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RESUMO

A Tripanossomiase Americana ou doenga de Chagas (DC) é uma doenca zoonotica
caracterizada por progressdo cronica, endémica em 21 paises da América Latina, afetando
aproximadamente 6 milhdes de individuos, cujo agente etiologico € o Trypanosoma cruzi. A
DC apresenta duas fases distintas: aguda e cronica. A fase aguda ocorre apds o contagio e a
cronica apos um periodo de dois meses do primeiro contato; a cronificagdo assintomética da
doenca, € definida como forma indeterminada. Nesse periodo, o paciente ndo apresenta
sintomas, mas ao evoluir para a fase cronica sintomatica os individuos podem apresentar
sintomas cardiacos e digestivos, sendo classificados com a forma clinica crénica, conforme o
orgdo infectado. Caracteristicas das cepas do agente infectante, resposta imunoldgica contra o
parasita, a carga genética do paciente e do parasita, além de comorbidades preexistentes, sao
relacionadas a evolucdo dos sintomas clinicos ou na auséncia deles. Neste sentido estudos sobre
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) associados a estas comorbidades, podem auxiliar na
compreensao da fisiopatologia da DC. Polimorfismos em genes como ACE2, que esté associado
a hipertensdo, podem esclarecer alguns aspectos. Este trabalho teve como objetivo avaliar o
polimorfismo do gene ACE 2-rs 2074192 por meio da técnica de sequenciamento de Sanger e
relaciond-lo com as comorbidades dos pacientes nas duas formas clinicas crénicas da doenca
de Chagas, indeterminada e cardiaca. Foram incluidos pacientes do sexo masculino, com a
forma clinica crénica indeterminada (n=46) e cardiaca (n=18) da DC, atendidos no ambulatério
do HC-FMB/ UNESP. Os dados clinicos foram retirados do prontuério eletrénico e a avaliacdo
do SNP foi realizada em células nucleadas do sangue periférico pelo método de Sanger. Os
resultados obtidos demonstraram que as caracteristicas clinicas (idade, indice de massa
corporea ou IMC, etnia) ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas. Os pacientes
com DC apresentaram idade média de 64 anos para a forma indeterminada e 66 anos para a
forma cardiaca, ambos classificados como idosos. O IMC foi de 26 kg/ m? para os dois grupos.
Os valores de triglicerideos, HDL e glicose apresentaram valores semelhantes aos niveis de
normalidade. A avaliacdo do SNP para o gene ACE 2-rs 2074192 ndo mostrou diferencas nas
frequéncias de guanina (G) e adenina (A). As avaliacbes para presenca de hipertenséo,
obesidade, dislipidemia e diabetes também ndo demonstraram diferengas nas frequéncias de
alelos G e A. Por fim, nosso estudo ndo apresentou relagéo entre a presenca do polimorfismo e
a forma clinica da DC.

Palavras chave: Doenca de Chagas; Enzima conversora de angiotensina; polimorfismo.



ABSTRACT

American Trypanosomiasis is a zoonotic disease characterized by chronic progression, endemic
in 21 Latin American countries, affecting approximately 6 million individuals. Chagas disease
(CD) has Trypanosoma cruzi as the responsible agent. CD has two distinct phases: acute and
chronic. The acute phase occurs after contagion and the chronic phase after a period of two
months from the first contact; the asymptomatic chronification of the disease is defined as an
indeterminate form. During this period, the patient does not have symptoms, but when
progressing to the symptomatic chronic phase, individuals may have cardiac and digestive
symptoms, being classified with the chronic clinical form, according to the infected organ.
Characteristics of the infecting agent strains, immune response against the parasite, the genetic
load of the patient and the parasite, in addition to preexisting comorbidities, are related to the
evolution of clinical symptoms or their absence. In this sense, studies on Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) associated with these comorbidities may help in understanding the
pathophysiology of CD. Polymorphisms in genes such as ACE2, which is associated with
hypertension, may clarify some aspects. This study aimed to evaluate the polymorphism of the
ACE 2-rs 2074192 gene using the Sanger sequencing technique and relate it to the comorbidities
of patients in the two chronic clinical forms of Chagas disease, indeterminate and cardiac. Male
patients with the undetermined chronic (n=46) and cardiac (n=18) clinical form of CD, seen at
the HC-FMB/UNESP outpatient clinic, were included. Clinical data were taken from the
electronic medical record and the SNP evaluation was performed in peripheral blood nucleated
cells using the Sanger method. The results obtained showed that the clinical characteristics (age,
BMI, ethnicity) did not present statistically significant differences. CD patients had a mean age
of 64 years for the indeterminate form and 66 years for the cardiac form, both classified as
elderly. BMI was 26 kg/m2 for both groups. The values of triglycerides, HDL and glucose
showed values similar to normality levels. SNP evaluation for the ACE 2-rs 2074192 gene did
not show differences in guanine (G) and adenine (A) frequencies. Assessments for the presence
of hypertension, obesity, dyslipidemia and diabetes also did not show differences in the
frequencies of SNP G and A.

Keywords: Chagas disease; Angiotensin converting enzyme; polymorphism.



1. INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE CHAGAS E HIPERTENSAO

A Tripanossomiase Americana é uma zoonose caracterizada por desencadear infeccao
generalizada, com possivel evolucdo cronica, de carater endémico, sendo frequentemente
descrita como doenca de Chagas (DC). O agente causador da DC é o protozoario Trypanosoma
cruzi (T. cruzi) hemoflagelado intracelular, pertencente a subfamilia Triatominae, compondo
uma variedade de 142 espécies. O triatomineo transmissor, vetor da DC, é um inseto
hematdfago de habitos noturnos, sendo conhecido popularmente como barbeiro (1-4).

A DC ¢ endémica em 21 paises latino-americanos, afetando aproximadamente seis
milh&es de individuos. Possui incidéncia nessa regidao continental de 30 mil novos casos a cada
ano, com uma estimativa de 14 mil mortes anuais. Estimativas apontam que ha 70 milhdes de
individuos vivendo em &reas favoraveis a exposi¢do, aumentando assim a probabilidade de
contrair a doenga (5) (Figura 1). No Brasil, a DC tanto na fase aguda quanto na cronica, tornou-

se um agravo de notificagdo compulsoria desde maio de 2020 (5-7).

Endémica em 21 paises da América Latina 6 milhoes

de pessoas infectadas
na América Latina

70 mithoes

de pessoas no mundo
estao em risco de
contrair a doenca

A cada ano morrem
14,000 pessoas

R : Nv‘

FIGURA 1- Distribuicdo, prevaléncia e incidéncia da Doenca de Chagas.
Fonte: DNDi América Latina, 2019.

@ Endémica
© Nao endémica mas presente

A transmissdo € classicamente vetorial através do contato com as fezes e/ou urina
contaminadas destes triatomineos. T. cruzi ndo é transmitido somente por vetores ou o que se
denomina de via vetorial, podendo ainda ser transmitido ao ser humano por diferentes vias, das

quais séo classificadas conforme a tabela 1.

14



TABELA 1- Vias de transmissdo do Trypanosoma cruzi comprovadas.

VIA DE TRANSMISSAO DEFINICAO

Vetorial Transmitida pelas fezes e/ou urina de triatomineo no
momento do repasto sanguineo no hospedeiro.
Transfusional Transmissdo ocorre por transfusdo sanguinea de
doadores que ndo realizaram a triagem. Ocorréncia em
locais sem banco de sangue.
Transplante de 6rgaos solidos Transmissdo ocorre por transplante de 6rgdos de
doadores ndo identificados, sem normatizacao.
Vertical Transmissdo entre mae infectada e feto saudavel
durante a gestacdo. Acomete em meédia, oito mil
recém-nascidos
Leite materno Transmiss&o ocorre entre mée infectada e seu recém-
nascido saudavel, sendo mais frequente na fase aguda
da DC.
Oral Transmissdo por meio de alimentos contaminados que
possam conter o triatomineo, fezes ou urina do inseto.
Ex: cana de acUcar, agai.
Sexual Ocorréncia em individuos na fase aguda da doenca que
mantenham relacfes sexuais com eventual exposi¢édo
ao sangue.
Acidentes laboratoriais Profissionais da area da saide podem ser infectados
atraves de material perfurocortante contaminado e/ou
manuseio de animais utilizados em para pesquisa e

diagnostico da DC.

Manuseio de animais infectados Individuos que manipulam carcaca de animais

infectados durante procedimentos de diagndstico.

Fonte: autores 8-11.

Na DC séo descritas duas fases distintas: aguda e cronica. A fase aguda inicia-se em um
intervalo de tempo entre oito a 10 dias apds a infeccdo pelo parasito, e possui como
caracteristica, a alta parasitemia, tanto na corrente sanguinea, quanto nos tecidos do individuo

(11-12). Pacientes neste periodo, apresentam desde sinais classicos, como chagoma de

15



inoculacdo e/ou sinal de Romafia, até sintomas mais graves como derrame pericardico,
meningoencefalite e/ou miocardite aguda. O diagndstico confirmatdrio ocorre através da
realizacdo de pelo menos dois exames parasitoldgicos diretos ou testes sorolégicos, nos casos
em que a pesquisa a fresco pelo parasito for negativa (13-14).

A parasitemia apresenta-se elevada nesta fase que perdura por aproximadamente dois
meses. Apos este estagio, pode ocorrer um intervalo de laténcia de 10 a 15 anos, denominado
como fase cronica assintomatica. Neste periodo, o paciente desenvolve a forma indeterminada
da doenca com auséncia de sintomas clinicos. Apds a cronificacdo da DC, o diagndstico é
realizado por meio de testes sorologicos de maior sensibilidade, como imunofluorescéncia
indireta (IFI), ELISA, Hemaglutinacdo Indireta (HAI), podendo ainda ser realizado teste
molecular, como Polymerase Chain Reaction (PCR). Alguns individuos nesta fase, apresentam
uma queda na qualidade e tempo de vida, com possibilidade de aumento da ocorréncia de
morbidades como hipertensao arterial sistémica (HAS), diabetes, obesidade e a progressao do
risco cardiovascular (15).

Por fim, hé pacientes que evoluem para a fase cronica sintomatica, apresentando formas
clinicas da doenca: a forma cardiaca (considerada a mais frequente, acometendo cerca de 30%
dos infectados e apresenta manifestacbes como miocardite crénica, insuficiéncia cardiaca,
arritmia); forma digestiva (com tipico megaesdfago e megacélon) ou forma mista (ambos
sintomas cardiacos e digestivos sdo observados) (8, 16-19).

Pacientes chagasicos com a forma indeterminada normalmente s&o pacientes
ambulatoriais, pois mesmo sem sintomatologia especifica, estes individuos demandam atenc¢éo
e cuidados frequentes, ja que a cada ano de 2 a 5% evolui para DC sintomatica e destes, de 30
a 40% progridem para complica¢des cardiacas e gastrointestinais (20).

Do total de sintomaticos, apenas de 10 a 30% apresentam disturbios cardiacos decorrentes
a infeccdo cronica pelo T. cruzi geralmente desenvolvendo arritmias ou cardiomiopatias (21-
22), podendo citar ainda a ocorréncia da HAS, que incide mais frequentemente entre 0s
cardiopatas descompensados, a partir da quarta década de vida, reforcando o carater progressivo
somatorio da DC, sugerindo que a tanto a DC quanto a HAS, podem agravar o quadro do
paciente, ja que ambas moléstias ocorrem concomitantemente (23).

A HAS é classificada como uma condicdo clinica com alta prevaléncia, acometendo cerca
de um bilh&o de pessoas em todo mundo nos ultimos 30 anos, sendo denominada também como
uma condigdo clinica multifatorial, cujos niveis pressoricos possuem valores de 140mmHg para

a pressédo sistdlica e 90mmHg para a diastélica (24-25). Em pacientes chagasicos, a ocorréncia
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e 0 grau de gravidade da HAS, dependem da raca, sexo, idade, forma clinica da doenca, peso,
associacao a insuficiéncia cardiaca, dentre outras variaveis (26-27).

Devido a alta prevaléncia tanto da DC no continente americano quanto da HAS, descrita
como uma de suas principais complica¢Ges cardiovasculares, em um contexto mundial, essa
enfermidade torna-se de importancia significativa para a saude publica brasileira. Portanto,
informacBes no que se refere sobre suas correlagbes fisiopatoldgicas sdo de extrema
importéncia, devendo assim serem disseminadas tanto entre os profissionais da satde, quanto
entre a populacdo em geral (21).

H& uma escassez no que diz respeito a explicacbes acerca da relacdo entre essas duas
patologias tdo significativas. Neste sentido, algumas hipdteses podem ser levantadas, baseadas
nos dados obtidos durante as buscas realizadas por alguns autores: A primeira delas descreve a
HAS como um fator de risco para a DC, e ndo como uma complicacdo decorrente da
tripanossomiase. Logo, individuos hipertensos, que residem uma zona de risco para contrair a
DC, estariam mais propensos a apresentar complicacdes cardiovasculares, com possivel
evolucdo para cardiomiopatia crénica com um pior prognostico (28-29).

