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RESUMO 

 

A Tripanossomíase Americana ou doença de Chagas (DC) é uma doença zoonótica 

caracterizada por progressão crônica, endêmica em 21 países da América Latina, afetando 

aproximadamente 6 milhões de indivíduos, cujo agente etiológico é o Trypanosoma cruzi.  A 

DC apresenta duas fases distintas: aguda e crônica. A fase aguda ocorre após o contágio e a 

crônica após um período de dois meses do primeiro contato; a cronificação assintomática da 

doença, é definida como forma indeterminada. Nesse período, o paciente não apresenta 

sintomas, mas ao evoluir para a fase crônica sintomática os indivíduos podem apresentar 

sintomas cardíacos e digestivos, sendo classificados com a forma clínica crônica, conforme o 

órgão infectado.  Características das cepas do agente infectante, resposta imunológica contra o 

parasita, a carga genética do paciente e do parasita, além de comorbidades preexistentes, são 

relacionadas à evolução dos sintomas clínicos ou na ausência deles. Neste sentido estudos sobre 

Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) associados a estas comorbidades, podem auxiliar na 

compreensão da fisiopatologia da DC. Polimorfismos em genes como ACE2, que está associado 

a hipertensão, 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 

relacioná-lo com as comorbidades dos pacientes nas duas formas clínicas crônicas da doença 

de Chagas, indeterminada e cardíaca. Foram incluídos pacientes do sexo masculino, com a 

forma clínica crônica indeterminada (n=46) e cardíaca (n=18) da DC, atendidos no ambulatório 

do HC-FMB/ UNESP. Os dados clínicos foram retirados do prontuário eletrônico e a avaliação 

do SNP foi realizada em células nucleadas do sangue periférico pelo método de Sanger. Os 

resultados obtidos demonstraram que as características clínicas (idade, índice de massa 

corpórea ou IMC, etnia) não apresentaram diferenças estatísticas significativas. Os pacientes 

com DC apresentaram idade média de 64 anos para a forma indeterminada e 66 anos para a 

forma cardíaca, ambos classificados como idosos. O IMC foi de 26 kg/ m2 para os dois grupos. 

Os valores de triglicerídeos, HDL e glicose apresentaram valores semelhantes aos níveis de 

normalidade. A avaliação do SNP para o gene ACE 2-rs 2074192 não mostrou diferenças nas 

frequências de guanina (G) e adenina (A). As avaliações para presença de hipertensão, 

obesidade, dislipidemia e diabetes também não demonstraram diferenças nas frequências de 

alelos G e A. Por fim, nosso estudo não apresentou relação entre a presença do polimorfismo e 

a forma clínica da DC. 

Palavras chave: Doença 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.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 DOENÇA DE CHAGAS E HIPERTENSÃO 

A Tripanossomíase Americana é uma zoonose caracterizada por desencadear infecção 

generalizada, com possível evolução crônica, de caráter endêmico, sendo frequentemente 

descrita como doença de Chagas (DC). O agente causador da DC é o protozoário Trypanosoma 

cruzi (T. cruzi) hemoflagelado intracelular, pertencente a subfamília Triatominae, compondo 

uma variedade de 142 espécies. O triatomíneo transmissor, vetor da DC, é um inseto 

hematófago de hábitos noturnos, sendo conhecido popularmente como barbeiro (1-4).  

A DC é endêmica em 21 países latino-americanos, afetando aproximadamente seis 

milhões de indivíduos. Possui incidência nessa região continental de 30 mil novos casos a cada 

ano, com uma estimativa de 14 mil mortes anuais. Estimativas apontam que há 70 milhões de 

indivíduos vivendo em áreas favoráveis à exposição, aumentando assim a probabilidade de 

contrair a doença (5) (Figura 1). No Brasil, a DC tanto na fase aguda quanto na crônica, tornou-

se um agravo de notificação compulsória desde maio de 2020 (5-7). 

 

 

FIGURA 1- Distribuição, prevalência e incidência da Doença de Chagas. 

Fonte: DNDi América Latina, 2019. 

 

A transmissão é classicamente vetorial através do contato com as fezes e/ou urina 

contaminadas destes triatomíneos. T. cruzi não 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 são classificadas conforme a tabela 1.       
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TABELA 1- Vias de transmissão do Trypanosoma cruzi comprovadas. 

VIA DE TRANSMISSÃO DEFINIÇÃO 

Vetorial Transmitida pelas fezes e/ou urina de triatomíneo no 

momento do repasto sanguíneo no hospedeiro. 

Transfusional Transmissão ocorre por transfusão sanguínea de 

doadores que não realizaram a triagem. Ocorrência em 

locais sem banco de sangue.  

Transplante de órgãos sólidos Transmissão ocorre por transplante de órgãos de 

doadores não identificados, sem normatização. 

Vertical Transmissão entre mãe infectada e feto saudável 

durante a gestação. Acomete em média, oito mil 

recém-nascidos 

Leite materno Transmissão ocorre entre mãe infectada e seu recém-

nascido saudável, sendo mais frequente na fase aguda 

da DC. 

Oral Transmissão por meio de alimentos contaminados que 

possam conter o triatomíneo, fezes ou urina do inseto. 

Ex: cana de açúcar, açaí. 

Sexual Ocorrência em indivíduos na fase aguda da doença que 

mantenham relações sexuais com eventual exposição 

ao sangue. 

Acidentes laboratoriais Profissionais da área da saúde podem ser infectados 

através de material perfurocortante contaminado e/ou 

manuseio de animais utilizados em para pesquisa e 

diagnóstico da DC. 

Manuseio de animais infectados Indivíduos que manipulam carcaça de animais 

infectados durante procedimentos de diagnóstico. 

Fonte: autores 8-11. 

 

Na DC são descritas duas fases distintas: aguda e crônica. A fase aguda inicia-se em um 

intervalo de tempo entre oito a 10 dias após a infecção pelo parasito, e possui como 

característica, a alta parasitemia, tanto na corrente sanguínea, quanto nos tecidos do indivíduo 

(11-12). Pacientes neste período, apresentam desde sinais clássicos, como chagoma de 
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inoculação e/ou sinal de Romaña, até sintomas mais graves como derrame pericárdico, 

meningoencefalite e/ou miocardite aguda. O diagnóstico confirmatório ocorre através da 

realização de pelo menos dois exames parasitológicos diretos ou testes sorológicos, 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. Após este estágio, pode ocorrer um intervalo de latência de 10 a 15 anos, denominado 

como fase crônica assintomática. Neste período, o paciente desenvolve a forma indeterminada 

da doença com ausência de sintomas clínicos. Após a cronificação da DC, o diagnóstico é 

realizado por meio de testes sorológicos de maior sensibilidade, como imunofluorescência 

indireta (IFI), ELISA, Hemaglutinação Indireta (HAI), podendo ainda ser realizado teste 

molecular, como Polymerase Chain Reaction (PCR). Alguns indivíduos nesta fase, apresentam 

uma queda na qualidade e tempo de vida, com possibilidade de aumento da ocorrência de 

morbidades como hipertensão arterial sistêmica (HAS), diabetes, obesidade e a progressão do 

risco cardiovascular (15).  

Por fim, há pacientes que evoluem para a fase crônica sintomática, apresentando formas 

clínicas da doença: a forma cardíaca (considerada a mais frequente, acometendo cerca de 30% 

dos infectados e apresenta manifestações como miocardite crônica, insuficiência cardíaca, 

arritmia); forma digestiva (com típico megaesôfago e megacólon) ou forma mista (ambos 

sintomas cardíacos e digestivos são observados) (8, 16-19).  

Pacientes chagásicos com a forma indeterminada normalmente são pacientes 

ambulatoriais, pois mesmo sem sintomatologia específica, estes indivíduos demandam atenção 

e cuidados frequentes, já que a cada ano de 2 a 5% evolui para DC sintomática e destes, de 30 

a 40% progridem para complicações cardíacas e gastrointestinais (20).  

Do total de sintomáticos, apenas de 10 a 30% apresentam distúrbios cardíacos decorrentes 

à infecção crônica pelo T. cruzi geralmente desenvolvendo arritmias ou cardiomiopatias (21-

22), podendo citar ainda a ocorrência da HAS, que incide mais frequentemente entre os 

cardiopatas descompensados, a partir da quarta década de vida, reforçando o caráter progressivo 

somatório da DC, sugerindo que a tanto a DC quanto a HAS, podem agravar o quadro do 

paciente, já que ambas moléstias ocorrem concomitantemente (23). 

A HAS é classificada como uma condição clínica com alta prevalência, acometendo cerca 

de um bilhão de pessoas em todo mundo nos últimos 30 anos, sendo denominada também como 

uma condição clínica multifatorial, cujos níveis pressóricos possuem valores de 140mmHg para 

a pressão sistólica e 90mmHg para a diastólica (24-25). Em pacientes chagásicos, a ocorrência 
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e o grau de gravidade da HAS, dependem da raça, sexo, idade, forma clínica da doença, peso, 

associação a insuficiência cardíaca, dentre outras variáveis (26-27).  

