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RESUMO 
 
Alcântara Silva KD. Genética e patogenia de megaesôfago chagásico: 
identificação de variantes patogênicas e investigação de seu impacto funcional 
[dissertação]. São de Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 
2021. 
 

A doença de Chagas (DC), causada pelo protozoário Trypanosoma cruzi, afeta 
5 a 8 milhões de pessoas em todo o mundo e cerca de 1/3 desenvolve a doença 
cardíaca crônica (CCC) ou digestiva (megaesôfago/megacólon), enquanto a 
maioria permanece assintomática, na chamada forma indeterminada da doença 
de Chagas (FI). A genética do hospedeiro e a produção local de citocinas como 
IFN-γ parecem desempenhar um papel importante na progressão da doença, 
mas pouco se sabe sobre o papel da genética na suscetibilidade às formas 
digestivas da DC. Nosso grupo descobriu recentemente que a maioria dos casos 
de CCC em famílias com múltiplos pacientes com doença de Chagas carrega 
mutações prejudiciais em genes mitocondriais. Neste trabalho buscamos 
identificar mutações mitocondriais associadas à forma digestiva da doença de 
Chagas. Realizamos o sequenciamento completo do exoma de 13 pacientes 
megaesôfago chagásico (MEC) e 45 indivíduos FI. Encontramos a variante de 
um único nucleotídeo com dano missense MRPS18B 688C>G P230A, em 5 dos 
13 pacientes MEC, enquanto a variante apareceu em um dos 45 pacientes FI [P 
= 0,015, OR = 11, IC de 95% (1,56- 128,6)]. Um dos 5 pacientes MEC é 
homozigoto, enquanto os outros quatro MEC e o portador FI são heterozigotos. 
Analisamos a função mitocondrial de linhagens de células linfoblastóides 
transformadas por EBV em resposta a IFN-γ. Nossos achados demonstram que 
os portadores MEC da variante MRPS18B 688C>G P230A exibem níveis 
aumentados de nitrito e proteínas nitradas; e o paciente homozigoto (G/G) níveis 
reduzidos de produção de ATP e aumento de superóxido mitocondrial em 
comparação com pacientes MEC que não carregavam a variante. Os resultados 
sugerem que mutações em genes mitocondriais podem ser um fator de maior 
susceptibilidade à disfunções mitocondriais e estresse nitro-oxidativo induzidos 
por citocinas como IFN-γ. Nossa hipótese é que em pacientes portadores de 
mutações mitocondriais homozigotas e heterozigotas, as citocinas produzidas 
localmente podem causar disfunção mitocondrial em neurônios no plexo 
mioentérico esofágico, levando à alteração da motilidade e megaesôfago. 
 
 

Descritores: megaesôfago chagásico; mitocôndrias; mutação mitocondrial; 
disfunção mitocondrial; interferon-gamma; MRPS18B; doença de Chagas; 
Trypanosoma cruzi. 
  



 
 

     
 

ABSTRACT 
 
Alcântara Silva KD. Genetics and pathogenesis of chagasic megaesophagus: 
identification of pathogenic variants and investigation of their functional impact 
[dissertation]. São de Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São 
Paulo”; 2021. 
 
Chagas disease (CD), caused by the protozoan parasite Trypanosoma cruzi, 
affects 5-8 million people worldwide, and around 1/3 develop chronic cardiac 
(CCC) or digestive disease (megaesophagus/megacolon), while the majority 
remain asymptomatic, in the so-called indeterminate form of Chagas disease 
(ASY). Host genetics and local production of cytokines IFN-gamma seem to play 
an important role in disease progression, but little is known about the role of 
genetics in susceptibility to the digestive forms of CD. Our group has recently 
found that most CCC cases in families with multiple Chagas disease patients 
carry damaging mutations in mitochondrial genes. We here searched for 
mitochondrial mutations associated with the digestive form of Chagas disease. 
We performed whole exome sequencing of 13 chagasic megaesophagus (CME) 
and 45 ASY individuals. We found the missense damaging single nucleotide 
variant MRPS18B 688C>G P230A, in 5 out of the 13 CME patients, while the 
variant appeared in one out of 45 ASY patients [P=0.015, OR=11, 95% CI (1.56-
128.6)]. One of 5 CME patients was homozygous while the other four CME and 
the ASY carrier were heterozygous. We analysed the mitochondrial function of 
EBV-transformed lymphoblastoid cell lines in response to the inflammatory 
cytokine IFN-γ. We found the CME carriers of MRPS18B 688C>G P230A 
displayed increased levels of nitrite and nitrated proteins; and the homozygous 
(G/G) patient showed reduced levels of ATP production and increased 
mitochondrial ROS production as compared with the not-carrying CME patients. 
These results suggest that mutations in mitochondrial genes may be a factor in 
increased susceptibility to mitochondrial dysfunction and nitro-oxidative stress 
induced by cytokines such as IFN-γ. We hypothesize that in patients carrying 
homozygous and heterozygous mitochondrial mutations, locally produced 
cytokines may cause mitochondrial dysfunction in neurons in the esophageal 
myenteric plexus, leading to motility alteration and megaesophagus. 
 
Descriptors: chagasic megaesophagus; mitochondria; mitochondrial mutation;  
mitochondrial dysfunction; interferon-gamma; MRPS18B; Chagas disease; 
Trypanosoma cruzi. 
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1. Introdução 

1.1. Aspectos gerais da Doença de Chagas 

 

A doença de Chagas é causada pelo protozoário flagelado Trypanosoma 

cruzi e segundo dados da Organização Mundial da Saúde (OMS), a 

tripanossomíase é endêmica em 21 países da América do Sul e afeta 6-8 milhões 

de pessoas em todo mundo, registrando aproximadamente 28 mil casos com 12 

mil mortes anualmente (Thakare et al., 2018). A transmissão se dá pela picada 

de vetores triatomíneos (Almeida et al., 2008), podendo também ocorrer por 

transfusão de sangue ou transplante de órgãos de doador infectado, transmissão 

vertical de mãe para filho e por via oral por ingestão de alimentos e bebidas 

contaminados (Roscoe et al., 2018).  

Os pacientes infectados com T. cruzi desenvolvem as formas aguda e 

crônica da doença. A fase aguda da doença de Chagas é caracterizada por alta 

parasitemia, com produção elevada de citocinas pró-inflamatórias, como 

interferon-gama (IFN-γ) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (Cunha-Neto and 

Chevillard, 2014). O T. cruzi estimula a imunidade inata com produção de 

citocinas e quimiocinas, bem como uma resposta imune adaptativa, gerando 

respostas potentes de anticorpos, assim como de células T CD4+ Th1 e CD8+ 

Tc1 produtoras de IFN-γ e TNF-α. Tais citocinas ativam a produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) via NADPH oxidases (Gunawardena et al., 2019) 

como também a produção de oxido nítrico (NO) via regulação positiva da óxido 

nítrico sintase 2 (NOS2) (Rakshit et al., 2014). A combinação de NO com ROS 

gera peroxinitrito (ONOO-), um potente agente oxidante e microbicida importante 

para o controle parcial do parasita e dainfecção crônica persistente de baixo grau 

na célula (Rakshit et al., 2014).  

Na fase crônica, a persistência do T. cruzi mantém o estimulo para a 

produção de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas, assim como de células 

Th1 e Tc1 produtoras de IFN-γ e TNF-α, importantes para o controle do parasita 

(Rodrigues et al., 1999). Entretanto, a produção continuada de citocinas 
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inflamatórias na fase crônica da doença pode provocar dano tecidual e morte 

celular, com consequências patológicas (Chevillard et al., 2018). 

 

1.2. Doença digestiva – Megaesôfago Chagásico  

Na fase crônica da doença de Chagas, parte dos infectados permanece 

assintomática, sem lesão cardíaca ou digestiva - a chamada forma 

indeterminada (FI) da doença, enquanto30% dos pacientes acabam 

desenvolvendo lesões graves no coração - a cardiomiopatia chagásica crônica 

(CCC), com mortalidade associada à insuficiência cardíaca, distúrbios de 

condução elétrica cardíaca e arritmias (Bocchi et al., 2017).  

Cerca de 10% dos pacientes desenvolvem distúrbios de motilidade do 

tubo digestivo, mais frequentemente dilatações no esôfago e cólon 

(megaesôfago e megacólon, respectivamente). Os sinais clínicos mais comuns 

do megaesôfago são disfagia, regurgitação, perda de peso, tosse e halitose, 

efeitos secundários à contração do esfíncter esofagiano inferior, transtornos da 

peristalse e dilatação esofagiana (Mace et al., 2012).  

O megacólon tem como característica a constipação intestinal severa, 

consequência de distensão e dilatação segmentar do colón sigmoide e/ou reto. 

As formas digestivas da doença de Chagas acarretam grande queda de 

qualidade de vida, constantemente exigindo intervenção cirúrgica (Teixeira, 

Nascimento, et al., 2006; Teixeira, Nitz, et al., 2006). O distúrbio de motilidade 

pode ocorrer menos regularmente em outros segmentos do tubo digestivo, 

incluindo distúrbios do esvaziamento gástrico (Meneghelli et al., 1982; Da 

Silveira et al., 2007; Matsuda et al., 2009; Gibbons et al., 2016). Em todas as 

apresentações das formas digestivas, há degeneração dos plexos mioentéricos 

e destruição dos neurônios que controlam a motilidade daquele segmento 

(Matsuda et al., 2009).  

No caso do megaesôfago chagásico (MEC), que é uma das etiologias da 

acalasia clínica, ocorre a perda dos neurônios pós-ganglionares inibitórios 

necessários para o relaxamento do esfíncter esofagiano inferior e peristalse do 

esôfago (Matsuda et al., 2009). No MEC, observa-se também um desequilíbrio 
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do sistema nervoso autônomo, com destruição predominantemente do 

componente parassimpático e disautonomia, levando a alterações de mobilidade 

esofágica e progressão do megaesôfago (Meneghelli et al., 1982; Meneghelli, 

1985; De Oliveira et al., 1998; Matsuda et al., 2009).  

 

1.3. Patogenia da cardiopatia chagásica e megaesôfago chagásico  

 

Independente da forma clínica, pacientes cronicamente infectados com T. 

cruzi apresentam produção periférica de IFN-γ e TNF-α mais alta do que 

soronegativos (Cunha-Neto and Chevillard, 2014) e os pacientes CCC e MEC 

apresentam produção ainda mais abundante dessas citocinas em comparação 

com os pacientes da FI (Ribeiro et al., 2008; Cunha-Neto and Chevillard, 2014; 

Sousa et al., 2014).  

Um importante infiltrado inflamatório rico em células T e macrófagos pode 

ser observado tanto no coração de pacientes com CCC (Higuchi et al., 1987; 

Cunha-Neto and Chevillard, 2014; Chevillard et al., 2018) quanto ao redor dos 

plexos mioentéricos esofagianos em pacientes com MEC (Dutra et al., 2009). A 

severidade e frequência do infiltrado inflamatório estão relacionadas com a 

gravidade do acometimento cardíaco na CCC (Higuchi et al., 1987). Foi 

observado um acúmulo de células T do tipo Th1, produtoras de IFN-γ e TNF-α 

no miocárdio de pacientes portadores de CCC (Reis et al., 1997; Abel et al., 

2001; Nogueira et al., 2012; Rocha Rodrigues et al., 2012; Nogueira et al., 2014).  

O IFN-γ, importante para o controle do parasitismo, também pode 

provocar dano tecidual (Abel et al., 2001; Nogueira et al., 2014; Chevillard et al., 

2018). Animais transgênicos que super-expressam o IFN-γ desenvolvem uma 

cardiomiopatia dilatada inflamatória mediada por TNF-α (Torzewski et al., 2012), 

sugerindo que o IFN-γ seja um fator chave no desenvolvimento da CCC. Além 

disso, dados do nosso grupo evidenciaram redução importante de enzimas 

mitocondriais envolvidas na produção de energia no miocárdio de pacientes 

CCC, acarretando disfunção mitocondrial no miocárdio (Teixeira et al., 2011), o 

que poderia explicar o pior prognóstico da CCC frente a outras cardiomiopatias 
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dilatadas (Bocchi et al., 2017). De forma similar, a intensidade do infiltrado 

inflamatório é inversamente proporcional ao número de neurônios no MEC (Da 

Silveira et al., 2005). Isto sugere que a inflamação mediada por IFN-γ e TNF-α 

tem papel chave na patogenia dessas duas formas da doença de Chagas. A 

patogenia da CCC tem sido estudada em maior detalhe que a do MEC.  

