
treatment has been associated with poor graft and patient
survival.'' Most published series concerning renal trans-
plantation in amyloidosis deal with familial Mediterranean
fever or other forms of reactive amyloidosis (AA type).'?
The results of kidney transplantation in ATTR have not
been described.

In patients with FAP undergoing dialysis, the potential
advantages of simultaneous liver-kidney transplantation
instead of isolated kidney transplantation are to avoid the
progression of systemic manifestations and the recurrence
of renal amyloidosis. The obstacles to renal transplantation
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in these patients are the presence of postural hypotension,
advanced motor deficits, neurogenic bladder, and decubitus
ulcers related to the long duration of the disease.

We report here on two Portuguese patients with familial
amyloid neuropathy, TTR Val30Met, who underwent com-
bined liver-kidney transplantation for ESRD caused by
amyloidosis. Both patients have been followed up for more
than 18 months after surgery. We analyzed their clinical
course and main complications after the procedure.

PATIENTS AND METHODS
Selection of Patients

The reported patients were selected from a cohort of 22 subjects
with FAP, all carrying the TTR Val30Met mutation and receiving
dialysis during 1999. The two patients had family history of FAP,
TTR amyloidosis in renal biopsy specimens shown by congophilic
deposits with green birefringence under polarized light, and posi-
tive immunolabelling by anti-TTR monoclonal antibodies. Our
conditions for combined liver-kidney transplantation were as fol-
lows: (1) ability to walk without aid or no more than one crutch to
walk; (2) absence of permanent bladder catheter, (3) absence of
neurogenic or decubitus nonhealing ulcers; (4) absence of dialysis-
related syncope or persistent vomiting due to autonomic neurop-
athy; and (5) general conditions suitable for kidney and liver
transplantation.

Immunosuppressive Protocol

Induction therapy included rabbit antithymocyte globulin (ATG; 3
mg/kg/d), cyclosporine (6 mg/kg/d), azathioprine (2 mg/kg/d), and
prednisolone (500 mg intravenously followed by tapering doses
until 0.5 mg/kg/d oral at day 6 after transplantation). Cyclosporine
was adjusted to obtain trough blood levels between 150 ng/mL and
250 ng/mL (whole-blood, fluorescent polarization immunoassay)
for the first 8 weeks. The long-term immunosuppressive regimen
included cyclosporine maintaining trough blood levels between 100
and 150 ng/mL (using the same measurement technique), azathio-
prine (0.5-1 mg/kg/d), and prednisolone (10 mg/d during the first 2
years, 5 mg/d thereafter).

Antimicrobial Prophylaxis

Immediate posttransplantation antimicrobial prophylaxis consisted
of teicoplanine (6 mg/kg/d every 72 hours for 1 week), aztreonam
(500 mg every 8 hours for 3 days), trimethropim (160 mg) and
sulfamethoxazol (800 mg) every 24 hours, and nystatin mouth wash
for 6 months. Antiviral therapy with ganciclovir 500 mg every 12
hours for 3 months was used to prevent cytomegalovirus infection.
One year after transplantation, we started antimicrobial prophy-
laxis for urinary tract infection (UTI) with oral first generation
cephalosporin or amoxacillin every 24 hours.

Clinical Procedures and Evaluation

The patients were offered combined liver and kidney transplanta-
tion using a single cadaveric donor who was ABO blood group
compatible of 0 HLA match and with a negative crossmatch. A
ureteral stent was placed at the time of renal transplantation and
removed between the second and the third week after surgery. Our
policy was to remove the urinary catheter at 1 or 2 weeks after
removal of the ureteral stent, to avoid precocious urinary tract
obstruction due to a neurogenic bladder in the presence of a stent.
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Patients were discharged from the hospital when they were able
to walk (alone or with aid) and to feed themselves. Daily physio-
therapy was initiated 1 week after surgery and carried out during
the first hospital stay; physiotherapy was maintained twice per week
in the first 3 months after transplantation.

An accurate examination of the skin was performed routinely
after transplantation. Superficial wounds, particularly in the ex-
tremities, were treated with topical clorhexidine and fusidic acid
adjunctive.

Patients were categorized according to a modified disability
scoring system'? before transplantation and at the end of follow-up:
score I, sensory disturbances in the extremities but preserved
walking capacity; score II, difficulties walking without the need for
a walking stick; score IITA, one walking stick or one crutch required
for walking; score IIIB, two walking sticks or crutches required; and
score IV, patients in a wheelchair or bed-confined.

The symptoms of autonomic neuropathy were systematically
questioned. Measurements of blood pressure and pulse rate in the
recumbent and standing positions were recorded on each visit.
Urinalysis with screening of proteinuria and bacteriuria were
assessed at all visits. Criteria for antimicrobial therapy in UTIs
included all positive cultures with more than 10° bacterial colonies
during the first 6 months, and symptomatic bacteriuria thereafter
(pyuria and fever). One single urethral catheterization was recom-
mended in case of a UTI with urinary residue.

Evaluation of amyloid involvement within the vitreous humor of
the eye and two-dimensional and M-mode echocardiography were
performed at least 6 months before transplantation and during the
follow-up.

RESULTS
Patients’ Characteristics

Patient 1. Patient 1 was a 44-year-old woman when first
evaluated in 1994 and is of Portuguese ancestry. She had
sinus bradycardia, hypertension, and nephrotic syndrome.
Sensory neuropathy of the lower limbs and constipation
began 1 and 2 years later, respectively. Renal biopsy
specimen revealed extensive TTR amyloidosis. She had a
strong family history of FAP (proved TTR Val30Met) and
renal failure. Two years after presentation, a cardiac pace-
maker was needed. Recurrent UTI and urinary inconti-
nence were present since 1996; postvoid residual urine was
estimated at 100 mL. The renal impairment progressed to
ESRD and the patient commenced hemodialysis in Decem-
ber 1997. She became progressively fatigued, with alternat-
ing diarrhea-constipation and nocturnal fecal incontinence.
Weight loss was estimated at 2 kg. Before transplantation
she was score I for motor neuropathy, and, by this time, she
showed palsy of dorsiflexion of the toes. Combined liver-
kidney transplantation was performed in January 2000.

Patient 2. Patient 2, a man of Portuguese origin, was
found to have sexual impotence at 32 years of age (1986).
Inquiries revealed a younger sister with a peripheral neu-
ropathy; TTR Val30Met mutation was identified in both.
One year later he admitted constipation and disturbed
micturition. Hyposthesia of the lower limbs began in 1991
and later diarrhea; when he was 37 years old. Difficulty in
walking slowly progressed until one crutch was necessary in
1998 at which time he experienced daily and nocturnal
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Table 1. Clinical Characteristics of Patients With FAP-1 Who
Underwent LKT
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Table 2. Echocardiographic Measurements Before and After

Patient 1 Patient 2
Age at LKT (y) 50 46
Duration of disease at LKT (y) 6 14
Time on dialysis before LKT (mo) 25 12
Serum creatinine at 1 year after LKT (mg/dL) 1.4 1.0
Serum creatinine at end of follow-up (mg/dL) 1.3 1.3
Aspartate aminotransferase/serum alkaline 35/31 29/67

phosphatase at end of follow-up (U/L)

Posttransplantation proteinuria Absent Absent
Hemoglobin at end of follow-up (g/dL) 11.8 14.4
Serum albumin before/after LKT (g/dL) 3.4/3.5 3.6/3.7
Hospital admissions related with infections 3 1
Time of follow-up after LKT (mo) 27 18
Outcome Alive Alive

Abbreviation: LKT, combined liver-kidney transplantation.

diarrhea. Proteinuria was detected during the year 6 of the
disease, but by year 10 he had hypertension, urinary incon-
tinence, nephrotic syndrome, and renal failure. Renal bi-
opsy specimen showed vascular and mesangial amyloid
deposits (ATTR) with advanced glomerulosclerosis. He
reached end-stage renal failure and initiated hemodialysis
in October 1999. Insertion of a cardiac pacemaker in the
presence of first-degree atrioventricular block was per-
formed in preparation for transplantation. Intermittent
self-catheterization for optimal bladder drainage was initi-
ated after 2 episodes of pyocystis in 2000; no urinary reflux
was shown. Three months after dialysis was initiated, he
developed a crisis of vomiting. The weight loss since disease
onset was 9 kg (17%). His score for motor neuropathy was
IITA. He underwent simultaneous liver-kidney transplanta-
tion in October 2000.

Table 1 summarizes the clinical characteristics and out-
comes after combined liver-kidney transplantation.

Posttransplantation Management and Morbidity

The early postoperative period was uneventful; the patients
were admitted to the intensive care unit and discharged
after 48 hours. Perioperative blood transfusions were 8 and
2 u for patients 1 and 2, respectively. The allografts had
immediate function, although one short hemodialysis ses-
sion was necessary to correct severe metabolic acidosis in
patient 1. The native livers were found to be normal with
scarce vascular amyloid deposits.

Both patients developed septicemia in the first week after
transplantation (pulmonary and central catheter related)
and urinary Candidiasis in the second week. No special
problems were related to the management of surgical
wounds. There were no episodes of rejection of either the
renal or liver grafts. The patients were discharged with good
graft function at 4 and 3 weeks after transplantation,
respectively.

Patient 1 presented with a skin infection of the right foot
after an accidental water burn in the second month after
transplantation, which required surgical debridement, anti-

LKT
Patient 1 Patient 2
Before Before
LKT/After LKT/After
24 mo 14 mo
Left ventricular end-diastolic diameter 55/55 52/50
(N < 54 mm)
Posterior left ventricular wall thickness 10/13 14/12
(N <11 mm)
Interventricular septum (N < 11 mm) 12/13 13/13
Aortic root dimension (N < 39 mm) 24/27 34/37
Left atrial dimension (N < 38 mm) 44/45 49/48

Abbreviations: LKT, combined liver-kidney transplantation; N, normal value in
adults.

biotics, and skin graft. Patient 2 developed a maleolar
neurogenic ulcer during the first hospital admission, which
completely healed with local care.

The postvoid residual urine volume was evaluated after
urinary catheter removal; intermittent catheterization was
performed if that volume exceeded 150 mL, or when
ureteral dilation or hydronephrosis of the renal graft was
present. Both patients developed recurrent UTI. There
were four hospital readmissions, all caused by infections
(UTT and skin), exclusively during the first posttransplan-
tation year. The antimicrobial prophylaxis for UTI de-
creased the episodes of bacteruria and associated febrile
episodes did not recur. Episodes of low blood cyclosporine
levels were found to be related to transient uncontrollable
diarrhea. We did not observe posttransplantation hyperten-
sion or hyperlipidemia. Treatment with human recombi-
nant erythropoietin was suspended at 2.5 months after
transplantation.

FAP Manifestations After Combined Liver-Kidney
Transplantation

The clinical motor score and sensory deficits remained
unchanged. Transient postural hypotension appeared con-
comitant with some UTI episodes during the first year after
transplantation. We verified a progressive amelioration of
bladder emptying; at the end of follow-up the postvoid
urine volume was <50 mL. At the last observation, the
patients continued to experience alternating diarrhea and
constipation. A vomiting crisis appeared in patient 2 in the
presence of a UTI. Both patients gained weight, 8 kg for
patient 1 and 4 kg for patient 2. An active life was possible
for patient 1, although with fatigue. Patient 2 ameliorated
his social life and tolerance to effort.

Echocardiographic studies, before transplantation and
after 24 and 14 months of follow-up, for patients 1 and 2
respectively, are detailed in Table 2. A “speckled” appear-
ance of the myocardial wall was not observed and diastolic
left ventricular function was considered normal. None of
the patients showed vitreous opacities, glaucoma, or other
ocular complications before or after transplantation.
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DISCUSSION
ATTR Val30Met With ESRD is an Indication for Combined
Liver-Kidney Transplantation

We have shown that simultaneous liver-kidney transplanta-
tion is useful for treatment of ESRD associated with the
TTR Val30Met mutation. Technical problems during the
liver or kidney transplantation have not been observed,
neither have they required a long stay in the intensive care
unit.

In general, patients with amyloidosis undergoing renal
transplantation tolerate complications poorly and are at
high risk of dying within the first 3 months.'* Deaths after
isolated liver transplantation in FAP often occurred within
6 months after surgery (57%)."> Therefore, although our
follow-up did not exceed 27 and 18 months, respectively, an
important finding was the absence of early death, encour-
aging us to continue this therapy. Combined liver-kidney
transplantation has been used for diseases that lead to
end-stage failure of both organs, or in inherited metabolic
disorders in which the primary defect is hepatic and leads to
renal damage.'® This approach to systemic hereditary amy-
loidosis was detailed in two patients but both also had
progressive liver dysfunction: one with fibrinogen a-chain
Glu526Val mutation, and another with apolipoprotein Al
Gly26Arg mutation.'”'® In familial amyloidosis related to
TTR Val30Met mutation, liver amyloid deposits are scarce
and progressive hepatic failure absent; OLT was done only
to reduce the supply of amyloid fibrils.

In both patients, there was immediate graft function and
an absence of rejection episodes. Abdominal pain and
muscle weakness after renal transplantation have been
reported in patients with amyloidosis, associated with high
doses of cyclosporine.'® Induction therapy with ATG and
long-term triple immunosuppressive regimen provide an
option that allows early low cyclosporine doses and dimin-
ishing risks of rejection.

Early Posttransplantation Complications are Urinary and
Skin Infections

Autonomic neuropathy causing urinary retention or incon-
tinence represents an additional problem in kidney trans-
plantation. The neurogenic bladder may exert deleterious
effects on the renal graft. In patients with FAP with isolated
liver transplantation, the origin of lethal septicemia was
urinary in 71%, and urinary incontinence was associated
with higher transplant mortality.'” Our policy of systematic
evaluation of bacteriuria, intermittent self-catheterization
in patients with incomplete voiding, surveillance of skin
wounds, and long-term antimicrobial prophylaxis may ex-
plain the low number of hospital admissions related to
infections. Urinary Candidiasis was observed early in the
posttransplantation period, therefore prompt removal of
ureteral stents is advisable. On the other hand, no other
sources of infection were observed except the urinary tract
and the skin.
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Potential Benefits of Combined Liver-Kidney
Transplantation in FAP

In patients with ESRD and FAP who underwent combined
liver-kidney transplantation, we expect neither recurrence
of amyloidosis in kidney graft nor deterioration of neurop-
athy. Although kidney transplantation has been described
for severe amyloid TTR nephropathy,'® the outcome of the
renal transplantation was not specified.

The recurrence rate of amyloidosis in the renal allograft,
based on evidence from biopsy specimens, may reach 26%
in patients who survive beyond 12 months after transplan-
tation.'? The recurrence of renal ATTR after liver-kidney
transplantation in FAP is not expected: several reports
consistently confirm a rapid and steady decrease of circu-
lating mutated TTR in the serum after liver transplanta-
tion.'>?° Meanwhile, the progression of cardiomyopathy
after liver transplantation among patients with FAP, TTR
Val30Met, has been attributed to deposition of wild-type
TTR-amyloid.*! The amyloid fibrils in the hearts of patients
with FAP (including ATTR Val30Met), which died of
terminal cardiac failure after liver transplantation, were
composed of wild-type TTR and variant TTR at a ratio of
1:1.%2 The kidney allograft, unlike the heart, is a genetically
different organ without previous deposits, and thus recur-
rence of amyloidosis seems less probable.

In our experience, 50% of patients with FAP on regular
hemodialysis die during the first year of therapy, and
neuropathy progresses in all subjects (unpublished data). In
ATTR liver-kidney recipients no deterioration of the motor
deficit has been observed at present. Autonomic nervous
dysfunction is a well-recognized complication of ESRD,
whatever the etiology. A recent study failed to show com-
plete normalization of the autonomic nervous system test-
ing after kidney transplantation; however, there was a
tendency to improve with the longevity of normal renal
function.”® Then, in FAP, the renal transplantation may
represent an extra benefit for dysautonomy.