Devido à alta prevalência tanto da DC no continente americano quanto da HAS, descrita 

como uma de suas principais complicações cardiovasculares, em um contexto mundial, essa 

enfermidade torna-se de importância significativa para a saúde pública brasileira. Portanto, 

informações no que se refere sobre suas correlações fisiopatológicas são de extrema 

importância, devendo assim serem disseminadas tanto entre os profissionais da saúde, quanto 

entre a população em geral (21).  

Há uma escassez no que diz respeito a explicações acerca da relação entre essas duas 

patologias tão significativas. Neste sentido, algumas hipóteses 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 não como uma complicação decorrente da 

tripanossomíase. Logo, indivíduos hipertensos, que residem uma zona de risco para contrair a 

DC, estariam mais propensos a apresentar complicações cardiovasculares, com possível 

evolução para cardiomiopatia crônica com um pior prognóstico (28-29).  

Todo esse processo envolvendo HAS e DC ocorre devido a fisiopatologia de ambas 

possuir denominadores em comum e contribuir para um quadro clínico de inflamação sistêmica, 

com amplo acometimento tissular, resultando na destruição das fibras do músculo miocárdico, 

sucedendo na dilatação do ventrículo e na insuficiência cardíaca (30-31). Pacientes hipertensos 

chagásicos, normalmente apresentam dispneia, fadiga e edema de membros inferiores (32).  

Já a segunda condição aponta a HAS como uma consequência da DC, ou seja, a HAS se 

torna mais frequente em indivíduos chagásicos, e que apresentam predisposição a desenvolver 

complicação cardiovascular (27-28). A justificativa para esse comprometimento, é o fato da 

destruição de fibras nervosas parassimpáticas e em menor impacto, as simpáticas, durante a 

infecção pelo T. cruzi (33-34), resultando na desregulação neurovegetativa com predomínio do 

tônus simpático, levando ao aumento dos níveis da pressão sanguínea e, consequentemente a 

HAS (35). 

O fato da persistência e instalação da infecção crônica causada pelo parasito, indica que 

o próprio possui inúmeros mecanismos de escape do sistema imunológico. 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 desequilíbrio na 

homeostasia, as células hospedeiras de defesa se utilizam de mecanismos para combater o 

agente infectante, a partir da ativação do sistema imunológico, envolvendo diversos tipos 

celulares e mediadores (38).  
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A resposta imune inata e adquirida são as responsáveis por desempenharem essa função 

e durante a replicação intracelular do parasito, este libera antígenos exógenos e endógenos que 

iniciarão uma cascata inflamatória (39-40). 

Aspectos como as características das cepas do agente infectante, juntamente com resposta 

imunológica do indivíduo acometido pela DC, a carga genética do paciente e do parasita além 

de patologias relacionadas, são determinantes na evolução dos sintomas clínicos ou na ausência 

deles. As comorbidades neste sentido podem interferir na evolução da DC e na qualidade de 

vida destes indivíduos. As comorbidades frequentemente estudadas são hipertensão arterial 

sistêmica e/ou doenças cardiovasculares, obesidade, hipercolesterolemia, hiperglicemia, 

hipovitaminose D e saúde óssea debilitada (16-41). 

Tanto a DC quanto a HAS, são moléstias de caráter grave e que em alguns casos resultam 

em morte, além de reduzir a qualidade de vida dos indivíduos, causando ainda um impacto na 

saúde pública. A tripanossomíase americana é considerada uma doença responsável por causar 

incapacidade, reduzir a expectativa de vida e/ou levar ao óbito, especialmente em pacientes 

adultos jovens, além disso, é descrita como um fator de risco autônomo para doenças vasculares 

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

 

1.2 POLIMORFISMO DE NUCLEOTÍDEO SIMPLES (SNP) 

Aspectos genéticos são alvos de estudos sobre a relação parasita-hospedeiro e suas 

gravidades. Neste sentido há o Polimorfismo de Nucleotídeo Simples (SNPs) associado a 

diversas doenças em diversos genes associados à DC. Um dos genes que possa relacionar as 

comorbidades e infecção é o gene da Angiotensin converting enzyme (ACE 2), que de algum 

modo está associado a doenças, como a hipertensão, por exemplo, interferindo assim no balanço 

tênue da proteção e lesão dos tecidos na DC (43-45). 

Cerca de 90% das variantes de sequência em humanos são diferenças em bases únicas de 

DNA, chamados SNPs. Os SNPs são uma fonte comum de variação genética dentro do DNA 

genômico, sendo nos dias de hoje o marcador de escolha por estar presente em grande número 

em praticamente todas as populações de indivíduos, apresentando frequência de mais de 1% na 

população humana. Normalmente conferem uma diferença de nucleotídeo único dentro de um 

locus de gene específico, resultando em dois alelos do gene. Quando presentes em regiões 

codificadoras ou regulatórias de um gene, esses polimorfismos podem afetar a função ou, mais 

comumente, servir como marcadores biológicos para a herança de um loci específico (46-48). 

O emprego destes marcadores foi notadamente demonstrado na genômica humana, já que 

o sequenciamento completo do genoma humano resultou na descoberta de milhões de SNPs, 
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seguido de desenvolvidas tecnologias para analisar conjuntos de até um milhão de 

polimorfismos de nucleotídeo único (49). 

Habitualmente esses polimorfismos são bi alélicos, não 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 inúmeras vezes em locais diferentes 

do DNA, se caracteriza pelo fato de não serem igualmente distribuídos. Em suma, os SNPs 

ocorrem mais raramente em regiões codificantes do DNA do que em regiões não codificantes 

(52-53). 

 Polimorfismos detectados em regiões não codificantes mesmo não alterando proteínas 

codificadas, desempenham um papel importante como marcadores tanto genéticos quanto 

físicos com o intuito de auxiliar nos estudos de genômica evolutiva ou comparativa e quando 

identificados nos sítios regulatórios de um gene, podem impactar nas taxas de transcrição, 

alterando a produção da proteína codificada. Já em sítios codificantes, os SNPs podem alterar 

a estrutura da proteína e consequentemente a sua função, desencadeando o desenvolvimento de 

doenças ou alterações frente a uma resposta a determinada droga ou toxina ambiental (49,54). 

O polimorfismo no gene ACE 2 tem como característica uma troca das bases C por T na 

região cromossômica 15566297. Essas trocas podem refletir no controle da pressão sanguínea. 

O gene ACE 2 está ligado ao cromossomo X, refletindo na herança materna. Tanto fatores 

genéticos quanto ambientais favorecem para o risco de doença arterial coronariana (DAC). 

Polimorfismos comuns em diferentes genes já foram relatados como condições de risco 

genéticos para DAC. Os polimorfismos da ACE2, têm sido associados à hipertensão em 

diferentes indivíduos e estas alterações no gene desta enzima têm sido associados a um aumento 

no risco de hipertensão (55). 

Há uma possibilidade de que o portador de determinados polimorfismos no gene ACE 2 

pudessem manifestar previamente uma doença quando comparado aos demais portadores com 

outros genótipos (55). Assim como ocorre na COVID-19 em que há possível envolvimento de 

fatores genéticos relacionados ao gene ACE 2 na patogênese da doença, que foi apoiado pela 

identificação de marcadores polimórficos no locus ACE2 e estão presentes em pacientes com 

comorbidades, como por exemplo: HAS, diabetes, obesidade, sendo relacionadas à gravidade 

do COVID-19. Deste modo, demonstrou-se que a proteína ACE2 desempenha um papel 

importante na proteção contra alguns distúrbios, como complicações cardiovasculares, doença 

pulmonar obstrutiva crônica (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 sequência genômica 

possuir inúmeras semelhanças em sua estrutura com o gene da ACE humana, nomearam-na 

ACEH ( angiotensin converting enzyme homology) ou ACE2.  

O gene ACE2, responsável por regular a função da enzima ACE 2 foi mapeado em seres 

humanos no cromossomo X p22.2 e é constituído por 18 éxons e 17 íntrons, organizado de 

maneira semelhante (Figura 2) ao tamanho dos éxons do gene ACE e apresenta 

aproximadamente 40 KB de DNA genômico. A enzima ACE 2 é considerada como uma das 

descobertas mais importantes da história do sistema renina angiotensina (SRA) pois sabe-se 

que grande parte das doenças cardiovasculares coincide traços quantitativos multifatoriais, 

coordenados por fatores genéticos e ambientais (56-57). 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2-Localização e características do gene ACE 2. 
Fonte: Rev. Genética na escola.vol.16. n: 2; 2021. 

 

 

A partir de observações experimentais é possível afirmar a hipótese de que o gene ACE2 

poderia estar relacionado com o controle sistêmico da pressão arterial e em parâmetros no que 

diz respeito à função de contração do coração (57). Segundo Crackwover e cols., ao utilizarem 

quatro abordagens experimentais variadas, demonstraram a minuciosidade da função 

reguladora da ACE2 sobre as funções de contração cardíaca e de controle dos níveis 

pressóricos. Inicialmente detectaram que modelos de ratos hipertensos sódio-sensíveis 
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possuíam níveis baixos de RNAm da enzima (ACE2) quando comparados aos animais 

normotensos e sódio resistentes. Posteriormente, constataram que a expressão da ACE2 se 

manteve constantemente reduzida em outros modelos experimentais de hipertensão, como nos 

roedores naturalmente hipertensos e nos animais espontaneamente hipertensos predispostos a 

acidente vascular encefálico.  