Todo esse processo envolvendo HAS e DC ocorre devido a fisiopatologia de ambas
possuir denominadores em comum e contribuir para um quadro clinico de inflamacéo sistémica,
com amplo acometimento tissular, resultando na destruicéo das fibras do muasculo miocérdico,
sucedendo na dilatacdo do ventriculo e na insuficiéncia cardiaca (30-31). Pacientes hipertensos
chagasicos, normalmente apresentam dispneia, fadiga e edema de membros inferiores (32).

Ja a segunda condicdo aponta a HAS como uma consequéncia da DC, ou seja, a HAS se
torna mais frequente em individuos chagésicos, e que apresentam predisposi¢do a desenvolver
complicacgdo cardiovascular (27-28). A justificativa para esse comprometimento, é o fato da
destruicdo de fibras nervosas parassimpaticas e em menor impacto, as simpaticas, durante a
infeccdo pelo T. cruzi (33-34), resultando na desregulacdo neurovegetativa com predominio do
tbnus simpatico, levando ao aumento dos niveis da pressdo sanguinea e, consequentemente a
HAS (35).

O fato da persisténcia e instalacdo da infeccdo crénica causada pelo parasito, indica que
0 proprio possui inimeros mecanismos de escape do sistema imunoldgico. No interior do
hospedeiro, durante a fase aguda, a resposta imune ocorre intensamente, diminuindo assim a
parasitemia tanto circulante quanto tecidual (36-37). Devido a este desequilibrio na
homeostasia, as células hospedeiras de defesa se utilizam de mecanismos para combater o
agente infectante, a partir da ativacdo do sistema imunologico, envolvendo diversos tipos

celulares e mediadores (38).
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A resposta imune inata e adquirida séo as responsaveis por desempenharem essa funcéo
e durante a replicacdo intracelular do parasito, este libera antigenos exdgenos e enddgenos que
iniciardo uma cascata inflamatoria (39-40).

Aspectos como as caracteristicas das cepas do agente infectante, juntamente com resposta
imunologica do individuo acometido pela DC, a carga genética do paciente e do parasita além
de patologias relacionadas, sdo determinantes na evolucdo dos sintomas clinicos ou na auséncia
deles. As comorbidades neste sentido podem interferir na evolugdo da DC e na qualidade de
vida destes individuos. As comorbidades frequentemente estudadas sdo hipertenséo arterial
sisttmica e/ou doencas cardiovasculares, obesidade, hipercolesterolemia, hiperglicemia,
hipovitaminose D e salde 6ssea debilitada (16-41).

Tanto a DC quanto a HAS, s@o moléstias de carater grave e que em alguns casos resultam
em morte, além de reduzir a qualidade de vida dos individuos, causando ainda um impacto na
salde publica. A tripanossomiase americana é considerada uma doenca responsavel por causar
incapacidade, reduzir a expectativa de vida e/ou levar ao 0Obito, especialmente em pacientes
adultos jovens, além disso, é descrita como um fator de risco autbnomo para doengas vasculares

isquémicas, como é o caso da HAS (23-42).

1.2 POLIMORFISMO DE NUCLEOTIDEO SIMPLES (SNP)

Aspectos genéticos sdo alvos de estudos sobre a relacdo parasita-hospedeiro e suas
gravidades. Neste sentido hd o Polimorfismo de Nucleotideo Simples (SNPs) associado a
diversas doencas em diversos genes associados a DC. Um dos genes que possa relacionar as
comorbidades e infec¢do € o gene da Angiotensin converting enzyme (ACE 2), que de algum
modo esta associado a doencas, como a hipertensao, por exemplo, interferindo assim no balango
ténue da protecdo e lesdo dos tecidos na DC (43-45).

Cerca de 90% das variantes de sequéncia em humanos sdo diferencas em bases Unicas de
DNA, chamados SNPs. Os SNPs sdo uma fonte comum de variagdo genética dentro do DNA
genbmico, sendo nos dias de hoje o marcador de escolha por estar presente em grande nimero
em praticamente todas as popula¢des de individuos, apresentando frequéncia de mais de 1% na
populacdo humana. Normalmente conferem uma diferenca de nucleotideo Gnico dentro de um
locus de gene especifico, resultando em dois alelos do gene. Quando presentes em regides
codificadoras ou regulatérias de um gene, esses polimorfismos podem afetar a fungédo ou, mais
comumente, servir como marcadores bioldgicos para a heranca de um loci especifico (46-48).

O emprego destes marcadores foi notadamente demonstrado na genémica humana, ja que

0 sequenciamento completo do genoma humano resultou na descoberta de milhGes de SNPs,
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seguido de desenvolvidas tecnologias para analisar conjuntos de até um milhdo de
polimorfismos de nucleotideo Gnico (49).

Habitualmente esses polimorfismos sdo bi alélicos, ndo descartando a possibilidade de
raramente identificar formas tri ou tetra alélicas, podendo ser encontrados em média, um a cada
1000 pb (50-51). A periodicidade com que os SNPs variam inimeras vezes em locais diferentes
do DNA, se caracteriza pelo fato de ndo serem igualmente distribuidos. Em suma, os SNPs
ocorrem mais raramente em regides codificantes do DNA do que em regides ndo codificantes
(52-53).

Polimorfismos detectados em regides ndo codificantes mesmo nédo alterando proteinas
codificadas, desempenham um papel importante como marcadores tanto genéticos quanto
fisicos com o intuito de auxiliar nos estudos de genémica evolutiva ou comparativa e quando
identificados nos sitios regulatérios de um gene, podem impactar nas taxas de transcricao,
alterando a producdo da proteina codificada. Ja em sitios codificantes, os SNPs podem alterar
a estrutura da proteina e consequentemente a sua funcéo, desencadeando o desenvolvimento de
doengas ou alteracOes frente a uma resposta a determinada droga ou toxina ambiental (49,54).

O polimorfismo no gene ACE 2 tem como caracteristica uma troca das bases C por T na
regido cromossdmica 15566297. Essas trocas podem refletir no controle da pressdo sanguinea.
O gene ACE 2 esta ligado ao cromossomo X, refletindo na heranca materna. Tanto fatores
genéticos quanto ambientais favorecem para o risco de doenca arterial coronariana (DAC).
Polimorfismos comuns em diferentes genes ja foram relatados como condi¢es de risco
genéticos para DAC. Os polimorfismos da ACE2, tém sido associados a hipertensdao em
diferentes individuos e estas alteracdes no gene desta enzima tém sido associados a um aumento
no risco de hipertenséo (55).

H& uma possibilidade de que o portador de determinados polimorfismos no gene ACE 2
pudessem manifestar previamente uma doenca quando comparado aos demais portadores com
outros gendtipos (55). Assim como ocorre na COVID-19 em que ha possivel envolvimento de
fatores genéticos relacionados ao gene ACE 2 na patogénese da doenca, que foi apoiado pela
identificacdo de marcadores polimdrficos no locus ACE2 e estdo presentes em pacientes com
comorbidades, como por exemplo: HAS, diabetes, obesidade, sendo relacionadas a gravidade
do COVID-19. Deste modo, demonstrou-se que a proteina ACE2 desempenha um papel
importante na protecdo contra alguns distarbios, como complicacgdes cardiovasculares, doenca
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) e diabetes, entre outras comorbidades da COVID-19
(40,46).
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1.3 GENE ACE 2

Tipnis e cols., apresentaram pela primeira vez uma protease clonada de uma livraria de
cDNA de células adquiridas de um paciente com linfoma. Pelo fato de a sequéncia genémica
possuir inimeras semelhancas em sua estrutura com o gene da ACE humana, nomearam-na
ACEH ( angiotensin converting enzyme homology) ou ACE2.

O gene ACEZ2, responsavel por regular a funcdo da enzima ACE 2 foi mapeado em seres
humanos no cromossomo X p22.2 e € constituido por 18 éxons e 17 introns, organizado de
maneira semelhante (Figura 2) ao tamanho dos éxons do gene ACE e apresenta
aproximadamente 40 KB de DNA gendmico. A enzima ACE 2 é considerada como uma das
descobertas mais importantes da historia do sistema renina angiotensina (SRA) pois sabe-se
que grande parte das doencas cardiovasculares coincide tragos quantitativos multifatoriais,

coordenados por fatores genéticos e ambientais (56-57).
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FIGURA 2-Localizacéo e caracteristicas do gene ACE 2.
Fonte: Rev. Genética na escola.vol.16. n: 2; 2021.

A partir de observagOes experimentais é possivel afirmar a hipétese de que o gene ACE2
poderia estar relacionado com o controle sistémico da pressao arterial e em parametros no que
diz respeito a funcdo de contracdo do coracédo (57). Segundo Crackwover e cols., ao utilizarem
quatro abordagens experimentais variadas, demonstraram a minuciosidade da funcdo
reguladora da ACE2 sobre as funcGes de contracdo cardiaca e de controle dos niveis

pressoricos. Inicialmente detectaram que modelos de ratos hipertensos sodio-sensiveis
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possuiam niveis baixos de RNAm da enzima (ACE2) quando comparados aos animais
normotensos e sodio resistentes. Posteriormente, constataram que a expressao da ACE2 se
manteve constantemente reduzida em outros modelos experimentais de hipertensédo, como nos
roedores naturalmente hipertensos e nos animais espontaneamente hipertensos predispostos a
acidente vascular encefalico.

Estudos apontam que esta enzima possui relacdo com as respostas as doencas isquémicas
cardiacas e funcdo de balancear a atividade da ACE 1. Trata-se de uma metaloproteinase
descoberta em humanos e roedores responsavel em clivar angiotensinas (59).

Podendo ser encontrada principalmente em tecidos renais e cardiovasculares, a ACE 2
possui 805 aminoacidos em sua estrutura, incluindo uma sequéncia N-terminal e um Gnico sitio
catalitico, caracteristicas essas que correspondem a 42% de semelhanga com a conhecida
ACE1, com diferencas somente em relacdo a especificidade de substrato e o fato de sua
atividade ndo ser modificada pelos inibidores classicamente conhecidos da ACE1. A expressao
da ACE2 no sistema cardiovascular acontece principalmente nas células do endotélio arterial,
arteriolas e vénulas tanto do coracao, quanto do rim. Além destes 6rgdos, a ACE2 foi também
descrita como presente no trato gastrointestinal de seres humanos e no pulmao de camundongos
(60).

No sistema cardiovascular, a ACE2 atua clivando a Angiotensina | com posterior geragao
de peptideo que até 0 momento era considerado inativo Angiotensina 1-9, e que posteriormente
pode ser transformado em Angiotensina 1-7 e essa por fim pode ser inativada pela ACE
somatica ou outras peptidases, resultando em um residuo inativo Angiotensina 1-5 (59-60).

A ACE 2 pode ainda metabolizar de maneira direta a Angiotensina Il, gerando como
produto Angiotensina 1-7. Tanto a Angiotensina 1-9 quanto a Angiotensina 1-7 ndo podem ser
hidrolisadas pela ACE2. Assim sendo, esse comportamento sugere ser a ACE2 a principal via
de formacéao da Angiotensina 1-7 juntamente com a Angiotensina Il (1). A funcdo exercida pela
Angiotensina 1-7, é a vasodilatacdo, traduzindo em efeitos benéficos como anti-hipertensivo e
indicando que o equilibrio entre ACE1 e ACE2 tem fungdo na manutencdo da homeostasia no
organismo (59-60) (Figura 3).
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FIGURA 3- Atuacéo da ACE 2 no controle dos niveis pressoricos.
Fonte: Rev. Genética na escola.vol.16. n: 2; 2021.

Deste modo a ACE2, possui papel na funcdo cardiaca e no desenvolvimento de
comorbidades como a hipertensdo, sendo esse, fator de risco regularmente observado em

individuos com cardiomiopatia chagasica cronica.
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2. JUSTIFICATIVA

Embora existam na literatura inimeros estudos descrevendo a patogénese da DC, a
minoria deles busca esclarecer o motivo pelo qual um grupo de pacientes infectados
permaneceu assintomatico, enquanto outros apresentaram sintomatologia mais grave da DC.
Deste modo, alguns autores apontam que este fato possa estar associado com a resposta
inflamatdria, com 0s mecanismos imunes responsaveis pela eliminacdo do parasita e até mesmo
pela relacdo genémica entre o hospedeiro e o parasita.

Na fase cronica, um dos argumentos mais instigantes é a circunstancia que leva os
pacientes a desenvolverem distintas manifestac@es clinicas; ndo se tem conhecimento sobre o
principal fator responsavel que contribua para o aparecimento dos sintomas clinicos da DC. A
predisposicdo genética humana e marcadores moleculares, integram potenciais alvos para
explicar a vulnerabilidade em algumas infecgdes.