 

1.4. Genética na doença de Chagas 

A suscetibilidade diferencial de 30% dos infectados por T. cruzi para 

evolução a CCC e 10% para doença digestiva, permanecendo a maioria dos 

pacientes na forma indeterminada, sugere a participação da genética do 

hospedeiro. Esta possibilidade foi reforçada pelo achado de agregação familiar 

de casos de CCC (Zicker et al., 1990).  

Até hoje, foram publicados mais de 150 estudos de caso-controle na 

doença de Chagas, que apontam polimorfismos genéticos comuns em 76 genes 

candidatos, principalmente relacionados à resposta imune (Chevillard et al., 

2018). Entretanto, os estudos caso-controle, de associação com polimorfismos 

comuns, só identificam contribuições genéticas que são tipicamente pequenas, 

explicando menos de 5-10% do fenótipo de doenças complexas, como é o caso 

da CCC. Apenas dois desses estudos avaliaram polimorfismos genéticos 

associados às formas digestivas da doença de Chagas, nos genes Ficolin-2 (Luz 

et al., 2013) e HLA-G (Dias et al., 2015). 

A escassez de dados evidencia a importância de se estudar os aspectos 

genéticos da forma digestiva da doença de Chagas. Resultados recentes do 

nosso grupo utilizou de forma pioneira a metodologia do sequenciamento do 

exoma (WES) para investigar variantes genéticas raras associadas à CCC, em 

famílias com múltiplos casos de doença de Chagas (Ouarhache et al., 2021). 

Observamos que, em cada família, pacientes portadores de CCC 

compartilhavam entre si variantes raras heterozigotas, não sinônimas e 

patogênicas. Tais variantes genéticas estavam ausentes nos familiares 

portadores da FI, sem acometimento cardíaco. Das 25 variantes patogênicas 
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específicas para os pacientes CCC observadas, 11 ocorreram em genes 

mitocondriais e 14 em genes inflamatórios.  

 

1.5. Paralelos entre mitocondriopatias genéticas e a doença de 

Chagas 

 

As mitocôndrias têm um papel central no fornecimento de energia, 

regulação metabólica e morte celular em resposta a estímulos nocivos 

(Rossignol et al., 1999). As mitocondriopatias, causadas por variantes 

patogênicas homozigotas em genes mitocondriais codificados no núcleo e DNA 

mitocondrial, são as síndromes monogênicas mais comuns. Elas prejudicam 

gravemente o metabolismo energético e causam disfunção mitocondrial e 

deterioração funcional em tecidos com alta demanda metabólica, como músculo 

cardíaco, esquelético, tecido nervoso e fígado. Taís síndromes podem 

acometerórgãos ou tecidos individuais ou em combinações, e cada síndrome 

clínica é associada ao gene específico que porta a variante; a apresentação 

clínica pode ocorrer desde a infância até a idade adulta. Variantes em 250 dos 

cerca de 1500 genes mitocondriais diferentes já foram identificadas como 

causadoras das diversas síndromes (Finsterer, 2004; Kohda et al., 2016). É 

interessante observar que 40% dos casos de mitocondriopatias apresentam 

evolução para cardiomiopatia, distúrbios de condução cardíaca e arritmias 

graves (Scaglia et al., 2004; El-Hattab and Scaglia, 2016), e 15% para distúrbios 

de motilidade digestiva, inclusive megacólon e megaesôfago com denervação 

do plexo nervoso mioentérico, e distúrbios do sistema nervoso autônomo 

(Chelimsky et al., 2005; Finsterer and Frank, 2017). Chama a atenção a 

semelhança da natureza e prevalência do acometimento cardíaco, digestivo e 

do sistema nervoso autônomo nas mitocondriopatias e na evolução da doença 

de Chagas, sugerindo que variantes genéticas patogênicas heterozigotas, que 

causem redução parcial da função mitocondrial, podem ter um papel na evolução 

diferencial da doença de Chagas, tanto para a CCC quanto para as formas 

digestivas.  
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1.6. Dano mitocondrial na doença de Chagas: possível papel do IFN-γ 

e TNF-α 

 Dados do nosso grupo indicam disfunção mitocondrial importante no 

miocárdio de pacientes CCC, com redução na expressão e atividade de diversas 

enzimas mitocondriais envolvidas na produção de energia, quando comparados 

a pacientes com cardiopatia dilatada idiopática não inflamatória ou isquêmica 

(Teixeira et al., 2011; e Teixeira et al., 2021). A disfunção mitocondrial é hoje 

descrita como um dos principais mecanismos patogênicos de doenças crônicas, 

como cardiopatias e doenças neurodegenerativas (Nicolson, 2014).  

Em estudos de proteômica e transcriptoma do miocárdio de pacientes 

CCC, nosso grupo observou comprometimento de processos de manutenção e 

função das mitocôndrias, como biogênese mitocondrial, tradução e controle de 

qualidade mitocondrial e beta-oxidação lipídica mais intensa do que em 

cardiomiopatias não inflamatórias (Teixeira et al., 2011).  

Outros estudos mostraram que citocinas inflamatórias como IFN-γ e TNF-

α provocam dano mitocondrial em diversos tipos celulares (Lewis et al., 1996; 

Chen et al., 2010; Silva Nunes et al., 2021). O IFN-γ e TNF-α, abundantemente 

produzidos na doença de Chagas em resposta ao estímulo perene do T. cruzi, 

causam redução no metabolismo oxidativo, na expressão de enzimas do 

metabolismo energético, na atividade da beta-oxidação lipídica, na produção de 

ATP (adenosina trifosfato) mitocondrial e no potencial de ação de membrana 

mitocondrial (MMP) por uma via de sinalização dependente de NF-kB 

(Kalovidouris et al., 1993; Luss et al., 1995; Wang et al., 1996; Lee et al., 2007; 

Mariappan et al., 2010; Bocchi et al., 2017; Meyer et al., 2017; Ni et al., 2019). 

IFN-γ induz a geração de superóxido aumentando a expressão de NADPH 

oxidases (Rada and Leto, 2008) e induzindo a geração de NO por regulação 

positiva do óxido nítrico sintase (NOS2) (Geng et al., 1992). O superóxido reage 

com o NO para produzir peroxinitrito, espécie nitogênica altamente reativa, que 

pode destruir o T. cruzi, mas também pode causar danos às células hospedeiras 

e às mitocôndrias. 
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Existem poucos trabalhos na literatura que possam explicar a genética 

do paciente com MEC e o porquê somente uma parte de cerca de 10% vem a 

desenvolver a forma clínica da doença. Como citado anteriormente, pacientes 

com CCC possuem variantes raras heterozigotas patogênicas associadas a 

genes mitocondriais e sabe-se que existem doenças patogênicas associadas a 

mutações homozigotas no DNA mitocondrial que levam a doenças como 

distúrbios de motilidade digestiva, cardíaca e neurológicas. Entender a patologia 

por trás do megaesôfago e o possível envolvimento das mitocôndrias na 

evolução do MEC é de extrema importância para possíveis tratamentos e 

melhoria na qualidade de vida destes pacientes.  

 

1.7. Justificativa 

O megaesôfago chagásico é uma doença negligenciada e pouco relatada. 

A literatura referente ao MEC não é muito vasta, assim, é de extrema importância 

buscar entender os mecanismos moleculares e imunológicos que levam ao 

desenvolvimento do megaesôfago. Sabe-se que existem doenças mitocondriais 

homozigotas que levam a doenças que afetam o trato gastrointestinal (TGI), 

neurônios e músculos, órgãos que precisam de grande demanda energética. Em 

estudos anteriores do nosso grupo, identificamos através do sequenciamento do 

exoma (WES) de 5 famílias que pacientes com a doença de chagas com CCC 

possuem mais mutações não sinônimas heterozigotas e patogênicas em genes 

mitocondriais (Ouarhache et al., 2021). Além disso, nossos estudos de 

proteômica identificaram que em pacientes com CCC o metabolismo 

mitocondrial se encontra comprometido, onde foi possível detectar alteração da 

expressão de componentes da fosforilação oxidativa, do complexo creatina 

quinase, e da beta-oxidação lipídica que são essenciais para a produção de ATP. 

Além, resultados da literatura e do nosso grupo mostram que o IFN-γ e TNF-α, 

abundantemente produzidos na doença de Chagas, são capazes de causar 

disfunção mitocondrial de forma direta (Silva Nunes et al., 2021). Estes dados, 

obtidos de pacientes com CCC, nos fizeram assumir que mutações em genes 
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associados ao metabolismo energético e mitocondrial podem ter um papel 

relevante na patogenia do megaesôfago chagásico.  

Para avaliar nossa hipótese, nós sequenciamos o exoma de portadores 

MEC e da forma indeterminada da doença de Chagas. Avaliamos a existência 

de disfunção mitocondrial ex vivo nos pacientes, medindo o marcador plasmático 

FGF-21, utilizado no screening diagnóstico para mitocondriopatias (Liang et al., 

2014). Como um segundo marcador plasmático, avaliamos a quantidade de 

mtDNA de circulante de três genes mitocondriais no plasma (Zhang et al., 2010; 

Puskarich et al., 2012). Também avaliamos a interação de IFN-γ como provável 

causador de disfunção mitocondrial em células linfoblastóides imortalizadas pelo 

vírus de Epstein-Barr (EBV-LCL), obtidas dos pacientes MEC. As EBV-LCL são 

fontes contínuas de células para estudos genéticos e funcionais (Hussain and 

Mulherkar, 2012) e têm sido amplamente utilizadas para o estudo de função 

mitocondrial em mitocondriopatias (Castagna et al., 2007; Van Bergen et al., 

2011). Após incubação em presença ou ausência de IFN-γ, a função mitocondrial 

nas EBV-LCL foi medida por espectrofluorimetria e microscopia. Medimos a 

produção de espécies reativas de oxigênio, produção de ATP, nitrito (indicador 

de NO), proteínas nitradas (indicador de peroxinitrito) e viabilidade celular 

(Ohkawa et al., 1979; Bryan and Grisham, 2007; Zhou et al., 2011; Kang et al., 

2013; Vujacic-Mirski et al., 2020).  
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2. Hipótese  

Pacientes portadores de MEC apresentam mais mutações patogênicas 

em genes mitocondriais quando comparados com pacientes com a forma 

indeterminada da doença de Chagas, e por isso são mais susceptíveis a 

apresentarem disfunção mitocondrial em presença dos níveis aumentados de 

IFN-γ associados à doença de Chagas.  

 

 

Figura 1 Esquema da hipótese deste trabalho 
Pacientes com MEC apresentam disfunção mitocondrial devido a interação da citocina pró-inflamatória IFN-
γ, reduzindo a função mitocondrial em portadores de mutações em genes mitocondriais. (Fonte: Autoria 
própria)  
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3. Objetivos 

3.1. Objetivo geral  

Caracterizar o perfil genético, identificar mutações mitocondriais, avaliar 

marcadores periféricos de disfunção mitocondrial e avaliar a ação de IFN-γ em 

linhagens celulares obtidas de pacientes que manifestam a forma digestiva da 

doença de Chagas. 