Estudos apontam que esta enzima possui relação com as respostas às doenças isquêmicas 

cardíacas e função de balancear a atividade da ACE 1. Trata-se de uma metaloproteinase 

descoberta em humanos e roedores responsável em clivar angiotensinas (59). 

Podendo ser encontrada principalmente em tecidos renais e cardiovasculares, a ACE 2 

possui 805 aminoácidos em sua estrutura, incluindo uma sequência N-terminal e um único sítio 

catalítico, características essas que correspondem a 42% de semelhança com a conhecida 

ACE1, com diferenças somente em relação à especificidade de substrato e o fato de sua 

atividade não ser modificada pelos inibidores classicamente conhecidos da ACE1. A expressão 

da ACE2 no sistema cardiovascular acontece principalmente nas células do endotélio arterial, 

arteríolas e vênulas tanto do coração, quanto do rim. Além destes órgãos, a ACE2 foi também 

descrita como presente no trato gastrointestinal de seres humanos e no pulmão de camundongos 

(60).  

No sistema cardiovascular, a ACE2 atua clivando a Angiotensina I com posterior geração 

de peptídeo que até o 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 

somática ou outras peptidases, resultando em um resíduo inativo Angiotensina 1-5 (59-60). 

A ACE 2 pode ainda metabolizar de maneira direta a Angiotensina II, gerando como 

produto Angiotensina 1-7. Tanto a Angiotensina 1-9 quanto a Angiotensina 1-7 não podem ser 

hidrolisadas pela ACE2. Assim sendo, esse comportamento sugere ser a ACE2 a principal via 

de formação da Angiotensina 1-7 juntamente com a Angiotensina II (1). A função exercida pela 

Angiotensina 1-7, é a vasodilatação, traduzindo em efeitos benéficos como anti-hipertensivo e 

indicando que o equilíbrio entre ACE1 e ACE2 tem função na manutenção da homeostasia no 

organismo (59-60) (Figura 3). 
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FIGURA 3- Atuação da ACE 2 no controle dos níveis pressóricos. 

Fonte: Rev. Genética na escola.vol.16. n: 2; 2021. 
 

 

Deste modo a ACE2, possui papel na função cardíaca e no desenvolvimento de 

comorbidades como a hipertensão, sendo esse, fator de risco regularmente observado em 

indivíduos com cardiomiopatia chagásica crônica. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Embora existam na literatura inúmeros estudos descrevendo a patogênese da DC, a 

minoria deles busca esclarecer o motivo pelo qual um grupo de pacientes infectados 

permaneceu assintomático, enquanto outros apresentaram sintomatologia mais grave da DC. 

Deste modo, alguns autores apontam que este fato possa estar associado com a resposta 

inflamatória, com os mecanismos imunes responsáveis pela eliminação do parasita e até mesmo 

pela relação genômica entre o hospedeiro e o parasita.  

Na fase crônica, um dos argumentos mais instigantes é a circunstância que leva os 

pacientes a desenvolverem distintas manifestações clínicas; não se tem conhecimento sobre o 

principal fator responsável que contribua para o aparecimento dos sintomas clínicos da DC. A 

predisposição genética humana e marcadores moleculares, integram potenciais alvos para 

explicar a vulnerabilidade em algumas infecções. 

Considerando que o polimorfismo da ACE2 possa contribuir com a piora da DC, 

principalmente em pacientes portadores com a forma cardíaca, decidimos verificar as 

frequências do polimorfismo rs: 2074192 do gene ACE2 em dois grupos de pacientes com DC 

e suas associações com as comorbidades, principalmente a hipertensão. 
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3. OBJETIVO  

 

Avaliar o polimorfismo do gene ACE2 para o  rs2074192 em pacientes com duas formas 

clínicas da fase crônica da doença de Chagas, indeterminada e cardíaca e correlacionar a forma 

clínica com o SNP para o rs2074192, hipertensão, obesidade, dislipidemia e hiperglicemia. 
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 

 

Os pacientes do ambulatório de doença 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 clínicos analisados, foram coletados 

dos prontuários eletrônicos.  
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5. CASUÍSTICA E MÉTODOS 

 

5.1 PACIENTES E GRUPOS 

O presente estudo observacional descritivo, analítico e retrospectivo, foi conduzido por 

meio da seleção dos pacientes atendidos desde 2003 no Ambulatório de Moléstias Infecciosas 

Geral, do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP: Foram 

incluídos 64 indivíduos sorologicamente reagentes para DC, procedentes das sub-regiões de 

Avaré, Botucatu, Bauru, Itapeva, Itapetininga, Ourinhos e Sorocaba.  Do total de pacientes, 46 

apresentaram forma indeterminada da DC e 18 apresentaram a forma cardíaca da doença.  A 

inclusão somente das duas formas ocorreu com o intuito de conseguirmos comparar apenas um 

tipo de lesão em um determinado órgão, no caso o coração. 

 

5.2 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO  

Foram incluídos no presente estudo, somente pacientes adultos do sexo masculino, que 

participaram do estudo prévio, parecer nº 1.576.662, no qual assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido e os mesmos concederam a utilização das amostras 

biológicas para estudos posteriores, semelhantes ao conduzido pelo estudo clínico citado. 

Os portadores classificados com a forma indeterminada, foram os pacientes que 

apresentaram sorologia positiva em pelo menos dois métodos (quimioluminescência, 

hemaglutinação ou imunofluorescência indireta) e com eletrocardiograma (ECG), enema opaco 

e esôfago-estômago-duodeno normais e ausência de sintomas clínicos.  

Já os portadores da forma cardíaca, foram os indivíduos que, além de sorologias 

positivas, apresentavam alterações no ECG, radiografia de tórax e sintomas clínicos como 

palpitações, arritmias, incluindo extrassístole ventricular, taquicardia e diferentes graus de 

bloqueios cardíacos.  

Dentre os dados clínicos retirados do prontuário médico, estavam: idade (anos); peso 

(Kg), altura (m), IMC, drogas para hipertensão, dislipidemia e hiperglicemia de uso do paciente, 

pressão diastólica e sistólica, valores de colesterol e frações, valores de glicemia. 

O IMC foi calculado por meio da fórmula peso (Kg) / altura 2 (m) e a classificação do 

estado nutricional dos valores ocorreu de acordo a Organização Mundial de Saúde (OMS) para 

os indivíduos com idade inferior a 60 anos: Eutrofia (IMC entre 18,5 e 24,9), Sobrepeso (IMC 

entre 25,0 e 29,9), Obesidade I (IMC entre 30,0 e 34,9) e Obesidade II (IMC entre 35,0 e 39,9) 

(61). Para os indivíduos 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 classificação da gravidade das comorbidades: diabetes, colesterol total; HDL e 

triglicerídeos, foram considerados os seguintes valores nos exames bioquímicos: Glicemia > 

200 mg/dL; Colesterol total > 239 mg/dL, HDL normal entre 40 mg/dL e 60 mg/dL, 

Triglicerídeos > 200 (63-64) (Tabela 2), além da avaliação dos medicamentos de uso contínuo 

para o controle dessas comorbidades. 

 

TABELA 2- Valores de referência dos exames bioquímicos em amostras de sangue. 

TIPO DE EXAME BIOQUÍMICO VALORES DE REFERÊNCIA 

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 níveis de glicemia, colesterol e frações, foi realizada por técnica de química seca, no analisador 

Vitros®. < = menor; > = maior; mg = miligramas; dL=decilitros. Fonte: Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Botucatu. 

 

A hipertensão sistólica isolada foi definida como pressão arterial sistólica ≥ 130 mmHg 

de diastólica < 80 mmHg, e a hipertensão diastólica isolada é definida como pressão arterial 

sistólica < 130 mmHg e diastólica ≥ 80 mmHg e uso de medicamentos para hipertensão (65). 
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Foram considerados pacientes hipertensivos, os indivíduos com pressão sistólica entre 130 a 

139 mmHg ou diastólica entre 80 a 89 mmHg (estágio 1) ou sistólica de pelo menos 140 mmHg 

ou diastólica de pelo menos 90 mmHg (estágio 2).   