The long-term prognosis of patients with renal amyloid-
osis would appear to be dependent on the presence of
cardiac amyloidosis and amyloidosis of the adrenals.'? In
both patients, echocardiographic findings before transplan-
tation showed abnormal values in the left atrial dimension
and in the interventricular septal thickness whereas signs of
cardiomyopathy were present, the disorder did not repre-
sent a problem during the early posttransplantation period.
In one patient, the left atrial dimension was increased and
the thickness of the septal and left ventricular dimension
increased after transplantation, as was previously described
in the Swedish study with isolated OLT.*' Curiously, that
was the patient with a shorter duration of disease and a
lower score for motor neuropathy. More follow-up will be
necessary to clarify whether those findings have a deleteri-
ous impact on renal graft function or patient survival.

In conclusion, the available data in selected patients,
suggest that combined liver-kidney transplantation is rec-
ommended for ESRD in FAP TTR Val30Met. Early treat-
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ment of UTI and skin infections after transplantation is
mandatory to diminish early mortality. Autonomic dysfunc-
tion of the bladder represents an additional problem, but
does not contraindicate transplantation. Recurrence of
amyloidosis in the renal graft is not expected.
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Remission of Proteinuria Following Liver Transplantation for Familial

Amyloid Polyneuropathy TTR Met30

M.J. Carvalho, L. Lobato, A. Ventura, |. Beirdo, G. Rocha, R. Seca, H.P. Miranda, F. Silvestre,

M.C. Pereira, and S. Guimaraes

HE COMMONEST form of hereditary amyloidosis is
familial amyloid polyneuropathy (FAP), inherited in
an autosomal dominant mode. Portugal is the location of the
world with the highest prevalence of the disease. The amyloid
precursor transthyretin (TTR) is predominantly expressed in
the hepatocytes. In Portugal the mutation TTR Val30Met is
associated with almost all registered cases of FAP. Orthotopic
liver transplantation (OLT) leads to the production of normal
TTR and should arrest the pathologic process. OLT is re-
garded as the treatment of choice for this disease.'

A peripheral sensitive motor and autonomic neuropathy
is the main clinical picture. Amyloid transthyretin-related
nephropathy was recognized in this decade. About 30% of
the patients of the main areas of FAP have renal manifes-
tations (renal failure, proteinuria).? Nephropathy can occur
early in disease presentation. Proteinuria is correlated,
upon renal biopsy, with extensive glomerular and vascular
amyloid deposition. Tubular and interstitial involvement of
renal medulla were present in all FAP patients and were
not related to kidney features.?

Preoperative renal dysfunction, nephrotoxicity of
agents used, and infectious disease can predispose the
OLT receptor to acute renal failure and progression to
chronic renal failure. In our program renal insufficiency
and proteinuria > 1 g/d were usually exclusion criteria to
OLT for FAP.

The aim of this study was to analyze the effect of renal
disease on OLT amyloid receptors. For this purpose we
selected four patients with FAP TTR Val30Met, protein-
uria >1 g/d, and glomerular and vascular amyloid deposi-
tion on renal biopsy. We report their clinical evolution after
transplantation.

PATIENTS AND METHODS

In our institution, the first liver transplantation for FAP dates from
April 1996. Since then 67 patients (39 men, 28 women) aged 24 to
53 years were operated. Mean evolution of the disease was 5 years.
Autonomic and sensorial neuropathy was present in all and only
three patients had absence of motor neuropathy.

Preoperative evaluation and follow up was performed by the
same nephrology, neurology, and transplant team. One of our
patients was referred and transplanted in the Toronto Hospital, but
was studied and followed by us. In the clinical assessment of renal
disease we used serum creatinine and urea, microalbuminuria and
proteinuria, creatinine clearance, glomerular filtration rate esti-
mated by “"TcDTPA, and renal and bladder ultrasonography with
estimation of residual urine volume. Renal histomorphologic find-
ings were evaluated in all patients. Biopsy specimens were submit-
ted to Congo red staining and immunohistochemistry with a
monoclonal anti-TTR antibody.

The induction immunossupressive regimen was cyclosporine A
(CsA), azathioprine (Aza), and prednisolone (Pred). Maintenance
immunossupression was based on CsA.

The studied patients were aged 33 to 47 years at the OLT. The
evolution of FAP was 4 to 7 years before OLT. The recipients were
followed between 10 and 38 months.

From the Department of Nephrology, Liver Transplantation
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Antonio, Porto, Portugal.
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Table 1. Renal Data on Four Patients With Proteinuria Submitted to OLT

Pre-OLT Pre-OLT Creatinine Post-OLT Creatinine
Proteinuria (mg/dL)/GFR-DTPA Follow up Post-OLT (mg/dL)/Creatinine
Patient (g9/d) (mL/min) (mo) Proteinuria Clearance (mL/min)
1 1.7 1.4/78 — —_ -
2 1.7 0.8/81 23 0.3 g/L 1.1/37
3 2.1 1.0/91 38 Absent 1.7/36
4 6.0 1.1/91 10 0.2 g/d 1.8/24

0041-1345/00/$-see front matter
PIl S0041-1345(00)01832-7
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REMISSION OF PROTEINURIA

RESULTS

The clinical and pathologic findings, and postoperative
outcome are presented. The data are summarized in Table 1.

Case 1

A 44-year-old male had autonomic and sensorial symptoms
since 1992, and motor manifestations since 1995. One year
later proteinuria was detected. There is a history of two
urinary tract infections (UTI) in 1997. The patient had
normal blood pressure, without orthostatic hypotension.
There was a family history of several relatives with nephrop-
athy; the patient’s father died with chronic renal failure.

Laboratory values before OLT were proteinuria 1.7 g/d,
serum creatinine 1.4 mg/dL, creatinine clearance 78 mL/
min, and glomerular filtration rate estimated by °°™Tc-
DTPA 84 mL/min. Renal features were normal on ultra-
sound scan; residual urine volume was 190 mL. Renal
biopsy disclosed extensive TTR amyloid deposition in more
than 50% of the mesangium, vascular pole and arteriolar
structures; involvement of interlobular arteries.

OLT was performed on October 12, 1997. The patient
died during surgery due to technical complications.

Case 2

A 41-year-old male had autonomic and sensorial symptoms
since 1989. In 1995 he had motor neuropathy with pre-
served walking ability. Proteinuria had been known since
1996. There was an absence of UTIs. The patient had
orthostatic hypotension. Standing blood pressure (BP) was
110/60 mm Hg. The patient’s family history was positive for
FAP; renal disease was not evaluated in the deceased father
(the affected parent).

Laboratory values before OLT were proteinuria 1.7 g/d,
serum creatinine 0.8 mg/dL, creatinine clearance 46 mL/min,
and glomerular filtration rate estimated by “*"TcDTPA 81
mL/min. Renal features were normal on ultrasound scan;
residual urine volume was 156 mL. Renal biopsy revealed
extensive TTR amyloid deposition in more than 50% of
mesangium, vascular pole, and arteriolar structures.

OLT was performed on November 21, 1997. There was
initial poor graft function, recovered 15 days post-OLT;
there was no acute rejection. There were no episodes of
acute renal failure. He had recurrent UTI, with urinary
residue and long-term catheterization. We verified absence
of motor neuropathy progression and improvement of
gastrointestinal disturbances, gaining 4 kg body weight.
Standing BP was 122/80 mm Hg.

Twenty-three months after OLT, laboratory values were
as follows: proteinuria 0.3 g/L (microalbuminuria 76 mg/g
creatinine), serum creatinine 1.1 mg/dL, creatinine clear-
ance 37 mL/min (24 hours urine with bladder catheter);
CsA 83 ng/mL. Good graft function was observed. Mainte-
nance immunosupressive therapy was with CsA and Pred.

Case 3

A 33-year-old male had autonomic and sensorial symptoms
since 1989. In 1995 the patient needed one walking strike.
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Proteinuria had been known since 1995. There was an
absence of UTI. There was normal BP without orthostatic
hypotension. The family history was positive for FAP; renal
disease was not evaluated in the deceased father (the
affected parent).

Laboratory values before OLT were proteinuria 2.1 g/d,
serum creatinine 1.0 mg/dL, creatinine clearance 90 mL/
min, and glomerular filtration rate estimated by °“™Tc-
DTPA 91 mL/min. Renal features were normal on ultra-
sound scan; residual urine volume was 52 mL. Renal biopsy
showed TTR amyloid deposition in 25% of mesangial areas
and vascular pole structures.

OLT was performed on July 14, 1996. One acute rejec-
tion episode was treated with methylprednisolone pulses.
There was no acute renal failure. There was an absence of
UTI. We verified stabilization of motor neuropathy. Com-
plete relief from lancinating pain in the legs and improve-
ment of autonomic nervous system complaints. BP was
normal. The patient was extremely sensitive to lower levels
of CsA; for good graft function levels usually higher than
190 ng/mL.

Thirty-eight months after OLT, laboratory values were as
follows: microalbuminuria 13.2 mg/g creatinine, serum cre-
atinine 1.7 mg/dL, creatinine clearance 36 mL/min, and
CsA 220 ng/mL. Good graft function was observed. Main-
tenance immunosupressive therapy was with CsA and Aza.

Case 4

A 47-year-old male had autonomic and sensitive symptoms
since 1994. There was an absence of motor neuropathy. The
patient had proteinuria in 1998. There was an absence of
UTI. There was normal BP, without orthostatic hypoten-
sion. The patient’s family history was negative for FAP, but
the father was an old asymptomatic gene carrier of the same
TTR mutation.

Laboratory values before OLT were proteinuria 6 g/d,
serum creatinine 1.1 mg/dL, creatinine clearance 111 mL/
min, and glomerular filtration rate estimated by °°™Tc-
DTPA 81 mL/min. Renal features were normal on ultra-
sound scan; there was no residual urine volume. Renal
biopsy disclosed extensive TTR amyloid deposition in 50%
to 100% of mesangial areas, vascular pole and arteriolar
structures, with interlobular arteries involvement; absence
of sclerosed glomeruli.

OLT was performed on November 24, 1998. There were
no acute rejections episodes. There was an absence of acute
renal failure and UTI. Improvement of gastrointestinal
complaints was observed. Sensory neuropathy did not
progress and the patient remains without motor neuropa-
thy. He presented a raised blood pressure (160/100 mm
Hg), requiring therapy with nifedipine CR 30. Full working
ability was maintained.

Ten months after OLT laboratory values were as follows:
proteinuria 0.2 g/d, serum creatinine 1.8 mg/dL, creatinine
clearance 24 mL/min, and CsA 256 ng/mL. There was good
graft function. Maintenance immunosupression was with
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Fig 1. Evolution of serum creatinine and proteinuria after OLT.
OLT was performed on November 1998; at the 2nd month we
verified a relevant decrease of proteinuria and elevated serum
creatinine.

CsA and Pred. Evolution of serum creatinine and protein-
uria after OLT is detailed in Fig 1.

DISCUSSION

Since liver transplantation was introduced as a treatment
for FAP, follow-up data of transplant recipients with
Val30Met mutation showed stabilization or improvement
of peripheral and autonomic neuropathy.* Concerning kid-
ney disease, consensus was that acute renal failure super-
imposed in a previously damaged organ led to morbidity in
the postoperative period. Renal failure and renal failure
requiring dialysis are associated, in some circumstances
other than FAP, with lower post-OLT patient and graft
survival.” We could expect that the serious (cases 1, 2, and
4) and early (case 4) amyloid deposition in the kidney might
be related to higher rates of posttransplant dialysis. Follow-
ing OLT, in FAP TTR Val30Met, the course of heavy
proteinuria with predominant glomerular and vascular TTR
amyloid deposition was not described. We reported four
patients in the last clinical and pathologic conditions.

In our experience the history of FAP nephropathy man-
ifested as proteinuria higher than 2 g/d was end-stage renal
failure in the next 2 to 5 years. This course was usually
accompanied by low serum albumin levels, poor nutritional
state and, as expected, progressive neuropathy.

Amyloid deposits imaged by serial serum amyloid P
component (SAP) scintigraphy indicate that visceral depo-
sition, as in the kidney, remained stable or gradually
regressed after OLT; the amyloidogenic processing of TTR
(namely wild-type TTR) seems not to progress in the kidney
of TTR Val30Met patients.® We know that renal distribu-
tion and extent of amyloid deposits, based on biopsy
observations,® varied among FAP patients. Deposition in
the medulla could be established early but there was no
correlation with renal impairment. Serious glomerular and
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vascular involvement did not correlate with neurologic
disease and, as in cases 1 and 4, nephropathy or old
asymptomatic carriers were found in the family; in cases 2
and 3, renal study of the affected parent was not possible.
SAP scintigraphy also corroborates that the quantity of
tracer in the visceral organs did not correlate with neuro-
logical impairment,” but with regard to the kidneys distri-
bution of deposits, they were not clarified.

This study showed that proteinuria had no important
effect on posttransplant morbidity; the liver graft maintains
a good function and extracorporeal depurative methods
were unnecessary. The death of case 1 was not attributable
to nephropathy.

The remission of proteinuria, early in the posttransplant
period (see Fig 1) could not be attributed to amyloid
regression. Proteinuria related to amyloid was not sensitive
to steroids. Cyclosporine therapy may cause time-related
nephrotoxicity associated with different forms of clinical
and pathologic findings. Considering the absence of acute
renal failure, low values of proteinuria, and deterioration of
renal function, a vascular-interstitial form of CsA toxicity
superimposed on functional toxicity may explain our find-
ings. The patient with more serious renal lesions developed
hypertension. Stimulation of the adrenergic system with
increased renal nerve activity was not expected in FAP as
part of functional CsA toxicity.

Slowly progression deterioration of renal function oc-
curred. Serum creatinine and creatinine clearance were not
sensitive to detect nephron loss.® Extensive glomerular and
arteriolar lesions in FAP proteinuric patients could repre-
sent an handicap to long-term kidney survival. Immunosu-
pressive regimens using high conventional levels of CsA 2
months post-OLT are common. These patients could rep-
resent a group for alternative therapy trying to avoid CsA
toxicity during the first year after OLT.

Early detection of FAP nephropathy, before progression
to chronic renal failure, was necessary to minimize the
deleterious effects of CsA. This point could attribute to
these candidates a different allocation in the transplant lists.
Patients with proteinuria seemed to benefit with OLT,
specially if we considered natural history of nephropathy.
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reconhecimento da existéncia da nefropatia na PAF definiu uma expressao feno-
tipica até agora desconhecida. O estudo morfologico, a epidemiologia clinica e
genética levaram ao reconhecimento das caracteristicas que predispdem as
manifestagdes renais na PAF. As opgdes terapéuticas abriram agora uma nova perspectiva

na adversidade da doenca renal cronica.

1. O padrao estrutural do rim

A morfologia renal por depositos de amiloide associados a TTR constitui um suporte
fundamental para definir a nefropatia como entidade. Compromisso estrutural do rim sem

expressao clinica, era o paradigma prévio ao trabalho desenvolvido nesta tese.

O nosso estudo (artigo 1) demonstrou que os locais preferenciais de deposicao na
ATTR V30M sdo o mesangio e a medula. Os depdsitos renais de amildide estavam pre-
sentes em todos os doentes. O envolvimento mesangial e vascular associou-se a presenga
de nefropatia clinica. A auséncia de relagdo desta com o envolvimento tubular ou intersti-

cial foi inequivoca, esclarecendo assim uma questao antiga.