Considerando que o polimorfismo da ACE2 possa contribuir com a piora da DC,
principalmente em pacientes portadores com a forma cardiaca, decidimos verificar as
frequéncias do polimorfismo rs: 2074192 do gene ACE2 em dois grupos de pacientes com DC

e suas associa¢des com as comorbidades, principalmente a hipertenséo.
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3. OBJETIVO

Avaliar o polimorfismo do gene ACE2 para o rs2074192 em pacientes com duas formas
clinicas da fase cronica da doenca de Chagas, indeterminada e cardiaca e correlacionar a forma

clinica com o SNP para o0 rs2074192, hipertens&o, obesidade, dislipidemia e hiperglicemia.
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os pacientes do ambulatério de doenga de Chagas foram convidados a participar do
estudo, com posterior assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Anexo 2). As amostras de DNA obtidas foram armazenadas e analisadas em conjunto para o
presente estudo “Polimorfismos do gene ACE2”. Os dados clinicos analisados, foram coletados

dos prontuarios eletrénicos.
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5. CASUISTICA E METODOS

5.1 PACIENTES E GRUPOS

O presente estudo observacional descritivo, analitico e retrospectivo, foi conduzido por
meio da sele¢do dos pacientes atendidos desde 2003 no Ambulatério de Moléstias Infecciosas
Geral, do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP: Foram
incluidos 64 individuos sorologicamente reagentes para DC, procedentes das sub-regides de
Avareé, Botucatu, Bauru, Itapeva, Itapetininga, Ourinhos e Sorocaba. Do total de pacientes, 46
apresentaram forma indeterminada da DC e 18 apresentaram a forma cardiaca da doenga. A
inclusdo somente das duas formas ocorreu com o intuito de conseguirmos comparar apenas um

tipo de lesdo em um determinado 6rgao, no caso o coracao.

5.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos no presente estudo, somente pacientes adultos do sexo masculino, que
participaram do estudo prévio, parecer n° 1.576.662, no qual assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e os mesmos concederam a utilizacdo das amostras
bioldgicas para estudos posteriores, semelhantes ao conduzido pelo estudo clinico citado.

Os portadores classificados com a forma indeterminada, foram os pacientes que
apresentaram sorologia positiva em pelo menos dois métodos (quimioluminescéncia,
hemaglutinacdo ou imunofluorescéncia indireta) e com eletrocardiograma (ECG), enema opaco
e es6fago-estbmago-duodeno normais e auséncia de sintomas clinicos.

J& os portadores da forma cardiaca, foram os individuos que, além de sorologias
positivas, apresentavam alteracfes no ECG, radiografia de térax e sintomas clinicos como
palpitacbes, arritmias, incluindo extrassistole ventricular, taquicardia e diferentes graus de
bloqueios cardiacos.

Dentre os dados clinicos retirados do prontuario médico, estavam: idade (anos); peso
(Kg), altura (m), IMC, drogas para hipertenséo, dislipidemia e hiperglicemia de uso do paciente,
pressdo diastélica e sistolica, valores de colesterol e fragbes, valores de glicemia.

O IMC foi calculado por meio da formula peso (Kg) / altura 2 (m) e a classificacdo do
estado nutricional dos valores ocorreu de acordo a Organiza¢do Mundial de Satde (OMS) para
os individuos com idade inferior a 60 anos: Eutrofia (IMC entre 18,5 e 24,9), Sobrepeso (IMC
entre 25,0 e 29,9), Obesidade | (IMC entre 30,0 e 34,9) e Obesidade Il (IMC entre 35,0 e 39,9)

(61). Para os individuos com idade > 60 anos o estado nutricional foi classificado como:
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Magreza (IMC < 22,0), Eutrofia (IMC entre 22,0 e 27,0), Sobrepeso (IMC > 27,0) e Obesidade
(IMC > 30,0) (62).

Para a classificacdo da gravidade das comorbidades: diabetes, colesterol total; HDL e
triglicerideos, foram considerados 0s seguintes valores nos exames bioguimicos: Glicemia >
200 mg/dL; Colesterol total > 239 mg/dL, HDL normal entre 40 mg/dL e 60 mg/dL,
Triglicerideos > 200 (63-64) (Tabela 2), além da avaliacdo dos medicamentos de uso continuo

para o controle dessas comorbidades.

TABELA 2- Valores de referéncia dos exames bioquimicos em amostras de sangue.

TIPO DE EXAME BIOQUIMICO VALORES DE REFERENCIA
Glicose Valores
Normal < 100 mg/dL
Alterado 100 a 125 mg/dL

Glicemia aumentada 126 a 199 mg/dL
Diabetes Mellitus. > 200 mg/dL
Colesterol total Valores
Desejado <200 mg/dL
Limite 200 a 239 mg/dL
Aumentado > 239 mg/dL
HDL Valores
Normal 40 a 60 mg/dL
Triglicérides Valores
Desejado < 150 mg/dL
Limite 150 a 199 mg/dL
Aumentado 200 a 499 mg/dL
Muito aumentado > 499 mg/dL

A dosagem dos niveis de glicemia, colesterol e fracGes, foi realizada por técnica de quimica seca, no analisador
Vitros®. < = menor; > = maior; mg = miligramas; dL=decilitros. Fonte: Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu.

A hipertensao sistolica isolada foi definida como pressao arterial sistélica > 130 mmHg
de diastdlica < 80 mmHg, e a hipertensdo diastélica isolada é definida como pressao arterial

sistolica < 130 mmHg e diastolica > 80 mmHg e uso de medicamentos para hipertenséo (65).
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Foram considerados pacientes hipertensivos, os individuos com pressao sistolica entre 130 a
139 mmHg ou diastdlica entre 80 a 89 mmHg (estagio 1) ou sistélica de pelo menos 140 mmHg
ou diastdlica de pelo menos 90 mmHg (estégio 2).

Na préatica clinica, os pacientes que estdo tomando medicamentos para hipertensao
arterial sisttmica sdo geralmente definidos como portadores de hipertensdo, especificamente
“hipertensdo tratada”, independentemente da pressdo arterial observada. Defini¢des baseadas
em leituras ambulatoriais e domiciliares, sdo de suma importancia no diagndstico de
hipertensdo, que requer a integracdo da monitorizacdo domiciliar ou ambulatorial da presséo
arterial, enquanto as medicGes de rotina feitas no ambiente clinico devem ser usadas

principalmente para fins de deteccéo.
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5.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos pacientes com sindrome genetica e ma formacéo; pacientes do sexo
feminino que em decorréncia do gene ACE2 estar localizado no cromossomo X, a identificacdo
do polimorfismo necessitaria ser realizada nos dois cromossomos XX de origem materna e
paterna. O sexo feminino também foi excluido devido ao uso de contraceptivos orais que
aumentam a pressdo sanguinea, podendo desencadear hipertensdo arterial sistémica induzida
por medicamento; materiais bioldgicos que estavam inviaveis para o presente estudo; pacientes

que se recusaram a participar; falecidos ou individuos com dados pessoais incorretos.

5.4. APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, da Faculdade de Medicina
de Botucatu-UNESP (Anexo 1). O consentimento para participacdo no trabalho foi obtido apos
informacdo e esclarecimento sobre os objetivos do estudo prévio, com posterior assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2).

5.5. METODOS
5.5.1 Coleta de sangue periférico

Foram utilizadas amostras ja coletadas. A obtencdo desse material biolégico ocorreu
da seguinte maneira: Foi coletado 5 mL de sangue periférico de cada um dos individuos
chagésicos cronicos e apds centrifugacdo de 15 minutos a 15000 rpm foi realizada a separacao
da papa leucocitaria. Para o estudo, foi adicionado 1mL de tampao de lise de células vermelhas
- RCLB (pH: 7,6 1X: 10mM de Tris; 5mM de MgCI2 e 10mM de NaCl) e realizada a
centrifugagdo a 15000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet

armazenado em temperatura -20°C.

5.5.2 Extragé@o de DNA Gendmico

Para a determinacdo do polimorfismo, o DNA gendmico foi isolado a partir de
leucécitos do sangue venoso periférico utilizando o Kit PureLink® Genomic DNA Mini Kits
K182001 (Invitrogen, Carlsbad, USA), de acordo com as instru¢des do fabricante. O DNA
extraido foi mantido em freezer -80°C até a realizacdo das analises. A quantificacdo do DNA
foi realizada no espectrofotometro NanoVue Plus (GE Healthcare®, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK). O SNP no gene ACE2 foi selecionado conforme Zhimin, F et al. (2019)

(Anexo 3-4-5-6-7).
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5.5.3 Reacdo em Cadeia da Polimerase para os SNPs

A amplificagcdo de todos os SNPs pela PCR foi realizada em um volume de 25 pL
contendo 50 ng de DNA genbémico, agua Mili-Q, tampao, 3,0 mM de MgClz, 0,2 mM de cada
de dNTP, 20 pM de cada primer e 1U de Tag DNA Polimerase (Cellco®, Sdo Carlos, Brasil) e
as condicOes das reacdes de padronizagdo foram 17,5 uL de H20; 2,5 uL de Buffer; 0,75 pL de
MgCI2 (50mM); 0,5uL de dNPTs (10puM); 0,25 pLde Taq (5U/uL); 0,5 puL de P1 (15 pmoles);
0,5 pL de P2 (15 pmoles); 2,5 puL de DNA (67).

As temperaturas utilizadas foram baseadas de literatura descrita e ocorreu da seguinte
maneira: 1?2 etapa- 95°C por 5’para desnaturacdo; 2* etapa- 95°C por 30°” para desnaturagdo; 3*
etapa-62°C por 30’ para anelamento do primer; 4* etapa-72°C por 1°30°° para extensao;
Repeticdo das etapas 2 a 4 por 35 vezes; 52 etapa- 72°C por 10’ para extensdo € 6 @ etapa- 4°C
para estocagem da amostra.

Todos os produtos de PCR foram monitorados por eletroforese em gel de agarose 2%,
corado com 1 pyL de brometo de etideo, visualizados em transiluminador ultravioleta (UVP,
Upaland, CA, USA) para confirmacdo da amplificacdo de uma banda Unica.

Os polimorfismos do gene ACE 2 utilizando a PCR e sequenciamento foram descritos
por Fan et al (2019). Um produto de aproximadamente 500 bp foi gerado usando o primer
forward 5'- GTA AGC CAT TTC CCA TCC C-3’ e o primer reverse 5'- ATT GTG CCACTG

CCC TCT A-3', sendo sequenciado posteriormente pelo método de Sanger.

5.5.4 Genotipagem do SNP rs 2074192 - Sanger

O sequenciamento ocorreu ap6s amplificacdo do material por meio da PCR, utilizando
0s primers ja descritos na literatura por Fan et al., 2019: Forward: 5'- GTA AGC CAT TTC
CCATCC C-3'; Reverse: 5'- ATT GTG CCACTG CCC TCT A-3". O primer foi verificado no
site NCBI. Os produtos da PCR foram purificados e sequenciados na Unidade de Pesquisa
Experimental (UNIPEX) da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, utilizando o
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA), seguindo as
recomendac6es do fabricante com algumas modificacdes.

A reacdo de sequenciamento foi realizada em volume total de 10 pL, contendo 1,5 pL
do tampéo de sequenciamento; 10 pmol do primer (os mesmos utilizados nas reac6es de PCR),
1 uL de Big Dye, 60 a 90 ng de produto de PCR purificado e agua MilliQ g.s.p.. Seguindo as

instrucdes do manual da Applied Biosystems, a reacdo foi precipitada com
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etanol/EDTA/Acetato, e apo0s ressuspensdao em formamida Hi-Di (Applied Biosystems),
submetida a corrida em eletroforese capilar no equipamento “3500 Genetic Analyzer”.

A andlise inicial foi realizada no programa Sequencing Analysis (Applied Biosystems),
que aponta os provaveis polimorfismos encontrados e associa a cada base um valor de qualidade
(QV). Foram aceitas somente as sequéncias com QV igual ou superior a 20, correspondente a
1% de probabilidade de erro. Apos essa andlise inicial, a sequéncia consenso das duas fitas foi
obtida no programa BioEdit v.7.2 e analisada ap6s alinhamento com uma sequéncia de

referéncia, utilizando a ferramenta Blastn.

5.5.5 Comparacdo do Amplicon com o gene ACE 2 publicado no banco de dados
publico Blast
Recorremos a ferramenta de comparacédo entre sequéncias primarias (nucleotideos ou
aminoacidos) que utiliza um algoritmo de programacdo dinamica para alinhamento local,
BLAST e que apresenta uma metodologia de grande eficiéncia para comparacdo par-a-par entre
sequéncias, quanto a comparacdo de uma sequéncia com uma grande base de dados. Para tal,
utilizamos a ferramenta BLASTn (n= nucleotideo), que por sua vez permite comparar uma

sequéncia de nucleotideos com uma base de dados de sequéncias de nucleotideos.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

Para anélise dos dados qualitativos foram selecionados dois diferentes testes: qui-
quadrado ou Teste Exato de Fischer, dependendo dos valores dos dados nas tabelas de
contingéncia.