 

3.2. Objetivos específicos  

3.2.1. Realizar o sequenciamento completo do exoma para identificar 

polimorfismos patogênicos em genes mitocondriais associados 

exclusivamente ao megaesôfago chagásico, bem como quantificar o 

número de mutações patogênicas no grupo MEC e no grupo de forma 

indeterminada (FI); 

3.2.2. Imortalizar as células mononucleares do sangue periférico (PBMC) 

com o vírus EBV para obtenção de EBV-LCL dos pacientes MEC; 

3.2.3. Avaliar a função mitocondrial das EBV-LCL dos pacientes MEC, 

portadores ou não de mutações mitocondriais em presença e ausência 

de IFN-γ; 

3.2.4. Quantificar o DNA mitocondrial no plasma e do buffy coat dos 

pacientes MEC por PCR em tempo real; 

3.2.5. Quantificar o FGF-21 no plasma dos pacientes MEC por ensaio 

imunoenzimático (ELISA). 
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4. Método 

4.1. Desenho experimental 

 

 

Figura 2 Desenho experimental 
O sangue de pacientes foi coletado em tubos tratados com EDTA e heparina para obtenção do plasma, 
buffy coat e células mononucleares do sangue periférico (PBMCs). A partir do buffy coat foi feito o 
isolamento do DNA para sequenciamento completo do exoma (WES) em colaboração com o Dr. Christophe 
Chevillard. O plasma foi usado para quantificação de biomarcadores plasmáticos como o FGF-21 por ELISA 
e mtDNA através do PCR em tempo real com genes mitocondriais. As PBMCs foram usadas para obtenção 
de linhagens EBV-LCLs para avaliação de aspectos da função mitocondrial em resposta ao tratamento com 
IFN-γ. (Fonte: Autoria própria)  

4.2. Pacientes 

Pacientes portadores da forma digestiva da doença de Chagas 

(megaesôfago, MEC) provenientes da Divisão de Cirurgia do Aparelho Digestivo 

do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da USP foram convidados 

para participar do estudo. O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 

foi aplicado caso o paciente quisesse participar do estudo (ANEXO I). Todos os 

pacientes selecionados para este estudo fizeram pelo menos dois testes 

sorológicos (ELISA e/ou Imunofluorescência indireta – IFI realizado pelo 

Laboratório de Análises Clínicas do Hospital das Clínicas da FMUSP) para 

comprovar se os mesmos eram positivos ou negativos para a doença de Chagas. 
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O grupo controle foi composto por pacientes com a forma indeterminada 

da doença de Chagas (FI) recrutados no Ambulatório de Doença de Chagas no 

Núcleo de Cardiomiopatias gerais do Instituto do Coração - HCFMUSP. Para 

identificação das amostras dos pacientes foi utilizada a seguinte nomenclatura: 

MEC para pacientes com megaesôfago chagásico (n=13, média da idade 61,31 

(46-74) anos, 53,8% homens e 46,2% mulheres) e FI para pacientes com a forma 

indeterminada da doença de Chagas (n=45, média da idade 64 (50-96) anos, 

44,2% homens e 55,8% mulheres) (Tabela 1).  

 

Tabela 1 Informações dos pacientes que compõem os grupos estudados. 

 

Amostra Grupo Idade Sexo 

MEC01 MEC 74 F 

MEC02 MEC 70 M 

MEC03 MEC 48 M 

MEC04 MEC 47 F 

MEC05 MEC 47 F 

MEC06 MEC 73 M 

MEC07 MEC 66 F 

MEC08 MEC 68 M 

MEC09 MEC 63 F 

MEC10 MEC 65 M 

MEC11 MEC 66 F 

MEC12 MEC 64 M 

MEC13 MEC 46 M 

DP141 FI 59 M 

ICB02 FI 61 F 

ICB03 FI 69 F 

ICB04 FI 63 M 

ICB06 FI 79 F 

IC34EI FI 60 M 

IC44EI FI 71 M 

IC55EI FI 64 F 

IC57EI FI 50 F 

IC61EI FI 59 M 

IC63EI FI 66 F 

IC66EI FI 62 M 

IC68EI FI 62 F 

IC69EI FI 50 F 

IC68EI FI 68 M 
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IC69EI FI 96 F 

IC88EI FI 55 F 

IC89EI FI 60 F 

IC92EI FI 72 M 

IC93EI FI 71 M 

DP034I FI - M 

DP048I FI - M 

IC99EI FI 54 F 

IC100EI FI 64 F 

IC102EI FI 72 M 

IC104EI FI 70 M 

IC105EI FI 65 F 

UB167 FI 60 F 

UB216 FI 72 F 

UB242 FI 80 F 

DP123 FI 62 F 

DP130 FI 70 F 

DP135 FI 62 M 

DP136 FI 59 F 

DP142 FI 69 F 

DP164 FI 68 F 

DP166 FI 70 F 

DP174 FI 69 M 

DP179 FI 69 M 

DP184 FI 71 M 

IC261E FI 52 F 

IC44EI FI 71 M 

IC55EI FI 64 F 

IC61EI FI 59 M 

IC255E FI 62 F 

  

4.3. Exoma dos pacientes com MEC e FI 

O DNA foi extraído do sangue total coletado em tubo EDTA de pacientes 

com DC com o QIAamp DNA Blood Maxi Kit (Qiagen, EUA). O sequenciamento do 

exoma dos 13 pacientes com MEC e 45 pacientes FI foi realizado pela Genewiz 

em colaboração com o Dr. Christophe Chevillard (Paris, França). Sequências 

adaptadoras e nucleotídeos de baixa qualidade foram removidos usando o 

software Trimmomatic versão 0.36. Os contigs foram alinhados ao genoma de 

referência Homo sapiens GRCh37 usando o Edico Genome Dragen pipeline. Os 
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arquivos VCF (variant call format) foram usados para anotações e priorização de 

mutações no software Variant Annotation and Filter Tool (VarAFT, versão 2.06, 

plataforma Windows 10, https://varaft.eu), que gera um arquivo para cada 

indivíduo com uma lista de todas as variantes detectadas a partir de vários 

bancos de dados, como 1000 Genomes e ExAC. Variantes patogênicas foram 

selecionadas usando os seguintes critérios com base nos marcadores que foram 

considerados significativos: 1) manutenção de variantes localizadas em exon e 

zonas de splicing; 2) eliminação de variantes sinônimas; 3) índice de 

patogenicidade através da classificação por quatro diferentes bancos de dados 

(SIFT, UMD e dois Polyphen), sendo a mutação considerada patogênica em pelo 

menos 3 deles; 4) significância estatística da mutação. Também foi calculado o 

score CADD de patogenicidade (valores maiores que 20; (Ouarhache et al., 

2021). 

Para validação do poliformorfismo genético de MRPS18B em pacientes 

MEC e FI, um fragmento do gene MRPS18B foi amplificado por PCR em tempo 

real usando os seguintes iniciadores F 5’-TACCTCTCATGGGGCTGTGAGT-3 ’e 

R 5’-TTCCGCTGGTGTTCTAGGGGG-3’. O produto da amplificação foi 

submetido ao sequenciamento Sanger para confirmar a presença do 

polimorfismo (Genewiz, Leipzig, Alemanha). Linhagens de células linfoblastóides 

transformada por EBV (EBV-LCL) de quatro pacientes portadores de MRPS18B 

P260A (um homozigoto e os outros três heterozigotos) e três pacientes MEC 

sem a variante foram transformadas para as análises funcionais abaixo. 

 

4.4. Isolamento das células mononucleares do sangue periférico 

(PBMC) 

As células mononucleares do sangue periférico dos pacientes MEC 

carregando a mutação mitocondrial MRPS18B foram purificadas a partir de 20 

ml de sangue coletados em tubos tratados com heparina dos pacientes descritos 

no tópico 4.2. O sangue foi diluído em solução salina 0,9% (diluição 1:1) e 

sobreposta cuidadosamente sobre o Ficoll-Hypaque® (Amersham Biosciences, 

Suécia) e submetido a centrifugação a 800 x g (sem freio e sem aceleração) por 
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30 minutos para separação das PBMCs das hemácias e do plasma. As PBMC 

ficam na interfase e foram coletadas com o auxílio de uma pipeta Pasteur e 

transferidas para um novo tubo contendo solução salina 0,9% e as células foram 

submetidas a mais três processos de lavagens em salina e centrifugação (300 x 

g por 8 min) para remover completamente o Ficoll-Hypaque e eliminar plaquetas. 

As PBMC coletadas foram ressuspendidas em soro fetal bovino (FBS, Gibco®, 

Nova Iorque, EUA) para contagem.  

A viabilidade das células foi avaliada utilizando azul de tripan 0,4% 

(Invitrogen, Nova Iorque, EUA) e aproximadamente 3 x 106 células/ml foram 

criopreservadas em 90% de FBS e 10% de dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-

Aldrich, EUA) para serem posteriormente imortalizadas utilizando EBV, conforme 

descrito no tópico 4.6. As células foram armazenadas em nitrogênio líquido até 

o dia da imortalização.  

 

4.5. Produção de sobrenadante rico em partículas virais do vírus 

Epstein-Barr provenientes da linhagem celular B95.8 

Para enriquecimento do sobrenadante com partículas virais do vírus 

Epstein-Barr (EBV), aproximadamente 2 x 106 células/ml de macaco B95.8, 

provenientes do Banco de células do Rio de Janeiro, ricas em partículas virais 

do EBV, foram descongeladas em tubo cônico de 15 ml contendo 8 ml de meio 

de crescimento específico R15 (RPMI 1640 -Gibco®, Nova Iorque, EUA) 

suplementado com 15% FBS inativado (Life TechnologiesTM, Nova Iorque, EUA), 

10 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina e 0,25 µg/ml de Anfotericina 

B (Thermo Fisher Scientific, EUA) e as células foram centrifugadas a 125 x g por 

8 min para remoção completa do DMSO. Em seguida, o sobrenadante foi 

descartado e o precipitado celular foi ressuspendido a uma densidade de 0,2 x 

106 de células/ ml em meio R15 em garrafa de 25 cm² de superfície de 

crescimento (T25). As células foram mantidas em estufa a 37 °C com 5% CO2 

por sete dias e todo conteúdo foi transferido para uma garrafa nova de 75 cm2 

de superfície de crescimento (T75) já contendo 10 ml de meio R15. Uma vez por 

semana, 10 ml de meio de crescimento específico foram adicionados até atingir 
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o volume final de 50 ml na garrafa. Com o volume final de 50 ml, a garrafa foi 

totalmente fechada e mantida na estufa a 37 °C por 14 dias ou até que o meio 

estivesse com pH ácido com o objetivo de causar morte celular. O meio coletado 

e filtrado através de um filtro 0,22 µm para eliminar debris causados pela morte 

celular e retirar qualquer eventual célula que ainda estivesse viva. Alíquotas de 

1 ml do sobrenadante foram congeladas e armazenadas a -80 °C.  

 

4.6. Imortalização de PBMCs com o vírus EBV para obtenção de EBV-

LCLs de pacientes 

As PBMC isoladas de todos os pacientes foram infectadas com o vírus 

EBV para transformação das células B em LCL (linhagem de células 

linfoblastóides).  

As PBMC foram descongeladas e contadas utilizando azul de tripan 0.4%. 

Para cada 1,0 x 106 de PBMC viáveis foram utilizados 400 µL de meio R20 (RPMI 

1640 -Gibco®, Nova Iorque, EUA) suplementado com 20% de FBS inativado (Life 

TechnologiesTM, Nova Iorque, EUA), 10 U/ml de penicilina, 100 µg/ml de 

estreptomicina e 0,25 µg/ml de Anfotericina B (Thermo Fisher Scientific, EUA), 

200 µL do sobrenadante produzido a partir da célula B95.8 e 2,4 µL de 

ciclosporina A 1,0 mg/ml (Sigma-Aldrich, EUA) em uma placa de 1,9 cm2 de 

superfície (placa de 24 poços). As células foram incubadas em estufa a 37 °C 

com 5% CO2 por sete dias sem perturbar. Foram feitos aproximadamente três 

poços por paciente.  

No sétimo dia foram adicionados mais 250 µL de meio R20 em cada poço 

e incubado por mais sete dias em estufa a 37 °C com 5% CO2 sem perturbar. No 

décimo quarto dia foi possível visualizar a formação de grumos (sinal de que as 

células foram imortalizadas) e todo o conteúdo dos três poços foi transferido para 

garrafa 12,5 cm2 (T12,5) e foi adicionado 1 ml de meio R20 e deixado em estufa 

a 37 °C com 5% CO2. A garrafa foi vistoriada a cada dois dias e meio R20 era 

adicionado aos poucos quando necessário ou quando observado acidificação do 

meio.  
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Quando o volume da cultura atingiu 4 ml, todo o conteúdo foi transferido 

para um tubo cônico de 15 ml estéril e completado até 5 ml com meio R20. As 

células foram centrifugadas a 100 x g por 10 minutos em temperatura ambiente 

e após, descartado o sobrenadante. As células foram ressuspendidas em 1 ml 

de meio R15 e foi feita a contagem com câmara de Neubauer e azul de tripan 

0,4% (Invitrogen, Nova Iorque, EUA). As células foram mantidas a uma 

concentração de 0,4 x 106 de células viáveis/ml em meio R15.  

Ao atingir 20 x 106 as células foram criopreservadas com 90% de FBS 

(Gibco®, Nova Iorque, EUA) e 10% de DMSO (Sigma-Aldrich, EUA) em 

nitrogênio líquido.  

4.7. Avaliação de mtROS em EBV-LCLs 

Vinte e quatro horas antes do experimento, as células EBV-LCL de cada 

paciente foram centrifugadas a 100 x g por 10 minutos e a contagem foi feita com 

câmara de Neubauer e azul de tripan 0,4% (Invitrogen, Nova Iorque, EUA). 