Outros trabalhos ja abordaram a relagao entre a morfologia renal e a clinica nas ami-
loidoses. Nas formas AA e AL a correlagdo entre a extensao do envolvimento renal por
amiloide e a excrecdo de proteinas nao tem sido concordante [1, 2, 3]. Considera-se que no
tipo AA as lesdes vasculares e tubulointersticiais sdo mais marcadas, nao se relacionam
com proteinuria grave, mas determinam a evolugdo paraa IRCT [4, 5]. No tipo AL tem sido
descrita uma deposi¢cao mesangial difusa, ao longo das duas vertentes da membrana basal
glomerular, com predominio da sindrome nefrotica [2]. Estas andlises foram realizadas em
doentes com estados avancados de expressao clinica. Em nenhum estudo anterior ao nos-
so foram pesquisados os depdsitos renais na amiloidose por TTR, numa fase pré-clinica e

na de nefropatia manifesta (artigos 1 e 3).

A deposicao glomerular na ATTR V30M inicia-se na matriz mesangial, pois na fase
de microalbumintria ja ha evidéncia de substancia amildide neste local (artigos 1 € 3). O
envolvimento de vasos de médio calibre surge geralmente na presenca de nefropatia clini-
ca. Estas alteragdes sao partilhadas pelas formas AA e por algumas das amiloidoses nefro-

paticas hereditérias [6]. J& o compromisso medular na ATTR V30M ¢ uma caracteristica
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que a distingue das outras amiloidoses hereditarias. O frustre envolvimento dos tubos con-
tornados proximais e a auséncia de depdsitos no intersticio cortical sdo outras das suas par-
ticularidades. O tropismo da TTR por determinadas estruturas renais pode ter origem em
diferencas de concentragao do precursor amiloidogénico, em factores intrinsecos a protei-

na ou em condicoes tecidulares.

2. Mecanismos que podem intervir na distribuicio dos depdsitos

Abordaremos as hipoteses que poderdo explicar as afinidades da variante TTR V30M
pela medula renal e as circunstancias subjacentes a variagao individual dos depositos glo-

merulares.

2.1 Deposi¢cao medular

No rim humano normal nao foi detectado o acido ribonucleico mensageiro (ARNm)
da TTR, mas foi documentada a imunoreactividade para aquela proteina nas células epite-
liais do tubo proximal [7, 8]. A internalizacdo da TTR no tubo proximal ¢ atribuida a mega-
lina [9], uma glicoproteina expressa nas membranas apicais destes tubos. Com técnicas
imunohistoquimicas de microscopia dptica também demonstramos a presenga de TTR nas
células epiteliais proximais de doentes com PAF, corroborando a reabsor¢ao da proteina
no filtrado glomerular (artigo 1). No entanto, no rim normal, a filtracdo pelo tamanho
implica que substancias acima de 60 kDa sejam retidas pela barreira glomerular. O tetra-
mero da TTR tem cerca de 60 kDa, estando no limite da filtragao. Nos doentes com PAF,
a dissocia¢do da TTR mutante em mondmeros poderia permitir uma filtragdo glomerular
mais elevada da proteina perturbando a sua internalizagdo pela megalina. Uma das hip6-
teses que poderia explicar a deposi¢cao de TTR mutante em locais mais distantes do nefro-
nio seria uma concentracdo muito elevada da proteina amiloidogénica no fluido tubular da

medula, admitindo que o seu normal metabolismo de reabsorg¢ao estivesse alterado.

Ariqueza da medula em glicosaminoglicanos e colagénio tipo I pode concorrer tam-
bém para um meio favoravel a estabilidade de fibrilas e aumento progressivo dos depodsi-
to0s.O proprio meio medular pode ser propicio a amiloidogénese pela concentracio de ureia
neste local. A ureia reduz o tempo de formagao do nticleo com rapido crescimento da fibri-
la [10]. Sabe-se ainda que o pH influencia a formagao de agregados fibrilares tanto de

cadeias leves como de TTR V30M [11, 12]. O ambiente acido da medula contribuiria para
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a deposic¢ao local, pois a acidez desestabiliza as proteinas, acelera a sua cinética e agrega-
cao [13].

2.2 Deposicao glomerular

Os depositos glomerulares na ATTR V30M predominam na drea mesangial; apenas
num caso os depositos vasculares ndo estiveram associados aos anteriores. Na fase de
microalbuminuria ja existem lesdes estruturais no rim. Tentaremos explicar os mecanis-
mos subjacentes as lesdes histopatologicas iniciais encontradas nos doentes com microal-

bumindtria.

A proteintria glomerular resulta de alteragdes da permeabilidade e selectividade da
parede capilar glomerular. A microalbumintria associam-se distarbios na barreira iénica
dos capilares glomerulares. A detecg@o de proteinuria ja implica uma perturbagao da selec-
tividade pelo tamanho e alteracdes estruturais glomerulares mais importantes [14]. A
membrana basal glomerular (MBG) desempenha um papel fundamental na manutengdo da
carga electrostatica da parede capilar. Uma das doencas em que a microalbumintria se

relaciona com perturbacdes da constituigdo da MBG ¢ a diabetes mellitus [15].

O aparecimento precoce de depdsitos mesangiais de amiloide poder-se-a associar a
factores intrinsecos aquela estrutura renal. As variacdes morfoldgicas individuais podem
ter origem em perturbagdes do meio ambiente proximo da MBG, na arquitectura do meio

mesangial e dos seus componentes proprios, ou em componentes extrinsecos ao meio.

Perturbagoes préoximas a MBG

Como hipotese, a microalbumintria seria condicionada pela deposic¢ao inicial de ami-
l6ide junto a MBG. A doenga clinica renal manifestar-se-ia quando um conjunto de facto-
res modificadores de progressao se mantivessem e os depositos se expandissem ao mesan-
gio. No entanto, sabemos que na fase de microalbuminuria j& existem depdsitos mesan-
giais de amiloide (artigo 1 e 3), implicando que as alteragdes de permeabilidade e selecti-
vidade teriam de acontecer ainda numa fase mais precoce. A histopatologia do nervo rea-
lizada em portadores assintomaticos pode ajudar a esclarecer a sequéncia de eventos teci-
dulares. Na PAF, a extensao de amildide endoneural ndao parece ter uma relacao clara com

o grau de perda de fibras [16]. O estudo de fragmentos de biopsia do nervo sural de porta-
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dores assintomaticos da mutagcdo mostrou a existéncia de TTR na forma de pequenos agre-
gados ndo fibrilares, com fibras de densidade normal e sem degenerescéncia [17]. Estes
agregados foram considerados citotoxicos pela presenga de marcadores de inflamagao. Tal
€cOmo no nervo, no rim poderiam existir fendmenos inflamatdrios locais por agregados nao
fibrilares de TTR, favorecedores de lesdes na MBG, microalbumintiria e de progressao de

lesdo.

Perturbacées da arquitectura mesangial e dos seus componentes

Outra explicagdo possivel residiria nas variagdes dos componentes da matriz extra-
celular induzidas pelos agregados de TTR, fossem elas aumento de produ¢ao ou diminui-
¢ao do turn-over. Os depdsitos de amildide a nivel tecidular sdo complexos, sendo comum
a co-deposi¢ao de apolipoproteina E (apoE), componente P, proteoglicanos (geralmente
heparano-sulfato ou condroitina-sulfato), colagénio, laminina e entactina [18]. A excep-
c¢do da apoE, todos estes componentes sdo constituintes da matriz mesangial podendo con-

tribuir para a iniciagao e progressao da amiloidose no mesangio.

Os proteoglicanos, nomeadamente o heparano-sulfato, t€ém sido descitos como
importantes componentes na promogao da fibrilogénese [19, 20]. O glomérulo, particu-
larmente a MBG, ¢ rico em proteoglicanos. Se retirarmos alguns ensinamentos da nefro-
patia diabética, o papel do heparano-sulfato pode tornar-se controverso na amiloidose
renal. A redu¢do do heparano-sulfato induzida pela hiperglicemia leva a perturbagdes da
barreira idnica de filtragdo da membrana basal glomerular permitindo a passagem de albu-
mina para o filtrado glomerular [21, 22]. Na amiloidose, ndo esperamos que haja reducao
do heparano-sulfato na membrana basal pelos mesmos mecanismos da diabetes, mas a
existéncia de microalbumintria como manifestagdo inicial faz-nos supor que aquela nao
possui as suas propriedades normais de filtracdo. Os agregados nao fibrilares de amiloide
podem, sendo reduzir o heparano-sulfato, alterar a sua organizagao, favorecendo modifi-

cacdes da barreira glomerular.

A correlacdo entre manifestagdes histologicas e a permeabilidade capilar também foi
estudada na nefropatia por imunoglobulina A (IgA) [23]. Neste trabalho, as alteracdes da
permeabilidade capilar glomerular correlacionaram-se com o grau de esclerose mesangial.
Na ATTR os mecanismos de microalbumintria e proteindria poderdo relacionar-se com

esclerose precoce, induzida por agregados nao fibrilares.
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Outros estudos serdo necessarios, nomeadamente imunohistoquimicos e ultraestrutu-
rais, para caracterizar os componentes de membrana basal eventualmente ausentes, o
excesso de proteinas de matriz, e a existéncia de agregados ndo fibrilares em fases preco-

ces de nefropatia.

Componentes extrinsecos ao meio

Componentes ndo fibrilares associam-se a proteina precursora nos depdsitos de ami-
l6ide. O componente P, com importancia aparente nas formas AA, ndo foi considerado pri-
mordial na progressao da amiloidose renal. O estudo de ratinhos transgénicos portadores
da mutacdo humana da TTR e do gene humano do componente P (este em hetero ou homo-
zigotia) ndo demonstrou diferengas na progressao, nem na distibuicao tecidular de amiléi-

de, incluindo a deposic¢ao renal [24].

Uma hipoétese para explicar o envolvimento glomerular precoce e sua progressao
poderia residir na existéncia de receptores dos produtos de glicolizagao avancada (RAGE)
e de produtos de glicolizagdo avangada (AGE) na MBG e no meséangio . Estes produtos
resultam da exposicao de proteinas ou lipidos a glicolizagdo ndo enzimatica e a oxidagao.
Os AGE tém importante contributo na glomerulopatia diabética [25]. Em estudo imuno-
histoquimico do tracto gastrointestinal de doentes com PAF, a distribui¢do dos RAGE e
AGE correlaciou-se com a distribui¢do dos depositos de amildide, sendo proposta uma
interaccao RAGE-AGE ou RAGE-TTR como um mecanismo etiopatogénico na disfun-
c¢do gastrointestinal [26]. Estudo anterior ja& demonstrava que a TTR tinha afinidade para
0s RAGE e subsequentemente induzia a activagao do factor de transcri¢do nuclear kB (NF-
kB), um marcador de apoptose [27]. As fibrilas de TTR associadas as superficies celulares
dos doentes com PAF, ao contribuirem para a activagcdo do NF-kB seriam promotoras de
neurodegeneragdo. No rim de doentes com PAF nao foi ainda estudada a distribuicao
RAGE-AGE, RAGE-TTR e a presenca do marcador de apoptose NF-kB. Seria interes-

sante comparar esta distribui¢do nos doentes com e sem nefropatia.

A procura dos factores que possam condicionar a progressao das lesdes renais tem de

ser integrada nas caracteristicas epidemioldgicas da populacao com PAF e nefropatia.



Discussdo global | 155
3. Redefinicio da nefropatia

A sequéncia de trabalhos desenvolvidos nesta tese permitiu a identificacao clara de
doenga renal em cerca de um ter¢co dos doentes (artigo 2), contrariando em absoluto a des-
cri¢do anterior da sua raridade. A revisdo exaustiva de todas as histérias familiares perten-
centes a Povoa de Varzim, Vila do Conde, Barcelos e Braga permitiu identificar 39 doen-
tes com nefropatia e 3 insuficientes renais cronicos terminais, entre 461 doentes registados
no CEP e falecidos antes de 1989. Estes nimeros reflectem a auséncia anterior de avalia-

¢ao sistematica da proteinuria e da funcao renal.

O estudo epidemiolédgico definiu um grupo de doentes propensos a apresentacao de
nefropatia e IRCT. A sua identifica¢ao equaciona a necessidade de um seguimento especi-
fico dos portadores assintomdticos da mutagao e, na presenca de proteinuria, impde opgdes
terapéuticas atempadas (artigo 6). Identificamos o curso da doenga, as complicagdes pos-
siveis associadas a IRCT e a dialise, de modo a obter linhas de orientagdo para tratamento

a longo prazo (artigos 4 € 5).

3.1 Interpretagio dos resultados da epidemiologia clinica

Os resultados que obtivemos, diferentes dos anteriormente descritos, nao foram dis-
sociados da metodologia aplicada. As medidas utilizadas para avaliar o nuimero de doen-
tes com nefropatia foram baseadas no estudo de areas geograficas bem definidas e locais
de origem familiar mais frequentes no norte de Portugal [28]. A durag@o do estudo foi pro-
longada (11 anos), com data de inicio de colheita de dados suficientemente remota, per-
mitindo que maior numero de casos fosse reconhecido. As informacdes obtidas ndo tive-
ram origem unicamente no registo hospitalar, mas também nos médicos de familia, outros
hospitais e centros de hemodidlise. A equipa fixa de estudo assegurou um diagndstico e
uma classificacdo fenotipica homogénea. Os dados foram sempre integrados em contexto
familiar, de modo a determinar em portadores sintomaticos a variabilidade intrafamiliar do
fenotipo patologico. No entanto, podemos ter ainda falhado diagnosticos em portadores
assintomaticos idosos ou em individuos mais jovens conhecedores do seu estado de porta-
dor mas que nunca frequentaram a consulta da unidade. Estes factos nao podiam ser etica-

mente superaveis.

No conjunto das trés areas geograficas a propor¢ao de doentes com versus sem nefro-

patia foi 1:2,7 e em cada 3 sujeitos nefropatas um evoluiu para a IRCT. Nas familias em
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que o probando era insuficiente renal cronico terminal a propor¢ao de doentes com nefro-
patia foi mais elevada, 1:1,7 (artigo 2). O sexo (feminino), a idade de inicio (aos 40 anos
ou mais) e a histéria familiar (positiva) de nefropatia foram as variaveis independentes
associadas ao desenvolvimento de doenga renal (artigo 2). Discutiremos a preferéncia da
doenga renal pelo sexo feminino e idades mais avangadas, e em seguida os modelos que

possam integrar a histdria familiar como factor de risco para a nefropatia.

Diferencas entre sexos

Na Povoa de Varzim e Vila do Conde, maior foco de doenga em Portugal, a proporcao
homens-mulheres foi avaliada em 1,3:1 [28]. No nosso estudo, na mesma area, verifica-
mos que nos doentes com nefropatia houve, pelo contrario, um predominio de mulheres
(proporgao 1:2,8), diferenca que se esbateu no local de origem dos sujeitos com idades de
inicio mais tardias (1,2:1 em Braga). Esta semelhanca, entre o nimero de homens e mulhe-
res afectados por nefropatia na drea com a média de idades de inicio mais avangadas, pode-
ra estar associada a uma penetrancia mais baixa nas mulheres, sobressaindo o numero de
homens. Nos outros locais poderd haver representagdo de maior nimero de mulheres
nefropatas porque, sendo a penetrancia da doenca mais elevada, a probabilidade de esta-
rem doentes ¢ maior. No entanto, apesar desta hipotese servir para explicar variagdes nos
diferentes locais de estudo, o risco aumentado de nefropatia nas mulheres ndo fica escla-

recido.

No Japao foram comparados os probandos de inicio tardio (mais de 50 anos) e origem
nas areas nao endémicas de PAF, com os doentes de inicio precoce provenientes das areas
endémicas [29]. Os autores descreveram uma preponderancia do sexo masculino (propor-
¢ao de homens-mulheres 10,7:1) nos probandos com inicio tardio. Naquele trabalho € inte-
ressante o predominio de mulheres (1:1,8) entre os irmaos dos probandos portadores da
mutagdo e sem sintomas, metade deles com mais de 50 anos. Nas areas endémicas do Japao
a propor¢do de homens-mulheres foi determinada em 1,7:1. Os estudos bioquimicos de
sangue e urina foram considerados normais por aqueles autores, embora ndo tenham sido
especificados os valores de fungdo renal ou de proteintria. Este estudo refor¢a a menor de

penetrancia da neuropatia nas mulheres.