Para os dados quantitativos foram selecionados os testes de anélises paramétricas
ANOVA e teste-t de Student para variaveis com distribuicdo normal; para as variaveis com
distribuicdo assimétrica, foram eleitos os testes de Mann-Whitney. Foram consideradas

diferencas significativas entre os grupos para valores onde p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 DADOS CLINICOS E DEMOGRAFICOS

O estudo incluiu inicialmente 64 pacientes. Desse total, foram excluidos 16 individuos,
dentre eles: Sete foram excluidos por mudanga de forma clinica; um se recusou a participar do
estudo; seis foram excluidos por insuficiéncia de material bioldgico e dois foram a obito,
resultando em um numero final de participantes do estudo, n = 48.

Procedentes de diferentes localidades do estado de Séo Paulo, os individuos do presente

estudo, estavam distribuidos de acordo com a figura 4 e 5.

Indeter.:n=1
Card:n=10

Indeter.: n= 15
Card.:n=10

Indeter - n=>3 Indeter.:n=3
Card- =2 Card.:n=1

FIGURA 4: Mapa da procedéncia dos pacientes com doenga de Chagas no Estado de S&o Paulo atendidos no
ambulatério de doencas tropicais do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP.
Indeter = Forma indeterminada; Card = Forma cardiaca; n= NUmero de pacientes pertencentes a cada sub-regiao.
Fonte: http://www.iea.agricultura.sp.gov.br/out/mapa.ph - Modificado por Daniela Filadelfo Sanches
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FIGURA 5: Fluxograma da procedéncia dos pacientes com Doenca de Chagas no Estado de Séo Paulo atendidos
no ambulatério de doengas tropicais do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

I = Forma indeterminada; C = Forma cardiaca. N=nUmero de pacientes pertencentes a cada sub-regiao.

Fonte: http://www.iea.agricultura.sp.gov.br/out/mapa.ph - Modificado por Daniela Filadelfo Sanches.

O maior nimero dos pacientes residia em cidades da sub-regido de Avaré, representando
52% (n=25) do total dos 48 pacientes, e 48% compreenderam pacientes procedentes das outras
regides.

Os chagasicos indeterminados na sub-regido de Avaré, representaram 46,8% (n=15) do
total 32 pacientes com essa forma clinica e com a forma cardiaca, o percentual foi de 62,5%
(n=10) do total de 16 pacientes.

A cidade com o maior numero de pacientes com a forma indeterminada foi Itai,
pertencente a sub-regido de Avaré, com o percentual de 18,7% (n=6). O maior nimero de
individuos com a forma cardiaca foi do municipio de Taquarituba, pertencente a mesma regido,

com o percentual de 18,7% (n=3).
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Os valores do IMC, colesterol e fragbes, glicemia e pressao arterial ndo diferiu entre 0s
dois grupos. Isto é decorrente do seguimento ambulatorial propiciado no Ambulatério de
Doencas Tropicais do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP.
As comorbidades sdo diagnosticadas e tratadas no decorrer do acompanhamento do paciente

chagasico (Tabela 3).

TABELA 03- Média e desvio padrdo das caracteristicas clinicas e exames laboratoriais dos pacientes com doenca
de Chagas.com as formas clinicas indeterminada e cardiaca atendidos no ambulatério de doencas tropicais do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

Variaveis Forma indeterminada Forma cardiaca Valor de p

(Média e Desvio Padrao) (Média e Desvio Padréo)

Idade (anos) 64,94+7,73 66,19+9,29 0,81

Peso (kg) 76,10+12,10 75,86+13,49 0,99

Altura (m) 1,6940,06 1,70++,06 0,77

IMC (kg/m?) 26,98+3,92 26,40+4,12 0,84

Colesterol total (mg/dL) 166,38+31,84 168,75+37,91 0,33

HDL (mg/dL) 49,94+13,75 47,62+17,28 0,61

Triglicerideos (mg/dL) 121,77+55,55 112,53+42,97 0,94

Glicemia (mg/dL) 108,88+32,48 107,44+28,24 0,72
Pressdo arterial (mmHg)

Maxima 13,00+1,32 13,37+1,45 0,37

Minima 8,19+0,86 8,69+0,95 0,13

Teste paramétrico empregado: Teste t de Student que permite comparar duas médias quando dados assumem
uma distribuicdo normal. Fonte: De autoria propria.

A idade dos 48 participantes ficou em torno dos 64 e 66 anos, concluindo que nosso
grupo de individuos séo pacientes idosos. Ndo houve diferengas estatisticas entre as médias e
desvios calculados entre os dois grupos.

Nos dois grupos, houve maior niumero de individuos brancos, representando um total de
29 (90%) com a forma indeterminada e 13 (81,2%) com a forma cardiaca, do total de 48

pacientes.
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As comorbidades avaliadas ndo apresentaram diferencas entre 0s grupos, mesmo a
hipertensdo sistémica, ndo houve diferenca de frequéncia entre cardiacos e indeterminados.
(Tabela 4).

TABELA 04- Comorbidades e ethia em pacientes com as formas clinicas indeterminada e cardiaca da doenca de
Chagas atendidos no ambulatdrio de doengas tropicais do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP

Variaveis Forma Forma Valor de p
Indeterminada; n (%) Cardiaca; n (%)
(n=32) (n=16)
Hipertensdo 15 (46,9%) 12 (75%) 0,064
Obesos* 7 (22,6%) 3(18,8%) 0,76
Hipercolesterolemia 16 (50%) 9 (56,3%) 0,68
Diabetes 9 (28,1%) 4 (25%) 0,82
Etnia branca ** 29 (90,6%) 13 (81,3%) 0,33

Valores de p obtidos por meio dos testes de Qui-Quadrado e Exato de Fisher.
n= namero de pacientes chagasicos com as formas indeterminada e cardiaca.
*A classificacdo nutricional dos individuos ndo obesos compreendeu pacientes com IMC < 30.
** Pacientes pardos e negros foram considerados ndo brancos. Fonte: De autoria prépria.

Os numeros de pacientes com baixo peso foi de um para a forma indeterminada e trés
para a forma cardiaca, p= 0,046. O numero de eutrdficos foi de 15 para a forma indeterminada
e trés para a forma cardiaca, p= 0,406. Para os sobrepesos o numero foi de 8 para a forma
indeterminada e 7 para a forma cardiaca, p= 0,126; de obesos foi de 7 para a forma
indeterminada e 3 para a forma cardiaca, p= 0,634, estas frequéncias de sobrepesos e obesos

entre formas clinicas ndo mostraram diferenca significativas.
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Os medicamentos de uso continuo para o tratamento da HAS, hipercolesterolemia,
diabetes/hiperglicemia estdo na Tabela 5. Estes medicamentos estavam nos prontuarios

eletronicos e auxiliaram na identificacdo das comorbidades de cada paciente.

TABELA 05- Classe dos medicamentos utilizados para o tratamento de hipertensdo, hipercolesterolemia,
hiperglicemia nos pacientes com DC (doenca de Chagas) em sua forma indeterminada e cardiaca atendidos no
ambulatério de doencas tropicais do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP.

Variaveis Forma indeterminada e cardiaca (n=48)

Hipertensao Bloqueadores de angiotensina Il, Alfa bloqueador, Beta bloqueadores,
Inibidores da ECA, Diuréticos

Hipercolesterolemia Estatina

Diabetes /hiperglicemia Biguanidas, insulina, Sulfonilureias, Inibidores da proteina de

transporte de sddio-glicose

Forma cardiaca e indeterminada = forma clinica cronicas da DC; n= NuUmero total de pacientes; ECA: Enzima
conversora de angiotensina. Fonte: De autoria propria.

6.2 SEQUENCIAMENTO

6.2.1 Extracio de DNA

As amostras de DNA foram extraidas a partir de 5 ml de sangue total apresentaram
rendimento com valores entre 4 a 583,5 ng/uL.. Apenas uma amostra apresentou rendimento de

4 ng/mL.

6.2.2 Produtos de PCR obtidos com o primer para o rs2074192 e purificacdo do
amplicon

As amostras amplificadas com o primer de Zhimin Fan et al (2019) mostraram somente
uma banda de amplificacdo de 500 bp, sem bandas duplas ou qualquer tipo de banda que

pudesse sugerir duplo amplicom (Figura 6-7).
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FIGURA 6 - Produtos de PCR obtidos de amostras de DNA extraido de pacientes com a forma crénica
Indeterminada e cardiaca da doenga de Chagas atendidos no ambulatério de doencas tropicais do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP. Primeira linha: 05; 06; 08; 11; 14; 15; 17; 24; 28; 46;
51; 54 Segunda linha: 65; 68; 71; 73; 75; 80; 82; 86; 94; 96; 97; 101; NO (amostra sem DNA/ controle negativo).
Marcador de peso molecular Ladder de 100 bp (pares de base) - primeiro poco do gel.

Fonte: De autoria propria.
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FIGURA 7 - Produtos de PCR obtidos de amostras de DNA extraido de pacientes com a forma crénica
Indeterminada e cardiaca da doenga de Chagas atendidos no ambulatério de doencas tropicais do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP. Amostras da Primeira linha: 102; 110; 116; 117; 118;
119; 122; 127; 134; 135; 139; 140. Segunda linha: 142; 143; 148; 149; 150; 151; 152; 154; 155; 156; 157; 159;
NO (amostra sem DNA/ controle negativo). Marcador de peso molecular Ladder de 100 bp (pares de base) -
primeiro poco do gel.

Fonte: De autoria propria.

Algumas amostras que ndo amplificaram na primeira vez da reacao foram repetidas e a
banda de 500 bp foi obtida. Amostras que ndo amplificaram na segunda reagdo de PCR foram
descartadas pois continham erro de purificagdo, contaminantes que blogueavam a reacdo ou
auséncia de material genético do paciente.

Os produtos de PCR apresentaram valores de concentracdo maxima=116,50, minima
=16,60, mediana = 55,50, p25= 44,37 e p75=70,87 ug/mL. Os valores para as raz0es de
absorbancia foram de 260/280, implicando na pureza do acido desoxirribonucleioco ou
ribonucleioco ou ainda contaminagdo por proteina foram de valor maximo= 1,882, minimo =
1,44, mediana = 1,72, p25= 1,69 e p75= 1,74 ug/mL. Valores > 1,8 indica amostras de DNA
com boa pureza.

Os valores para a razdo de 260/230 que reflete contaminac¢éo por compostos organicos
e outras substancias caotropicas foram de valores méximo=2,02, minimo = 0,12, mediana =

1,69, p25=1,27 e p75= 1,78 (Anexo 8).
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6.2.3 Sequenciamento e analise no BLASTn
O sequenciamento refere-se a identificacdo dos nucleotideos em um polimero de acidos

nucléicos, seja DNA ou RNA.

O sequenciamento foi realizado pelo método de Sanger que consiste no sequenciamento
por sintese (SBS) que se baseia em uma combinacgdo de nucleotideos terminadores de cadeia
marcados com deoxi e didesoxi, evidenciando resultados que mostraram auséncia de ruido no
local do SNP eleito, rs2074192, G >A na fita antisense. O ruido ocorreu somente no inicio da

reacdo e final da reacdo, sendo possivel observar picos sobrepostos nestes locais (Figura 8-9-

10).
B BioEdit Sequence Alignment Editor - [ABI Chromatogram: C:\Users\DANIELANDesktop' MESTRADONSEQUENCIAMENTO\Blastnh 156_05.ab1] - [=]
% File Edit view Zoom Horizontal Scale  Accesory Application RNA  Window Help - = =
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FIGURA 8- Andlise do amplicon obtido para o gene ACE2 utilizando os primers de Zhimin Fan et al (2019) com
inclusdo do rs2074192. Inicio do fragmento do sequenciamento de Sanger analisado pelo programa Bioedit. Nota-
se picos pouco definidos no inicio do sequenciamento.

Fonte: Bioedit.
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FIGURA 9- Analise do amplicon obtido para o gene ACE2 utilizando os primers de Zhimin Fan et al (2019) com
inclusdo do rs2074192. Meio do amplicon do sequenciamento de Sanger analisado pelo programa Bioedit. Nota-
se picos bem definidos no sequenciamento. Local do rs2074192, nucleotideo G (guanina).

Fonte: Bioedit.
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FIGURA 10- Anélise do amplicon obtido para o gene ACE2 utilizando os primers de Zhimin Fan et al (2019) com
inclusdo do rs2074192. Final do amplicon do sequenciamento de Sanger analisado pelo programa Bioedit. Nota-
se picos bem definidos no sequenciamento. Sequéncia finda com varios nucleotideos T (timina).

Fonte: Bioedit.