Após,as células foram ressuspendidas em meio R15 na concentração de 0,4 x 

106 viáveis por ml.  

No dia do experimento, as células foram centrifugadas a 100 x g por 10 

minutos e depois ressuspendidas com 2 ml de meio R15 e a contagem foi feita 

com câmara de Neubauer e azul de tripan 0,4%. Em seguida, foram semeados 

15 x 104 por ml de EBV-LCL por paciente e condição de tratamento em placas 

de 96 poços estéril e fundo em U com 150 µL de meio R15. As células foram 

estimuladas com a citocina pró-inflamatória interferon γ (IFN- γ) na concentração 

de 25 ng/ml e deixadas em cultura por 24 horas em estufa úmida com 5% de 

CO2.  

Após o estímulo, as células foram transferidas para placas de 96 poços 

em fundo em V para remoção do meio R15 através de centrifugação a 300 x g 

por 5 minutos e suspendidas em tampão salino Hank’s com Ca2+ e Mg2+ 1x pH 

7.4 (HBSS++) contendo 5 µM de MitoSOX™ Red (Thermo Fisher Scientific, EUA), 

sonda fluorescente específica para superóxido mitocondrial. As células foram 

então incubadas por 10 minutos na estufa a 37 °C com 5% CO2.  
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Após,a placa foi centrifugada a 300 x g por 5 minutos e as células 

ressuspendidas em 150 µL de HBSS++ contendo 3,5 µM de Hoechst 33342 

(Thermo Fisher Scientific, EUA) para marcação do núcleo e 1 gota por ml de 

NucGreen (ReadyProbres, Thermo Fisher Scientific, EUA) para marcação de 

viabilidade. Foram transferidos 3 x 104  de células por poço/condição em 100 µL 

de HBSS++ para uma placa de 96 poços compatível para imagem (Corning) e 

centrifugada a 300 x g por 2 minutos sem aceleração e baixa frenagem.  

As imagens foram capturadas no sistema de High Content Screening 

(HCS, ImageXpress, Molecular Devices) em magnificação de 200x, cinco 

campos por poço, com os filtros DAPI (núcleo), FITC (núcleo de células mortas) 

e texas red (mtROS). 

 

4.8. Tratamento de EBV-LCLs de pacientes com IFN-γ por 48 horas  

Para quantificação de nitrito, ATP e de proteínas nitradas, 50 x 104 das 

células EBV-LCL de cada paciente foram plaqueadas em 2,5 ml de meio R15 

sem vermelho fenol em placas de 6 poços com tratamento de 25 ng/ml de IFN-γ 

por 48 horas. Após o tratamento, as EBV-LCL foram coletadas, divididas e 

transferidas em dois microtubos de 1,5 ml e centrifugados a 800 x g por 5 

minutos. O sobrenadante das células foi coletado em microtubos de 1,5 ml e 

armazenados no freezer -80 °C até uso para quantificação do nitrito.  

O pellet formado nos dois microtubos de 1,5 ml contendo as células foram 

processados de formas diferentes, mantendo os tubos sempre no gelo. As 

células que foram usadas para a quantificação de ATP foram ressuspendidas 

em 200 µl de tampão TE (100 mM Tris e 4 EDTA, pH 7.5). Após, as amostras 

foram aquecidas a 95 °C por 7 minutos para causar lise celular e centrifugadas 

a 20800 x g por 3 minutos. O sobrenadante foi coletado e mantido a -20 °C até 

uso para quantificação do ATP. 

O outro tubo com o pellet de células foi feito um extrato proteico para 

avaliação de proteínas nitradas. Para isso, as células foram ressuspendidas em 

200 μL de tampão de lise (HEPES 10 mM, sacarose 0,32 M, EDTA 0,1 mM, 

ditiotreitol (DTT) 1,0 mM, leupeptina 5,25 μL, aprotinina 0,3 μM e fluoreto de 
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metilfenilsulfonil (PMSF) 125 µg/ml em pH 7,4 e submetidas a lise com o auxílio 

de um sonicador VirSonic 100 (Virtis) por 3 ciclos de 10 segundos com 15 

segundos de intervalos e centrifugado a 10000 x g por 30 minutos a 4 ºC para 

retirada dos debris celulares. Em seguida, o sobrenadante foi coleto e a 

concentração de proteínas foi determinada pelo método de Bradford (Bio-Rad, 

EUA) usando albumina bovina sérica (BSA) para curva padrão. As amostras 

foram armazenadas a -80 °C até uso para quantificação de proteínas nitradas. 

4.9. Quantificação da produção de nitrito, ATP e proteínas nitradas 

A quantificação do nitrito no sobrenadante foi realizada por meio do Griess 

Reagent Kit (Thermo Fisher Scientific, EUA) e a produção de ATP foi 

quantificada pelo ATP Determination Kit (Thermo Fisher Scientific, EUA) de 

acordo com as instruções do fabricante. 

Para a quantificação das proteínas nitradas, 5 µg da proteína foram 

adicionados sob vácuo à uma membrana de nitrocelulose de 0,45 µm com a 

ajuda de um aparato de dot blot HYBRID DOT MANIFOLD (Bethesda Research 

Laboratories, EUA). Em seguida, a membrana foi secada a ar em termobloco 

Eppendorf ThermoMixer® (Thermo Fisher Scientific, EUA) a 60 °C por 1 hora e 

então bloqueados com 5% Blotting- Grade Blocker (Bio-Rad, EUA) + Solução 

salina tamponada com Tris-Tween (TBS-T ‒ NaCl 120mM, Tris 20mM, Tween20 

0,05%) por 2 horas a temperatura ambiente (TA), com agitação. Depois, a 

membrana foi lavada 3 vezes durante 5 minutos sob agitação com TBS-T. A 

membrana foi então incubada com 1:1000 do anticorpo primário 3 nitrotirosina 

livre (3-NT) em BSA 0,3% + TBS-T durante a noite a 4 °C sob agitação. Em 

seguida, a membrana foi lavada três vezes e incubada com 1:10000 de anticorpo 

secundário IRDye 680RD Donkey anti-mouse 700nm (LI-COR, EUA) em 0,3% 

BSA + TBS-T por 2 horas a temperatura ambiente, sob agitação e protegida da 

luz. 

Em seguida, a membrana foi lavada três vezes novamente e a 

fluorescência foi adquirida com o scanner Odyssey® Infrared Imaging System (LI-

COR, EUA) no canal de 700nm. A normalização foi feita pela coloração de 
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Ponceau S adquirida no leitor de imagens ImageQuant LAS-400 (GE Healthcare, 

EUA). 

 

4.10. Quantificação do DNA mitocondrial no plasma e buffy coat 

Para quantificação do DNA mitocondrial plasmático e do buffy coat, cerca 

de 15 ml do sangue dos pacientes coletadas nos tubos de EDTA foram 

centrifugadas a 800 x g por 10 minutos e submetido a uma nova centrifugação a 

16000 x g por 10 minutos para assegurar a precipitação de células e de 

organelas. Em seguida, o buffy coat e o plasma foram coletados e somente o 

plasma foi filtrado utilizando um filtro 0,22 µm para eliminação das plaquetas e 

debris celulares. 

O DNA mitocondrial (mtDNA) foi isolado a partir de 200 µL do plasma 

utilizando o kit QIAmp DNA Micro Kit (Qiagen, EUA) conforme as instruções do 

fabricante. O DNA do buffy coat foi isolado a partir de 3 ml utilizando o kit QIAamp 

DNA Blood Maxi Kit (Qiagen, USA) conforme as instruções do fabricante. O 

mtDNA isolado do plasma e o DNA isolado do buffy coat foi quantificado 

utilizando Nanodrop 1000 (ThermoFisher Scientific) e foram avaliados a pureza 

do DNA genômico através da densidade óptica em espectrofotômetro 

(NanoDrop® ND-1000 UV-Vis) nos comprimentos de ondas de 260 nm 

(absorbância do DNA), 280 nm (proteína) e 230 nm (polissacarídeos). 

A reação de PCR foi feita utilizando os iniciadores (Tabela 2) e o reagente 

SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, EUA), no termociclador 

QuantStudio 12k Flex (Applied Biosystems, EUA) com a seguinte programação: 

50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10 minutos; 40 ciclos a 95 °C 15 segundos, 55 

°C por um minuto, 75 °C por 30 segundos. Avaliação da especificidade da PCR 

foi feita com base no decaimento da fluorescência do SYBR Green pela curva 

de melting.  

A quantificação absoluta do mtDNA no plasma foi feita com base na curva 

padrão de diluições seriadas de uma quantidade conhecida de amplicons 

específicos para os genes mitocondriais MT-CYTB, MT-ND1 e MT-COXIII 

(Tabela 2). Os amplicons foram gerados em uma PCR e em seguida fracionados 
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eletroforeticamente em gel de agarose 2% em Tris-Acetato-EDTA 1x (TAE) por 

2 horas a 100 Volts e purificados utilizando o kit QIAquick Gel extraction (Qiagen, 

EUA) de acordo com as instruções do fabricante. A concentração dos padrões 

foi determinada pela absorbância a 260 nm (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis) e as 

concentrações desconhecidas de mtDNA foram interpoladas com a curva padrão 

com concentrações conhecidas, usando o valor de CT (cycle threshold) da 

amostra desconhecida (Zhang et al., 2010; Puskarich et al., 2012). Só foram 

consideras reações de boa qualidade aquelas em que o decaimento da 

florescência da titulação do amplicon fornecesse uma eficiência entre 90-110% 

(slope -3,10 e -3.60, fórmula: Eficiência = (10(-1/slope))-1) 

Para a quantificação do mtDNA do buffy coat foram utilizados os mesmos 

genes mitocondriais (Tabela 2) e um gene endógeno. Os cálculos da 

quantificação relativa foram realizados utilizando a fórmula 2x2eDCt, onde DCt 

= Ct (DNA nuclear) – Ct (mtDNA). 

A reação de PCR foi conduzida em triplicata e foi utilizado 1 ng do DNA 

de cada paciente.  

 

Tabela 2 Sequências dos iniciadores para amplificação do DNA mitocondrial 

 

Gene Nome 
Código 
(NCBI) 

Sequência 5’-3’ 

MT-CYTB 
Citocromo B 

humano 
AP008920.1 

Fw: ATGACCCCAATACGCAAAAT 
Rv: CGAAGTTTCATCATGCGGAG 

MT-COXIII 
Subunidade III da 

citocromo C 
oxidase humano 

AY495156.2 
Fw: ATGACCCACCAATCACATGC 
Rv: ATCACATGGCTAGGCCGGAG 

MT-ND1 
NADH 

desidrogenase 
humano 

DQ092356.1 
Fw: ATACCCATGGCCAACCTCCT 
Rv: GGGCCTTTGCGTAGTTGTAT 

Sequências: Fw – Foward , Rv – Reverse.  

4.11. Detecção de FGF-21 no plasma 

Para a detecção do FGF-21 foi usado o plasma dos pacientes MEC que 

apresentaram a mutação em gene mitocondrial em homozigose, heterozigose e 



36 
 

     
 

pacientes que não apresentaram mutação. Cerca de 15 ml do sangue dos 

pacientes foi coletado em tubos de EDTA e centrifugados a 800 x g por 10 

minutos e após, submetidos a uma nova centrifugação a 16000 x g por 10 

minutos para assegurar a precipitação de células e de organelas. Em seguida, o 

plasma foi filtrado utilizando filtro 0,22 µm para eliminação das plaquetas e debris 

celulares e usados para o ensaio. 

 Foram usados anticorpos específicos contra FGF-21 humano por ensaio 

de imunoabsorção enzimática (ELISA, R&D Systems, Minneapolis, EUA) e a 

absorbância das amostras foi medida no comprimento de onda 450 e 540 nm 

utilizando o leitor de placas SpectraMax (Molecular Devices). As amostras de 

plasma foram diluídas 1:2 em solução reagente indicada pela empresa e a 

absorbância de 100 µL do plasma diluído foi interpolado na curva padrão de 

quantidades conhecidas de FGF-21 de acordo com o protocolo indicado pelo 

fabricante.  