Na prática clínica, os pacientes que estão tomando medicamentos para hipertensão 

arterial sistêmica são geralmente definidos como portadores de hipertensão, especificamente 

“hipertensão tratada”, independentemente da pressão arterial observada. Definições baseadas 

em leituras ambulatoriais e domiciliares, são de suma importância no diagnóstico de 

hipertensão, que requer a integração da monitorização domiciliar ou ambulatorial da pressão 

arterial, enquanto as medições de rotina feitas no ambiente clínico devem ser usadas 

principalmente para fins de detecção.  
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5.3 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

Foram excluídos pacientes com síndrome genética e má formação; pacientes do sexo 

feminino que em decorrência do gene ACE2 estar localizado no cromossomo X, a identificação 

do polimorfismo necessitaria ser realizada nos dois cromossomos XX de origem materna e 

paterna. O sexo feminino também foi excluído devido ao uso de contraceptivos orais que 

aumentam a pressão sanguínea, podendo desencadear hipertensão arterial sistêmica induzida 

por medicamento; materiais biológicos que estavam inviáveis para o presente estudo; pacientes 

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

 

5.4. APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa, da Faculdade de Medicina 

de Botucatu-UNESP (Anexo 1). O consentimento para participação no trabalho foi obtido após 

informação e esclarecimento sobre os objetivos do estudo prévio, com posterior assinatura do 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2). 

 

5.5. MÉTODOS 

5.5.1 Coleta de sangue periférico 

Foram utilizadas amostras já coletadas. A obtenção desse material biológico ocorreu 

da seguinte maneira: Foi coletado 5 mL de sangue periférico de cada um dos indivíduos 

chagásicos crônicos e após centrifugação de 15 minutos a 15000 rpm foi realizada a separação 

da papa leucocitária. Para o estudo, foi adicionado 1mL de tampão de lise de células vermelhas 

- RCLB (pH: 7,6 1X: 10mM de Tris; 5mM de MgCl2 e 10mM de NaCl) e realizada a 

centrifugação a 15000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet 

armazenado em temperatura -20°C.  

 

5.5.2 Extração de DNA Genômico 

Para a determinação do polimorfismo, o DNA genômico foi isolado a partir de 

leucócitos do sangue venoso periférico utilizando o Kit PureLink® Genomic DNA Mini Kits 

K182001 (Invitrogen, Carlsbad, USA), de acordo com as instruções do fabricante. O DNA 

extraído foi mantido em freezer -80°C até a realização das análises. A quantificação do DNA 

foi realizada no espectrofotômetro 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 Reação em Cadeia da Polimerase para os SNPs 

A amplificação de todos os SNPs pela PCR foi realizada em um volume de 25 µL 

contendo 50 ng de DNA genômico, água Mili-Q, tampão, 3,0 mM de MgCl2, 0,2 mM de cada 

de dNTP, 20 pM de cada primer e 1U de Taq DNA Polimerase (Cellco®, São Carlos, Brasil) e 

as condições das reações de padronização foram 17,5 uL de H2O; 2,5 µL de Buffer; 0,75 µL de 

MgCl2 (50mM); 0,5µL de dNPTs (10µM); 0,25 µLde Taq (5U/µL); 0,5 µL de P1 (15 pmoles); 

0,5 µL de P2 (15 pmoles); 2,5 µL de DNA (67).  

As temperaturas utilizadas foram baseadas de literatura descrita e ocorreu da seguinte 

maneira: 1ª etapa- 95°C por 5’para desnaturação; 2ª etapa- 95°C por 30’’ para desnaturação; 3ª 

etapa-62°C por 30’’ para anelamento do primer; 4ª etapa-72°C por 1’30’’ para extensão; 

Repetição das etapas 2 a 4 por 35 vezes; 5ª etapa- 72°C por 10’ para extensão e 6 ª etapa- 4°C 

para estocagem da amostra.  

Todos os produtos de PCR foram monitorados por eletroforese em gel de agarose 2%, 

corado com 1 µL de brometo de etídeo, visualizados em transiluminador ultravioleta (UVP, 

Upaland, CA, USA) para confirmação da amplificação de uma banda única. 

 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 CCA CTG 

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

 

5.5.4 Genotipagem do SNP rs 2074192 - Sanger 

O sequenciamento ocorreu após amplificação do material por meio da PCR, utilizando 

os primers já descritos na literatura por Fan et al., 2019: Forward: 5′- GTA AGC CAT TTC 

CCA TCC C-3′; Reverse: 5′- ATT GTG CCA CTG 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 

recomendações do fabricante com algumas modificações. 

 A reação de sequenciamento foi realizada em volume total de 10 μL, contendo 1,5 μL 

do tampão de sequenciamento; 10 pmol do primer (os mesmos utilizados nas reações de PCR), 

1 μL de Big Dye, 60 a 90 ng de produto de PCR purificado e água MilliQ q.s.p.. Seguindo as 

instruções do manual da Applied Biosystems, a reação foi precipitada com 
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etanol/EDTA/Acetato, e após ressuspensão em formamida Hi-Di (Applied Biosystems), 

submetida à corrida em eletroforese capilar no equipamento “3500 Genetic Analyzer”.  

A análise inicial foi realizada no programa Sequencing Analysis (Applied Biosystems), 

que aponta os prováveis polimorfismos encontrados e associa a cada base um valor de qualidade 

(QV). Foram aceitas somente as sequências com QV igual ou superior a 20, correspondente a 

1% de probabilidade de erro. Após essa análise inicial, a sequência consenso das duas fitas foi 

obtida no programa BioEdit v.7.2 e analisada após alinhamento com uma sequência de 

referência, utilizando a ferramenta Blastn. 

 

5.5.5 Comparação do Amplicon com o gene ACE 2 publicado no banco de dados 

público Blast 

Recorremos a ferramenta de comparação entre sequências primárias (nucleotídeos ou 

aminoácidos) que utiliza um algoritmo de programação dinâmica para alinhamento local, 

BLAST e que apresenta uma metodologia de grande eficiência para comparação par-a-par entre 

sequências, quanto a comparação de uma sequência com uma grande base de dados. Para tal, 

utilizamos a ferramenta BLASTn (n= nucleotídeo), que por sua vez permite comparar uma 

sequência de nucleotídeos com uma base de dados de sequências de nucleotídeos. 

 

5.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Para análise dos dados qualitativos foram selecionados dois diferentes testes: qui-

quadrado ou Teste Exato de Fischer, dependendo dos valores dos dados nas tabelas de 

contingência.  

Para os dados quantitativos foram selecionados os testes de análises paramétricas 

ANOVA e teste-t de Student para variáveis com distribuição normal; para as variáveis com 

distribuição assimétrica, foram eleitos os testes de Mann-Whitney. Foram consideradas 

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

 

6.1 DADOS CLÍNICOS E DEMOGRÁFICOS 

O estudo incluiu inicialmente 64 pacientes. Desse total, foram excluídos 16 indivíduos, 

dentre eles: Sete foram excluídos por mudança de forma clínica; um se recusou a participar do 

estudo; seis foram excluídos por insuficiência de material biológico e dois foram a óbito, 

resultando em um número final de participantes do estudo, n = 48. 

Procedentes de diferentes localidades do estado de São Paulo, os indivíduos do presente 

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

 

 

 

FIGURA 4: Mapa da procedência dos pacientes com doença de Chagas no Estado de São Paulo atendidos no 

ambulatório de doenças tropicais do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP. 

Indeter = Forma indeterminada; Card = Forma cardíaca; n= Número de pacientes pertencentes a cada sub-região.  

 Fonte: http://www.iea.agricultura.sp.gov.br/out/mapa.ph - Modificado por Daniela Filadelfo Sanches 
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FIGURA 5: Fluxograma da procedência dos pacientes com Doença de Chagas no Estado de São Paulo atendidos 

no ambulatório de doenças tropicais do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP. 

I = Forma indeterminada; C = Forma cardíaca. N=número de pacientes pertencentes a cada sub-região. 
Fonte: http://www.iea.agricultura.sp.gov.br/out/mapa.ph - Modificado por Daniela Filadelfo Sanches. 
 

 

O maior número dos pacientes residia em cidades da sub-região de Avaré, representando 

52% (n=25) do total dos 48 pacientes, e 48% compreenderam pacientes procedentes das outras 

regiões.  

Os chagásicos indeterminados na sub-região de Avaré, representaram 46,8% (n=15) do 

total 32 pacientes com essa forma clínica e com a forma cardíaca, o percentual foi de 62,5% 

(n=10) do total de 16 pacientes. 

A cidade com o maior número de pacientes com a forma indeterminada foi Itaí, 

pertencente à sub-região de Avaré, com o percentual de 18,7% (n=6). O maior número de 

indivíduos com a forma cardíaca foi do município de Taquarituba, pertencente a mesma região, 

com o percentual de 18,7% (n=3). 



 

34 

 

 

 

 

Os valores do IMC, colesterol e frações, glicemia e pressão arterial não diferiu entre os 

dois grupos. Isto é decorrente do seguimento ambulatorial propiciado no Ambulatório de 

Doenças Tropicais do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP. 

As comorbidades são diagnosticadas e tratadas no decorrer do acompanhamento do paciente 

chagásico (Tabela 3). 

 

TABELA 03- Média e desvio padrão das características clínicas e exames laboratoriais dos pacientes com doença 

de Chagas.com as formas clínicas indeterminada e cardíaca atendidos no ambulatório de doenças tropicais do 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP. 