A andlise dos dados ocorre entre a posicao 53 até a posicao 420 da sequéncia obtida e o

SNP ¢ identificado na fita antisense (Figura 11).

amostra 156- forma clinica indeterminada
ACCTTTTATTTGGAAAATATTACTATAGAGACTTGGTCATAGGACCTGATTCAT
TTGTATAATAGAAGAGGTGTATCCAATTATCCGTTTCCATTATTTGATATAAAGT
CATTGTAGATGTACTCTGACAGAAGGGAAATTCTTGCCAAATATGATAACTTTG
CCCTTAAACACAGCAGTCACAAATGAATAAATGCCAACCATTTATACATTTCCA
CACTTACAACTCAATTTTCCAATGGAGCTGTTGATGAACCTAATCTAGGTTGCA
AGGCATGAAAGATGCATAATTGTCAAAGACTTATATCTTTAATTAGACCTATTT
ACTTTGCTCTTATGATTTTAGGTGTATATTCCTTTTTTTTTT

FIGURA 11 - Analise do sequenciamento do fragmento de 500 bp obtido e verificagdo do SNP rs 2074192 para
fita antisense do fragmento que foi recortado no Bioedit. O fragmento de 367 bp do arquivo fasta obtido do
sequenciamento. SNP variante G ou A.

Fonte: Bioedit - Modificado por Daniela Filadelfo Sanches.

A sequéncia de 367 bp obtida para amostra 156 foi analisada no BLASTn e alinhada
com o gene ACE2, NG_012575. O alinhamento identificou similaridade de 99% contento o
rs2074192 (Figura 12-13-14).
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FIGURA 12- Descri¢do do alinhamento no Blastn (segunda péagina do BLASTn) para o amplicon de 367 bp,

obtido por sequenciamento de Sanger. O alinhamento foi feito com o NG_012575 do gene ACEZ2, que continha o
rs2074192.

Fonte: Programa Blastn.
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FIGURA 13- Resumo gréfico do alinhamento no Blastn (terceria pagina do BLASTN) para 0 amplicon de 367 bp,

obtido por sequenciamento de Sanger. O alinhamento foi feito com 0 NG_012575 do gene ACEZ2, que continha o
rs2074192.

Fonte: Programa Blastn.
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shjct 42498 GGAECTGTTGATGAACCTASTC TAGST TGCAAGGCATGARAGATGCATAAT TGTCAMAGS 42587

Quory 381 CTTATATCTTTAATTAGACCTATTTACTTTECTCTTATGATT TTAGGTGTATATICCEEE 268
COLERRRREETRRE e e e e et e e el

shjct 42588 CTTATATCTTTAATTAGACCTATTTACTTTECTCTTATGATTTTAGGTETATATTCCTTT 42557

Quory 351 ttlﬁﬁt 367

sbjct 42568 TTTTTTT 42574

FIGURA 14- Alinhamento base a base e pontos de ndo alinhamento no Blastn (terceira pagina do BLASTn) para
o amplicon de 367 bp, obtido por sequenciamento de Sanger. O alinhamento foi feito com 0 NG_012575 do gene
ACE2, que continha o rs2074192.

Fonte: Programa Blastn — Modificado por Daniela Filadelfo Sanches.

A avaliacdo do SNP para o gene ACE2-rs 2074192 ndo mostrou diferengas nas
frequéncias de guanina (G) e adenina (A) nos dois grupos avaliados, com a forma clinica
cardiaca e indeterminada dos pacientes com DC. As avaliacdes para presenca de hipertensao,
obesidade, dislipidemia e diabetes também ndo demonstraram diferencas nas frequéncias de
SNP nos alelos G e A (Tabela 6 e 7).
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TABELA 06- Relagdo de amostras ndo sequenciadas e sequenciadas com a presenca dos alelos G ou A do
polimorfismo do gene ACE2 (rs2074192) de pacientes com doenca de Chagas atendidos no ambulatério de
doencas tropicais do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, portadores da
forma clinica crénica indeterminada e cardiaca com presenca ou auséncia de hipertensao, obesidade,
dislipidemia e diabetes

NAO SEQ ALELO G ALELO A Valor de p

FORMA INDETERMINADA 32 (67%) 2 20 10

FORMA CARDIACA 16 (33%) 0 10 6 0,96
HIPERTENSAO (+) 27 (56%) 17 10

HIPERTENSAO (-) 21 (44%) 2 13 6 0,94
OBESO (+) 10 (21%) 1 6 3

OBESO (-) 37 (77%) 1 23 13 0,76
IMC NAO CALCULADO 1 (2%) 1

DISLIPIDEMIA (+) 25 (52%) 16 9
DISLIPIDEMIA (-) 23 (48%) 2 14 7 0,90
DIABETES (+) 13 (27%) 7 6

DIABETES (-) 35 (73%) 2 23 10 0,33

A= adenina, G= guanina, SNP= Single Nucleotide Polimorphism. n total = 48 pacientes.
Néo seq = N&o sequenciado. (+) = Presenca da variavel. (-) = Auséncia da variavel. Nucleotideo em vermelho
foi sequenciado, rs= reference sequence. Fonte: De autoria propria.

TABELA 07- Identificacdo dos alelos G ou A para o0 gene ACE2 (rs2074192) de pacientes com doenca de
Chagas atendidos no ambulatério de doengas tropicais do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP, portadores das formas indeterminada e cardiaca, com presenca ou auséncia de
hipertensdo, obesidade, dislipidemia e diabetes.

Forma indeterminada Forma cardiaca
ALELOG ALELOA Valor ALELO G ALELO A Valor de p
dep
HIPERTENSAO (+) 9 (55%) 6 (60%0) 0,70 8 (80%0) 4 (66,7%) 0,60
HIPERTENSAO (-) 11 (45%) 4 (40%) 2 (20%) 2 (33,3%)
OBESO (+) 3 (15,8%) 3 (30%) 0,63 3 (30%0) 0 (0%) 0,25
OBESO (-) 16 (84,2%) 7 (70%) 7 (30%) 6 (100%0)
DISLIPIDEMIA (+) 11 (55%) 5 (50%0) 0,79 5 (50%0) 4 (66,7%) 0,63
DISLIPIDEMIA (-) 9 (45%) 5 (50%0) 5 (50%0) 2 (33,3%)
DIABETES (+) 5 (25%0) 4 (40%) 0,43 2 (20%) 2 (33,3%) 0,60
DIABETES (-) 15 (75%) 6 (60%0) 8 (80%0) 4 (66,7%)

A= adenina, G= guanina; SNP= Single Nucleotide Polimorphism; n total = 48 pacientes; (+) = Presenga da
variavel; (-) = Auséncia da varidvel. Nucleotideo em vermelho foi sequenciado; rs= reference sequence.
Fonte: De autoria prdpria.
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A analise de regresséo logistica para a chances de o paciente com DC apresentar a forma
cardiaca da DC nao foi significativa para nenhuma das variaveis analisadas, porém a HAS
mostrou valor de "p" de 0,0697 (Tabela 8) com intervalo de confianga com valores que inclui
o valor de 1.

TABELA 8- Regressdo logistica para a probabilidade de ocorréncia da forma cardiacada DC, considerando
presenca de hipertenséo arterial sistémica (HAS), SNP para o gene ACE2 (G), obesidade, dislipidemia, diabetes e
idade (anos).

Variaveis OR 1C95% Pr > ChiSq ou
valor de p
HAS 4,314 0,889 20,937 0,0697
ACE2 (G) 0,933 0,224 3,895 0,9247
Obesidade 0,494 0,086 2,844 0,4296
Dislipidemia 0,874 0,225 3,395 0,8457
Diabetes 1,096 0,22 5,456 0,9112
Idade 0,984 0,896 1,08 0,7294

HAS= hipertensao arterial sisttmica; ACE2= enzima conversora de angiotensina 2. G= guanina; obesidade
considerada IMC > 30; idade em anos; OR = Grau de correlacdo linear entre variaveis; IC= Intervalo de
confianga; Pr>ChiSq = Significancia. Fonte: De autoria propria.

Apbs aretirada do SNP ACE2 (G) a regressao logistica ainda ndo mostrou significancia,
porém apds a andlise o valor de "p" foi de 0,0697 para 0,054 para a variavel HAS. A HAS
parece contribuir nas chances do paciente chagasico apresentar a forma cardiaca da doenca
(Tabela 9), porém o intervalo de confianca que incluiu o valor de 1, ndo demonstrou

significancia.

TABELA 9- Regressao logistica para a probabilidade de ocorréncia da forma cardiaca da DC, considerando a
presenca de hipertenséo arterial sistémica (HAS), obesidade, dislipidemia, diabetes e idade (anos).

Variaveis OR 1C95% Pr > ChiSq ou
valor de p

HAS 4,702 0,974 22,7 0,054

Obesidade 0,464 0,083 2,579 0,3801

Dislipidemia 0,906 0,232 3,534 0,8874

Diabetes 1,214 0,266 5,537 0,8025

Idade 0,992 0,906 1,086 0,8597

HAS= hipertensdo arterial sistémica; obesidade considerada IMC > 30., idade em anos; OR = Grau de correlagéo
linear entre variaveis; IC= Intervalo de confianca; Pr>ChiSq = Significancia. Fonte: De autoria prépria.

A retirada da variavel HAS piorou a significancia (Pr>ChiSq) para todas as variaveis e
OR para ACE2 diminuiu seu valor apds a retirada da HAS e todos os intervalos de confianca
incluiu o valor de 1, demonstrando nado ser significativo a influéncia das variaveis analisadas

no desfecho da forma cardiaca da DC sem a HAS (Tabela 10).
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TABELA 10- Regressao logistica para a probabilidade de ocorréncia da forma cardiaca considerando a presenca
de SNP (polimorfismo de nucleotideo Unico) para o gene ACE2(G), obesidade, dislipidemia, diabetes e idade
(anos).

Variaveis OR 1C95% Pr > ChiSq ou
valor de p

ACE2(G) 0,885 0,231 3,396 0,8588

Obesidade 0,903 0,182 4,464 0,8999

Dislipidemia 1,215 0,339 4,354 0,765

Diabetes 0,852 0,194 3,746 0,8318

Idade 1,006 0,922 1,098 0,8933

ACE2 = enzima conversora de angiotensina 2; G= guanina; obesidade = IMC > 30; OR = Grau de
correlacéo linear entre varidveis; IC= Intervalo de confianga; Pr>ChiSq = Significancia. Fonte: De autoria
propria.

Os resultados da regressdo logistica ndo foram significativos devido ao nimero de
pacientes analisados e nimero de varidveis analisadas. O célculo amostral, considerando a
hipertensdo arterial sistémica para o calculo do numero de individuos por grupo, foi de 47
individuos, para 5% de erro e poder do teste de 80%, considerando o percentual de 75% de

HAS na forma cardiaca e 46,9% na forma indeterminada.
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7. DISCUSSAO

Os resultados de polimorfismos para regido rs 2074192 nao demonstraram diferencas
na frequéncia das bases G e A nas formas clinicas avaliadas e nem para HAS, apesar deste ser
o primeiro estudo em DC utilizando a regido mencionada. No entanto, alguns estudos relataram
que diferentes populacdes de individuos, apresentam relacdo entre as variantes genéticas da
ACE 2 e o risco de desenvolver HAS, dentre estes, um estudo realizado em uma populacao
chinesa, avaliando o SNP rs 2074192, verificou alta predisposicdo associada a HAS, além de
um outro estudo realizado com homens australianos que também demonstrou aumento na
prevaléncia da hipertensdo arterial sistémica na presenca de polimorfismos com o rs eleito em
nosso estudo. Nossos achados diferem da literatura devido ao nimero de pacientes avaliados.
Os estudos anteriormente citados abrangiam uma casuistica de mais de 100 pacientes (69-70).

Os SNPs sdo marcadores moleculares para identificacdo de predisposicdo genética a
doencgas. Devido a essa caracteristica, selecionamos o SNP rs 2074192 descrito nos estudos
com hipertensao arterial sistémica, além de ter sido testado funcionalmente por outros autores,
apresenta uma frequéncia de ocorréncia de polimorfismos nesta regido de 1% na populagéo
mundial.

Em média, 30% dos pacientes chagasicos com a forma cardiaca desenvolvem
hipertensdo, possivelmente pela presenca de alguns fatores, como a carga genética, por
exemplo, que contribuem para essa predisposi¢do. Em nosso estudo foi possivel observar que
o fator idade e a forma clinica da DC, possuem potencial para o desenvolvimento de hipertensédo
arterial sistémica. A avaliacdo da probabilidade de o individuo desenvolver a forma cardiaca da
DC, ndo mostrou que a HAS ¢é um fator de risco, porém o valor de significancia foi de 0,054.
O percentil de pacientes com a forma cardiaca, foi de 75% e com a forma indeterminada, foi de
25%, reforcando ainda mais que a hipertensdo é frequente na forma cardiaca. A hipertensao
arterial sisttémica € a comorbidade mais frequentemente encontrada em pacientes chagasicos e
a sua frequéncia aumenta com o envelhecimento do portador da DC. A HAS na populacdo
geral, aumenta ap06s os 60 anos e possivelmente ocorre 0 mesmo na populacdo de idosos e
portadores da DC (71).