Como explicar entdo a preponderancia da doenga renal no sexo feminino? As mulhe-

res podem apresentar uma distribuicdo inicial dos depdsitos tecidulares diferente, com
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deposicdo organica mais precoce que a neurologica. Essa deposi¢ao originaria uma doen-
carenal mais agressiva, sendo o curso com proteindria nefrética e insuficiéncia renal mais
frequente (artigo 2). A associacdo do sexo feminino ao envolvimento organico parece
exprimir-se também pela necessidade de implantacao de pacemaker mais cedo, em fases
menos avancadas de neuropatia (artigo 4). Em estudos de autdpsia de doentes japoneses,
as alteragoes patologicas de maior relevo em trés casos de inicio tardio foram a deposicao
cardiaca, renal e tirdideia proeminentes, com depdsitos ligeiros a moderados nos nervos
periféricos e autonomicos [30]. Estes achados corroboram a distribui¢ao nao uniforme da
amildide.

Na amostra global dos doentes com PAF, o sexo masculino associou-se a idades de
inicio e morte mais precoces [28]. No nosso estudo ndo encontramos diferengas significa-
tivas entre os sexos na idade de inicio da doenca, na idade de inicio de didlise, e no tempo
de progressao para a IRCT (artigo 4). Os dados obtidos reforcam que as mulheres, habi-
tualmente com inicio mais tardio, quando apresentam nefropatia estdo menos protegidas
e, ao contrario ao que € descrito noutras doencas renais, ndo tiveram uma progressao mais

lenta para a IRCT.

As observagdes em animais de experimentacdo e em humanos tém mostrado que a
progressao da doenga renal ¢ influenciada pelo sexo. A deteriorag@o da funcao renal é mais
acelerada nos homens, independentemente do valor da tensdo arterial, dos niveis séricos
de colesterol e da ingestao proteica [31, 32]. Uma meta-analise envolvendo 68 estudos e
11345 doentes mostrou que nos homens, independentemente da etiologia da doenca renal,
o declinio da fung¢do renal € mais rapido do que nas mulheres [33], determinando um pre-
dominio do sexo masculino nos doentes em didlise. Também em individuos normotensos
diabéticos, o sexo masculino foi considerado um factor independente para a progressao da

nefropatia [34].

Na nefropatia de IgA, doenga com particular envolvimento mesangial, o sexo mas-
culino e a idade de inicio tardia foram considerados factores de pior prognostico [35]. A
maioria dos estudos na nefropatia de IgA tiveram como base uma andlise univariada, mas
quando pesquisamos trabalhos usando analise multivariada encontramos no sexo femini-

no um maior risco de progressao para a IRCT [36, 37].

Na doenga renal poliquistica autossomica dominante (DRPAD) a média de idades no

inicio de dialise foi descrita como sendo cinco a seis anos mais tarde nas mulheres em rela-
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¢ao aos homens [38]. Em estudo japonés sobre DRPAD, os homens iniciaram dialise mais
precocemente que as mulheres, mas a diferenca de idades foi menor do que nas outras
nefropatias, sugerindo uma menor protec¢ao do sexo feminino nesta patologia. No entan-

to, nenhuma explicacao foi avangada para explicar estes dados [39].

Viérios sdo os estudos em que ha tentativa de esclarecimento da susceptibilidade do
sexo masculino para a doenga renal e sua progressao. Além das diferengas genéticas ine-
rentes aos dois sexos, as hormonas sexuais parecem intervir directamente na patogenia da
progressdo da doenga renal. Os mecanismos implicados incluem efeitos mediados pelos
receptores de hormonas sexuais na hemodinamica glomerular e proliferagcdo celular
mesangial, bem como a acumulacio de matriz mesangial através de alteragdes da sintese
ou degradacao de colagénio e proteoglicanos [40]. Os estrogénios podem ser renoprotec-
tores exercendo accao anti-oxidante no ambiente mesangial, pelo efeito que tém na sinte-
se ou libertacdo de citoquinas e factores de crescimento [40]. O estradiol reverte o efeito
na apoptose das células mesangiais pelo TGF-1, bem como a estimulagdo da sintese de
colagénio IV [41]. Ao estradiol foi também atribuida a estimulacdo da expressao do vas-
cular endotelial growth factor (VEGF), associado a manuten¢do de uma vasculariza¢ao

intra-renal normal [42].

Jé& tinhamos sugerido no artigo 2, como explicag@o para o desenvolvimento de nefro-
patia, alteragdes na expressao do TGF. O TGF pode regular a expressdo dos genes asso-
ciados a secre¢do de proteinas de matriz, inibir o crescimento celular mesangial e promo-
ver a glomerulosclerose [43]. No modelo animal de ratinho propenso e resistente a glo-
merulosclerose foi avaliada a expressao dos receptores alfa e beta dos estrogénios. Os glo-
mérulos e as células mesangiais dos animais propensos a glomerulosclerose possuiam uma
diminui¢do da expressao daqueles receptores [44]. Na DRPAD foi admitida que a produ-
cdo enddgena da sintetase do 6xido nitrico (SON), e consequentemente do 6xido nitrico,
seria dependente de estrogénios [45]. O 6xido nitrico é um potente vasodilatador, e a dimi-

nuicao da sua producao no glomérulo pode levar a acumulacao de TGF-f.

Como hipotese, poderiamos admitir a existéncia de uma diminui¢do dos receptores
dos estrogénios nas células mesangiais das mulheres com PAF, conferindo maior risco de
nefropatia, e antecipando-a num grupo que deveria estar protegido. Continuando com este

modelo, a modificagdo dos receptores de estrogénios noutros 6rgaos representaria um dos
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factores adversos para o aparecimento de doenca nas mulheres mais cedo do que o espe-
rado. A idade de inicio seria entao semelhante nos dois sexos quando a nefropatia progre-

disse até a IRCT, facto por nos verificado (40,6 nos homens, 41,8 nas mulheres).

A hipdtese de relacionar variagdes nas hormonas sexuais com a progressao da ami-
loidose organica foi anteriormente explorada. O estudo do hamster sirio mostrou uma pre-
disposi¢ao maior para amiloidose na fémea em relagdo ao macho; os machos castrados
adquiriram amiloidose em idade muito precoce, semelhante a das fémeas; a administragao
de testosterona inibia a amiloidose na fémea prolongando-lhe a vida [46]. Esta hipdtese,
em que as hormonas masculinas protegeriam da amiloidose ndo é compativel com a ante-
rior explicacdo, em que seriam as hormonas femininas as protectoras de progressao da
nefropatia. Investigagao posterior, em que foi utilizado como modelo o ratinho transgéni-
co para a diabetes tipo 2, provou que a ooforectomia promovia a formag¢ao de amildide nas
ilhotas de Langerhans, sendo atribuido um papel protector as hormonas femininas [47].
Estes achados ja seriam compativeis com a nossa conjectura, em que uma deplec¢do dos
receptores de estrogénios nos glomérulos susceptibilizariam o sexo feminino a doenga

renal.

Idade de inicio

Os individuos que adoecem tardiamente, isto €, os doentes mais idosos, parecem estar
mais protegidos para a doenga neuroldgica e serem mais susceptiveis ao envolvimento
renal. Esta susceptibilidade pode advir de factores genéticos, ou ser intrinseca ao parén-
quima renal. Nenhuma destas hipdteses ¢ mutuamente exclusiva. Podemos estar perante
uma situagdo mista, ou seja, factores genéticos poderiam condicionar a agregacao familiar
de nefropatia, mas a sua expressao fenotipica seria mais comum nos individuos mais

velhos por condig¢des tecidulares mais propicias relacionadas com a idade.

Os factores patofisioldgicos que participam nas lesdes glomerulares e tubulo-inters-
ticiais relacionadas com a idade mimetizam as alteragdes da nefropatia diabética. Alguns
destes mediadores, como o TGF- ¢ os AGE, também foram mencionados como tendo
efeito na fibrilogénese e progressao da amiloidose [27, 43]. O TGF-f3 aumenta a produg¢ao
de glicosaminoglicanos, podendo ser estimulado por estiramento mesangial, elevacao dos
AGE e stress oxidativo. As consequéncias poderdo ser a progressao da esclerose glomeru-

lar [48] e da amiloidose.
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A acumulagdo de AGE nas membranas basais do endotélio vascular resulta numa
vasodilatagcdo inapropriada pelo 6xido nitrico [49]. Os niveis de 6xido nitrico e da SON
endotelial estao diminuidos no rim de animais de experiéncia em idades mais avangadas,
contribuindo para a glomerulosclerose ¢ isquemia tubulo-intersticial. Com a idade, o
aumento da producdo de radicais livres ou uma deficiéncia das enzimas antioxidantes leva
ao stress oxidativo e lesdo tecidular [50]. Na doengas renais poliquisticas, hereditarias ou
adquiridas, ha uma redu¢do do ARNm de enzimas anti-oxidantes extracelulares. Encon-
traram-se niveis mais baixos das enzimas nos casos de doengas quisticas de evolugao rapi-
da [51]. Os niveis dos marcadores de stress oxidativo e inflamag¢ao em doentes com insu-
ficiéncia renal cronica moderada a grave foram mais elevados do que em individuos sau-
daveis [52]. Os niveis destes marcadores foram mais elevados nos doentes com diabetes

mellitus e hipercolesterolemia.

A formagdo de amildide ou modificagdo pos-fibrilar parece ser um mecanismo em
que ha interferéncia do stress oxidativo [53]. A superdxido dismutase (SOD) tipo I con-
verte o superoxido em peroxido de hidrogénio, uma molécula pro-oxidante. O aumento da
concentra¢do de peroxido de hidrogénio leva a excesso de radicais hidroxilo, produtos oxi-
dantes. A SOD tipo I pode ter a sua actividade nos glébulos rubros aumentada nos doentes
com PAF, estando o potencial anti-oxidante plasmatico nestes mesmos doentes reduzido
[54]. Um estudo referiu um doente com PAF, com uma muta¢do (Arg213Gly) na supero-
xido dismutase extracelular (EC-SOD), e amiloidose cardiaca e renal extensas [55]. Nes-

te caso o nivel sérico da EC-SOD era mais elevado do que noutros doentes com PAF.

Analisando o que foi exposto, o envelhecimento acompanha-se de modificagdes que
se podem sobrepor as que favorecem a amiloidose. O aparecimento e a progressao da
doenga renal poderdo depender da expressao dos genes que codificam factores de cresci-
mento, proteinas de matriz, SON, e enzimas anti-oxidantes. Provavelmente, ndo havera
um unico mecanismo que explique o aparecimento de nefropatia em idades mais avanca-

das, mas a conjugagao de varios factores que criam um meio favoravel a sua expressao.

Agregaciao familiar de nefropatia

A doenga renal, em particular a sua forma mais grave, parece ter uma expressao feno-
tipica com um componente genético proprio. A historia familiar prévia de doenga renal
conferia ao doente um risco aumentado para a sua expressao (odds ratio 2,3) e o risco de

IRCT nos irmdos dos probandos insuficientes renais cronicos terminais era cerca de 4
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vezes superior ao dos restantes familiares. Na PAF, ao contrario de muitas outras doencas
renais, factores como a hipercolesterolemia e hipertensao arterial, que t€m componente
familiar, ndo parecem desempenhar um papel fulcral no desenvolvimento de nefropatia,

pois raramente se encontram (artigo 4).

Documentamos pares mae-filha em dialise e pares pai-filho, um em diélise e o outro
com insuficiéncia renal avangada. Nao encontramos diferencas no sexo dos progenitores
dos probandos com IRCT, mesmo quando os pais tiveram doenga renal comprovada.

Assim, ndo parece haver efeitos parentais na “transmissao” de nefropatia.

A susceptibilidade genética a formas comuns de doenca renal (ndo hereditéarias), com
aparecimento de familias com mais do que um elemento com insuficiéncia renal foi des-
crita num estudo de base populacional que englobou 471 probandos de origem caucasiana
com IRCT [56]. Neste estudo foram registados 5780 familiares em primeiro grau, tendo
67 (1,2%) evoluido também para a IRCT, niumero significativamente superior ao dos con-
trolos (0,4%); no entanto, as causas com maior percentagem de IRCT nos familiares em
primeiro grau foram a doenga hipertensiva e a nefropatia diabética, patologias que nao

estdo associadas no nosso estudo.

Em Itdlia, o risco de IRCT na nefropatia de IgA foi avaliado em 19 familias nao rela-
cionadas com mais do que um caso desta doenca glomerular [57]. Em 8 familias, a doen-
ca foi detectada na mesma geragdo, e em 11 em vérias geragdes; o risco de doenga foi mais
elevado nos familiares em primeiro grau. Neste mesmo estudo, os casos familiares evo-
luiram significativamente pior em comparagdo com 0s casos esporadicos, com uma pro-

por¢ao maior de doentes em didlise.

A agregacado familiar de doenca renal foi analisada nos Estados Unidos em 689 doen-
tes em dialise, em comparagdo com 361controlos (ap6s exclusdo de doencgas hereditarias,
retirando a histdria familiar de diabetes e hipertensao) [58]. Os autores concluiram que,
tendo o doente em dialise um familiar em primeiro grau com doenga renal, o odds ratio de
IRCT aumentou para 1,3 em relagdo aos controlos, e havendo dois ou mais familiares em
primeiro grau com nefropatia o odds ratio elevou-se para 10,4. No nosso estudo, atenden-
do a que a avaliagdo analitica esteve disponivel em 11 progenitores dos 60 probandos com
IRCT (artigo 2) e destes s6 10 tinham filhos doentes, estamos provavelmente a subestimar

a agregacao familiar de nefropatia.
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Investigacao recente realizada em portadores da mutagdo V30M, portugueses e sue-
cos, permitiu identificar 10 novos polimorfismos de regides nao transcritas da TTR, 8
resultando de substituicdes de aminoacidos e 2 de insercdo/deleccdo em sequéncias de
dinucleotideos repetidos [59]. Os autores sugeriram que o inicio dos sintomas poderia ser
modulado ao longo do gene da TTR no cromossoma normal. A possibilidade destes poli-

morfismos serem responsaveis pela variabilidade da doenca renal ndo esté esclarecida.

Abase para a agregagao familiar de nefropatia (seja genética ou por exposi¢ao a meio
ambiente propicio) parece entdo ser partilhada por outras doencas renais. Na PAF essa
agregacao ¢ ainda mais evidente pois, nos irmaos dos probandos com IRCT a doenga neu-

roldgica cursou com envolvimento renal em 55% dos casos.

A substituicdo de um aminoacido na transtirretina, neste caso a TTR V30M, nao
explica por si s6 a variabilidade do fendtipo nefropatico. Genes modificadores podem
exercer um efeito protector ou deletério a nivel renal. Um modelo compativel com as
caracteristicas da nefropatia seria digénico: existéncia de uma alteracao genética a condi-
cionar a idade de inicio da doenga (favorecendo ou ndo lesdo renal precoce) com subse-

quente progressao da nefropatia na dependéncia de outro gene.

A existéncia de genes candidatos a determinacao do fenotipo nefropatico € a questao
que em seguida se coloca. Discutimos anteriormente o papel de determinados elementos
na progressao tanto da esclerose glomerular como da amiloidose. Os componentes da
matriz extracelular pertencem a esse grupo, podendo acumular-se na MBG e ser a princi-
pal causa de expansao de matriz mesangial. A modulagdo destes componentes depende de
variados factores de crescimento. Como hipotese, polimorfismos nesses moduladores

exerceriam influéncia na expressao da nefropatia.

Que mecanismos propomos?