 

Variáveis Forma indeterminada 

(Média e Desvio Padrão) 

Forma cardíaca 

(Média e Desvio Padrão) 

Valor de p 

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) 1,69±0,06 1,70+±,06 0,77 

IMC (kg/m2) 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 

Triglicerídeos (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 

Pressão arterial (mmHg)    

Máxima 13,00±1,32 13,37±1,45 0,37 

Mínima 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 distribuição normal. Fonte: De autoria própria. 

 

 

A idade dos 48 participantes ficou em torno dos 64 e 66 anos, concluindo que nosso 

grupo de indivíduos são pacientes idosos. Não houve diferenças estatísticas entre as médias e 

desvios calculados entre os dois grupos. 

Nos dois grupos, houve maior número de indivíduos brancos, representando um total de 

29 (90%) com a forma indeterminada e 13 (81,2%) com a forma cardíaca, do total de 48 

pacientes. 
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As comorbidades avaliadas não apresentaram diferenças entre os grupos, mesmo a 

hipertensão sistêmica, não houve diferença de frequência entre cardíacos e indeterminados.  

(Tabela 4). 

 

TABELA 04- Comorbidades e etnia em pacientes com as formas clínicas indeterminada e cardíaca da doença de 

Chagas atendidos no ambulatório de doenças tropicais do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de 

Botucatu – UNESP 

Variáveis Forma 

Indeterminada; n (%) 

(n=32) 

Forma 

Cardíaca; n (%) 

(n= 16) 

Valor de p 

Hipertensão 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= número de pacientes chagásicos com as formas indeterminada e cardíaca. 

*A classificação nutricional dos indivíduos não obesos compreendeu pacientes com IMC < 30. 

** Pacientes pardos e negros foram considerados não brancos. Fonte: De autoria própria. 

 

 

Os números de pacientes com baixo peso foi de um para a forma indeterminada e três 

para a forma cardíaca, p= 0,046. O número de eutróficos foi de 15 para a forma indeterminada 

e três para a forma cardíaca, p= 0,406. Para os sobrepesos o número foi de 8 para a forma 

indeterminada e 7 para a forma cardíaca, p= 0,126; de obesos foi de 7 para a forma 

indeterminada e 3 para a forma cardíaca, p= 0,634, estas frequências de sobrepesos e obesos 

entre formas clínicas não mostraram diferença significativas. 
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Os medicamentos de uso contínuo para o tratamento da HAS, hipercolesterolemia, 

diabetes/hiperglicemia estão na Tabela 5. Estes medicamentos estavam nos prontuários 

eletrônicos e auxiliaram na identificação das comorbidades de cada paciente.  

 

TABELA 05- Classe dos medicamentos utilizados para o tratamento de hipertensão, hipercolesterolemia, 

hiperglicemia nos pacientes com DC (doença de Chagas) em sua forma indeterminada e cardíaca atendidos no 

ambulatório de doenças tropicais do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP. 

Variáveis Forma indeterminada e cardíaca (n=48) 

Hipertensão  Bloqueadores de angiotensina II, Alfa bloqueador, Beta bloqueadores, 

Inibidores da ECA, Diuréticos 

Hipercolesterolemia Estatina 

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

transporte de sódio-glicose 

Forma cardíaca e indeterminada = forma clínica crônicas da DC; n= Número total de pacientes; ECA: Enzima 

conversora de angiotensina. Fonte: De autoria própria. 

 

 

6.2 SEQUENCIAMENTO 

6.2.1 Extração de DNA  

As amostras de DNA foram extraídas 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 purificação do 

amplicon 

As amostras amplificadas com o primer de Zhimin Fan et al (2019) mostraram somente 

uma banda de amplificação 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 extraído de pacientes com a forma crônica 

Indeterminada e cardíaca da doença de Chagas atendidos no ambulatório de doenças tropicais do Hospital das 

Clínicas 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 poço do gel.  

Fonte: De autoria própria. 

banda de 500bp 
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FIGURA 7 - Produtos de PCR obtidos de amostras de DNA extraído de pacientes com a forma crônica 

Indeterminada e cardíaca da doença de Chagas atendidos no ambulatório de doenças tropicais do Hospital das 

Clínicas 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 poço do gel.  
Fonte: De autoria própria. 

 

 

 

Algumas amostras que não amplificaram na primeira vez da reação foram repetidas e a 

banda de 500 bp foi obtida. Amostras que não amplificaram na segunda reação de PCR foram 

descartadas pois continham erro de purificação, contaminantes que bloqueavam a reação ou 

ausência de material genético do paciente.  

Os produtos de PCR apresentaram valores de concentração máxima=116,50, mínima 

=16,60, mediana = 55,50, p25= 44,37 e p75=70,87 μg/mL. Os valores para as razões de 

absorbância foram de 260/280, implicando na pureza do ácido desoxirribonucleioco ou 

ribonucleioco ou ainda contaminação por proteína foram de valor máximo= 1,882, mínimo = 

1,44, mediana = 1,72, p25= 1,69 e p75= 1,74 μg/mL. Valores > 1,8 indica amostras de DNA 

com boa pureza.  

Os valores para a razão de 260/230 que reflete contaminação por compostos orgânicos 

e outras substâncias caotrópicas foram de valores máximo=2,02, mínimo = 0,12, mediana = 

1,69, p25=1,27 e p75= 1,78 (Anexo 8). 
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6.2.3 Sequenciamento e análise no BLASTn 

O sequenciamento refere-se à identificação dos nucleotídeos em um polímero de ácidos 

nucléicos, seja DNA ou RNA. 

O sequenciamento foi realizado pelo método de Sanger que consiste no sequenciamento 

por síntese (SBS) que se baseia em uma combinação de nucleotídeos terminadores de cadeia 

marcados com deoxi e didesoxi, evidenciando resultados que mostraram ausência de ruído no 

local do SNP eleito, rs2074192, G >A na fita antisense. O ruído ocorreu somente no início da 

reação e final da reação, sendo possível observar picos sobrepostos nestes locais (Figura 8-9-

10).  

 

 

FIGURA 8- Análise do amplicon obtido para o gene ACE2 utilizando os primers de Zhimin Fan et al (2019) com 

inclusão do rs2074192. Início do fragmento do sequenciamento de Sanger analisado pelo programa Bioedit. Nota-

se picos pouco definidos no início do sequenciamento. 

Fonte: Bioedit. 

 

 

FIGURA 9- Análise do amplicon obtido para o gene ACE2 utilizando os primers de Zhimin Fan et al (2019) com 

inclusão do rs2074192. Meio do amplicon do sequenciamento de Sanger analisado pelo programa Bioedit. Nota-

se picos bem definidos no sequenciamento. Local do rs2074192, nucleotídeo G (guanina). 

Fonte: Bioedit. 
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FIGURA 10- Análise do amplicon obtido para o gene ACE2 utilizando os primers de Zhimin Fan et al (2019) com 

inclusão do rs2074192. Final do amplicon do sequenciamento de Sanger analisado pelo programa Bioedit. Nota-

se picos bem definidos no sequenciamento. Sequência finda com vários nucleotídeos T (timina). 

Fonte: Bioedit. 

 

 

A análise dos dados ocorre entre a posição 53 até a posição 420 da sequência obtida e o 

SNP é identificado na fita antisense (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 11 - Análise do sequenciamento do fragmento de 500 bp obtido e verificação 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 sequência 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). 

 

 

amostra 156- forma clínica indeterminada 

ACCTTTTATTTGGAAAATATTACTATAGAGACTTGGTCATAGGACCTGATTCAT
TTGTATAATAGAAGAGGTGTATCCAATTATCCGTTTCCATTATTTGATATAAAGT
CATTGTAGATGTACTCTGACAGAAGGGAAATTCTTGCCAAATATGATAACTTTG
CCCTTAAACACAGCAGTCACAAATGAATAAATGCCAACCATTTATACATTTCCA
CACTTACAACTCAATTTTCCAATGGAGCTGTTGATGAACCTAATCTAGGTTGCA
AGGCATGAAAGATGCATAATTGTCAAAGACTTATATCTTTAATTAGACCTATTT
ACTTTGCTCTTATGATTTTAGGTGTATATTCCTTTTTTTTTT 
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FIGURA 12- Descrição do alinhamento no Blastn (segunda página 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. 

Fonte: Programa Blastn.  

 

 

 

 

 

FIGURA 13- Resumo gráfico do alinhamento no Blastn (terceria página 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. 

Fonte: Programa Blastn.  
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FIGURA 14- Alinhamento base a base e pontos de não alinhamento no Blastn (terceira página 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. 

Fonte: Programa Blastn – Modificado por Daniela Filadelfo Sanches. 