A HAS em individuos adultos, segundo o Ministério da Saude e levantamento Vigitel
(Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico),
apresentou um aumento no diagndstico de 3,7% em 15 anos no Brasil. Os indices sairam de
22,6% em 2006 para 26,3% em 2021. A HAS, bem como outras doengas cronicas nao
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transmissiveis, sdo condicdes clinicas de carater poligénico. Muitos genes associados com a
hipertensao, estdo distribuidos em diferentes genes nao associados diretamente ao controle da
pressdo arterial. Estratégias para verificar associacdo de genes que possam Servir como
marcadores, abordam estratégias do genoma total e/ou através de genes alvos escolhidos,
associados diretamente ou ndo ao sistema renina angiotensina. Nosso estudo abordou um gene
do sistema renina angiotensina semelhante a outros estudos que mencionam a ACE 2 como um
potencial alvo das alteracGes originadas pela HAS e disfuncdes cardiacas, além do seu papel
em algumas doencgas virais, como a COVID-19.

Os pacientes desse estudo, apresentaram idade média de 60 anos, equivalente a
classificagdo de individuos idosos. Assim a probabilidade de HAS, diabetes,
hipercolesterolemia e obesidade € aumentada devido ao envelhecimento fisiolégico. O nimero
de pessoas em risco de desenvolver doencas cardiovasculares é maior na populacdo idosa,
crescendo com o progredir da idade, sendo a HAS a primeira causa de mortalidade, além de ser
importante causa de incapacidade.

E importante ressaltar que infecgdes cronicas, propiciam o envelhecimento precoce nos
portadores (72). Este fenémeno € observado em pacientes portadores de HIVV com a doenca
ativa. A associacao da DC com outras comorbidades no processo de envelhecimento, merece
atengé@o, pois o controle e o acompanhamento da DC em conjunto com 0 progresso das
comorbidades crénicas podem melhorar o tratamento da DC, evitando assim possiveis danos
irreversiveis ao sistema cardiovascular e propiciar melhora na qualidade de vida (39).

Os pacientes sdo acompanhados frequentemente no ambulatorio sendo tratados para
hipertensdo, hiperglicemia e hipercolesterolemia. Diferencas estatisticas de pressao sanguinea,
colesterol e fracdes e glicemia ndo foram observadas, concluindo o sucesso da assisténcia
oferecida para esses individuos.

Os indices de obesidade e sobrepeso entre os idosos brasileiros cresceram no periodo de
2006 a 2019, de acordo com estudo conduzido em 2021. Conforme o estudo, a prevaléncia de
sobrepeso aumentou de 53% para 61,4%, e a prevaléncia de obesidade, de 16,1% para 23% no
publico idoso (72).

A obesidade isoladamente ndo é um fator de risco para o aumento da mortalidade entre
idosos. O ganho de peso parece associar ou interferir com a capacidade de deambulacgéo;
desequilibrio postural, desequilibrio ao caminhar, quedas e fraturas. Todos estes fatores podem
resultar em quedas e fraturas, que em idosos correlacionam positivamente com diminuigdo da

qualidade e expectativa de vida (73).
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A frequéncia de obesidade nos individuos com uma a trés comorbidades, foi de 18, 7%
(n=9). O IMC considerado para classifica¢do seguiu as normas do Ministério da Saude, na qual
a classificagdo de sobrepesos na populacéo idosa considerou IMC >27 e obesos IMC >30. A
porcentagem de sobrepeso nos dois grupos com uma a trés comorbidades foi de 31,2% (n=15).
Portanto, entre chagéasicos indeterminados e cardiacos, ha poucos sobrepesos e obesos.

A populacdo de idosos cresce cada vez mais, devido a maior expectativa de vida.
Segundo o IBGE, as pessoas com mais de 65 anos de idade devem passar de 14,9 milhGes, em
2013, para 58,4 milhdes, em 2060. Cerca de 25 a 30% das pessoas com mais de 65 anos tém
diabetes e quase 50% dos adultos mais velhos tém pré-diabetes. A prevaléncia de diabetes tem
sofrido um aumento em seus indices em idosos e a consequentemente havera necessidade de
maior assisténcia endocrinolégica nessa populagéo.

O paciente idoso esté sujeito exatamente as mesmas complicacdes do diabetes que o
paciente mais jovem, porém com maior risco de complicacdes cardiacas e vasculares, ja que a
idade é um agravante. Além disso, o idoso diabético quando comparado ao ndo diabético esta
mais sujeito a receber diversos medicamentos; apresentar perdas funcionais; dificuldade de
locomocdo; problemas cognitivos; depressao; quedas; fraturas; incontinéncia urinaria e dores
crénicas. Assim, devido ao risco cardiovascular aumentado, o paciente idoso com diabetes deve
manter 6timos os niveis de pressao arterial e de colesterol (74).

Dos 48 participantes do nosso estudo, 27% sdo diabéticos e desse total, apenas 14,5 %
tambeém sdo hipertensos, ainda assim, mesmo que ocorrendo concomitantemente a DC, ndo
demostrou ser um fator de risco para o desenvolvimento de agravamento das formas clinicas da
DC.

Ao aproximar da terceira idade, o corpo humano apresenta modificagdes, como:
elevacdo de tecido adiposo no abdomen, elevacdo de percentual de gordura sanguinea,
diminuicdo da massa muscular, perda de agua e envelhecimento do sistema vascular. Estas
alteracdes fazem com que aumente a chance de arteriosclerose. As dislipidemias nos idosos séo
frequentemente secundarias a diversos fatores como a obesidade e a diabetes, por exemplo (73).

A comparacdo de frequéncia dos alelos G e A para o rs 2074192 ndo apresentaram
diferencas estatisticas. Apesar disso, estudos demonstram que o SNPs da ACE 2 ¢ associado
com a hipertensdo essencial. Neste sentido, um estudo realizado com 402 individuos
hipertensos e 203 normotensos de ambos 0 sexo, do sul de Xianjiang na China, relata que os
genotipos de risco para hipertensao essencial foram: rs2074192 (TT+CT, OR= 1,72, 95% ClI:
1,17-2,53), rs2106809 (TT,), rs4240157 (CC+C,), rs4646155 (TT+C,), rs4646188 (TT+CT),
rs4830542 (CC+ CT) e rs879922 (CC+CG) (75).
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O rs 2074192 foi associado com aumento de risco para hipertensdo essencial somente
em homens. Os pacientes hipertensos portadores do gendtipo de controle (CC) para o rs2074192
(CC, OR =2,37, IC 95%: 1,28-4,39) foram associados com risco para hipertensdo complicada
por estenose de arteriosclerose carotidea >50%. O SNP para rs 4646155 ou rs4830542 (CC+CT)
foram associados a fibrilacdo atrial, maior diametro do atrio esquerdo e niveis mais altos das
proteinas do sistema renina-angiotensina-aldosterona. A variante ACE2 rs2074192 foi
associada com hipertenséo essencial e hipertenséo essencial com estenose de arteriosclerose
carotidea >50%, enquanto outras 3 variantes de ACE2, rs4240157, rs4646155 e rs4830542,
foram associadas a hipertenséo essencial e fibrilacdo atrial relacionada ao remodelamento do
atrio esquerdo (75).

A regido do rs 2074192 também é associada a presenca de diabetes mellitus tipo 2 e
aumento de pressao arterial diastélica como foi observado em uma populacéo de uygures (povo
asiatico que habitam regido de Xinjiang no noroeste da China). A diabetes é uma comorbidade
observada com frequéncia na hipertensdo arterial sisttmica e o polimorfismo da ACE 2 tem
demonstrado associacdo positiva com o genotipo em estudos realizados em uygures (76).
Resultados semelhantes foram encontrados em homens caucasianos. O alelo C foi mais
prevalente nos homens hipertensos para o rs 2074192. Em mulheres com hipertensdo, foi
verificado maior frequéncia do alelo G para o rs 4240157 e um aumento de massa do ventriculo
esquerdo foi verificado para o alelo A do rs1978124 do gene ECA2 (77).

Outro estudo realizado em 402 individuos com hipertenséo essencial e 233 normotensos
associaram 0s seguintes rs com aumento de colesterol total (>5.2 mmol/L): rs2074192 (TT +
CT, P =0.012), rs4240157 (CC + CT, P = 0.027), rs4646156 (AA+AT, P = 0.007), rs4646188
(TT + CT, P=0.005), rs4830542 (CC + CT, P = 0.047), rs879922 (CC + CG, P = 0.001). Pan
et al 2018, observaram que o polimorfismo da ACE2 com diferentes rs, correlacionou com um
ou mais tipos de dislipidemia. Aumento de LDL-C foi associado ao SNP do rs 1978124 e rs
233575, baixo HDL- ¢ foi associado com rs2285666, rs4646142 e rs4646155 e alto colesterol
total com rs 2074192, rs4240157, rs4646156 e rs4830542. O SNP da ACE2 para 0 rs879922
(LDL-C e Colesterol total), rs2106809 (LDL-C, HDL-C e triglicerideos) e rs4646188 (LDL-C,
HDL-C, colesterol total e triglicerideos) foram correlacionados com mais de dois tipos de
dislipidemia. Sugere-se que 0 rs4646156 possui 6timo potencial como marcador de hipertenséo,
dislipidemia e associagdo com eventos cardiovasculares como o derrame isquémico. Estes
achados consolidam ainda mais a associacdo dos SNPs para ACE2, hipertensdo e comorbidades

que ocorrem concomitantemente (78).
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Associacdo dos niveis de ACE2 em plasma tem demonstrado potencial como marcador
de diagndstico e progndstico em pacientes com DC. A atividade da ACE2 e peptideo
natriurético tipo B (BNP) combinados, tem valor preditivo positivo para falha cardiaca em
pacientes com DC. Associagdo positiva da atividade da Ace2 e gravidade clinica da DC e
alteracdes do ecocardiograma foram correlacionadas positivamente. Assim, a ACE2 e seu papel
na DC parece ser relevante, porém nao existem estudos sobre SNP da ECA2 em pacientes com
DC.

A escolha pelo método de sequenciamento de Sanger para nosso estudo, possibilitou
uma maior especificidade na identificacdo da sequéncia do rs 2074192, além do custo
equivalente é possivel ser realizado em aparelhos de sequenciamento convencional ou outros.

O produto do sequenciamento de Sanger € tipicamente um cromatograma. O
cromatograma contém dados valiosos que comprovam a precisdo da sequéncia gerada. Cada
cor corresponde a um nucleotideo e os picos ao nucleotideo lido. O software de chamada de
base faz o possivel para interpretar o cromatograma, mas nem sempre é preciso, especialmente
com dados de baixa qualidade. Em nosso experimento, os cromatogramas obtidos apresentaram
picos bem definidos e separados no local do rs2074192; portanto, € possivel inspecionar
visualmente os picos gerados em cada cromatograma com precisdo, resultando no sucesso do
sequenciamentos

As primeiras 20 a 40 bases normalmente ndo sdo bem definidas e 0s nossos
cromatogramas também seguiram este padréo. Os fragmentos foram de bom tamanho pois néo
apresentaram erros de migracdo durante a eletroforese capilar como mencionado para 0s
produtos de sequenciamento muito curtos , 0s quais ndo migram de forma previsivel durante a
eletroforese capilar, e o software de analise tem dificuldade em atribuir bases dentro desta
regido, fazendo com que regides ndo sequenciadas (Ns) aparecam na sequéncia.

Para evitar que o local de interesse fique nas regioes Ns , locais em que néo € possivel
atribuir nucleotideos, foram testados primers de estudos anteriores e o fragmento obtido foi de
aproximadamente 500 bp, longe das bases principais, como a maioria dos estudos. A sequéncia
do primer ndo é observada nos resultados, pois as bases dentro do primer ndo sdo marcadas
durante a reacdo de extenséo.

No meio do fragmento o0s picos devem ser nitidos e bem espacados para que as bases
possam ser identificadas com precisdo e sem dividas. Nos casos em que ha ddvida sobre a
identificacdo da sequéncia, é observada a fita anti-sense e sequenciada novamente para
confirmacdo. Ao final também observou-se picos menos definidos, sendo estes descartados na

analise.
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O Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) determina que a frequéncia alélica permanece
constante por muitas geracfes nas situacdes em que: a populacdo é grande, homogénea, com
acasalamentos ao acaso e onde duas copias do mesmo gene sdo herdadas independentemente.
Esse parametro tem se consolidado, uma vez que, desvios no equilibrio podem indicar erros na
determinacdo do perfil dos marcadores, endogamia, estratificacdo populacional ou sele¢cdo. Em
nossa analise, verificamos que as frequéncias dos polimorfismos se encontram em equilibrio de
Hardy-Weinberg.