 

4.12. Análise estatística  

 A análise dos dados e estatística foi realizada no programa GraphPad 

Prism 8 (Windows 10). Para comparação entre os pacientes foi utilizado o teste 

de Mann-Whitney a partir da média das estatísticas na quantificação do mtROS, 

nitrito, ATP e proteínas nitradas para cada paciente. Após, foi feita uma segunda 

análise por grupo C/C (sem mutação), C/G (heterozigoto) e G/G (homozigoto) 

utilizando a média de cada análise. Para esta segunda análise, usamos o teste 

ANOVA two-way. Para os dados de análise de exoma foram utilizadas duas 

estatísticas: teste de Fisher e qui-quadrado. Valores de p <0,05 foram 

considerados significativos. Para avaliação do mtDNA no plasma e buffy coat e 

FGF-21 foi usado somente as medianas de cada paciente.  
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5. Resultados 

5.1. Sequenciamento do exoma em pacientes MEC e FI 

As análises da frequência das variantes genéticas raras e patogênicas 

entre os grupos MEC (n = 13) e de FI (n = 45) foram feitas usando o software 

VarAFT. Os polimorfismos genéticos identificados no sequenciamento dos 

exoma foram priorizados com base nos marcadores que foram encontrados em 

zonas exonicas e de splicing, eliminação de variantes sinônimas, score de 

patogenicidade acima de três e valor de p igual ou menor que 0,05. Com a 

priorização de marcadores significantes foram encontradas 34 variantes nos 

pacientes MEC (Figura 3). 

 

 

Figura 3 Variantes selecionadas de pacientes MEC. 
Representação esquemática das etapas utilizadas para seleção das variantes patogênicas e significativas 
a partir dos dados obtidos no sequenciamento completo do exoma de 13 pacientes MEC. Após análise de 
frequência de variantes genéticas raras e patogênicas e priorização de variantes foram identificadas 34 
variantes genéticas em pacientes MEC. (Fonte: Autoria própria) 

 

 

Para avaliar se os pacientes com megaesôfago chagásico (MEC) 

apresentavam mutações prejudiciais em genes mitocondriais, fizemos um 

sequenciamento completo do exoma de 13 pacientes com MEC e 45 pacientes 

com a forma indeterminada (FI). Encontramos polimorfismos missense 
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patogênicos prejudiciais em 34 genes (Tabela 3), entre elas a variante 688C>G 

no gene MRPS18B (cromossomo 6p21.33) que codifica uma proteína ribossomal 

mitocondrial e que altera o aminóacido prolina para alanina na posição 230 

(P230A).  

A variante MRPS18B (388C>G, P230A) foi identificada em 38% dos 

pacientes MEC (em 5 dos 13 pacientes MEC testados) e 2% dos pacientes FI (1 

de 45), [P=0,015, OR=11, 95%CI (1,56-128,6)] (Tabela 5,Tabela 6). Um dos 

cinco pacientes MEC portadores da mutação é homozigoto (G/G), enquanto os 

outros 4 portadores MEC e o portador FI são heterozigotos (C/G). Na Tabela 4 

é possível ver a distribuição das 34 mutações apresentadas por cada indivíduo 

dos pacientes MEC. Na população global, a variante G rs34315095 tem uma 

frequência de 2,12% (n amostral 113878, ALFA Allele Frequency, dbSNP). Essa 

variante é também descrita no banco de dados 1000 Genomes (n=5008), onde 

o genótipo C/G foi identificado em 4,3% (n=218) e G/G em 0,1% dos indivíduos 

(n=6). 

 

Tabela 3 Variantes patogênicas missense associadas a MEC em comparação com 
pacientes FI. 

 

Gene Função Crom. Posição Ref. Alt. AA 
Valor de 

p 
CADD 

MRPS18B Mito. Chr6 30593485 C G P230A 
3.00E-

02 
27.9 

GNAO1 Infla. Chr16 56377748 A C K317N 
1.13E-

03 
28.8 

HS6ST1 Infla. Chr2 129075877 G T D87E 
4.91E-

08 
27.5 

HLA-A Infla. Chr6 29912030 G C D251H 
1.89E-

04 
25.1 

HS6ST1 Infla. Chr2 129026227 G T R249S 
1.13E-

03 
32 

TNXB Infla. Chr6 32024395 C T R2704H 
9.34E-

03 
26.7 

KMT2C - Chr7 151927021 C A C988F 
5.44E-

07 
33 

SCGB1C1, 
SCGB1C2 

- Chr11 193865 T G I70R 
4.81E-

06 
24.1 

RGPD5, 
RGPD8 

- Chr2 113147370 G A T911I,T1051I 
3.41E-

05 
23.4 

ZNF827 - Chr4 146744666 G A S414L,S764L 
3.41E-

05 
23.7 
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OR11H12 - Chr14 19377862 C T S90F 
2.11E-

04 
23.4 

PABPC3 - Chr13 25671027 A G K231E 
8.90E-

04 
26.1 

OR4F17 - Chr19 111016 T G F113C 
1.13E-

03 
23.7 

SMOX - Chr20 4163469 G A 
C305Y,C448Y, 

C395Y 
5.25E-

03 
26.5 

CEL - Chr9 135944586 C T T409I,T412I 
5.25E-

03 
27.3 

MAGEC1 - ChrX 140994116 C G S309C 
5.25E-

03 
12.78 

DEF8 - Chr16 90030680 C T 

H309Y,H430Y, 
H369Y,H352Y, 

H359Y 

2.23E-
02 

24.2 

CES1 - Chr16 55862883 C A G19V,G18V 
2.34E-

02 
25 

RHPN2 - Chr19 33490566 T C Q233R,Q384R 
4.35E-

02 
26.8 

MUC6 - Chr11 1017325 A C Y1826D 
2.09E-

02 
8.215 

TCAF2 - Chr7 143416945 C T R101W,R265W 
7.56E-

06 
25.2 

CNTNAP3 - Chr9 39118196 C A 
G620V,G626V, 
G714V,G713V 

1.31E-
05 

29.2 

AGAP4 - Chr10 46321527 G A R610C 
3.26E-

05 
24.8 

LRRC37A - Chr17 44409255 A G 
K1538E,K1538E, 

K576E 
1.35E-

04 
11.2 

FAM86B1 - Chr8 12049320 C A D43Y 
3.26E-

05 
22.5 

OR13C5 - Chr9 107361460 G A P79S 
3.26E-

04 
5.414 

USP17L20, 
USP17L22 

- Chr4 9270634 G C Q430H 
2.02E-

03 
15.52 

KRT32 - Chr17 39619115 G A T395M 
1.73E-

03 
28.8 

CCL3L1, 
CCL3L3 

- Chr17 34522695 A G X48R 
2.02E-

03 
14.56 

WDR64 - Chr1 241951329 C T 
R556W,R511W, 
R785W,R952W 

2.76E-
02 

26.2 
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KRR1 - Chr12 75900382 C T R134Q 
2.44E-

02 
33 

KMT2C - Chr7 151935910 C T G845E 
2.44E-

02 
25.3 

NPIPA5 - Chr16 15463612 G A 
R9C,R132C, 

R151C 
1.54E-

03 
17.23 

TRIM47 - Chr17 73874071 G A R187W 
2.39E-

02 
34 

 

Crom= Cromossomo, Ref= Referência, Alt = Alteração, AA = troca de aminoácido, Infla = Genes 

inflamatórios, Mito = Genes mitocondriais.  

CADD =  escore CADD
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Tabela 4 Variantes apresentadas por cada indivíduo dos pacientes MEC. 

Gene Função MEC01 MEC02 MEC03 MEC04 MEC05 MEC06 MEC07 MEC08 MEC09 MEC10 MEC11 MEC12 MEC13 

MRPS18B Mito.       het   het hom het       het   

GNAO1 Infla. het het het     het het   het   het     

HS6ST1 Infla. het het het het het het het   het het het het het 

HLA-A Infla.                   het       

HS6ST1 Infla.     het het het het       het   het het 

TNXB Infla.         het   het het het     hom hom 

KMT2C -     het het                   

SCGB1C1,SCGB1C2 -     het     het   het           

RGPD5,RGPD8 -   het     het het het het het het het   het 

ZNF827 - het het   het het   het het het   het   het 

OR11H12 - het het   het het   het het       het het 

PABPC3 -       het                   

OR4F17 - het     het het het         het het het 

SMOX - het         het het   het   het het   

CEL - het     het   het het     het het     

MAGEC1 - het           het het het het het     

DEF8 - het         het het het     het     

CES1 -               het   het het     

RHPN2 - het het het het het   het het het het het het het 

MUC6 - het het       het   het het   het     

TCAF2 - het het hom het het   het   het hom   het   

CNTNAP3 -                     hom     

AGAP4 - hom het het het het het hom       het     

LRRC37A - het het     het   het het     hom   hom 

FAM86B1 - het hom       hom het     het het   hom 
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Gene Função MEC01 MEC02 MEC03 MEC04 MEC05 MEC06 MEC07 MEC08 MEC09 MEC10 MEC11 MEC12 MEC13 

OR13C5 -             het             

USP17L20,USP17L22 - hom       het   het het het       het 

KRT32 -       het                   

CCL3L1,CCL3L3 -       hom hom         het het   het 

WDR64 -     het   het   het   het   hom   het 

KRR1 - het   hom hom het       het       het 

KMT2C -   het     hom           het   het 

NPIPA5 - het het   het hom het   hom hom hom het het hom 

TRIM47 - het   het het hom het het het het het het   het 

               

Total Homozigotos 2 1 2 2 4 1 2 1 1 2 3 1 4 

Total Heterozigotos 17 12 9 15 14 14 18 14 14 11 18 9 13 

Total  19 13 11 17 18 15 20 15 15 13 21 10 17 

 

Mito = Genes mitocondriais; Infla = genes inflamatórios; Het = heterozigoto, Hom = Homozigoto.
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Tabela 5 Lista de pacientes e o genótipo correspondente para o gene MRPS18B 

 

ID Forma sexo 
MRPS18B 
Genótipo 

MEC04 MEC F C/G 

MEC06 MEC M C/G 

MEC08 MEC M C/G 

MEC12 MEC M C/G 

MEC07 MEC F G/G 

MEC01 MEC F C/C 

MEC02 MEC M C/C 

MEC03 MEC M C/C 

MEC05 MEC F C/C 

MEC09 MEC F C/C 

MEC10 MEC M C/C 

MEC11 MEC F C/C 

MEC13 MEC M C/C 

DP141 FI M C/G 

ICB02 FI F C/C 

ICB03 FI F C/C 

ICB04 FI M C/C 

ICB06 FI F C/C 

IC34EI FI M C/C 

IC44EI FI M C/C 

IC55EI FI F C/C 

IC57EI FI F C/C 

IC61EI FI M C/C 

IC63EI FI F C/C 

IC66EI FI M C/C 

IC68EI FI F C/C 

IC69EI FI F C/C 

IC68EI FI M C/C 

IC69EI FI F C/C 

IC88EI FI F C/C 

IC89EI FI F C/C 

IC92EI FI M C/C 

IC93EI FI M C/C 

DP034I FI M C/C 

DP048I FI M C/C 

IC99EI FI F C/C 

IC100EI FI F C/C 

IC102EI FI M C/C 

IC104EI FI M C/C 
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IC105EI FI F C/C 

UB167 FI F C/C 

UB216 FI F C/C 

UB242 FI F C/C 

DP123 FI F C/C 

DP130 FI F C/C 

DP135 FI M C/C 

DP136 FI F C/C 

DP142 FI F C/C 

DP164 FI F C/C 

DP166 FI F C/C 

DP174 FI M C/C 

DP179 FI M C/C 

DP184 FI M C/C 

IC261E FI F C/C 

IC44EI FI M C/C 

IC55EI FI F C/C 

IC61EI FI M C/C 

IC255E FI F C/C 

 

  

Tabela 6 Quantidade de pacientes MEC e FI com a  variante MRPS18B. 

 

  

 
MRPS18B 

 Pacientes  

NM 
C/C 

Het 
C/G 

Hom 
G/G 

MEC 13 8 4 1 

FI 45 44 1 0 

     

NM: não mutado; Het: heterozigoto; Hom: homozigoto 

 

5.2. Sequenciamento de Sanger da variante MRPS18B  

Para confirmar a mutação no gene mitocondrial MRPS18B e o genótipo 

dos indivíduos testados foi feito o sequenciamento Sanger (Genewiz) em todos 

os pacientes com MEC. O DNA foi amplificado por PCR em tempo real utilizando 

primers específicos para MRPS18B. O amplicon resultante foi submetido a 
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fracionamento eletroforetico em gel de agarose 2% para confirmar a presença 

de uma única banda correspondente ao MRPS18B (Figura 4) e em seguida o 

amplicon foi submetido ao sequenciamento Sanger. Os cromatogramas da 

Figura 5 confirmaram a presença do polimorfismo 680C>G gene MRPS18B 

(Apêndice I).  