 

 

A avaliação do SNP para o gene ACE2-rs 2074192 não mostrou diferenças nas 

frequências de guanina (G) e adenina (A) nos dois grupos avaliados, com a forma clínica 

cardíaca e indeterminada dos pacientes com DC. As avaliações para presença de hipertensão, 

obesidade, dislipidemia e diabetes também não demonstraram diferenças nas frequências de 

SNP nos alelos G e A (Tabela 6 e 7). 
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TABELA 06- Relação de amostras não sequenciadas e sequenciadas com a presença dos alelos G ou A do 

polimorfismo do gene ACE2 (rs2074192) de pacientes com doença de Chagas atendidos no ambulatório de 

doenças tropicais do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Botucatu – UNESP, portadores da 

forma clínica crônica indeterminada e cardíaca com presença ou ausência de hipertensão, obesidade, 

dislipidemia e diabetes  

 
NÃO SEQ ALELO G 

 

ALELO A Valor de p 

FORMA INDETERMINADA 32 (67%) 2 20 10  

FORMA CARDÍACA 16 (33%) 0 10 6 0,96 

     

HIPERTENSÃO (+) 27 (56%)  17 10  

HIPERTENSÃO (-) 21 (44%) 2 13 6 0,94 

     

OBESO (+) 10 (21%) 1 6 3  

OBESO (-) 37 (77%) 1 23 13 0,76 

IMC NÃO 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 Nucleotíde Polimorphism. n total = 48 pacientes.  

Não seq = Não sequenciado. (+) = Presença da variável. (-) = Ausência da variável. Nucleotídeo em vermelho 

foi sequenciado, rs= reference sequence. Fonte: De autoria própria. 

 

 

TABELA 07- Identificação dos alelos G ou A para o gene ACE2 (rs2074192) de pacientes com doença de 

Chagas atendidos no ambulatório de doenças tropicais do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de 

Botucatu – UNESP, portadores das formas indeterminada e cardíaca, com presença ou ausência de 

hipertensão, obesidade, dislipidemia e diabetes. 
 Forma indeterminada  Forma cardíaca  

 ALELO G ALELO A Valor 

de p 

ALELO G ALELO A Valor de p 

HIPERTENSÃO (+)  9 (55%) 6 (60%) 0,70 8 (80%) 4 (66,7%) 0,60 

HIPERTENSÃO (-)  11 (45%) 4 (40%)  2 (20%) 2 (33,3%)  

       

OBESO (+)  3 (15,8%) 3 (30%) 0,63 3 (30%) 0 (0%) 0,25 

OBESO (-) 16 (84,2%) 7 (70%)  7 (30%) 6 (100%)  

       

DISLIPIDEMIA (+)  11 (55%) 5 (50%) 0,79 5 (50%) 4 (66,7%) 0,63 

DISLIPIDEMIA (-)  9 (45%) 5 (50%)  5 (50%) 2 (33,3%)  

       

DIABETES (+)  5 (25%) 4 (40%) 0,43 2 (20%) 2 (33,3%) 0,60 

DIABETES (-)  15 (75%) 6 (60%)  8 (80%) 4 (66,7%)  

       

A= adenina, G= guanina; SNP= Single Nucleotíde Polimorphism; n total = 48 pacientes; (+) = Presença da 

variável;  (-) = Ausência da variável. Nucleotídeo em vermelho foi sequenciado; rs= reference sequence. 

Fonte: De autoria própria. 
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A análise de regressão logística para a chances de o paciente com DC apresentar a forma 

cardíaca da DC não foi significativa para nenhuma das variáveis analisadas, porém a HAS 

mostrou valor de "p" de 0,0697 (Tabela 8) com intervalo de confiança com valores que inclui 

o valor de 1.  

 

 
TABELA 8- Regressão logística para a probabilidade de ocorrência da forma cardíacada DC, considerando 

presença de hipertensão arterial sistêmica (HAS), SNP para o gene ACE2 (G), obesidade, dislipidemia, diabetes e 

idade (anos).  

 

Variáveis OR IC95% 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= hipertensão arterial sistêmica; ACE2= enzima conversora de angiotensina 2. G= guanina; obesidade 

considerada IMC > 30; idade em anos; OR = Grau de correlação linear entre variáveis; IC= Intervalo de 

confiança; Pr>ChiSq = Significância. Fonte: De autoria própria. 

 

Após a retirada do SNP ACE2 (G) a regressão logística ainda não mostrou significância, 

porém após a análise o valor de "p" foi de 0,0697 para 0,054 para a variável HAS. A HAS 

parece contribuir nas chances do paciente chagásico apresentar a forma cardíaca da doença 

(Tabela 9), porém o intervalo de confiança que incluiu o valor de 1, não demonstrou 

significância. 

 

 
TABELA 9- Regressão logística para a probabilidade de ocorrência da forma cardíaca da DC,  considerando a 

presença de hipertensão arterial sistêmica (HAS), obesidade, dislipidemia, diabetes e idade (anos).  

Variáveis OR IC95% 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= hipertensão arterial sistêmica; obesidade considerada IMC > 30., idade em anos; OR = Grau de correlação 

linear entre variáveis; IC= Intervalo de confiança; Pr>ChiSq = Significância. Fonte: De autoria própria. 

  

A retirada da variável HAS piorou a significância (Pr>ChiSq) para todas as variáveis e 

OR para ACE2 diminuiu seu valor após a retirada da HAS e todos os intervalos de confiança 

incluiu o valor de 1, demonstrando não ser significativo a influência das variáveis analisadas 

no desfecho da forma cardíaca da DC sem a HAS (Tabela 10). 
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TABELA 10- Regressão logística para a probabilidade de ocorrência da forma cardíaca considerando a presença 

de SNP (polimorfismo de nucleotídeo único) para o gene ACE2(G), obesidade, dislipidemia, diabetes e idade 

(anos).  

Variáveis OR IC95% 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 

correlação linear entre variáveis; IC= Intervalo de confiança; Pr>ChiSq = Significância. Fonte: De autoria 

própria. 

 

 Os resultados da regressão logística não foram significativos devido ao número de 

pacientes analisados e número de variáveis analisadas. O cálculo amostral, considerando a 

hipertensão arterial sistêmica para o cálculo do número de indivíduos por grupo, foi de 47 

indivíduos, para 5% de erro e poder do teste de 80%, considerando o percentual de 75% de 

HAS na forma cardíaca e 46,9% na forma indeterminada. 
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7. DISCUSSÃO 

Os resultados de polimorfismos para região rs 2074192 não demonstraram diferenças 

na frequência das bases G e A nas formas clínicas avaliadas e nem para HAS, apesar deste ser 

o primeiro estudo em DC utilizando a região mencionada. No entanto, alguns estudos relataram 

que diferentes populações de indivíduos, apresentam relação entre as variantes genéticas da 

ACE 2 e o risco de desenvolver HAS, dentre estes, um estudo realizado em uma população 

chinesa, avaliando o SNP rs 2074192, verificou alta predisposição associada a HAS, além de 

um outro estudo realizado com homens australianos que também demonstrou aumento na 

prevalência da hipertensão arterial sistêmica na presença de polimorfismos com o rs eleito em 

nosso estudo. Nossos achados diferem da literatura devido ao número de pacientes avaliados. 

Os estudos anteriormente citados abrangiam uma casuística de mais de 100 pacientes (69-70). 

Os SNPs são marcadores moleculares para identificação de predisposição genética a 

doenças. Devido a essa característica, selecionamos o SNP rs 2074192 descrito nos estudos 

com hipertensão arterial sistêmica, além de ter sido testado funcionalmente por outros autores, 

apresenta uma frequência de ocorrência de polimorfismos nesta região de 1% na população 

mundial. 

Em média, 30% dos pacientes chagásicos com a forma cardíaca desenvolvem 

hipertensão, possivelmente pela presença de alguns fatores, como a carga genética, por 

exemplo, que contribuem para essa predisposição. Em nosso estudo foi possível observar que 

o fator idade e a forma clínica da DC, possuem potencial para o desenvolvimento de hipertensão 

arterial sistêmica. A avaliação da probabilidade de o indivíduo desenvolver a forma cardíaca da 

DC, não mostrou que a HAS é um fator de risco, porém o valor de significância foi de 0,054. 

O percentil de pacientes com a forma cardíaca, foi de 75% e com a forma indeterminada, foi de 

25%, reforçando ainda mais que a hipertensão é frequente na forma cardíaca. A hipertensão 

arterial sistêmica é a comorbidade mais frequentemente encontrada em pacientes chagásicos e 

a sua frequência aumenta com o envelhecimento do portador da DC. A HAS na população 

geral, aumenta após os 60 anos e possivelmente ocorre o mesmo na população de idosos e 

portadores da DC (71). 

A HAS em indivíduos adultos, segundo o Ministério da Saúde e levantamento Vigitel 

(Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para Doenças Crônicas por Inquérito Telefônico), 

apresentou um aumento no diagnóstico de 3,7% em 15 anos no Brasil. Os índices saíram de 

22,6% em 2006 para 26,3% em 2021. A HAS, bem como outras doenças crônicas não 
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transmissíveis, são condições clínicas de caráter poligênico. Muitos genes associados com a 

hipertensão, estão distribuídos em diferentes genes não associados diretamente ao controle da 

pressão arterial. Estratégias para verificar associação de genes que possam servir como 

marcadores, abordam estratégias do genoma total e/ou através de genes alvos escolhidos, 

associados diretamente ou não 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 alterações originadas pela HAS e disfunções cardíacas, além do seu papel 

em algumas doenças virais, como a COVID-19. 