Ao comparar estatisticamente os dados obtidos, a regressdo logistica, permitiu verificar
que o polimorfismo para o rs 2074192 com o nucleotideo "G" diminui a probabilidade de o
individuo desenvolver a forma cardiaca. Assim, predizer que a possibilidade do portador de DC
manter a forma indeterminada também pode ter um grande beneficio para 0 acompanhamento
destes individuos, ja que o nucleotideo “G” pode ser associado a manutencdo da forma
indeterminada. Estes achados ainda sdo fracos para tal afirmativa, pois foi realizado somente
em duas formas clinicas, sem a presenca da forma mista e digestiva, além do nimero reduzido
de pacientes de uma unidade de saude.

A presenca do polimorfismo ndo demonstrou relagdo com a gravidade da DC e com as
comorbidades relacionadas nos pacientes do presente estudo que sdo acompanhados no
ambulatorio. No entanto, em uma amostragem maior e em individuos doentes que ndo realizam
quaisquer tipos de acompanhamento e/ou tratamento, ndo podemos afirmar a auséncia dessa

relacao.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

- O polimorfismo do gene ACE 2 rs 2074192 n&o mostrou diferencas de frequéncias do
SNP avaliado, nas duas formas clinicas da DC;

- A avaliacdo da frequéncia do rs 2074192 para a presenca de hipertensdo, obesidade,
diabetes e dislipidemia, também ndo mostraram diferencas estatisticas na frequéncia do SNP;

-As variaveis idade, IMC, frequéncia de hipertensdo, hiperglicemia e
hipercolesterolemia ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos com a formas

indeterminada e cardiaca;
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Anexo 2- Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
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RESOLUGAD 466/2012

CORYIDGD, o Senhor (o) para porticipar do meu Frojeto de Pesquisa immitulade
“Polimorfismos do gene AceZ em pacientes com doenga de Chagas”™, gue serd
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Anexo 3- Verificacdo do RS no site db SNP

Access keys NCBI Homepage MyNCBI Homepage Main Content Main Navigation
dbSNP

1.rs2074192 [Homo sapiens]

Variant type: SNV

Alleles: C>T [Show Flanks]

Chromosome: X:15564667 (GRCh38) - X:15582790 (GRCh37)
Canonical SPDI: NC 000023.11:15564666:C:T

Gene: ACE2 (Varview)

Functional Consequence: intron_variant

Validated: by frequency,by alfa,by cluster

MAF:
T=0.430587/24385 (ALFA)
C=0.147059/5 (Siberian)
C=0.176692/47 (SGDP_PRJ)
T=0.324074/35 (Qatari)
T=0.325/13 (GENOME_DK)
T=0.363179/1371 (1000Genomes)
T=0.37412/425 (Daghestan)
T=0.382979/108 (PharmGKB)
T=0.394125/104321 (TOPMED)
T=0.396341/130 (HapMap)
T=0.403908/41447 (GnomAD)
C=0.4375/21 (Vietnamese)
T=0.448727/5763 (TOMMO)
T=0.454577/1331 (KOREAN)
T=0.456311/1692 (TWINSUK)
T=0.465905/1346 (ALSPAC)
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Anexo 4- >NG_012575.1 Homo sapiens angiotensin | converting enzyme 2 (ACE2),
RefSeqGene on

CAGTTTGTCCAATTIGCCTCAATTGTTTCCCACAACAGACAGCAGGAGCGAAGAATGGATTGACCTTGCAY
GATGGTTTCCTGTCATTATAAAAAGGCTTAATATACCTACTGCTICTGGGCAGCTCACTAGGTGGCCCTCY
TCGAGCTGCGTCAGAGTCCTGTTTAACTTCGGAAGCAGATCTAAGACCTGCTGGGCAGGGTGTGCCTAGAS
AAATCTGGCTTGGTTGGAGTGTATGACCCAACTGTGCCCAGAGACTCACTCACTTCCTCCAGAAGACTTGY
TGICTGTCTIGGGAAAAACTICTGGCTGAGATCTTTATGAAAAAGCTCAGCCTTCCTGGATACTCAGCTGY
CAAGCTACAGGGGACCTCAGACTCTCTGTTICCAGGATGACTCTITTCAGATCTITICTGGCTGAGGTTGY
CCAGGGGITACCTGACTAATTCTGCGTTGATCTCTCTCTCTCTCTCTGGTGGACTCTGACCTCCTGACCTY
GGGCTATACCCAAGGGTAGGAAGATGAGATGCCAGACACTTTGGTCTTTGATCCAGAATGTTCTCCATATY
CATTGTTTTITITTTICTITAAACAATCTTTATCCTTTTGCCTCCATAAAAGTAAGCCATTTCCCATCCCT
AGTGCTGAAGAAACTGGCAAAGGTCCCTTTICTTATGTGCCTCCCCAGTGCTACCTCCAAATGCCAATACCY
TTTTATTTGGAAAATACTACTATAGAGACTTGGTCATAGGACCTGATTCATTTGTATAATAGAAGAGGTGY
TATCCAATTATCCGTTTCCATTATTTGATATAAAGTCATTGTAGATGTACTCTGACAGAAGGGAAATTCTY
TGCCAAATATGATAACTTTGCCCTTAAACACAGCAGTCACAAATGA ATAAATGCCAACCATTTATACATTY
TCCACACTTACAACTCAATTTTCCAATGGAGCTGTTGATGAACCTAATCTAGGTTGCAAGGCATGAAAGAT
TGCATAATTGTCAAAGACTTATATCTTTAATTAGACCTATTTACTTTGCTCTTATGATTTTAGGTGTATAS
TTCCTTTITITTITTTITTGAAACAGAGTCTTGCTCTGTCACCTAGGCTAGAGGGCAGTGGCACAATCTCGY
GCTCACTGCAACCTICTGCCICCCGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGACTAY
CAGACATGCGCCACCATGCCTGGCTAGGTGTATATTCTTATGATAAGCTCTATTATATCCTITCAGGAACY
AATGATATAAACAGTAAATAACTACACACAATTTTATTTTGTCTAAGTGTCCCCTTIGCTGTTITITGCTY
TTTGCAAATAGGATGTCCCGGAGCCGTATCAATGATGCTTTCCGTCTGAATGACAACAGCCTAGAGTTTCY
TGGGGATACAGCCAACACTTGGACCTCCTAACCAGCCCCCTGTTTCCATATGGCTGATTGTTITIGGAGTY
TGTGATGGGAGTGATAGTGGITGGCATTGTCATCCTGATCTTCACTGGGATCAGAGATCGGAAGAAGTAAY
GTGGCCTTTCCTAGACTTAACTATCCAAAAATAGAAAGATTTAGAGAACAGTAACTGGAAAATTTTCAGTY
AAGTGGTAGATTGTATAGACCAATTACTTAGITGGACAATTTTGCAACTAAATACTCTGATGCATTCCCTY
AGAAATTTAATAGATCAGCAGTTCATCTTCCTAGTAAGCCCACACAGTAAGTATCTGGCCTGGGATTTATY
TAGCATGCCCTAGTAAACTCCATCCCAGCCACAGTGTCATTTCCCTCCTACAAAGAGGCACTGCAAACTCY
AGCAGGTATGGGTGGGCTCAGGGAATGGTTTTCACTGCTCTCACTGCTGAATCCTTTTCAGTCTAAAAGTY
GGGGACTGGATTGCTGGAGACTGGATTGCTGATGGGTTTGAACCGTGAAATTGTICAAGAATGGGCTGTGY
AGATTTCTTTGAAACTGCTACTCTTIGGTTTTTTGITIGTTTGTTTGTTTGTTTGTTTGAGACAGAGTCTTY
GCTCTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAGTGGTGCAACCATAGTTCACTGCAACCTCGATTTCCCAGGCTCAAS
GTGATCGTCCCACCTCAGCTTCCTGAGTAGCTGGGACTACAGGGGTGTGCCACCACACCCAGCTAATTTTY
TGTATTTTTIGTGGAGACAGGGTTTTGTCATGTIGCCCAAGCTITICTIGAACTCCTGAGTTCAAGCAATY
CCGCCTGCCTCGCCCTCCAGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCGTGCCCTGCCCAAACTGCTACTCTY
TTACTCAGCTITATTTCTCACCGGGTAGCTCAGACTCTATGTCATICTCTTAGTTCATGGTTAGGCACGTY
TCTAATTTGTTCCTGAACTGAAGATCAAAGTTCATTGAGGATTTAAATTACCAGAGACCTGATTTCTAGTY
CTTGCTTTGCTACTAGATGTITITCTICTGTCCTTAAGAAATTGACTCTTGCTGGGCTTATGGAATGAAGT
GTTAATATTTTATAGCACCTAACAAAACTCTATGCACACCTCAGCTTGTTTAAACATATTCTTGATTGAAS

ATA A A ACTATAGAGATTTT] AAAA
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Anexo 5

BN Email - Dani Sanches - OQutlock X [B) rs2074192 o RefSNP -db X T TagMan Search x| + 7 - x
< C @ ncbinim.nih.gov/snp/rs2074192#variant details B e & » 0O &
Posicionamentos gendmicos (2] -
Nome da sequéncia *  Mudar
ACE2 RefSeqGene NG_012575.2:2.42492G>A
ACE2 RefSeqGene NG_012575.1:2.42403G>A
GRCh37.p13 chrX NC_000023.10:2.15582790C>T
GRCh38.p13 chrX NC_000023.11:2.15564667C>T

Gene: ACE2 , enzima conversora de angiotensina 2 (cadeia menos)

Tipo de molécula *  Mudar Aminoacido[Cédon] Termo SO

Variante de transcrigio de NM_001371415.1:¢.2115-44 N/D Variante de intron

ACE21

Variante de transcrigio de NM_021804.3:¢.2115-449G>A N/D Variante de ntron

ACE22

Variante de transcrigio de NM_001386259.1:¢.2115-449... N/D Variante de Intron

ACE23
=
g

Variante de transcrigio NM_001386260.1:c.1782-449... N/D Variante de Intron L}
1

ACE24 k3

Variante de transcrigio de NM_001388452.1:¢.1077-449... N/D Variante de Intron o

ACE25
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Anexo 6

@ ncbinim.nih.gov/snp/rs2074192#frequency_tab B = -

Frequéncia Detalhes da Significado HGVS Envios Historia Publicages Flancos

variante

Frequéncia

clinico

de alelos ALFA O projeto ALFA fornece frequéncia alélica agregada de dbGaP. Mais informagdes estdo disponiveis napaginaincluindo descri¢des, acesso a dados e

termos de uso.

Versio de langamento: 20201027095038

Tamanho
= a Alelo de Alelo
Populacio Grupo da -
refer&ncia Alt
amostra
Total Global 56632 C=0,56941 T=0,43059
europeu Sub 41772 C=0,55339 T=0,44661
africano Sub 5109 C=0,6837 T=0,2163
Outros africanos Sub 190 C=0,658 T=0,342
afro-americano Sub 4919 C=0,6847 T=0,3153
asidtico Sub 456 C=0,579 T=0,421
leste Asidtico Sub 388 T=0,425
I - —
B - o~
e

Eatuaa PopulagEs Srups

A
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Anexo 7

@R Email - Dani Sanches - Outlook X

) rs2074192 Relatorio RefSNP - di. % T TaqMan Search x| + ~ - @ =<

<« C 8@ ncbinim.nih.gov/snp/rs2074192#hgvs._tab o W O 2 :
Frequéncia Detalhes da Significado HGVS Envios Histéria Publicagdes Flancos
variante clinico

(2]

Canal & Cc= T

ACE2 RefseqGene

NG_012575.2:8.42492G>A

ACE2 RefSeqGene NG_012575.1:8.42403= NG_012575.1:2.42403G>A
Transcrigdo ACE2 NM_021804.2:¢.2115-449 NM_021804.2:c.2115-49G>A
variante de transcrigio de ACE2 1 NM_001371415.1:€.2115-449= NM_001371415.1:¢.2115-449G:
Variante de transcrigio de ACE2 2 NM_021804.3:¢.2115-449 NM_021804.3:¢.2115-449G>A
Variante de transcrigio de ACE2 3 NM_001386259.1:.2115-449= NM_001386259.1:¢.2115-449G>A
Variante de transcrigio ACE2 4 NM_001386260.1:¢.1782-449= NM_001286260.1:C.1782-449G>A
Variante de transcrigio de ACE2 5 NM_001388452.1:¢.1077-449 NM_001388452.1:¢.1077-449G>
Variante de transcrigdo de ACE2 6 NM_001389402.1:c.1782-449= NM_001389402.1:c.1782-449G>A
Variante de transcrig3o de ACE2 X1 XM_005274571.1:€.2115-449 XM_005274571.1:¢.2115-449G>A
GRCh37.p13 chr X NC_000023.10:g.15582790 NC_000023.10:g.15582790C>T
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Anexo 8- Quantificacdo dos produtos de pcr para sequenciamento.