Na analise epidemioldgica, observamos que a nefropatia e a sua forma de expressao
mais grave (a IRCT) atingem especialmente os irmaos dos probandos em diélise. Este fac-
to, pode ser compativel com a existéncia de genotipos de 2 loci (o da TTR e outro) estrei-
tamente ligados e herdados em bloco (haplétipos). Procurdmos, entdo, genes no cromos-

soma 18 proximos do da TTR, com potencial influéncia na doenga renal.

O gene da TTR situa-se na posi¢do 18q.44, estando proximos os genes do TGF-f1 res-
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ponse element (18q.30) e da laminina a-3 (18q.39). A progressao da nefropatia poderia
depender do produto de qualquer um dos genes, transmitido em conjunto com o da TTR,
resultando em acumulagdo de matriz extracelular. O TGF-f1 response element actua como
um indutor do TGF-£[61]. Uma mutagao nesse indutor poderia modificar a actividade do
TGF-p. As isoformas dos TGF-f e os seus receptores estdo presentes em todas as células
glomerulares [62] e a sua presenga ja foi identificada nos tecidos de amiloidose de didlise
[61]. A sintese das isoformas da laminina pode ocorrer nas células mesangiais, epiteliais e
endoteliais do glomérulo [63], tendo sido demonstrada a sua deposicao aberrante em doen-
¢as como o sindrome de Alport [64, 65]. Mutagdes na laminina proporcionariam a sua

anormal deposi¢cdo glomerular favorecendo a amiloidose.

A expressao diferencial dos genes de matriz extracelular na amiloidogénese e a rique-
za em matriz no glomérulo criam inimeras hipoteses de trabalho. A componente genética

da nefropatia constituiria, por si s6, uma importante area de investigacao.

3.2 Aspectos clinicos

As grandes séries clinicas de amiloidose baseiam-se na experiéncia nos tipos ALe AA
[66, 67]. Em Portugal, o nimero de doentes com ATTR V30M atribui-nos responsabilida-
de na defini¢do do seu quadro e clareza de prognostico. O trabalho desenvolvido ao longo
desta tese foi o primeiro estudo prospectivo sobre o curso da doenga renal nas amiloidoses

por transtirretina, especificamente na mutacdo V30M.

Manifestacoes renais

Tal como outras amiloidoses, a associada a TTR V30M teve como expressao renal
proteintria de grau varidvel e insuficiéncia renal crénica. A proteintria predominou na

apresentacgao estando presente em 95% dos casos, sendo nefrotica em 44%.

Nas areas incluidas no estudo epidemioldgico (artigo 2) a proporcao de nefropatas
com evolucao para IRCT foi sobreponivel a propor¢ao encontrada na amiloidose AL, clas-
sicamente relacionada com comportamento agressivo a nivel renal [68]. A comparagdo
deste curso com o de outros tipos de amiloidoses hereditarias nefropaticas torna-se dificil
de estabelecer pois, a excep¢ao da FMF, as outras doencas sao raras [69]. Na FMF, a nefro-

patia surgia em cerca de 60% dos doentes, evoluindo em mais de metade dos casos para
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IRCT. Este panorama foi modificado pela terapéutica com colchicina [70]. AIRCT na PAF
tem mais impacto do que nas outras amiloidoses nefropaticas cldssicas, tanto pela sua fre-
quéncia em Portugal, como pela impossibilidade (em oposi¢ao a FMF) de terapéutica diri-

gida para a doenga renal.

Ao longo do trabalho tentamos tragar o perfil evolutivo da doenca. Observamos que
a infiltragdo glomerular por amil6ide precedeu as manifestacoes clinicas, a semelhanga da
amiloidose AA [71].

A microalbumintria revelou-se como um marcador precoce de nefropatia, levando-
nos a propor que esta pesquisa se torne uma analise de rotina nos portadores assintomati-

COS.

A distribuicdo da microalbuminuria e da nefropatia ao longo dos anos (artigo 3) suge-
re-nos a existéncia de duas populagdes, uma em que estas manifestagdes surgiram até aos
sete anos de neuropatia e outra (que correspondeu sé a 22% dos nefropatas) em que a pro-
teintria se instalou apds longa evolugao de doenga neurolégica (um dos casos com 17 anos
de evolugdo). Esta cronologia das manifestagdes renais podera em parte explicar os acha-
dos de autores portugueses que, pelo facto de observarem alguns doentes com muitos anos
de amiloidose sem nefropatia, concluiram pela sua inexisténcia [ 72]. Os nossos resultados
sao concordantes com os de Eva Xavier e Domingos Azevedo [73], que encontraram pro-
teintiria com menos de 5 anos de evoluc¢do de neuropatia, embora discordantes na gravi-
dade e frequéncia da doenga renal. Os dados obtidos no nosso trabalho aproximam-se da
descri¢do sueca, em que a proteinuria foi detectada em 50% dos casos, e a IRCT contribuiu
para a morte em 15% [74]. Esta série era pequena (28 casos), relata doentes com média de
idades de inicio aos 58 anos (bem diferente da populagdo portuguesa) e ndo deu a pers-

pectiva da evolucao da doenga renal.

Demonstramos que a nefropatia clinica pode ser detectada antes de qualquer outro
envolvimento sistémico pela doenga (artigos 3 e 4), progredindo mais rapidamente para a
IRCT (em 7 anos) quando se exprimiu precocemente e por proteindria nefrética (artigos 3
e 4). Na ATTR metade dos insuficientes renais cronicos terminais tiveram um curso com
proteinuria nefrética, o que esta de acordo com a evolugao da maioria das doengas glome-
rulares [74]. Nestas doengas, a insuficiéncia renal cronica raramente evolui sem proteini-
ria [75], o que correspondeu ao que encontrdmos na nossa série isto ¢, s6 5% dos sujeitos

incluidos no estudo epidemiologico tiveram aquela apresentagdo, e de todos os progredi-
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ram para a [IRCT s6 5% nao tiveram proteinuria (artigos 2 e 4). Colocamos a hipotese que
a deposicao de amildide nestes casos seja predominantemente vascular, tal como descre-
vemos na ATTR S52P [76].

Uma das dificuldades para estabelecer correctamente a histéria natural da nefropatia
foi a observacao tardia dos doentes com IRCT. S6 6% dos dializados foram observados
quando ainda ndo tinham nefropatia clinica instalada; 68% ja tinham insuficiéncia renal na
primeira consulta de nefrologia (artigo 4). Nesta populagdo, ndo conseguimos determinar
quanto tempo houve de nefropatia prévia, mas se assumirmos como inicio da PAF a neu-
ropatia, entdo a evolucao para a IRCT demorou cerca de 10 anos, o que se assemelha a ami-

loidose por fibrinogénio G526V (a nefropatica mais comum) [77].

A referéncia tardia dos insuficientes renais nao se dissociou das caracteristicas espe-
ciais deste grupo, em que o numero de casos esporadicos e idades de inicio mais avanga-
das ndao permitiram um diagnostico precoce da doenga neurologica. Quando o probando
com IRCT foi originario de areas com menor prevaléncia de doenca, a histéria familiar
esteve ausente em 63% dos casos (artigo 4). E plausivel que este factor tenha concorrido

com frequéncia para a falha de diagndstico.

Alguns autores atribuiram a pielonefrite cronica por infecgdes bacterianas e refluxo
vesico-ureteral um papel determinante na insuficiéncia renal cronica [72, 78]. Este diag-
nostico € completamente desvalorizado pelos nossos dados. As infecgdes contribuem para
agravamento da funcao renal, como em qualquer amiloidose. A existéncia prévia de pro-
teinuria nefrdtica e insuficiéncia renal cronica susceptibilizam a disfuncao renal aguda,

como nas outras doengas glomerulares.

As descrigdes histoldgicas renais na ATTR demonstrando infiltrado, sinais inflama-
torios e fibrose intersticial carecem de especificidade para as atribuir a pielonefrite croni-
ca[79]. O estado do glomérulo pode ajudar no diagndstico diferencial entre a evolucao da
pielonefrite cronica e da doenga glomerular antes da instalacao da IRCT. Na pielonefrite
cronica os glomérulos podem estar hialinizados nas zonas cicatriciais, mas nos outros
locais do rim estdo normais ou hipertrofiados. A histologia que observamos nao mostrou

aspectos correspondentes aos de pielonefrite cronica (artigo 4).

O estudo de Huland e Busch [80] que envolveu a revisao de 15291 casos classifica-
dos como pielonefrite cronica demonstrou que, quando as infecgdes urinarias recorrentes

se iniciaram na vida adulta ndo houve evidéncia de prejuizo de fungao renal. Também Par-
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ker ¢ Kunin [81], nas infecgdes recorrentes de inicio no adulto, s6 encontraram insuficién-
ciarenal progressiva no caso de litiase e ingestao prolongada de analgésicos, nunca a docu-
mentaram no refluxo vesico-ureteral. Proteintria superior a 100 mg/dia raramente foi
encontrada nas infecgdes urinarias do adulto e, quando se verificou, existia uma outra
doenca renal associada [79]. Nos doentes com PAF que evoluiram para a IRCT a ecogra-
fia também nao mostrou caracteristicas de pielonefrite cronica, pois os rins eram de tama-
nho normal em 82% dos casos e ndo apresentavam cicatrizes nem areas de hipertrofia

compensadora (artigo 4).

O sedimento urinario, na auséncia de bacteritria, foi semelhante ao descrito nas
outras amiloidoses. Como seria de esperar numa amiloidose neuropatica, a hipertensao
arterial ndo caracterizou o quadro clinico; contudo, valores de tensao arterial sistolica
superior a 140 mmHg, ou diastolica superior a 90 mmHg, ndo devem excluir a amiloido-
se por TTR porque na primeira observacao 25% dos doentes que vieram a desenvolver

IRCT apresentaram valores tensionais acima dos referidos.

Manifestacoes extra-renais

O longo tempo de evolucao da neuropatia da a doenga um desfecho uniforme, mas o

quadro clinico inicial ndo ¢ monomorfico.

Nos insuficientes renais nao foi a apresentagdo que se alterou, mas sim a frequéncia
das sindromes clinicas (artigo 2). A neuropatia sensitiva isolada e as queixas digestivas
altas (nauseas, vomitos) foram mais raras nos insuficientes renais cronicos, quando com-

parados com os doentes das mesmas familias que nunca desenvolveram nefropatia.

A bradicardia sintomatica na apresentacao foi encontrada exclusivamente nos nefro-
patas. Admitimos que, antes deste estudo, houvesse falha de diagndsticos de nefropatia por
perda de doentes no grupo em que o quadro inaugural foi sincope (artigo 4). Também a
auséncia de pacemaker foi um factor de risco para morte precoce em didlise. Uma vez que
naqueles casos ndo se verificou uma indicagao consensual de pacemaker, propomos a sua
implantacdo no insuficiente renal cronico terminal com disrritmia, mesmo que nao exista

uma condigdo obrigatdria para a sua colocagao.

A comparag¢ado dos doentes portugueses, com os japoneses € suecos nao foi possivel,
pois ndo encontramos trabalhos em que fosse analisado o quadro clinico na presenca de

nefropatia. Em Portugal foram publicados 159 casos de PAF sem antecedentes familiares



Discussdo global | 167

(o que também encontramos em alguns insuficientes renais), mas a descri¢ao foi omissa

em relagdo a nefropatia [82].

A avaliagdo ecocardiografica proxima da didlise foi realizada num ter¢o dos doentes.
Na PAF estes resultados s6 sdo passiveis de serem comparados com os obtidos nos estu-
dos que relacionam a evolucao da doenga cardiaca com a neuroldgica, pois a presenga de
insuficiéncia renal ndo tem sido especificada (artigo 4). A andlise dos nossos resultados
permitiu-nos inferir que a dilata¢do precoce da auricula esquerda foi especifica deste gru-
po de doentes (artigo 4). Estes achados podem colocar problemas aos insuficientes renais
candidatos a transplante hepatico, pois em alguns casos a deposi¢ao de amildide cardiaca
continua, podendo agravar a dilatacdo auricular [83]. O seguimento ecocardiografico
devera ser realizado apds didlise regular, de modo a estabelecer um padrao clinico neste
grupo.

Um achado imprevisto foi a normalidade do nivel sérico da hormona das paratiroides
(PTH) na presenca de insuficiéncia renal cronica avangada, auséncia de prescri¢ao de com-
postos com aluminio ou calcitriol (artigo 4). Apesar da hiperfosfatemia e da hipocalcemia
a PTH sérica nao se elevou. Na diabetes mellitus foi descrito este estado hipoparatiroideu
mas esse achado foi atribuido a hiperglicemia [84, 85]. Esta explicacdo nao ¢ plausivel na
PAF. A aparente faléncia de secrecdo de PTH chama a atengdo para a possibilidade de
doenca 6ssea adindmica precoce e criteriosa prescrigdo de calcitriol. Discutimos no traba-
lho correspondente (artigo 4), as hipodteses de infiltracdo da glandula por amildide, a
influéncia do estado nutricional e da disfun¢ao autonémica. S6 um estudo mais detalhado

do metabolismo 6sseo nos ajudaria a esclarecer este ponto.

4. Intervencao terapéutica na doenca renal crénica

O tratamento dialitico na amiloidose por transtirretina tem sido considerado como
um tratamento sintomatico, ou uma medida terapéutica ndo especifica que pode prolon-

gar a vida [86].

Que sintomas trata? E uma terapéutica inespecifica? Prolonga a vida?

Alguns doentes receberam um transplante renal ou cardiaco apos o transplante hepa-
tico, mas ndo ha estudos a avaliar previamente a extensdo da amiloidose nestes orgaos
[69].
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Se o transplante renal foi realizado apods o hepatico terdo estes tratamentos em simul-
taneo algum lugar apds o curso natural da doenga para a IRCT? Como evolui a fungdo renal

apos o transplante hepatico na presenca de depositos renais extensos?

4.1 Dialise

Tentamos esclarecer algumas destas duvidas no nosso trabalho. Os sintomas urémi-
cos ndo constituiram o principal motivo prescri¢ao de dialise, mas sim a sobrecarga de
volume e a acidose metabolica (artigo 4). Na PAF, a preparagdo para a dialise teve parti-
cularidades. Salientamos a importancia da avaliacdo frequente do ritmo e da condugao car-
diacas e do suporte nutricional especifico. O acesso vascular para hemodialise deve ser
indicado precocemente, com valores de creatinina sérica de, aproximadamente, 3 mg/dl.
Aconselhamos a construgao da fistula arterio-venosa para hemodialise no membro supe-
rior contra-lateral ao local de implantagdo do pacemaker; caso contrario, pode surgir hiper-

tensdo venosa proximal a fistula e perda do acesso vascular.

Em todos os doentes optamos por hemodialise. A dialise peritoneal iria transmitir
maior dependéncia do doente em relagdo a sua familia, pois, na maioria dos casos, a neu-
ropatia motora e a diminuicao da acuidade visual, incapacitavam a aprendizagem e a pra-
tica da técnica pelo proprio; as alteragdes digestivas e dos esfincteres comprometem a uti-

lizagdo da diélise peritoneal automatica.