Os pacientes desse estudo, apresentaram idade média de 60 anos, equivalente a 

classificação de indivíduos idosos. Assim a probabilidade de HAS, diabetes, 

hipercolesterolemia e obesidade é aumentada devido ao envelhecimento fisiológico. O número 

de pessoas em risco de desenvolver doenças cardiovasculares é maior na população idosa, 

crescendo com o progredir da idade, sendo a HAS a primeira causa de mortalidade, além de ser 

importante causa de incapacidade.  

É importante ressaltar que infecções crônicas, propiciam o envelhecimento precoce nos 

portadores (72). Este fenômeno é observado em pacientes portadores de HIV com a doença 

ativa. A associação da DC com outras comorbidades no processo de envelhecimento, merece 

atenção, pois o controle e o acompanhamento da DC em conjunto com o progresso das 

comorbidades crônicas podem melhorar o tratamento da DC, evitando assim possíveis danos 

irreversíveis ao sistema cardiovascular e propiciar melhora na qualidade de vida (39). 

Os pacientes são acompanhados frequentemente no ambulatório sendo tratados para 

hipertensão, hiperglicemia e hipercolesterolemia.  Diferenças estatísticas de pressão sanguínea, 

colesterol e frações e glicemia não foram observadas, concluindo o sucesso da assistência 

oferecida para esses indivíduos. 

Os índices de obesidade e sobrepeso entre os idosos brasileiros cresceram no período de 

2006 a 2019, de acordo com estudo conduzido em 2021. Conforme o estudo, a prevalência de 

sobrepeso aumentou de 53% para 61,4%, e a prevalência de obesidade, de 16,1% para 23% no 

público idoso (72). 

A obesidade isoladamente não é um fator de risco para o aumento da mortalidade entre 

idosos. O ganho de peso parece associar ou interferir com a capacidade de deambulação; 

desequilíbrio postural, desequilíbrio ao caminhar, quedas e fraturas. Todos estes fatores podem 

resultar em quedas e fraturas, que em idosos correlacionam positivamente com diminuição da 

qualidade e expectativa de vida (73). 
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A frequência de obesidade nos indivíduos com uma a três comorbidades, foi de 18, 7% 

(n=9). O IMC considerado para classificação seguiu as normas do Ministério da Saúde, na qual 

a classificação de sobrepesos na população idosa considerou IMC >27 e obesos IMC >30. A 

porcentagem de sobrepeso nos dois grupos com uma a três comorbidades foi de 31,2% (n=15). 

Portanto, entre chagásicos indeterminados e cardíacos, há poucos sobrepesos e obesos. 

  A população de idosos cresce cada vez mais, devido à maior expectativa de vida. 

Segundo o IBGE, as pessoas com mais de 65 anos de idade devem passar de 14,9 milhões, em 

2013, para 58,4 milhões, em 2060. Cerca de 25 a 30% das pessoas com mais de 65 anos têm 

diabetes e quase 50% dos adultos mais velhos têm pré-diabetes. A prevalência de diabetes tem 

sofrido um aumento em seus índices em idosos e a consequentemente haverá necessidade de 

maior assistência endocrinológica nessa população. 

 O paciente idoso está sujeito exatamente às mesmas complicações do diabetes que o 

paciente mais jovem, porém com maior risco de complicações cardíacas e vasculares, já que a 

idade é um agravante. Além disso, o idoso diabético quando comparado ao não diabético está 

mais sujeito a receber diversos medicamentos; apresentar perdas funcionais; dificuldade de 

locomoção; problemas cognitivos; depressão; quedas; fraturas; incontinência urinária e dores 

crônicas. Assim, devido ao risco cardiovascular aumentado, o paciente idoso com diabetes deve 

manter ótimos os níveis de pressão arterial e de colesterol (74). 

Dos 48 participantes do nosso estudo, 27% são diabéticos e desse total, apenas 14,5 % 

também são hipertensos, ainda assim, mesmo que ocorrendo concomitantemente à DC, não 

demostrou ser um fator de risco para o desenvolvimento de agravamento das formas clínicas da 

DC. 

Ao aproximar da terceira idade, o corpo humano apresenta modificações, como: 

elevação de tecido adiposo no abdômen, elevação de percentual de gordura sanguínea, 

diminuição da massa muscular, perda de água e envelhecimento do sistema vascular. Estas 

alterações fazem com que aumente a chance de arteriosclerose. As dislipidemias nos idosos são 

frequentemente secundárias a diversos fatores como a obesidade e a diabetes, por exemplo (73).  

A comparação de frequência dos alelos G e A para o rs 2074192 não apresentaram 

diferenças estatísticas. Apesar disso, estudos demonstram que o SNPs da ACE 2 é associado 

com a hipertensão essencial. Neste sentido, um estudo realizado com 402 indivíduos 

hipertensos e 203 normotensos de ambos o sexo, do sul de Xianjiang na China, relata que os 

genótipos de risco para hipertensão essencial foram:  rs2074192 (TT+CT, OR= 1,72, 95% CI: 

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 hipertensão essencial somente 

em homens. Os pacientes hipertensos portadores do genótipo de controle (CC) para o rs2074192 

(CC, OR =2,37, IC 95%: 1,28–4,39) foram associados com risco para hipertensão complicada 

por estenose de arteriosclerose carotídea ≥50%. O SNP para rs 4646155 ou rs4830542 (CC+CT) 

foram associados à fibrilação atrial, maior diâmetro do átrio esquerdo e níveis mais altos das 

proteínas do sistema renina-angiotensina-aldosterona. A variante ACE2 rs2074192 foi 

associada com hipertensão essencial e hipertensão essencial com estenose de arteriosclerose 

carotídea ≥50%, enquanto outras 3 variantes de ACE2, rs4240157, rs4646155 e rs4830542, 

foram associadas a hipertensão essencial e fibrilação atrial relacionada ao remodelamento do 

átrio esquerdo (75). 

A região do rs 2074192 também é associada à presença de diabetes mellitus tipo 2 e 

aumento de pressão arterial diastólica como foi observado em uma população de uygures (povo 

asiático que habitam região de Xinjiang no noroeste da China). A diabetes é uma comorbidade 

observada com frequência na hipertensão arterial sistêmica e o polimorfismo da ACE 2 tem 

demonstrado associação positiva com o genótipo 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 hipertensão, foi 

verificado maior frequência do alelo G para o rs 4240157 e um aumento de massa do ventrículo 

esquerdo foi verificado para o alelo A do rs1978124 do gene ECA2 (77). 

Outro estudo realizado em 402 indivíduos com hipertensão essencial e 233 normotensos 

associaram os 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- c foi associado com rs2285666, rs4646142 e rs4646155 e alto colesterol 

total com rs 2074192, rs4240157, rs4646156 e rs4830542. O SNP da ACE2 para o rs879922 

(LDL-C e Colesterol total), rs2106809 (LDL-C, HDL-C e triglicerídeos) e rs4646188 (LDL-C, 

HDL-C, colesterol total e triglicerídeos) foram correlacionados com mais de dois tipos de 

dislipidemia. Sugere-se que o rs4646156 possui ótimo potencial como marcador de hipertensão, 

dislipidemia e associação com eventos cardiovasculares como o derrame isquêmico. Estes 

achados consolidam ainda mais a associação dos SNPs para ACE2, hipertensão e comorbidades 

que ocorrem concomitantemente (78). 
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Associação dos níveis de ACE2 em plasma tem demonstrado potencial como marcador 

de diagnóstico e prognóstico em pacientes com DC. A atividade da ACE2 e peptídeo 

natriurético tipo B (BNP) combinados, tem valor preditivo positivo para falha cardíaca em 

pacientes com DC. Associação positiva da atividade da Ace2 e gravidade clínica da DC e 

alterações do ecocardiograma foram correlacionadas positivamente. Assim, a ACE2 e seu papel 

na DC parece ser relevante, porém não 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 identificação da sequência do rs 2074192, além do custo 

equivalente é possível ser realizado em aparelhos de sequenciamento convencional ou outros. 

O produto do sequenciamento de Sanger é tipicamente um cromatograma. O 

cromatograma contém dados valiosos que comprovam a precisão da sequência gerada. Cada 

cor corresponde a um nucleotídeo e os picos ao nucleotídeo lido. O software de chamada de 

base faz o possível 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, é possível inspecionar 

visualmente os picos gerados em cada cromatograma com precisão, resultando no sucesso do 

sequenciamentos 

As primeiras 20 a 40 bases normalmente não são bem definidas e os nossos 

cromatogramas também seguiram este padrão. Os fragmentos foram de bom tamanho pois não 

apresentaram erros de migração durante a eletroforese capilar como mencionado para os 

produtos de sequenciamento muito curtos , os quais  não migram de forma previsível durante a 

eletroforese capilar, e o software de análise tem dificuldade em atribuir bases dentro desta 

região, fazendo com que regiões não sequenciadas (Ns) apareçam na sequência.  