 

 

Figura 4 Fracionamento eltroforético do amplicon correspondente ao gene MRPS18B nos 
pacientes MEC. 
O DNA de cada paciente foi extraído com o kit QIAamp DNA Blood Maxi (Qiagen, EUA) e 25 ng de DNA 
foram utilizados para a amplificação do gene MRPS18B. A qualidade da PCR foi avaliada por eletroforese 
em gel 2% em TAE e todas as amostras geraram uma única banda correspondente ao MRPS18B na altura 
202 bp. 

 

 

Figura 5 Cromatograma de Sanger de pacientes com a variante MRPS18B. 
Para confirmação do genótipo foi realizado o sequenciamento Sanger. O DNA de cada paciente foi extraído 
com o kit QIAamp DNA Blood Maxi (Qiagen, EUA) e 25 ng de DNA foram utilizados para a amplificação do 
gene MRPS18B. A qualidade da PCR foi avaliada por eletroforese em gel e todas as amostras geraram 
uma única banda correspondente ao MRPS18B. Em seguida, as amostras foram sequenciadas pelo 
sequenciamento de Sanger da Genewiz. Imagens representativas do cromatograma de Sanger dos 5 
pacientes revelam a mudança no nucleotídeo. A seta em vermelho indica a mudança de base de citosina 
para guanina.  
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5.1. Função mitocondrial de linhagens EBV-LCL de pacientes que 

apresentam ou não a variante MRPS18B 

A fim de investigar se a variante 688C>G no gene MRPS18B contribui 

para um aumento de estresse nitro-oxisativo e dano mitocôndrial em células 

estimuladas com IFN-γ, realizamos ensaios funcionais em EBV-LCLs derivados 

de pacientes MEC com heterozigose (C/G), pacientes homozigotos (G/G) e 

pacientes sem mutação (NM, C/C). Quantificamos mtROS, nitrito, proteínas 

nitradas e síntese de ATP em células não estimuladas e estimuladas por IFN-γ 

(25 ng/ml). 

Para avaliar a produção de mtROS a partir das EBV-LCL foi utilizado a 

probe fluorescente MitoSOX™ Red na concentração de 5 µM. Esta probe se liga 

especificamente ao radical superóxido (Figura 6).  

 

 

Figura 6 Imagens representativas da marcação de ROS mitocondrial em EBV-LCLs usando 
MitoSox Red em EBV-LCL de paciente homozigoto. 
Linhagens de EBV-LCLs obtidas de pacientes tiveram o mtROS citoplasmático quantificado utilizando 
MitoSOX™ Red após 24 horas de tratamento com IFN-γ. Imagens representativas de mtROS citoplasmático 
com tratamento IFN-γ 25 ng/ml por 24 horas em EBV-LCL de paciente MEC07. Antimicina A = 50 µM, 
controle positivo, desacoplador de fosforilação oxidativa por inibir o complexo 3. Hoechst 33342 = núcleo 
(azul), MitoSox = mtROS (vermelho), NucGreen = viabilidade (verde) e Merge = sobreposição de imagens. 
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Para avaliar a disfunção mitocondrial dependente de estímulo de IFN-γ foi 

feita a quantificação de mtROS em EBV-LCLs de pacientes com estímulo de 

IFN-γ por 24 horas. O mtROS citoplasmático mitocondrial foi quantificado entre 

os grupos de pacientes que apresentaram a mutação em gene mitocondrial em 

homozigose, heterozigose e sem mutação 24 horas após o estímulo das EBV-

LCLs com a citocina pró inflamatória IFN-γ na concentração de 25 ng/ml. Foi 

analisado o efeito do IFN-γ na produção de mtROS de cada paciente 

individualmente e verificou-se que cada paciente respondeu de forma diferente 

em resposta ao tratamento e em consequência na produção de mtROS. 

O paciente MEC07 com a mutação em homozigose teve um aumento de 

mtROS de 12% (p= 0,0022) e o paciente MEC02 também teve aumento de 

mtROS 7% (p= 0,0087) quando comparado com o seu controle. Os pacientes 

MEC06 (HET) e MEC01 (NM) tiveram produção reduzida de mtROS (Figura 7). 
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Figura 7 mtROS citoplasmático em EBV-LCLs de pacientes MEC tratados por 24 horas 
com IFN- γ. 
Linhagens de EBV-LCLs obtidas de pacientes tiveram o mtROS citoplasmático quantificado utilizando o 
corante MitoSOX™ Red após 24 horas de tratamento com IFN- γ. Quantificação de mtROS citoplasmático 
em EBV-LCLs de pacientes MEC apresentando o genótipo em homozigose, heterozigose e sem mutação. 
Concentração das citocinas em ng/ml. AM = Antimicina A 50 µM. Hom (G/G), Het (C/G) e NM (C/C). Cada 
ponto é uma medida de um experimento independente. Foi usado o teste de Mann-Whitney. * = p <0.05, ** 
= p <0,01. 
 
 
 

Analisamos a resposta do efeito de IFN-γ na produção de nitrito nas 

linhagens EBV-LCL de cada paciente com genótipo HOM, HET e NM após 48 

horas de estímulo com IFN-γ na dose de 25 ng/ml e como na produção de 

mtROS, também foi observado que cada paciente responde de maneira diferente 

em resposta ao tratamento com IFN-γ e por consequência produção de nitrito. 
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O paciente MEC07 (HOM) teve um aumento de nitrito de 17% (p= 0,0496), 

o paciente MEC12 (HET) teve um aumento de nitrito de 39% (p= 0,0031). O 

paciente MEC02 (NM) teve produção reduzida de nitrito (Figura 8). 
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Figura 8 Produção de nitrito em pacientes com e sem mutação. 
As linhagens EBV-LCL obtidas de pacientes MEC tiveram o nitrito quantificado usando o Griess Reagent 
Kit, para quantificação de nitrito após 48 horas de tratamento com IFN-γ 25 ng/ml. Para normalização, foi 
dividido a quantidade de nitrito em nM por μg de proteínas das células. HOM (G/G), HET (C/G) e NM (C/C). 
Cada ponto é uma medida de um experimento independente. Foi usado o teste de Mann-Whitney. * = p 
<0.05, ** = p <0,01. 
 

 

Para avaliar efeito do IFN-γ na linhagem EBV-LCL na produção de 

proteínas nitradas de cada paciente com genótipo HET, HOM e NM após 48 

horas de estímulo com IFN-γ 25 ng/ml foi utilizado o método de dot blot e também 

observamos que IFN-γ induz nitração de proteína de maneira diferente em cada 

paciente. 
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O paciente MEC07 (HOM) teve um aumento de proteínas nitradas de 16% 

(p= 0,0280), o paciente MEC06 (HET) e MEC08 (HET) tiveram um aumento na 

produção de proteínas nitradas sendo 51% (p= 0,0238) e 11% (p= 0,0316) 

respectivamente. O paciente MEC02 (NM) teve produção reduzida de proteínas 

nitradas (Figura 9).  
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Figura 9 Detecção de proteínas nitradas em pacientes com e sem mutação. 
As linhagens EBV-LCL obtidas de pacientes tiveram as proteínas nitradas quantificadas usando anticorpo 
anti-3-nitrotirosina após 48 horas de tratamento com IFN-γ 25 ng/ml. Para normalização, foi dividido a 
intensidade de fluorescência pelo ponceau. HOM (G/G), HET (C/G) e NM (C/C). Cada ponto é uma medida 
de um experimento independente. Foi usado o teste de Mann-Whitney. * = p <0.05, ** = p <0,01. 
 
 

Para avaliar a síntese de ATP na linhagem EBV-LCL em resposta 

tratamento de IFN-γ 25 ng/ml por 48 horas em cada paciente com genótipo HET, 

HOM e NM foi utilizado o kit ATP Determination. 
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O paciente MEC07 (HOM) teve uma redução da síntese de ATP de 42% 

(p= 0,001), os pacientes MEC08 (HET) e MEC02 (NM) também tiveram uma 

redução na síntese de ATP sendo: 30% (p= 0,0022) e 22% (p= 0,0017) 

respectivamente. O paciente MEC03 (NM) teve produção aumentada de síntese 

de ATP (Figura 10). 
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Figura 10 Avaliação da síntese de ATP em pacientes com e sem mutação. 
As linhagens EBV-LCL obtidas de pacientes tiveram a síntese de ATP quantificada usando o kit ATP 
Determination após 48 horas de tratamento com IFN-γ 25 ng/ml. Para normalização, foi dividido a 
quantidade de ATP em µM por ug de proteínas das células. HOM (G/G), HET (C/G) e NM (C/C). Cada ponto 
é uma medida de um experimento independente. Foi usado o teste de Mann-Whitney. ** = p <0,01, *** = p 
<0,001 
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5.2. IFN-γ causa estresse nitro-oxidativo e dano mitocondrial em 

pacientes portadores da variação MRPS18B P260A 

Após analise de dados individualmente, foi feita uma nova análise a partir 

das médias de cada experimento individual e foi feita uma análise por grupos, 

sendo possível somente aplicar a estatística comparativa entre o grupo C/G e 

C/C. Descobrimos que os pacientes C/G (MEC06, MEC08 e MEC12) e G/G 

(MEC07) são mais suscetíveis aos efeitos prejudiciais do IFN-γ em comparação 

com os pacientes C/C (MEC01, MEC02 e MEC03). Identificamos que os 

pacientes C/G e G/G tiveram uma produção aumentada de nitrito (31% e 38%, 

respectivamente (p <0,01) em comparação com o grupo C/C (Figura 11A). Da 

mesma forma, os pacientes C/G tiveram um aumento de 67% (p <0,0001) e G/G 

70% de aumento de proteínas nitradas quando comparados com o grupo C/C 

(Figura 11B). 

Em seguida, medimos a produção de ATP por ensaio baseado em 

luciferase e descobrimos que IFN-γ reduziu 3% (não significativo) a produção de 

ATP em pacientes C/G em comparação com pacientes C/C, enquanto o MEC07 

G/G mostrou uma redução de 54% (Figura 11C). 

Avaliamos a produção de mtROS usando MitoSOX™ Red e os resultados 

mostram que não há aumento significativo nos pacientes C/G vs C/C, mas o 

paciente homozigoto CME7 (G/G) apresentou aumento de 12% quando 

comparado aos demais pacientes (Figura 11D). Um ensaio de viabilidade indica 

que IFN-γ e os resultados mostraram que 25 ng/ml não foi citotóxico, como 

mostrado na Figura 12.  
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Figura 11 Produção de ATP e estresse nitro-oxidativo após tratamento com IFN- γ em 
portadores ou não portadores de mutação do gene mitocondrial MRPS18B 688C>G 
MRPS18B P230A.  
EBV-LCL foi obtido a partir de PBMCs dos pacientes e infectados com o vírus EBV para transformação. Os 
EBV-LCL dos pacientes foram estimulados in vitro com IFN-γ. Medimos a produção de mtROS, nitrito e 
ATP e a quantificação relativa de proteínas nitradas após estímulo com IFN-γ 25 ng/ml com MitoSOX ™ 
Red, Griess Reagent Kit, Dot Blot, ATP Determination Kit e o anticorpo anti-3-nitrotirosina. Aqui, 
representamos a proporção média entre células estimuladas com IFN-γ e células não estimuladas. Cada 
ponto é um paciente com ≥6 medições independentes. A estatística usada foi Two-way ANOVA realizada 
entre C/C e C/G. ** = p <0,01, **** = p <0,0001. 
 
 
 

Para avaliar se o tratamento com IFN-γ em EBV-LCLs causou morte 

celular, foi utilizado o corante ReadyProbes™ NucGreen para quantificar a 

viabilidade dos EBV-LCLs. Nenhuma diminuição na viabilidade celular de EBV-

LCLs foi observada após a incubação com IFN-γ (Figura 12). 
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Figura 12 Viabilidade de células EBV-LCL após tratamento com IFN-γ por 24 horas. 
EBV-LCL obtida dos pacientes teve a viabilidade quantificada pelo corante ReadyProbes ™ NucGreen após 
24 horas de tratamento com IFN-γ (25 ng/ml). Viabilidade celular de EBV-LCLs de pacientes com MEC com 
a mutação em HOM (G/G), HET (C/G) e NM (C/C). Cada ponto é uma medida de um experimento 
independente. Foi usado o teste de Mann-Whitney. 
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5.1. Quantificação do DNA mitocondrial no plasma e buffy coat de 

pacientes MEC portadores ou não portadores de mutação do 

gene mitocondrial MRPS18B c.688C>G p.P230A.  