A progressao para a insuficiéncia renal cronica e instituicao de dialise nas amiloido-
ses assenta nas analises da amiloidose AL e AA. Na amiloidose AL o tempo médio de vida
apos o inicio de dialise ¢ de 8 meses na experiéncia da Mayo Clinic [87]; a principal cau-
sa de morte durante o primeiro ano de tratamento ¢ o envolvimento cardiaco pela amildi-
de. A observagao de 64 casos de amiloidose AA, na mesma institui¢do, indicou que a varia-
vel mais fortemente associada a baixa sobrevivéncia foi o nivel sérico de creatinina supe-
rior a 2 mg/dl na apresentacdo; estes doentes viveram em média 11 meses, enquanto aque-
les com valores inferiores a 2 mg/dl viveram 56,9 meses; a principal causa de morte foi
infecciosa [67]. Na PAF observamos que a diélise foi instituida ap6s uma média de 10 anos
de evolucao de doenca sistémica, e um ano antes do inicio do tratamento o nivel de creati-
nina sérica era 2 mg/dl. Consideramos que os nossos resultados poderao ser considerados

melhores que o esperado pois os doentes mantiveram-se em dialise, em média, 21 meses.
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A curva de sobrevivéncia no fim do primeiro de didlise nos doentes com menos de 10 anos
de evolugdo de neuropatia assemelha-se a dos doentes diabéticos dos registos americanos
de 1987 [88]. Deveremos realizar um esfor¢o adicional para correcg¢ao dos factores de ris-
co para a morte durante o primeiro ano de tratamento, atribuida em metade dos casos a
infecgdes. Aqueles factores ndo sdo sobreponiveis aos habitualmente descritos nos hemo-
dialisados (diabetes mellitus, hiperlipidemia, hipertensao arterial) a excep¢ao do valor
sérico da albumina [89]. Conhecida a morbilidade talvez consigamos aumentar a sobrevi-

véncia, tal como aconteceu com a diabetes.

Aremog¢ao de mondmeros de TTR poderia ter efeito na progressao da amiloidose nos
doentes com PAF em diélise. Em trabalho anterior avalidmos a influéncia da hemodialise
e hemofiltracao nos niveis plasmaticos de TTR em doentes com PAF em dialise [90]. Estes
niveis ndo se alteraram significativamente no inicio, durante e no fim das sessdes; a adsor-
¢ao de TTR pelas membranas de didlise foi inferior a 2 mg. Recentemente foi desenvolvi-
do um modelo de remogao intracorporal de 32-M, proteina de eliminagao renal que atinge
niveis séricos muito elevados na IRCT. A 32-M ¢ a precursora proteica de uma forma de
amiloidose cuja extensdo se relaciona com longo tempo em didlise, se associa a sindrome
do canal carpico, quistos 0sseos e artropatia cronica [91]. A implantagdo de células que
exprimem a megalina podera ter, segundo os autores, aplicacdo na remocgao de 32-M [92].
A megalina é responsavel pela internalizacao de 32-M nas células do tubo contornado pro-
ximal aonde ¢ degradada. A internalizacdo da TTR no tubo proximal também ¢ atribuida a
megalina [9], e colocando-se a hipotese da implantagdo de células para metabolizacao de

toxinas urémicas, seria interessante avaliar o seu efeito na remogao de TTR.

4.2 Transplantaciio na insuficiéncia renal cronica terminal

Apdsum curso natural de doenga para insuficiéncia renal cronica e dialise ndo se colo-
cou habitualmente a questdo da indicagdo para transplante de figado. A neuropatia motora
e autondmica tinha demasiado tempo de evolucao, o indice de massa corporal era baixo e
eram comuns as ulceras de dectbito. A encarar a hipdtese de transplantagdo, esta deveria
ser reservada a dialisados com factores de bom progndstico, e idealmente o doente rece-

beria também um enxerto renal.

As dificuldades da transplantagdo renal na PAF nunca foram esclarecidas. No Hospi-
tal Geral de Santo Antonio, em 1991, foi realizado o primeiro transplante renal (isolado)

num doente com PAF, em didlise desde 1987 (registo do Servigo de Nefrologia e observa-
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¢do pessoal); teve morte subita um ano depois. Nao encontramos outros relatos de trans-

plantacdo renal isolada na PAF.

Na analise de 10 anos de transplantacdo renal da United Network for Organ Sharing
(UNOS), em 2001, compreendendo 74476 doentes, a amiloidose tinha 83 casos registados
[93]. Nesta doenga, a sobrevivéncia do enxerto depois do primeiro e terceiro ano de trans-
plantagado renal era respectivamente de 79,5% e 71,1%. As tUnicas patologias com pior
progndstico do que a amiloidose eram a necrose cortical e a nefrite por radiagdo e quimio-
terapia; na morte do doente e perda do enxerto, a amiloidose era respectivamente a tercei-

ra e primeira patologia de maior risco.

Nas amiloidoses nefropaticas por fibrinogénio e apolipoproteina A I, precursores ami-
loidogénicos de produgdo hepatica, foram descritas (em 2000 e 2001) transplantacdes de
rim e figado em simultaneo [94, 95]. No caso da mutacao do fibrinogénio havia historia de

perda do primeiro enxerto renal por recorréncia da amiloidose.

Na publicag@o dos resultados dos primeiros 20 transplantados hepéaticos por PAF, na
Suécia, ha descricao de 3 transplantacdes de figado e rim em simultaneo; 2 doentes fale-
ceram [96]. Em Coimbra [97], esta abordagem foi concretizada em dois doentes com PAF
em hemodialise e com neuropatia avangada; ambos faleceram. Em 2000 foi publicado o
registo francés de transplantacdo na PAF incluindo 2 doentes com transplantes de figado e
rim em simultdneo [98]. O ‘Familial Amyloidotic Polyneuropathy World Transplant
Register’ (acessivel em www.fapwtr.org), de Junho de 2000, relatou 13 transplantes de
figado e rim associados; ndo foi especificada a mutacdo da TTR, nem se a transplantacdo
foi simultanea ou se sucedeu a insuficiéncia renal cronica apos transplantacao hepatica. No
mesmo registo internacional, em Dezembro de 2001, ja foram mencionados 17 transplan-
tes de figado e rim, 14 com a mutacdo TTR V30M. Manteve-se a auséncia de informacao
se eram simultaneos, mas ja foi referida uma sobrevivéncia do doente de 65% um ano apds
o transplante (no hepatico isolado foi 87,4%). Nenhum destes registos descreveu as com-
plicagdes imediatas e a médio prazo, os protocolos de imunossupressado utilizados, nem a

fun¢ao dos enxertos.

Os nossos resultados (artigo 4) sugeriram-nos que existe um conjunto de dialiasados
com caracteristicas compativeis com a transplantagcao renal e hepatica simultanea, trata-
mento detalhado no artigo 5. No nosso trabalho, esclarecemos a morbilidade e resultados

desta abordagem a médio prazo.
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Qualquer que seja o precusor proteico nas amiloidoses, a mortalidade apds transplan-
tagdo renal foi descrita como infecciosa [99]. A nossa experiéncia foi semelhante, mas com
a particularidade do maior numero de infec¢des cutaneas associadas a ulceracdes (artigo
5).

Na experiéncia francesa, a morte precoce e tardia por septicemia teve ponto de parti-
da urinério em 71% dos casos, desaconselhando-se a transplantacdo hepatica no caso de
incontinéncia urindria prévia. Apos dois anos de seguimento, as nossas observagoes per-
mitem afirmar que a incontinéncia urinaria ndo deve ser motivo de exclusdo para a trans-
plantacao renal e hepatica. Este grupo de doentes devera realizar profilaxia de infecg¢des
do trato urinario a longo prazo, tendencialmente suspender corticoterapia e realizar baixas

doses de imunossupressores de modo a prevenir complicagdes infecciosas.

Nao verificamos existéncia de proteinuria até cerca de 2 anos apds o transplante de
figado e rim em simultdneo. Com a transplantag¢do hepética a producao do precursor ami-

loidogénico para, ndo sendo de supor a recorréncia de amiloidose no enxerto renal.

4.3 Transplantaciao hepatica na nefropatia

No doente com nefropatia prévia, o que se pode pressupor apos o transplante hepati-
co isolado? Colocamos como hipdteses a auséncia de progressao de lesao renal por ami-
l6ide (consequente ao desaparecimento do precursor), o aumento da extensdo da amiloi-
dose renal por deposicao de novo (associada a TTR normal, tal como a nivel cardiaco) ou

aremocao gradual dos depdsitos.

A nivel clinico, conseguiriamos monotorizar algum efeito da transplantacdo pela
excre¢do de proteinas ou variacao de fun¢do renal. No entanto, as alteracdes de fungdo
renal podem estar relacionadas com a utilizacao de inibidores da calcineurina (ciclospori-
na ou tacrolimus), imunossupressores de base na transplantacdo hepatica mas com nefro-
toxicidade [100]. A toxicidade aguda ¢ geralmente associada a elevados niveis sanguineos
dos farmacos, surge no periodo de pos-transplante precoce e reverte com o ajuste da dose.
Na toxicidade aguda da ciclosporina, as principais estruturas envolvidas sdo os epitélios
tubulares e os capilares peritubulares. Embora por mecanismo ndo completamente conhe-
cido, a ciclosporina tem um efeito vasoconstritor renal [101]. A toxicidade cronica dos ini-
bidores da calcineurina ocorre mais tardiamente e ndo reverte com facilidade; as lesdes

caracterizam-se pelo envolvimento de arteriolas e artérias interlobulares, com deposi¢do
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de miocitos necrosados, espessamento da intima e redu¢do do limen vascular; surgem
fibrose intersticial cortical e atrofia tubular; os glomérulos sofrem isquemia cronica,
espessamento das membranas basais € aumento da matriz mesangial, podendo progredir

para a esclerose [101].

Na PAF, a susceptibilidade para o desenvolvimento de disfuncdo renal apos o trans-
plante hepatico relaciona-se, provavelmente, com a sobreposi¢ao de lesdes de toxicidade
cronica de farmacos inibidores da calcineurina as alteragdes morfologicas da amiloidose

glomerular e vascular extensa (artigo 6).

Na experiéncia de um dos centros de transplante hepatico [97], a insuficiéncia renal
ndo representou um problema no pos operatorio dos doentes com PAF. Na nossa avaliacdo
(ainda limitada), em que documentamos a extensao e localizagdao da amiloidose renal, a
nefropatia prévia (proteinuria) nao se associou a necessidade de técnicas dialiticas no pos-
operatorio, mas sim a disfun¢do renal cronica. A utilizagdo precoce de imunossupressores
nao nefrotoxicos, na tentativa de evitar doses elevadas de inibidores da calcineurina, sera

aconselhavel nos doentes com nefropatia prévia a transplantacao.

Os nossos dados coincidem com os sugeridos por outro estudo, com 4 casos de insu-
ficiéncia renal cronica terminal entre o primeiro e segundo ano apo6s transplante [102]. No
entanto, os autores associaram a longa evolucao da doenga neuroldgica a disfungao renal.
No mesmo artigo, sdo referidos outros 3 casos com situagao neurologica idéntica aos ante-
riores, mas sem complicagdes nefrologicas; foi sugerido que, nestes casos, o curso da
doenga sistémica foi alterado porque ndo surgiu insuficiéncia renal. No nosso trabalho,
expusemos que a existéncia de nefropatia nao dependia da evolucao neurologica. Prova-
velmente, foram comparados no estudo anterior doentes que ndo tinham uma situagao

renal semelhante antes da transplantagao.

Numa revisao de 289 transplantados hepaticos sem PAF, 30,9%, 41,5 % e 38,9% dos
doentes apresentaram, respectivamente, no primeiro, no quinto € no décimo terceiro anos
apos transplante, creatinina sérica superior a 1,3 mg/dl, valor a partir do qual os autores
consideraram insuficiciéncia renal [103]. A disfun¢@o renal prévia a transplantacao foi
considerada factor de risco para doenga renal cronica. Nos nossos casos (artigo 6) houve
disfuncdo renal cronica apos transplante apesar de normal funcdo renal prévia. Serd admis-

sivel que alguns destes doentes venham a evoluir para IRCT.

A remissdo sustentada da proteinuria ap6s o transplante hepatico ndo era um resulta-

do esperado. No doente com expressao renal mais grave, a remissao estabeleceu-se preco-
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cemente (em 2 meses), facto que poderemos relacionar com o efeito hemodinamico intra-

renal da ciclosporina e ndo com a remissao de amildide.

Na PAF, a evidéncia histoldgica da remogao dos depositos de amildide nao foi docu-
mentada. Apos transplante hepatico, os estudos cintilograficos quantitativos, através de
SAP marcado com iodina 123, foram publicados na revista Lancet como referéncia para a
regressao de amildide [104]. Com base na cintilografia, os autores apontaram uma dimi-
nui¢do dos depdsitos renais de amildide, 24 meses apos transplante num doente, e dos
depdsitos esplénicos e supra-renais 13 meses depois num outro. Descreveram outro caso,
com sindrome nefrética e IRCT, submetido a transplante de figado e rim; verificaram o
desaparecimento da sindrome nefrotica e, no cintilograma, diminui¢do dos depositos
renais 10 meses depois da cirurgia. Estes achados nao sdo, na nossa opinido, necessaria-
mente compativeis com a regressao da amildide, pois torna-se duvidosa a solubilidade tao
rapida ou degradacao acelerada por macréfagos em pouco tempo. No doente com trans-
plante renal, o desaparecimento da sindrome nefrotica resultou, provavelmente, do efeito
isquémico imediato do pos operatorio (foi documentada necrose tubular aguda do enxer-
to) e da imunossupressao com os inibidores da calcineurina em rins com baixa fungao resi-
dual; a vascularizagao dos rins nativos diminuiu apds a transplantagao, facto que podera

ter influenciado o resultado das imagens no cintilograma.

Uma publicagdo posterior descreve a avaliacdo de 8 doentes através de cintilograma
pré-transplante hepatico; foi verificada uma captagdo anormal do is6topo no rim em todos
0s casos (o que coincide com os nossos achados histologicos, com presenga de amiloide
em todos os doentes, artigo 1). Nos doentes que completaram as avaliagdes cintilografi-
cas até ao quinto ano apo6s o transplante, foi descrita uma substancial regressao dos depo-
sitos de amildide em 2, ligeira melhoria em 3 e estabilidade em 2; como controlos foram
estudados simultaneamente 5 portadores assintomaticos, com demonstracao de captagao
renal em 3 deles (o que pode reforcar os nossos resultados clinicos, com evidéncia de
microalbuminuria em portadores assintomaticos). Os mesmos autores realizaram, noutros
tipos de amiloidose, uma correlagdo entre os resultados do cintilograma e a quantificacao

histologica de amildide, obtendo apenas uma sensibilidade de 50% para os rins [105].

Um modelo para a possibilidade da regressao de substancia amiloide ¢ a amiloidose
por 32-M ap6s a transplantagdo renal. Quando ha um enxerto com boa fungao, o nivel séri-

co de 32-M baixa rapidamente. Diferentes grupos de trabalho, baseados em dados radio-
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graficos e histologicos, documentaram auséncia de regressdo da amiloidose apos trans-
plante renal [106, 107]. Na avaliagdo da amiloidose por f2-M, o cintilograma com com-
ponente P marcado mostrou resultados de interpretagao dificil; em 5 doentes foi descrita a
auséncia de captagdo ap0s transplante renal funcionante (entre 0.8 e 2.4 anos), mas o exa-
me falhou na identificacdo da $2-M em 63% dos doentes sintomaticos [108]. A demons-
tracdo da “remocao” de amildide pelo cintilograma foi atribuida por outro grupo de inves-

tigadores a diminui¢do da actividade da doenga amiloiddtica [109].

No actual momento, pensamos que a interpretacao do cintilograma apos transplante

hepatico na PAF deve ser cautelosa.

Na amiloidose AA secundaria a doencas reumaticas, apos tratamento a longo prazo
dirigido para a doenca base, foi também documentada a remissao de sindrome nefrotica
por amiloidose [110]. Contudo, ndo foi repetida a histologia renal. Na amiloidose AL, a
remissdo de sindrome nefrotica e insuficiéncia renal aguda foram descritas apos trans-

plantacdo de células estaminais [111].

A possibilidade de remissao morfologica dos depositos renais de amiléide por TTR
deverd, se possivel, ser investigada. Nos doentes com depositos renais glomerulares e vas-
culares extensos, ¢ dificil esperar uma mobilizacao da ATTR, quantificavel a nivel histo-
l6gico. No entanto, nos doentes com deposi¢do menos grave, a remocao podera acontecer
e ser mais facil de quantificar; pensamos que os doentes mais informativos serdo os que
mantém boa fun¢ao renal apds transplante e que previamente tinham desde microalbumi-

nuria até proteinuria inferior a 1 g/dia.