Forma clinica Amostra Concentra | A260/ A260/
céo A280 A230
(ng/mL)
Indeterminada 05 36,0
Indeterminada 06 25,0
Cardiaca 08 25,0
Indeterminada 11 16,6
Cardiaca 14 27,0
Cardiaca 17 66,0
Indeterminada 24 65,0
Indeterminada 46 40,0
Cardiaca 51 52,5
Cardiaca 52 54,5
Indeterminada 65 70,0
Indeterminada 68 60,0
Cardiaca 20 17,5 1,882 1,440
Cardiaca 26 58,5 1,444 1,272
Indeterminada 45 50,0 1,695 1,754
Cardiaca 80 82,5 1,701 1,755
Cardiaca 82 90,5 1,692 1,926
Indeterminada 86 76,0 1,689 1,810
Indeterminada 94 75,5 1,716 1,573
Indeterminada 96 82,5 1,701 2,012
Indeterminada 97 90,0 1,698 1,875
Cardiaca 101 88,5 1,735 1,945
Cardiaca 102 82,0 1,726 1,864
Indetrerminada 110 56,5 1,712 1,766
Indeterminada 116 43,5 1,642 1,642
Cardiaca 117 55,5 1,734 1,790
Indeterminada 118 77,5 1,722 1,685
Indeterminada 122 73,5 1,709 1,652
Cardiaca 134 41,0 1,783 0,121
Cardiaca 139 53,0 1,767 1,359
Indeterminada 140 68,5 1,671 1,930
Indeterminada 143 58,0 1,657 1,450
Indeterminada 149 51,5 1,717 2,020
Indeterminada 150 61,5 1,640 1,685
Indeterminada 151 67,0 1,654 1,740
Indeterminada 152 50,0 1,667 1,724
Cardiaca 127 56,5 1,766 1,823
Indeterminada 155 94,0 1,725 1,182
Indeterminada 156 45,0 1,765 1,250
Indeterminada 161 49,5 1,737 1,414
Indeterminada 162 68,0 1,722 1,838
Indeterminada 163 113,5 1,746 1,694
Indeterminada 166 94,0 1,741 2,000
Indeterminada 168 55,5 1,708 1,632
Indeterminada 73 40,5 1,723 1,125
Indeterminada 135 51,0 1,759 0,887
Indeterminada 157 45,0 1,765 0,928
Cardiaca 158 55,5 1,734 1,500
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Anexo 9- Analise do sequeciamento das amostras posicdo 53 a 420. BLAST para SNP
rs2074192 (Alelos C>T; ou seja, G>A no sentido sequenciado).

Amostra 20 cardiaca
ACCTTTTATTTGGAAAATATTACTATAGAGACTTGGTCATAGGACCTGATTCATTT
GTATAATAGAAGAGGTGTATCCAATTATCCGTTTCCATTATTTGATATAAAGTCAT
TGTAGATGTACTCTGACAGAAGGGAAATTCTTGCCAAATATGATAACTTTGCCCT
TAAACACAGCAGTCACAAATGAATAAATGCCAACCATTTATACATTTCCACACTT
ACAACTCAATTTTCCAATGGAGCTGTTGATGAACCTAATCTAGGTTGCAAGGCAT
GAAAGATGCATAATTGTCAAAGACTTATATCTTTAATTAGACCTATTTACTTTGCT
CTTATGATTTTAGGTGTATATTCCTTTTTTTTTT

Amostra 24 indeterminada
ACCTTTTATTTGGAAAATATTACTATAGAGACTTGGTCATAGGACCTGATTCATTT
GTATAATAGAAGAGGTGTATCCAATTATCCGTTTCCATTATTTGATATAAAGTCAT
TGTAGATGTACTCTGACAGAAGGGAAATTCTTGCCAAATATGATAACTTTGCCCT
TAAACACAGCAGTCACAAATGAATAAATGCCAACCATTTATACATTTCCACACTT
ACAACTCAATTTTCCAATGGAGCTGTTGATGAACCTAATCTAGGTTGCAAGGCAT
GAAAGATGCATAATTGTCAAAGACTTATATCTTTAATTAGACCTATTTACTTTGCT
CTTATGATTTTAGGTGTATATTCCTTTTTTTTTT

Amostra 26 cardiaca
ACCTTTTATTTGGAAAATATTACTATAGAGACTTGGTCATAGGACCTGATTCATTT
GTATAATAGAAGAGGTGTATCCAATTATCCGTTTCCATTATTTGATATAAAGTCAT
TGTAGATGTACTCTGACAGAAGGGAAATTCTTGCCAAATATGATAACTTTGCCCT
TAAACACAGCAGTCACAAATGAATAAATGCCAACCATTTATACATTTCCACACTT
ACAACTCAATTTTCCAATGGAGCTGTTGATGAACCTAATCTAGGTTGCAAGGCAT
GAAAGATGCATAATTGTCAAAGACTTATATCTTTAATTAGACCTATTTACTTTGCT
CTTATGATTTTAGGTGTATATTCCTTTTITTITT

67



Anexo 10- Informac6es gerais sobre os pacientes com DC na forma indeterminada sob
tratamento para as comorbidades: Hipertenséo, diabetes e dislipidemia.

N Kade Etia F?'.“ Procedtacia Pese Altrs  IMC Chssiicacio Hipertensio  Diabetes Dislipidenia Colsteral HOL  Triglicérides  Glicemia
cliica IMC Tatal

§ % Ermnca nd Fartura i 162 A4 Sobrpeo il il il 153 40 1] 2
f W B Ind (] i AT ZT0BMIEE  Sobrepeso § H § 18 1) 13 04
1 B Fad nd Iraparanga W48 ZATASST Eumefi il il il 51} ] W 3
i % Branc nd Coronel Maceds WA MBIEET Eunefin H il H an il 1 il
Y 85 Brna nd Faranapanema 4 168 SRS b2 il H H [44} LH] b 14
M Brna Ind I W T2 B0EA0E  Sebrepeso § § H a0z 5 £3 f
[ [ nd Faranapanema G4 A7 AB2006EE  Sobrepeso il H H 135 i ) 130
B B Pad Ind Biotucaty B3 163 M26306F  Eutrafi H H H 133 [E] 1 1
B B0 Branca Ind Taquarituba IR B3ANENR b1 § § § 123 a i} 13
W4 B Ind Iraparanga AR N BTN |1 b1 H H H ) 4 % &0
3 B Brna Ind ] B 16T B01555E b1 § § H 12 56 i 4
¥ B Brn nd Iraparanga 2 16 20G0M35  Sobrepeso il H H & i i 1}
ki £3 Brmna nd Taquarituba 7 16 26T Sobrepeso il H H 126 b 366 T
6 Braa Ind Taquarituba 2 0TI b1 § H § 133 1) i 1
1t % Bmna nd Batucaty fe6 164 23366 Sobrepeso il il il 1 [ i1 i
M Bra Ind Taquarituba B 16 SR02036% b1 § H § 152 [ fif L)
2 BF Brna Ind ] E VI 41 1] § H H It L fi2 ¥
5 B Brna nd Faranapanema B 182 MBEREd Eunofi il il il 135 53 f il
W% Megn nd Faranapanema [T N v 1 T Eutrafiy H il H 166 4 e 1
Wi B Erna Ind ] 85 166 ZASEEEY  Sobrepeso § H H 133 4 i L)
ILE] B Brn nd Coronel Maceds [ L T i Eutrafiy il il il s ] i} i
1 B3 Brna nd Carquibe W BT 265NN Sobrepeso il H il 14 k) 105 T
i B Brna Ind ] AT 2RI Sobrepeso § H § 3 1) B [E]
2 B3 Brna nd Carquibe 1 16 AT Sobrepeso H il H 163 ki X B2
4 B Ind Conchas f2 165 ATTME4  Ewmefiy H H H fl 1) 105 Ll
6 68 Braa Ind Jaras B 164 24TEIEY  Ewnefiy § H § W i 106 3
i 61 Bra Ind Biotucaty B 165 A0 Ewnefiy H H § it 1) 14 ¥
Bl 8 Bra Ind S0 Manuel WA 250400202 Ewmefiy H H H 154 5 £ %
e 60 Brwe  d Iraparanga 1 16T 26THME Sobrepeso ] ] ] 12 ) i %
5 B Ernc Ind Iarart B 1§ 1TE0864 Eunefiy H H H 133 £ 1 Ll
6 12 Erna Ind Piriu B 167 24020 Ewnefiy § H § 133 H] i L)
£ 1 Erna Ind Pirsju i . § § § 1 56 fil a0
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Anexo 11- Informagdes gerais sobre os pacientes com DC na forma cardiaca do sexo
masculino, sob tratamento para as comorbidades: Hipertensao, diabetes e dislipidemia.

N e  Ema F?lma Pocedéncia ~ Peso e IC Elassli:aniu Hiperensdo Diabetes  Disipidenia (st WL Tiglcerides Giicemia

clinica Tatal
R Brace o lomdleet W 8 TEE lhewn 3 ] h W% m B
ool Branca ¥ Bufee o B ewn S A h o4 0 5
T B F] Bty NI R 4 T ] | | m & € W
1 Branca ¥ Taquainba N L SN R i ] 3 Bk fi fi
5 ¥ Branca A (mdlleen T 1% BET 0 3 ] 3 w4 q L
I Pats G loekSmabibe 83 1R BN Sbwe N A h L TR S
TR Braca k| lepornga Sl BAEE  Eues ! A 3 m % i i
m B k] Pid B TATE O ] A I o4 m o
m & Branca ¥ Taquanba 1 % BME Sobee N A h /5 R R (A |
m o Branca ¥ Pagarens 805 IF0 AT b 3 A 3 noo4 B
[ Brace ¥ e N L N 1 R | 3 wo¥ w3
W Brace ¥ T [N VK B 1 | 3 n 4 [
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Anexo 12- Alinhamento no Blastn (primeira pagina do BLASTn) para o amplicon de 367 bp,

obtido por sequenciamento de Sanger. O alinhamento foi feito com o0 NG_012575.1 do gene
ACE2, com o rs2074192.

.

€« > C @& blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Nucleotides&PROGRAM =blastn&BLAST_PROGRAMS=me...

WS An official webaite of U1 Uniad Statés governmant kare's haw you know

q
2
foj
B
%
=]
*

BLAST ® 5 blastn suite Home RecentResults Saved Strategies Help

Align Sequences Nucleotide BLAST

astn blastp blastx tblastn thiastx

BLASTN programs search nuclentide subjects using a nucleotide query, mare.

Enter Query Sequence
er accession number(s), gi(s), o FASTA sequenceis) @ Ciear Query subrange €

ACCTTTTAT 74| T
CATTTG TATAATAGAAGAGG TG TATCCAATTATCOGTT TCCATTATT TGATA
TAAAG GTAGATGTA CAGAAGGGALATTCT TGCGALATAT

GATAACTITGCCCTT -

Or, upload file [[Escoiner ficheira | Nenhum ficheiro selecionado @

Job Title [

Enter a descriotive tile for your BLAST search @
Align two or more sequences @

Enter Subject Sequence
Enter accession number(s), @i(s), of FASTA sequence(s) @ Cear Subjoct subrange ©

NG_012575 —
To

b

Or, upload Tils [ Escolner ficheiro | Nenhum ficheiro selecionado L]

Program Selection

Optimize for © Highly similar sequences (megablast)
O More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
@ Somewhat similar sequences (blastn)
Ghoose 8 BLAST sigorithm

BLAST Search nucleatide sequence using Blastn (Optimize for somewhat similar sequences)
(2 snow rasunts in 3 new windaw
igorithm parameters

”

Mostrar tudo x

| seqdump.txt ~ ‘ |  RCCSMNRA4114-Ali... txt ~ | ] nota enfe 2022.xlsx ~

EE: ¢ <« Blalo % o6
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Anexo 13 Dot Plot do alinhamento no Blastn (quarta pagina do BLASTN) para o amplicon de
367 bp, obtido por sequenciamento de Sanger. O alinhamento foi feito com o NG_012575 do
gene ACE2, que continha o rs2074192.

NIH Eﬂ}}ona\ Library of Medic_\r'ne

BLAST ®» blastn suite-Zsequences » resultsfor RID-TRHARPGE114 Hame

CEditSearch | Zave Seard Search Summary v 0 How o read fhis repart? @ BLAST Help Vi

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results

RID TKHARPG14. sesrcn expives on 12-45 1646 5m Dowinload Al v Percet ety Evalie o
Program Blast 2 sequences  Ctaton v l:l nol:l I:I o I:I I:IW I:I
Query ID Il Query 51133 (dna)

Guery Deser  Nonz m
Query Length 367

Subject D NG 0126751 {dna)

Subject Descr Homo s3piens angiotensin | converting enzyme 2 (ACE2,

Subject a0
Length

Cther reports  MEA vizuer @

Descripions ~~ Graphic: Summary  Alignments

Plotof cl|Query_51133vs NG_012575.1 §

B racdback
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