Para avaliar se o paciente MEC com mutação em HOM apresenta 

disfunção mitocondrial sistêmica maior que os grupos HET e NM, fizemos a 

determinação do mtDNA circulante com o método de PCR em tempo real e três 

genes mitocondriais MT-ND1, MT-CYTB e MT-COXIII. Foi quantificado o DNA 

mitocondrial no plasma e no buffy coat de pacientes com megaesôfago 

chagásico (n = 13). O plasma foi processado e o DNA extraído como descrito 

nos métodos. 

Não houve diferença entres os genótipos no mtDNA extraído do plasma 

(Figura 13) e do buffy coat de pacientes MEC (Figura 14). 
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Figura 13 Quantificação do mtDNA no plasma dos pacientes MEC. 
As amostras foram isoladas do plasma de pacientes e três genes mitocondriais em plasma de pacientes 
MEC (n= 13) foram quantificados por PCR em tempo real. (A) gene MT-ND1, (B) gene MT-CYTB e (C) 
gene MT-COXIII. NM = não mutado, HET = heterozigoto e HOM = homozigoto.  
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Figura 14 Quantificação do mtDNA no buffy coat dos pacientes MEC. 
As amostras foram isoladas do plasma de pacientes e três genes mitocondriais em buffy coat de pacientes 
MEC (n= 13) foram quantificados por PCR em tempo real. (A) gene MT-ND1, (B) gene MT-CYTB e (C) 
gene MT-COXIII. NM = não mutado, HET = heterozigoto e HOM = homozigoto.  
 

5.2. Detecção de FGF-21 no plasma de pacientes MEC portadores ou 

não portadores de mutação do gene mitocondrial MRPS18B 

688C>G P230A. 

A quantificação de FGF-21 no plasma foi feita conforme descrito nos 

métodos e foram avaliados o plasma dos 13 pacientes MEC. Não houve 

diferença entres os genótipos e os níveis de FGF-21 no plasma (Figura 15). 
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Figura 15 Níveis de FGF-21 no plasma de pacientes com MEC. 
Níveis de FGF-21 no plasma de pacientes com MEC (n= 13). A quantidade de FGF-21 foi detectada por 
ensaio de imunoabsorção enzimática usando uma curva padrão para medição das amostras e foi 
correlacionado entre os genótipos NM = não mutado, HET = heterozigoto e HOM = homozigoto.  
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6. Discussão 

 

Este estudo demonstrou pela primeira vez a relevância da presença de 

variantes patogênicas em pacientes com megaesôfago da doença de Chagas. 

Demonstramos que os pacientes MEC apresentam maior frequência de 

mutações patogênicas comparadas com os pacientes da FI, como por exemplo 

a mutação mitocondrial MRPS18B 688C>G que foi identificada em 38% dos 

MEC e 2% dos pacientes FI. O tratamento com IFN-γ em linhagens de células 

EBV-LCL portadoras de MRPS18B 688C>G em homozigose foi associado à 

disfunção mitocondrial (medida pela diminuição da produção de ATP) e aumento 

de estresse nitro-oxidativo, em comparação com pacientes com megaesôfago 

sem a mutação. Os resultados sugerem ainda um efeito de dosagem do gene, 

uma vez que o paciente homozigoto G/G apresentou maior estresse nitro-

oxidativo, em comparação aos grupos sem mutação e heterozigotos. Também 

mostramos, através da medição de marcadores periféricos de disfunção 

mitocondrial como o FGF-21 e do mtDNA de três genes, que não há indícios 

fortes de que exista uma disfunção global, indiciando que provavelmente seja 

mais localizado na região do tecido inflamado, no caso de pacientes MEC, no 

esôfago. Análises histológicas e/ou moleculates dos fragmentos esofágicos dos 

pacientes MEC seriam uma forma de responder essa questão. 

Neste trabalho focamos na mutação mitocondrial MRPS18B, uma vez que 

estudos recentes vêm apontando a contribuição importante da mitocôndria na 

patogenia da doença de Chagas. As proteínas MRPS18 são codificadas por 

genes nucleares e estão envolvidas na síntese de proteínas dentro da 

mitocôndria. As proteínas homólogas são proteínas que compõem a subunidade 

pequena 28S (MRPS18B e C) e a subunidade grande 39S (MRPS18A) dos 

mitorribossomos 55S de mamíferos (Cavdar Koc et al., 2001; Greber et al., 2015; 

Gopisetty and Thangarajan, 2016; Mushtaq et al., 2016). As mitocôndrias têm 

seu próprio sistema de tradução para a síntese das treze proteínas que 

compõem o complexo da fosforilação oxidativa (OXPHOS).  

Mutações em proteínas mitorribossômicas são causas frequentes de 

distúrbios metabólicos e energéticos devido a deficiências na síntese de 

proteínas mitocondriais (Ferrari et al., 2021). Mutações nos genes MRPS 
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demonstraram ter efeitos deletérios, especialmente em distúrbios da cadeia 

respiratória mitocondrial. Mutações causadoras de doenças mitocondriais foram 

encontradas em treze proteínas mitoribossômicas da subunidade ribossomal 

pequena (MRPS1, MRPS2, MRPS6, MRPS7, MRPS9, MRPS11, MRPS14, 

MRPS16; MRPS22, MRPS23, MRPS25, MRPS34, MRPS39) e quatro proteínas 

mitoribossômicas da subunidade ribossomal grande (MRPL3, MRPL12, 

MRPL24, MRPL44) (Ferrari et al., 2021). Vários deles estão associados a 

cardiomiopatia, como também foi observado em estudo do nosso grupo onde foi 

identificado a presença da mutação MRPS18B em pacientes CCC (Ferrari et al., 

2021; Ouarhache et al., 2021). Algumas proteínas deste grupo desempenham 

papéis extraribossômicos, como participação da regulação da apoptose e de 

uma série de cascatas de sinalização celular (Gopisetty and Thangarajan, 2016). 

Mutações no gene mitocondrial que afetam a tradução mitocondrial, como nos 

tRNAs mitocondriais, foram associadas à Síndrome de Leigh e  observadas na 

encefalopatia neuro‐gastrointestinal mitocondrial (MNGIE), duas doenças 

mitocondriais com perda de neurônios e neurônios do plexo miotérico e disfagia. 

(Finsterer, 2004; Gorman et al., 2016; Finsterer and Frank, 2017; Ferrari et al., 

2021).  

Nossos resultados corroboram com o papel das variantes do gene 

mitocondrial na suscetibilidade às formas sintomáticas da doença de Chagas, 

conforme observado pela primeira vez em pacientes CCC (Ouarhache et al., 

2021). No entanto, a maioria das doenças mitocondriais afetam crianças 

pequenas e recém-nascidos e frequentemente envolvem vários sistemas de 

órgãos. É interessante notar que o paciente MEC07, que apresenta a variante 

homozigótica, é um paciente de 60 anos com sintomas digestivos e cardiológicos 

(insuficiência cardíaca, classe funcional New York Heart Association (NYHA II). 

O fato de que o fenótipo mitocondrial in vitro só emergiu após estimulação de 

citocinas e só se expressou clinicamente em um adulto é sugestivo de um 

fenômeno two-hit, onde a mutação aumenta a suscetibilidade das células ao 

estresse nitro-oxidativo induzido por IFN-γ e disfunção mitocondrial.  

Dessa forma, o dano mitocondrial two-hit estaria localizado apenas em 

sítios inflamatórios em pacientes com doença de Chagas; por exemplo em plexo 
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mioentérico em pacientes com doença de Chagas com megaesôfago (Matsuda 

et al., 2009) e no coração no caso do CCC (Nogueira et al., 2014).  

O gene MRPS18B é um dos genes identificados no estudo de múltiplas 

famílias soropositivas para portadores de Chagas e CCC, mencionado 

anteriormente (Ouarhache et al., 2021) e por meio do sequenciamento completo 

do exoma também foi identificado a mutação no gene mitocondrial nos pacientes 

MEC. Isso nos leva a supor que os pacientes MEC tenham uma piora na 

patologia porque esta mutação causa disfunção ribossomal afetando a síntese 

de proteínas essenciais para fosforilação oxidativa e a homeostase mitocondrial. 

É possível hipotetizar que portadores da mutação apresentem aumento de ROS 

e posteriormente de NOS2 aumentando o peroxinitrito e no caso do paciente 

homozigoto levar à disfunção mitocondrial com redução da produção de ATP. 

A resposta imunológica crônica também é um fator-chave associado com 

a pior progressão dos pacientes com doença de Chagas (Reis et al., 1993). As 

citocinas pró-inflamatórias IFN-γ e TNF-α estão aumentadas exclusivamente em 

pacientes com CCC em comparação com pacientes com cardiomiopatia dilatada 

(Abel et al., 2001) e estes estímulos são reportados como sendo indutores de 

disfunção mitocondrial por acarretar danos no tecido cardíaco (Lee et al., 2007; 

Bocchi et al., 2017; Meyer et al., 2017) e em cardiomiocitos in vitro (Nunes and 

Andrieux et al., 2021), promovendo aumento na produção de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) que também são oriundas da infecção pelo 

T. cruzi (Abel et al., 2001; Gupta et al., 2009; Pissetti et al., 2011; Wan et al., 

2012). Tendo em vista que o gatilho compartilhado pelos pacientes com 

megaesôfago e cardiomiopatia chagásica é a infecção pelo T. cruzi, nossa 

hipótese é que esses pacientes MEC também podem ter disfunção 

mitocondrial/energética associada à patologia em presença de mutação no gene 

mitocondrial. 

Identificamos que os pacientes MEC quando expostos ao IFN-γ 

respondem de forma diferente na produção de mtROS citoplasmáticos. Apesar 

de não termos encontrado diferenças na produção de mtROS no grupo de 

pacientes heterozigotos para MRPS18B, identificamos que o MEC07 MRPS18B 

G/G, teve um aumento significativo de 12% no mtROS em relação a todos os 
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grupos, mostrando a mutação em homozigoze pode contribuir para uma piora no 

metabolismo mitocondrial que culmina em maior produção de mtROS.  

Um trabalho realizado para avaliar o papel do óxido nítrico na destruição 

neuronal em camundongos C57BL/6 controles e knockout para NOS2 e IFN 

durante a infecção por T. cruzi demonstrou que a denervação miontérica 

observada na fase aguda da infecção pelo protozoário é devido a produção de 

óxido nítrico (NO) e IFN-γ, pois foi observado que em camundongos controle 

produziam mais NO quando comparado com os dois grupos knockout (Arantes 

et al., 2004). Nosso estudo mostrou que as EBV-LCL dos pacientes MEC 

portadores da variante genética em homozigose e em heterozigose demonstrou 

um aumento na produção de nitrito (produto do metabolismo endógeno do NO) 

após o tratamento com IFN-γ, mostrando assim que a citocina tem um papel 

essencial no aumento da produção de nitrito e por consequência gerando uma 

possível disfunção mitocondrial e o aumento de agentes que em grandes 

quantidades se tornam tóxicos para o funcionamento da mitocôndria. 

Além do aumento de nitrito, os pacientes portadores MRPS18B 688C>G 

P260A aumentaram a quantidade de proteínas nitradas após estímulo com IFN-

γ em comparação com os não portadores. A identificação de proteínas nitradas 

é uma consequência do aumento de peroxinitrito (ONOO⁻), produto originado 

pela combinação de superóxido e NO ou pela combinação de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) com nitrito (Rakshit et al., 2014). A produção excessiva de 

ONOO- pode levar à danos teciduais e disfunção mitocondrial (Kauppinen et al., 

2013; Rakshit et al., 2014). Um estudo feito em linhagens de hepatomas e de 

fibrosarcoma também demonstrou que após o tratamento com IFN-γ ocorreu um 

aumento peroxinitrito (Rakshit et al., 2014).  

Sabemos que as mitocôndrias possuem um papel importante na produção 

de energia para o consumo das células e essa energia é representada pela 

produção da molécula ATP, sendo assim a principal forma de energia para a 

demanda energética das células. Em estudos anteriores do nosso grupo 

demonstrou que pacientes com CCC possuem uma redução na produção de 

ATP através da fosforilação oxidativa (Teixeira et al., 2011). Nossas 

investigações mostraram que essa diminuição também se encontra presente nos 

pacientes MEC, onde observamos uma diminuição na síntese de ATP nas EBV-
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EBV-LCL do paciente com mutação mitocondrial homozigota após o tratamento 

com IFN-γ.  