5. Envolvimento da nefropatia no aconselhamento genético

Nao ¢ indiferente a um individuo em risco se um familiar proximo faleceu em diali-
se. A percepcao da doenca pode tornar-se mais marcada. O compromisso da familia ¢ ain-

da maior quando a escolha do insuficiente renal € ndo realizar didlise, apesar da uremia.

A historia familiar de nefropatia foi um dos factores de risco individual para a vir a
desenvolver. O risco dos irmaos dos doentes insuficientes renais cronicos terminais terem
o mesmo curso de doenca foi maior do que nos outros familiares. Havendo uma compo-

nente genética na doenga renal, entdo esta terd de ser enquadrada no aconselhamento.
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Tendo por base o que ¢ entendido como aconselhamento genético, a nefropatia deve-
ra ser transmitida como uma das consequéncias da doenga, particularmente nas familias
em que ja houve casos graves e precoces, isto €, com doenca renal inaugural ou de apare-
cimento nos primeiros anos de neuropatia. O portador da mutacado TTR V30M com maior
risco de doenga renal deve ser encorajado a realizar exames analiticos anuais, como a pes-
quisa de microalbuminuria. Esta posi¢ao deve ser interpretada ndo como um excesso de
vigilancia, mas como uma tranquilidade, tal como a recomendagdo do exame neuroldgico
regular [112]. A doenca renal nao manifesta sintomatologia especifica excepto numa fase
avancgada, colocando mais dificuldades de identificagdo pelo proprio individuo do que a

neuropatia.

A normalidade de funcdo renal ou apenas ligeiro aumento de proteinas na urina bene-

ficiara as perspectivas de tratamento.
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1. O diagnostico histologico

A deposicao renal de amildide associada a variante da transtirretina V30M esta pre-
sente em todos os doentes com polineuropatia amiloidética familiar. Esta amiloidose ¢
caracterizada pela deposi¢ao medular numa fase precoce da doenca. O envolvimento dos
tubos contornados distais e ansas de Henle revela-se tipico. A deposi¢do glomerular, sem
evidéncia analitica de patologia renal, apresenta-se como focal e segmentar. O envolvi-
mento das arteriolas do polo vascular e do cortex encontra-se em metade dos doentes sem
proteinuria detectavel. Na presenga de proteinuria, a distribuicdo mesangial dos depositos
¢ difusa, o p6lo vascular € mais atingido e as arteriolas corticais e artérias interlobulares
mostram um envolvimento por amildide mais extenso. Na insuficiéncia renal cronica
avangada, os glomérulos apresentam-se totalmente ocupados por amildide ou esclerosa-
dos e a deposigao arteriolar ¢ importante. As manifestagdes clinicas renais relacionam-se
com a gravidade da amiloidose glomerular e vascular, € ndo com o envolvimento tubulo-
-intersticial. Nos casos estudados, o intersticio cortical e os tubos contornados proximais
nao foram ocupados por depoésitos. Através de métodos imunohistoquimicos, o tipo de pro-

teina identificada nos depositos ¢ a TTR.

Neste estudo, cumprimos o primeiro objectivo da investigacdo. Esclarecemos a fre-
quéncia e a distribuicdo dos depdsitos renais de amildide; definimos a relacao entre a
expressao clinica de nefropatia e o padrao de deposicao renal; demonstramos a associa¢ao

desta amiloidose renal a TTR.

2. Epidemiologia clinica

A nefropatia na PAF, proteinuria ou insuficiéncia renal cronica, atinge um terco dos
doentes (36%). A progressao para a insuficiéncia renal cronica terminal (IRCT) surge em
12%, ou seja, um em cada trés doentes que se apresentam com nefropatia necessitara de
métodos de substituicdo de funcao renal. Assume-se que a nefropatia representa uma das

expressoes da PAF.

Metade das familias das regides de maior prevaléncia da doenga tém elementos com
nefropatia. A IRCT estabelece-se em pelo menos um doente em 22% das familias; mas, se
a area de origem ¢ Braga, o numero de familias com um ou mais elementos com IRCT

aumenta para 42%.

Os factores de risco independentes para a apresentacao de nefropatia sdo o sexo femi-



Conclusdes | 187

nino, a idade de inicio da doenga neurolégica mais tardia e a historia familiar de doenga
renal. A idade de inicio, aos 40 anos ou mais, revela-se como o factor de associagdo mais
forte pois, em relagdo aos doentes com inicio de doenca antes daquela idade, confere um

risco 3,5 vezes superior para a sua manifestacao.

Existe uma grande amplitude de idades de inicio da doenca neurologica nos insufi-
cientes renais terminais (entre a terceira e a nona década de vida). A neuropatia inicia-se
apos a sexta década de vida num tergo dos doentes em didlise. O efeito geografico da ori-
gem familiar perde-se, pois a aparente area de maior risco de nefropatia (Braga) coincide

com a localizag¢ao de doentes com idades de inicio mais avangadas.

O segundo objectivo da investigacdo, determinar a frequéncia da doenca renal e os

factores de risco para o seu desenvolvimento, foi concluido.

3. Epidemiologia genética

Os probandos com IRCT, quando pertencem as areas de maior prevaléncia da doen-
¢a, tém histdria familiar de PAF em 90% dos casos. Em contraste, fora daqueles locais, a
historia familiar esta ausente em 27% dos doentes. Na auséncia de antecedentes familia-
res, os insuficientes renais t€ém o inicio da doenga neuroldgica, em média, aos 50 anos, ou
seja, 15 anos mais tarde que a amostra global dos doentes portugueses. Com o mesmo feno-
tipo renal sugerem-se dois tipos de familias, umas com elevada penetrancia de PAF e
outras com penetrancia mais baixa e eventual dificuldade de identificagdo do insuficiente
renal. A antecipagao da idade de inicio dos probandos com IRCT em relagdo aos seus pro-
genitores esta presente em cerca de um terco dos casos e ¢, em média, de 20 anos; os pares

complementares de antecipagdo so sdo encontrados em 10% daqueles probandos.

Hé predisposi¢cdo familiar ao desenvolvimento de nefropatia e de IRCT. Os irmaos
dos probandos com IRCT apresentam um risco 3,8 vezes superior ao dos outros familiares
para a mesmo tipo de evolucdo nefropatica; metade dos familiares em primeiro grau mani-
festam também doenga renal. O sexo do progenitor transmissor ndo tem influéncia na

expressao do fenotipo renal.

Sugerimos que uma mutag¢ao noutro gene, em locus eventualmente préoximo do da
transtirretina, condicione uma alteragdo do meio fisiologico renal, proporcione um
ambiente favoravel a deposi¢do de amildide e glomerulosclerose. Possiveis candidatos

seriam os genes do TGF-f1 response element e da laminina a-3. O seus produtos poderao
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resultar em acumulag@o de matriz extra-celular, caracteristica que se associa a progressao

da nefropatia e da amiloidose.

O terceiro objectivo a que nos propusemos foi cumprido. Reconhecemos as caracte-
risticas epidemiologicas das familias dos insuficientes renais cronicos terminais. Pesqui-
samos e demostramos a agrega¢ao familiar de nefropatia; estabelecemos possiveis meca-

nismos para a susceptibilidade intrafamiliar de doencga renal.

4. Apresentacio e curso da doenca renal

A microalbuminuria representa o primeiro estadio clinico da nefropatia. A microal-
buminuria persistente pode ser detectada em cerca de um ter¢o dos portadores assintoma-
ticos da mutagdo, apos os 25 anos de idade. Os portadores assintomaticos com microalbu-
minuria tém um risco 4,8 vezes superior de vir a apresentar neuropatia, em relagdo aque-
les com excrecao normal de albumina. A doenga sintomatica surge entre o segundo e ter-

ceiro anos apo6s a detec¢ao de microalbuminuria.

Nos individuos em que a microalbuminuria surge antes da neuropatia, estabelece-se
progressao para a proteintiria em metade dos casos. Esta progressdo acontece durante o pri-
meiro ano de doenga neuroldgica. Quando a microalbumindria surge durante o curso da
neuropatia, a evolucdo para proteintiria surge também em 50% dos doentes e, em média, 2

anos depois.

A nefropatia manifesta-se por proteintria em 95% dos doentes e evolui para nivel
nefrotico em metade dos casos. A persisténcia de proteinuria superior a 3 g/dia, em com-
paracao com os valores entre 0,3 e 3 g/dia, confere um risco 3 vezes superior para o desen-
volvimento de IRCT. A proteinuria nefrdtica ¢ significativamente mais frequente nas

mulheres, o que esta de acordo com a gravidade da disfunc¢ao renal no sexo feminino.

A doenga renal manifesta-se, em média, 7 anos depois da neuropatia comegar. Nos
doentes que desenvolvem IRCT, a doenga renal inicia-se mais cedo, durante o quarto ano
de neuropatia; se a apresentacao inicial € a proteinuria nefrotica, entdo ha uma antecipagao
de um ano, isto €, a doenga renal surge no terceiro ano de neuropatia. No extremo, estao os

doentes cujo quadro inicial da PAF ¢é nefropatico; 59% destes casos evoluem para a IRCT.

O declinio da fung¢ao renal estabelece-se rapidamente no ano que antecede a IRCT e
a hipervolemia constitui a principal indicagdo para comecar dialise. AIRCT instala-se, em

média, 10 anos apds o inicio da doenga neuroldgica; quando a nefropatia se apresenta
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como proteinuria nefrotica, a IRCT surge, em média, 7 anos depois dos primeiros sinto-

mas de neuropatia.

Identificamos um marcador de lesdo renal em fase pré-clinica; o curso natural da
nefropatia foi delineado. O quarto e quinto objectivos desta investigagdo foram cumpri-
dos.

5. A nefropatia no contexto da doenca sistémica

A manifestacdo inaugural que encontramos exclusivamente nos insuficientes renais
terminais (quando comparados com os seus familiares que nunca apresentaram nefropa-
tia) € a disrritmia sintomatica. A bradicardia sinusal ou o bloqueio auriculo-ventricular
motivam implantagdo de pacemaker a 75% dos insuficientes renais em didlise. No curso
da doenca, as mulheres que progridem até a IRCT necessitam de pacemaker mais cedo do
que os homens. Na avaliagdo ecocardiografica do insuficiente renal, a dilatacao da auricu-
la esquerda surge como a altera¢ao mais frequente, nao se estabelecendo uma relagao entre

a presenca deste achado e o avango da doenca neurologica.

A anélise das primeiras manifestacdes de neuropatia nos doentes insuficientes renais
crénicos (em comparagdo com aqueles sem doenga renal), permite afirmar que a neuropa-
tia sensitiva isolada ¢ significativamente menos frequente e surge em simultineo com a
neuropatia autondémica, emagrecimento ou sintomas gerais; as queixas digestivas altas
(nduseas e vomitos) sao menos comuns. No conjunto dos doentes com IRCT, o emagreci-

mento ¢ significativamente mais frequente nas mulheres.

O conhecimento das manifestagdes sistémicas associadas a nefropatia completa o

quinto objectivo ao qual nos propusemos.

6. Tratamento da doenca renal cronica

A insuficiéncia renal cronica terminal na PAF tem sido tratada com hemodialise. As
infecgdes, com origem no acesso vascular, nos tecidos moles ou nos pulmdes, complicam

o curso da doenca apds aquele tratamento.

A sobrevivéncia no fim do primeiro ano de hemodiélise ¢ de 54,5%. As infecc¢des
constituem a principal causa de morte. Os factores de maior risco para a morte durante o

primeiro ano de hemodiélise sdo a existéncia de Ulceras de pressao, a marcha impossivel
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ou com apoio bilateral e a dependéncia de cateter central como acesso vascular para hemo-
dialise. Embora com menos significado, os outros factores que conferem risco de morte
sdo a necessidade de sonda vesical permanente prévia ao desenvolvimento de IRCT, a

auséncia de pacemaker e o valor sérico de albumina inferior a 3 g/dl.

Os doentes com PAF podem ser candidatos a transplante renal. Os critérios de selec-
cdo devem ter por base a exclusdo dos doentes com os factores de risco mencionados. As
infecgdes mantém-se como as principais complicagdes apds transplante, predominando as
infecgdes urinarias e as dos tecidos moles. Os candidatos a transplante renal t€ém indicac¢ao
para transplante hepatico em simultdneo, de modo a evitar a recorréncia da amiloidose no
enxerto e a progressao da doenga neurologica. Nos doentes com nefropatia e fungao renal
normal, pode existir remissao da proteindria apds transplante hepético isolado. Essa remis-
sdo, por ser precoce, ndo implica a remogao de amildide, podendo estar associada a um

efeito hemodinamico intra-renal por farmacos imunossupressores.

O sexto objectivo do trabalho foi cumprido. As opgdes terapéuticas na nefropatia
foram desenvolvidas; descrevemos as complicacdes do tratamento da IRCT e o curso da

doenca apos hemodialise ou transplantagdo renal e hepatica em simultaneo.

7. A informacao as familias

A PAF ¢ uma doenga da vida adulta, autossomica dominante, com idade de inicio e
expressao variaveis. Uma das manifestagdes ¢ a nefropatia. A informagao sobre o padrao
familiar da nefropatia deve ser abordado com os familiares em primeiro grau de um doen-
te com IRCT. A possibilidade de haver um marcador precoce de doenca renal, ndo invasi-

vo e de facil repeticdo, pode interessar aos portadores assintomaticos.

Os nefrologistas devem participar na informag¢ao dada nos centros de genética e man-

ter o esfor¢o de esclarecer a histéria familiar de doenca renal.
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ste trabalho foi desenvolvido em ambiente clinico, na tentativa de esclarecer a

nefropatia numa amiloidose neuropatica que, classicamente, ndo se associava a

doenga renal. Alguns dos resultados abrem perspectivas para estudos posteriores.

Sugerimos algumas hipoteses de investigagao:

1. Estudo da distribuicdo dos RAGE-AGE e RAGE-TTR, laminina e TGF- no rim
de doentes com e sem nefropatia, procurando bases patofisioldgicas para a deposicao de

amiloide mesangial, extensa nos nefropatas.

2. Estudo da susceptibilidade do sexo feminino para a doenga renal. Um dos caminhos
seria aplicar o modelo do animal transgénico para a TTR V30M e observar efeitos das
variagdes hormonais na deposi¢do e distribuicdo de amiléide renal. A marcagdo imuno-
histoquimica dos receptores de estrogénios no rim com amiloidose seria outra possibili-

dade de investigagao.

3. Aumentar a informacgdo epidemiologica nas familias dos insuficientes renais cro-
nicos. O aumento do nimero de elementos informativos talvez possibilitasse o estudo de

modelos de “transmissdo” de doenga renal.

4. Identificar os factores envolvidos no estado hipoparatiroideu. Estudo da relagao da

25-hidroxivitamina D com a hormona das paratirdides e marcadores da renovagao dssea.

5. Avaliar, através da histologia, a hipdtese de remocao tecidular de amiloide renal
apos transplante hepatico. A comprovagdo da solubilizagdo de fibrilas in vivo contribuira

para o conhecimento da amiloidogénese.



| 193

IX - RESUMOS



194 | Capitulo IX
Resumo

A polineuropatia amiloiddtica familiar do tipo portugués (PAF) ¢ uma forma de ami-
loidose sistémica de transmissdo autossomica dominante, com inicio entre terceira € a
quarta décadas de vida. Nesta doenca, as fibrilas de amildide sdo compostas por uma
variante da transtirretina (TTR) em que uma valina ¢ substituida pela metionina na posi-
¢a0 30 da molécula (TTR V30M). O gene que codifica a TTR localiza-se no cromossoma
18. O figado € o principal local de sintese desta proteina. A PAF ¢ a amiloidose hereditaria
mais comum e tem o seu maior foco no norte de Portugal. As principais manifestagdes da
doenca sdo consequéncia da polineuropatia sensitiva, motora € autondomica. H4 mais
homens do que mulheres doentes. O unico tratamento considerado especifico € o trans-
plante hepatico porque leva ao desaparecimento da proteina mutante. O desenvolvimento
de doenca renal era considerado raro ou mesmo ausente. As manifestagoes da amiloidose
renal, qualquer que seja a proteina precursora, consistem em proteindria desde ligeira a
sindrome nefrotica, por vezes associada a insuficiéncia renal. Esta pode evoluir para insu-

ficiéncia renal cronica terminal (IRCT).