Um grupo divulgou um estudo in vitro em um modelo celular de mucosa 

intestinal tratada com citocinas como IFN-γ e TNF-α e infecção por C. rodentium. 

Os resultados demonstraram que após o tratamento com as citocinas, tanto 

separadas quanto em combinação, mesmo sem a infecção por C. rodentium 

provoca uma diminuição na síntese de ATP, esse resultado também ficou 

evidenciado após o tratamento com as citocinas mais a infecção por C. 

rodentium, demonstrando assim o grande impacto que as citocinas tem na 

redução na produção de ATP (Maiti et al., 2015). Obtivemos o mesmo achado 

em nossas linhagens de pacientes após o tratamento com IFN-γ no paciente com 

a mutação homozigota em MRPS18B, revelando que as citocinas podem 

contribuir para um mal funcionamento das mitocôndrias.  

Em conjunto, identificamos que a mutação patogênica exclusiva de 

pacientes MEC MRPS18B 688C>G P230A esteve associada a estresse 

nitrosativo e à diminuicao da produção de ATP no que parece ser uma resposta 

dependente do genótipo. Os efeitos nitro-oxidativos do IFN-γ foram maiores em 

células EBV-LCL de pacientes homozigotos e heterozigotos, respectivamente, 

em comparação com pacientes não mutados. Para explicar o mecanismo por 

trás desses fenômenos, trouxemos uma nova hipótese. Acreditamos que essa 

mutação causa a ruptura do ribossomo mitocondrial, ou seja, mutações que 

levam à disfunção do ribossomo que afetam a tradução das 13 proteínas 

codificadas pelo DNA mitocondrial, resultando em um defeito da cadeia 

respiratória, aumento da produção de mtROS e, consequentemente, espécies 

reativas de nitrogênio (RNS). 

Na verdade, o paciente homozigoto (MEC07 G/G) seguiu esse padrão, 

onde o estímulo de IFN-γ aumentou mtROS, nitrito e nitração de tirosina 

acompanhada por produção reduzida de ATP. O grupo heterozigoto (C/G) 

aumentou o nitrito e a nitrotirosina de forma independente do mtROS. Isso pode 

ser explicado pela ativação direta de NOS2 pelo próprio IFN-γ ou pela rápida 

conversão catalítica de mtROS vazados em peróxido de hidrogênio (H2O2) por 

enzimas antioxidantes, como superóxido dismutases (Macmillan-Crow and 

Crow, 2011). O emprego de metodologias refinadas para detecção de mtROS, 
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como cromatografia líquida com espectrômetro de massa (LC-MS) e técnica de 

ressonância paramagnética de elétrons (EPR)/spin-trapping "livre de sonda" 

(Cheng et al., 2018) poderia nos dar uma pista melhor sobre a produção de 

mtROS nessas células. 

O aumento da nitração de proteínas observado em nosso modelo também 

pode ser explicado pelos efeitos de dano combinatórios entre a ativação 

aumentada de NF-kB/NOS2 por IFN-γ. Uma sinalização aumentada da via NF-

kB/NOS2, secundária a mutações observadas em genes ligados à inflamação, 

pode ter sido responsável pelo aumento de NO e nitração de proteínas nos 

pacientes heterozigotos.  

Nosso estudo teve limitações. O número reduzido de pacientes MEC 

analisados pode mascarar a identificação de mutações mitocôndriais adicionais 

e o número reduzido de EBV-LCL empregado para os ensaios funcionais 

apresenta apenas resultados sugestivos e não definitivos. No entanto, as 

diferenças identificadas na frequência de variantes genética entre os grupos 

MEC (34 variantes) e FI foram robustas, e um fenótipo de fenótipo 

celular/molecular foi associado à variante. Para estimar se de fato essa via 

poderia estar influenciando nas respostas das EBV-LCLs dos pacientes, testes 

adicionais precisam ser feitos como por exemplo silenciar as vias associadas 

aos genes nas linhagens e medir novamente como as linhagens responderiam 

ao estímulo com IFN-γ. 

  



64 
 

     
 

7. Conclusão 

 

- Foram identificadas mutações em 34 genes nos 13 pacientes MEC; 

 

- 5 dos 13 pacientes MEC apresentam mutação em gene mitocondrial MRPS18B 

c.688C>G p.P230A (4 em heterozigose e 1 em homozigose) e somente foi 

identificada em 1 dos 45 nos pacientes FI, em heterozigose; 

 

- Estimulação in vitro com IFN-γ de EBV-LCL do paciente MEC portador da 

mutação homozigota no gene mitocondrial MRPS18B causa diminuição da 

síntese de ATP e aumento de mtROS, nitrito, nitração de proteínas.  

 

- Estimulação in vitro com IFN-γ de EBV-LCL dos pacientes MEC portadores da 

mutação em heterozigose no gene mitocondrial MRPS18B promoveu aumento 

de nitrito e de nitração de proteínas, quando comparado com o grupo sem 

mutação; 

 

A presença de mutação em gene mitocondrial pode estar ligada ao 

desenvolvimento do megaesôfago em pacientes com doença de Chagas, 

secundária ao aumento do estresse nitro-oxidativo e diminuição de função 

mitocondrial quando em homozigose. 



65 
 

     
 

8. Anexos 

ANEXO I 

N° CAAE: 35658720.2.0000.0068 

Título das Genética e patogenia de megaesôfago chagásico: identificação de variantes 

patogênicas raras e investigação de seu impacto funcional 

 

HOSPITAL DAS CLÍNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO-

HCFMUSP 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

 

DADOS DA PESQUISA 

 

Título da pesquisa: Genética e patogenia de megaesôfago chagásico: identificação de variantes 

patogênicas raras e investigação de seu impacto funcional. 

Pesquisador Principal: Prof. Dr. Edecio Cunha 

Neto Departamento/Instituto: Instituto do 

Coração 

1. Você está sendo convidado a participar do estudo por ser portador da Doença de Chagas. O 

objetivo do estudo é avaliar porque algumas pessoas apresentam o megaesôfago, sendo 

portadoras ou não da doença de Chagas. Procuramos também entender por que apenas um 

grupo dos portadores da doença de Chagas desenvolve o megaesôfago. Para isso 

compararemos os pacientes com megaesôfago chagásico, portadores da forma indeterminada 

da doença de Chagas, e portadores de megaesôfago não chagásico. Vamos estudar aspectos 

genéticos, imunológicos, e funcionais das mitocôndrias, a parte da célula que produz energia. Já 

se sabe que alguns pacientes com Chagas possuem mutações que afetam as mitocôndrias, e 

queremos avaliar se essas mutações podem causar o megaesôfago e outras formas da doença 

de Chagas.  
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2. Para isso, coletaremos uma amostra de sangue de até 45 ml (correspondente a 5 colheres de 

sopa) de sua veia do braço, com agulha estéril descartável. Afora a leve picada e talvez um 

hematoma no local, o (a) senhor (a) não terá desconforto ou risco adicional. Com o sangue 

coletado, extrairemos células do sangue, DNA, soro e plasma para estudos imunológicos, 

genéticos e funcionais. Talvez você seja convocado de novo, para nova coleta de sangue, 

dependendo do resultado da análise da primeira amostra.  

3. Não há benefício direto e imediato para o participante. Entretanto, a pesquisa ajudará a encontrar 

um tratamento mais eficiente para a Doença de Chagas no futuro para outros pacientes, ou até 

mesmo ao (à) senhor (a) no futuro. 

4. Você pode recusar-se a participar, e também deixar o estudo em qualquer momento, sem 

penalização alguma, retirando o consentimento para participação no estudo; a continuidade de 

seu tratamento na Instituição é garantida. Será mantido sigilo e privacidade sobre seus dados 

pessoais ou resultados de exames. As informações obtidas serão analisadas em conjunto com 

outros pacientes, não sendo divulgada a identificação de nenhum participante. Você receberá 

uma via deste documento (Termo de consentimento livre e esclarecido) 

5. Você tem o direito de saber sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos 

abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores, com a opção de tomar 

ou não conhecimento destas informações. 

6. Não há despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e 

consultas. Também não há compensação financeira relacionada à sua participação. Se existir 

qualquer despesa adicional, ela será absorvida pelo orçamento da pesquisa. Você pode ser 

indenizado em caso de eventual dano decorrente da pesquisa, embora este seja improvável. 

7. O material biológico (sangue, células do sangue, DNA) obtido para esta pesquisa será 

armazenado para execução dessa pesquisa após acúmulo de vários pacientes, de acordo com a 

resolução CNS 441/2011, de 12 de maio de 2011. Seu material ficará armazenado por 5 (cinco) 

anos em biorrepositório, localizado no Laboratório de Imunologia do Instituto do Coração-

HCFMUSP. Se precisarmos armazenar sua amostra por mais que 5 anos, será solicitada a 

renovação do seu consentimento. Se precisarmos utilizar sua amostra no futuro, em outro estudo, 

entraremos em contato com você por telefone e/ou telegrama para solicitar novo consentimento. 

Toda nova pesquisa só será realizada com a aprovação do do. A confidencialidade de seus dados 

será mantida e o(a) senhor(a) receberá uma via assinada pelo pesquisador principal deste termo 

de consentimento. 
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8. Em qualquer etapa do estudo, você terá acesso aos profissionais responsáveis pela pesquisa 

para esclarecimento de eventuais dúvidas. O principal investigador é o Dr. Edecio Cunha Neto, 

que pode ser encontrado no endereço Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 44 Bloco II, 9º andar – 

São Paulo, SP 05403-904, Telefones (11) 2661-5914 ou 2661-5906, email edecunha@gmail.com. 

Se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o 

Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) – Rua Ovídio Pires de Campos, 225 – 5º andar – tel: (11) 

2661-7585 / 2661- 1548 / 2661-1549 ou e-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br. O CEP é 

responsável pela avaliação e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas 

envolvendo seres humanos. Visa salvaguardar a dignidade, os direitos, a segurança e o bem-

estar do sujeito da pesquisa. 

9. Informamos que caso seja realizada alguma transferência do material biológico humano 

armazenado, esta será comunicada ao participante da pesquisa, sempre que possível. Caso 

ocorra perda ou destruição de suas amostras biológicas, bem como o encerramento do 

Biorrepositório, o participante de pesquisa será informado, Além disso o participante de pesquisa 

ou seu responsável poderá solicitar a devolução ou destruição das amostras biológicas ainda não 

processadas, mediante formalização da desistência, valendo a partir da data desta manifestação. 

10. Os participantes terão direito a toda forma de acompanhamento e assistência integral gratuita 

inclusive considerando benefícios e acompanhamentos durante o período necessário, inclusive 

posterior ao encerramento e/ ou a interrupção da pesquisa.  O pesquisador principal 

responsabiliza-se em proporcionar assistência imediata aos participantes nas diferentes fases da 

pesquisa bem como responsabilizarem-se pela assistência integral aos participantes da pesquisa 

bem como no que se refere às complicações e danos decorrentes da pesquisa. 

11. Você autoriza, ou não, que outras pessoas sejam contatadas (no caso seus familiares), qual a 

pessoa/membro da família que poderá ser contatado:  

 

NÃO (  )  

 

     SIM (  ) Nome: ________________________________ Telefone: (  )_________________ 

 

 

mailto:edecunha@gmail.com.
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Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Genética e patogenia de megaesôfago chagásico: 

identificação de variantes patogênicas raras e investigação de seu impacto funcional”. Eu discuti com 

o Pesquisador Responsável Dr. Edecio Cunha Neto sobre a minha decisão em participar nesse estudo. 

Ficaram claros para mim os objetivos, os procedimentos, os potenciais desconfortos e riscos e as 

garantias. Concordo voluntariamente em participar deste estudo assino este termo de consentimento 

e recebo uma via rubricada pelo pesquisador. 

 

 

 

 

 

Assinatura do paciente/representante legal Data / / 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Assinatura do responsável pelo estudo Data / / 
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de parentesco, tutor, curador etc.) ................................................................. 
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Apêndice I 

Figura Suplementar 1 Cromatogramas de Sanger de pacientes MEC 

Pacientes MEC02 MEC03 MEC04 MEC05 

Genótipo exoma C/C C/C C/G C/C 

Genótipo Sanger C/C C/C C/G C/C 
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Pacientes MEC09 MEC10 MEC11 MEC13 

Genótipo exoma C/C C/C C/C C/C 

Genótipo Sanger C/C C/C C/C C/C 
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