Pesquisamos a distribuicao de amildide em fragmentos de biopsia renal de 14 doen-
tes com PAF. A infiltragdo renal por amiléide foi observada em todos os doentes estuda-
dos, e caracterizou-se por envolvimento do intersticio, membranas basais tubulares e vasa
recta da medula. Na presenga de manifestacdes clinicas renais a deposi¢do glomerular e
vascular foi mais extensa. O estudo imunohistoquimico associou a amildide renal a TTR.
Sugerimos que factores intrinsecos proprios do meio medular e modificagdes nos compo-
nentes de matriz extracelular do glomérulo, possam favorecer diferentes localizagdes dos

depositos e mudangas no quadro clinico renal.

Em estudo prospectivo, desde 1990 até 2000, descrevemos a frequéncia de proteinu-
ria (excrecdo urinaria > 0,3 g/1) e insuficiéncia renal cronica (creatinina > 1,2 mg/dl ou
ureia sérica > 50 mg/dl), nas trés areas de maior prevaléncia da PAF no norte de Portugal
(P6voa de Varzim e Vila do Conde, Barcelos e Braga), correspondendo ao seguimento de
403 doentes (150 familias ndo relacionadas). A nefropatia esteve presente em 147 doentes
(36%; 53 homens, 94 mulheres) e a evolugdo para a IRCT em 47 (11,7 %; 15 homens, 32
mulheres). Os factores de risco para doenga renal foram o sexo feminino, a idade de inicio

> 40 anos e a historia familiar de nefropatia. Avalidmos também, durante o mesmo perio-
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do de tempo, as familias dos probandos com IRCT (60 familias), quer pertencessem as
areas de estudo ou a outros concelhos do pais. Nestas familias, quando a nefropatia surgiu
como primeira manifestacdo da PAF, a progressdo para IRCT aconteceu em 59% dos
casos. Verificamos que, em relagdo aos probandos, 49,4% dos familiares em primeiro grau
tinham nefropatia e 20% dos irmaos evoluiram para IRCT. Os achados sugerem a influén-

cia de factores genéticos adicionais.

Avalidmos a microalbumintria (excrecdo de albumina na urina entre 20 e 200
umg/min) em 22 portadores assintomaticos da mutagao V30M e em 32 doentes. A microal-
bumindria representou o primeiro estddio de nefropatia. Na presenca de doenca sintoma-
tica, a microalbumintria evoluiu para proteintria, em metade dos casos, apds um periodo
de 2 anos. Nos portadores assintomaticos, a microalbuminuria conferiu um risco 4,8 vezes
superior para o desenvolvimento de neuropatia nos 3 anos seguintes. Estes achados podem
ser compativeis com quebra da barreira de filtracao glomerular por lesdo precoce da mem-

brana basal, na presenca de pequenos depositos de amildide no mesangio.

Estudamos 62 doentes (24 homens, 38 mulheres) com IRCT, em hemodialise, entre
1990 e 2000. O tratamento iniciou-se, em média, aos 51,5 anos com 10,2 anos de evolugao
neuropatica. A sobrevivéncia apds o primeiro ano de tratamento foi 54,5%. Indicamos a
transplantacao renal e hepatica em simultaneo nos doentes com melhor prognoéstico na dia-
lise. As principais complicagdes deste tratamento foram infecciosas. Nao verificamos
recorréncia de proteinuria apos transplante. Pensdmos que, até ao momento actual, esta ¢
a abordagem terapéutica mais valida no doente com IRCT. Apos transplante hepatico iso-
lado, a proteinuria teve uma remissao rapida em doentes com fungao renal normal, suge-
rindo um efeito hemodinamico de farmacos (ciclosporina) e ndo a mobilizagdo de amiloi-
de.

Demonstramos de modo inequivoco a existéncia de nefropatia na PAF. Delinedmos a

sua historia natural e tratamento.
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Abstract

Familial amyloidotic polyneuropathy, Portuguese type (FAP), is a form of systemic
amyloidosis inherited in a autosomal dominant mode, with onset between the third and
fourth decades of life. The components of amyloid fibrils consist of transthyretin (TTR),
in which valine has been replaced by a methionine at position 30 of the molecule (TTR
V30M). The gene for TTR is located on chromosome 18, and the plasma protein is mainly
synthesized by the liver. FAP is the most common form of hereditary amyloidosis, and has
its largest world focus in Portugal. The disease progresses with peripheral sensorimotor
and autonomic neuropathy. Men are more affected than women. The only specific treat-
ment is liver transplantation, which results in the disappearance of mutant TTR from the
plasma. References to the clinical picture of FAP have considered renal disease very rare
or absent. Renal involvement by amyloid (nephropathy), whatever the chemical composi-
tion of amyloid fibrils, may consist of mild to nephrotic range proteinuria, and, in some

instances, renal dysfunction that could lead to end-stage renal disease (ESRD).

In this study we evaluated the distribution of amyloid deposits in renal biopsy speci-
mens from 14 FAP patients. All patients studied had renal amyloid deposits, predominantly
in the interstitium, tubular basement membranes, and vasa recta of the medulla. Glomeru-
lar and vascular involvement was more prominent in patients with urinary abnormalities.
Immunohistochemical studies showed that the amyloid substance corresponded to TTR.
Renal medullary environment and modifications in glomerular extracellular matrix pro-

teins may accelerate amyloid formation and change the clinical presentation.

The frequency and familial predisposition to proteinuria > 0.3 g/l or renal dysfunction
(serum creatinine > 1.2 mg/dl or serum urea > 50 mg/dl) and ESRD have been assessed
after a prospective study (1990 — 2000) in the 3 main areas of FAP in Portugal (P6voa de
Varzim and Vila do Conde, Barcelos and Braga). Four hundred and three patients (150 kin-
dreds) had renal evaluation; 147 had nephropathy (36%; 53 males, 94 females) and 47 had
ESRD (11.7%; 15 males, 32 females). Risk factors for nephropathy were gender (women
more affected), age of onset >40 years and previous family history of nephropathy. During
the same period of time, we evaluated ESRD probands and their kindreds, from the areas
of study and from all over the country. When nephropathy was the first feature of FAP, 59%
of the patients from those kindreds progressed towards ESRD. Nephropathy was ascertai-
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ned in 49.4% of first degree relatives of probands, and ESRD in 20% of their sibs, sugges-

ting additional genetic factors.

Investigation concerning an early marker of nephropathy was given by microalbumi-
nuria (urinary albumin excretion between 20 e 200 umg/min), as analysed in 22 asympto-
matic gene carriers and 32 patients. Microalbuminuria represented the first stage of clini-
cal amyloid nephropathy. One half of the patients with microalbuminuria developed pro-
teinuria, usually after 2 years. Asymptomatic gene carriers with microalbuminuria had a
4.8 fold risk of developing neuropathy, within the subsquent 3 years. These findings may
be related to disruption of glomerular barrier by small amyloid deposits in the mesangium

interacting with glomerular basement membrane.

Sixty two patients (24 males, 38 females) with ESRD treated by hemodialysis were
followed between 1990 and 2000. Age at first dialysis was 51.5 years, and mean duration
of neuropathy was 10.2 years. The survival at the end of first year of treatment was 54.5%.
Infections were the leading cause of early and late mortality. After definition of the factors
associated to early death on dialysis, we selected 2 patients for simultaneous liver-kidney
transplantation. The main complications were related to infections, but recurrence of pro-
teinuria was absent. Probably this is the best option to treat ESRD. Early remission of pro-
teinuria after isolate liver transplantation was documented in patients with normal renal
function, suggesting not amyloid removal, but a hemodynamic effect of cyclosporine on

renal vasculature.

In this work, FAP nephropathy was definitively established. The natural history and

treatment of renal disease were clarified.
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Résumé

La polyneuropathie amyloide familiale de type portugais (PAF) est une amylose
généralisée, de transmission autosomique dominante débutant entre la troisieme et la qua-
trieme décenniee de la vie. La formation de cette amylose est causée par le dépot d’une
transthyrétine anormale touchant son monomere (TTR) avec mutation ponctuelle rem-
plagant une valine par une méthionine en position 30 (V30M). Le geéne de la TTR a été
localisé sur le chromosome 18. Le foie est le lieu principal de la synthese de TTR plasma-
tique. La plupart des patients touchés par cette amylose sont originaires du Portugal. La
principale manifestation est une neuropathie sensitivo-motrice et végétative. Les hommes
sont plus souvent atteints que les femmes. Le seul traitement efficace est la transplanta-
tion hépatique, qui entraine la disparition rapide de la TTR mutée circulante. Habituelle-
ment, quelle que soit I’origine des dépots amyloides, I’expression clinique rénale est une
protéinurie avec ou sans insuffisance rénale. L atteinte rénale au cours des amyloses a la

TTR est considérée comme exceptionnelle.

Dans un groupe de 14 malades avec PAF, nous avons évalué¢ la distribution des dépots
amyloides dans le rein sur une biopsie rénale faite systématiquement avant une transplan-
tation hépatique. Les dépots étaient présents chez tous les malades, prédominant dans I’in-
terstitium, le long des membranes basales tubulaires, et dans les vasa recta de 1a médullai-
re. L’atteinte glomérulaire et vasculaire était observée dans le group de malades avec pro-
téinurie. L’amylose était caractérisée a I’aide de techniques immunohistochimiques com-
portant I’étude de la distribution de la TTR. L’environnement de la médullaire, les modi-
fications des protéines de la matrice extra-cellulaires dans le glomerulus peuvent favori-

ser les dépdts et modifier les manifestations cliniques.

La fréquence et la pré-disposition familiale a développer une néphropathie dans la
PAF a été étudi¢e dans 3 régions du nord du Portugal, 1a ou la maladie est la plus fréquen-
te (Povoa de Varzim et Vila do Conde, Barcelos, Braga). Cette étude prospective faite entre
199022000 comprenait’observation de 403 malades (197 hommes, 206 femmes) appar-
tenanta 150 familles. L atteinte rénale était évaluée avec la présence d’une protéinurie per-
manente > 0.3 g/, et/ou une créatinine s€rique > 1,2 mg/dl, une urée sérique > 50 mg/dl.
La néphropathie était retrouvée chez 147 malades (36%; 53 hommes, 94 femmes). Qua-
rante sept patients (11.7%, 15 hommes, 32 femmes) développaient progressivement une

insuffisance rénale avec évolution vers I’insuffisance rénale terminale (IRT). Les facteurs
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de risque retrouvés chez les patients avec atteinte rénale étaient le sexe féminin, 1’age

moyen de début de la PAF > 40 ans, et une histoire familiale de néphropathie.

Dans cette méme période, a partir de 60 familles comportant un membre ayant évo-
lué vers I’insuffisance rénale terminale, nous avons pu remarquer qu’ils étaient originai-
res de plusieurs régions. Par ailleurs, si dans ces familles les premiéres manifestations de
la PAF était une néphropathie, la progression vers I’IRT était observée chez 59% des sujets.
De plus, I’étude montrait que la néphropathie atteignait 49,4% des patients apparentés au
premier degré et, qu’enfin 20% de la fratrie avec PAF avait aussi une atteinte de la fonc-
tion rénale et développaient IRT. Ces résultats suggeérent que des facteurs génétique s’a-

joutent a la mutation de 1aTTR.

Nous avons essayé de chercher un marqueur précoce d’atteinte rénale en recherchant
une microalbuminurie (excretion d’albumine urinaire entre 20 et 200 wmg/min) chez 22
porteurs asymptomatiques e 32 malades. La moiti¢ des malades avec microalbuminurie
développait une protéinurie. La microalbuminurie avait aussi un valeur prédictive con-
cernant la neuropathie. Les porteurs asymptomatiques de la mutation qui présentaient une
microalbuminurie persistante avaient un risque 4,8 fois supérieur de développer une neu-
ropathie si on les comparait a ceux sans microalbuminurie. Cette phase initiale de 1’at-
teinte rénale chez les porteurs asymptomatiques était probablement le fait de petits dépots
dans le mésangium avec anomalie de la perméabilité de la membrane basale glomérulai-
re (MBQ) ayant pour mécanisme |’ interaction des fibrilles amyloides avec les composants
de la MBG.

Cette étude prospective comprenait 62 malades (24 hommes, 38 femmes) traités par
hémodialyse périodique. L’age moyen de début du traitement était 51,5 ans, avec une durée
moyenne de neuropathie de 10,2 ans. La survie des malades dialysés était de 54,5% apres
un an. Les infections ont été les principales causes de déces précoce ou tardif. Deux mala-
des, n’ayant pas de risque élevé de déces, ont subi une double transplantation rein-foie. Les
principales complications observées étaient des infections, mais sans réapparition d’une
protéinurie. Chez les patients avec protéinurie et fonction rénale conservée, a qui une
transplantation hépatique seule a été proposée, une treés rapide disparition de la protéinurie
a été observée. Ce fait suggere plutdt un effet hémodynamique de la ciclosporine sur la vas-

cularisation rénale qu’une résolution de ’amylose

Ce travail décrit la néphropathie associée a la PAF, ses caractéristiques et son traitement.
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Historias familiares

O estudo epidemiologico correspondeu ao registo e actualizagdo regular de 177
genealogias, durante o periodo de 1990 a 2000. Em sessenta dessas familias, um ou mais
elementos apresentaram IRCT. Na revisao dos antecedentes familiares usamos informa-
¢oes dos arquivos hospitalares e dos clinicos dos centros de satde, exames analiticos, car-
tas de alta e certidoes de oObito cedidas pela familia. Os arquivos do Hospital Geral de San-

to Antonio e do CEP foram as principais fontes de informagao.

Apresentamos algumas historias familiares que serviram de base ao nosso trabalho.
Pretendem ilustrar a agregacdo familiar de nefropatia, a penetrancia incompleta da PAF

nas familias com insuficientes renais e a antecipa¢do de idade de inicio da doenga.

Abreviaturas utilizadas nas historias familiares

I. — idade de inicio dos sintomas

yI —anos

D. —idade a data da morte

PT — proteinuria

RF - insuficiéncia renal

ESRD - insuficiéncia renal cronica terminal
MA — microalbuminuria

NR — sem alteragdes renais

As datas abaixo dos simbolos representam o ano de nascimento e o ano de morte
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Abreviaturas mais utilizadas no texto

PAF — polineuropatia amiloidética familiar tipo portugués

TTR — transtirretina

TTR V30M - transtirretina com substituicao da valina por metionina na posi¢ao 30
ATTR — amiloidose associada a transtirretina

ATTR V30M - amiloidose associada a transtirretina com a mutagao V30M
RBP — proteina de ligagdo ao retinol (retinol binding protein)

SAP — componte sérico amildide P (serum amyloid P)

2-M — 2-microglobulina

FMF — febre Mediterranica familiar

ANF — amiloidose familiar nefropatica

AGE — produtos de glicolizacdo avangada (advanced glycation end products)

RAGE —receptores dos produtos finais de glicolizagdo avancada (receptors for

advanced glycation end products)
TGF — factor de crescimento transformador (transforming growth factor)
MBG — membrana basal glomerular
IRCT — insuficiéncia renal cronica terminal
ADN — 4cido desoxiribonucleico
ARNmMm — 4cido ribonucleico mensageiro

CEP — Centro de Estudos de Paramiloidose