Para evitar que o local de interesse fique nas regioes Ns , locais em que não é possivel 

atribuir nucleotídeos, 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 sequência 

do primer não é observada  nos resultados, pois as bases dentro do primer não são marcadas 

durante a reação de extensão. 

No meio do fragmento  os picos devem ser nítidos e bem espaçados para que as bases 

possam ser identificadas com precisão e sem dúvidas. Nos casos em que há dúvida sobre a 

identificação da sequência, é observada a fita anti-sense e sequenciada novamente para 

confirmação.  Ao final também observou-se picos menos definidos, sendo estes descartados na 

análise.  
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O Equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) determina que a frequência alélica permanece 

constante por muitas gerações nas situações em que: a população é grande, homogênea, com 

acasalamentos ao acaso e onde duas cópias do mesmo gene são herdadas independentemente. 

Esse parâmetro tem se consolidado, uma vez que, desvios no equilíbrio podem indicar erros na 

determinação do perfil dos marcadores, endogamia, estratificação populacional ou seleção. Em 

nossa análise, verificamos que as frequências dos polimorfismos se encontram em equilíbrio de 

Hardy-Weinberg. 

Ao comparar estatisticamente os dados obtidos, a regressão logística, permitiu verificar 

que o polimorfismo para o rs 2074192 com o nucleotídeo "G" diminui a probabilidade de o 

indivíduo desenvolver a forma cardíaca. Assim, predizer que a possibilidade do portador de DC 

manter a forma indeterminada também pode ter um grande benefício para o acompanhamento 

destes indivíduos, já que o nucleotídeo “G” pode ser associado à manutenção da forma 

indeterminada. Estes achados ainda são fracos para tal afirmativa, pois foi realizado somente 

em duas formas clínicas, sem a presença da forma mista e digestiva, além do número reduzido 

de pacientes de uma unidade de saúde. 

A presença do polimorfismo não demonstrou relação com a gravidade da DC e com as 

comorbidades relacionadas nos pacientes do presente estudo que são acompanhados no 

ambulatório. No entanto, em uma amostragem maior e em indivíduos doentes que não realizam 

quaisquer tipos de acompanhamento e/ou tratamento, não podemos afirmar a ausência dessa 

relação.  
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8. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

- O polimorfismo do gene ACE 2 rs 2074192 não mostrou diferenças de frequências do 

SNP avaliado, nas duas formas clínicas da DC; 

- A avaliação da frequência do rs 2074192 para a presença de hipertensão, obesidade, 

diabetes e dislipidemia, também não mostraram diferenças estatísticas na frequência do SNP; 

-As variáveis idade, IMC, frequência de hipertensão, hiperglicemia e 

hipercolesterolemia não apresentaram diferenças estatísticas entre os grupos com a formas 

indeterminada e cardíaca; 
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Anexo 1- Aprovação no comitê de Ética em Pesquisa Clínica.  
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Anexo 2- Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) 
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Anexo 3- Verificação 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) 
 

 

 

 

 

https://www.google.com/url?q=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/browsers/%23ncbi_accesskeys&source=gmail-html&ust=1667998991606000&usg=AOvVaw3Nbv043losTkeV4ocVL1jJ
https://www.google.com/url?q=https://www.ncbi.nlm.nih.gov&source=gmail-html&ust=1667998991606000&usg=AOvVaw3mnC1zNhADE9bJIoXH1miO
https://www.google.com/url?q=http:///myncbi/&source=gmail-html&ust=1667998991606000&usg=AOvVaw2feGs9ZC4Ce9tVaIqzdB1t
https://mail-attachment.googleusercontent.com/attachment/u/0/?ui=2&ik=c6b9cb1e2f&attid=0.1&permmsgid=msg-f:1748927892792575257&th=184570a6fbac8519&view=att&disp=inline&realattid=f_la8549st1&ser=1&saddbat=ANGjdJ-AutOtHkMLi1WM1ortWnNJKSuZr9M8iWqUnsqRJrW3cI8rhhzUrfAtfvmYv4K7DD18fPUF36p1_JyG7wXY7KjWd1yu7kphDGQ1-mYDQXUU-Ymz2YuseNQmlUzmRVjPMlv9tQsJ56HdlQ3HQxTGFvizoYVfZXrnuz9gebmE0YU5yiWpUPUPs8VlZF7lNUKicgvyNjg5t9YGOLBJi9ysi1L7wIAyAyZ200BYu7o4PQhKGsC5nHfBqM1Ld7ZBbrkEcKFt68sCH0k1dzl1qtDqcdMyGJ1GnpGZakdpWgoyLof9eL5FwhzmbPRZzuxVl-xny7ZW3qmbl1qotTTAVDTUoBCOxsG0vfj81gujC1yQusPKDNIg_o-HTnAOB1UAWyech16mlt4nlLC2i9MMRdeqpvo6voWiCGV-taGvl9I3hG4sWzAWZ0y4JlXO9WzJrXNTv4cHNv7xBYk2Mu3tN7UjOHISzPuix5HxJOUsxNTiAOBWXN9iboZ4YvNYq1oCAk_OxA2l7gUhdHtaarWkBuulPy2uSd08myssAda0uOcKu4xjRcqflLF68uTumz6P-NX_hHVKbs7W6rG8Q06XB7jn1ikdL6KmbNjqylBn1GmIagDJydxF65VIB9cRW9bzlsvfb3Gwxx161_a8CL7xgTxZmAV_uPO1tWin1yzxvHxkqF60Lu2A7FqYpmmpOUHTXd_wQ1oJG51PuZpTd6Da1R1VAehN4CILTC2cDRBEt3qa92WJgIzHvGBSyZx6nR-hqIuydh7jmdqTOZeuDAp_6uDI8Qzsen5JsdWf8g37EFmHnpw_CPEt_nW32zZ9KKXS-qRz-VLM3aVqu3P9SVKlgcM5SqHUlLDhYtkE6EIqhPrNJE2bf1XyqsTgnnmZGCti-0AXN9VACjypM3426k9hXTUVr6VqytQn_ypDkvYCEv9YB7WkbY_Wq4EI10vyKwI#m__maincontent
https://mail-attachment.googleusercontent.com/attachment/u/0/?ui=2&ik=c6b9cb1e2f&attid=0.1&permmsgid=msg-f:1748927892792575257&th=184570a6fbac8519&view=att&disp=inline&realattid=f_la8549st1&ser=1&saddbat=ANGjdJ-AutOtHkMLi1WM1ortWnNJKSuZr9M8iWqUnsqRJrW3cI8rhhzUrfAtfvmYv4K7DD18fPUF36p1_JyG7wXY7KjWd1yu7kphDGQ1-mYDQXUU-Ymz2YuseNQmlUzmRVjPMlv9tQsJ56HdlQ3HQxTGFvizoYVfZXrnuz9gebmE0YU5yiWpUPUPs8VlZF7lNUKicgvyNjg5t9YGOLBJi9ysi1L7wIAyAyZ200BYu7o4PQhKGsC5nHfBqM1Ld7ZBbrkEcKFt68sCH0k1dzl1qtDqcdMyGJ1GnpGZakdpWgoyLof9eL5FwhzmbPRZzuxVl-xny7ZW3qmbl1qotTTAVDTUoBCOxsG0vfj81gujC1yQusPKDNIg_o-HTnAOB1UAWyech16mlt4nlLC2i9MMRdeqpvo6voWiCGV-taGvl9I3hG4sWzAWZ0y4JlXO9WzJrXNTv4cHNv7xBYk2Mu3tN7UjOHISzPuix5HxJOUsxNTiAOBWXN9iboZ4YvNYq1oCAk_OxA2l7gUhdHtaarWkBuulPy2uSd08myssAda0uOcKu4xjRcqflLF68uTumz6P-NX_hHVKbs7W6rG8Q06XB7jn1ikdL6KmbNjqylBn1GmIagDJydxF65VIB9cRW9bzlsvfb3Gwxx161_a8CL7xgTxZmAV_uPO1tWin1yzxvHxkqF60Lu2A7FqYpmmpOUHTXd_wQ1oJG51PuZpTd6Da1R1VAehN4CILTC2cDRBEt3qa92WJgIzHvGBSyZx6nR-hqIuydh7jmdqTOZeuDAp_6uDI8Qzsen5JsdWf8g37EFmHnpw_CPEt_nW32zZ9KKXS-qRz-VLM3aVqu3P9SVKlgcM5SqHUlLDhYtkE6EIqhPrNJE2bf1XyqsTgnnmZGCti-0AXN9VACjypM3426k9hXTUVr6VqytQn_ypDkvYCEv9YB7WkbY_Wq4EI10vyKwI#m__
https://www.google.com/url?q=http:///snp&source=gmail-html&ust=1667998991606000&usg=AOvVaw2hi-lz3k3T-IIdibjEaKUg
https://www.google.com/url?q=http:///snp/rs2074192&source=gmail-html&ust=1667998991607000&usg=AOvVaw3SkPurolEU4pW8BDbBahWo
https://www.google.com/url?q=http:///variation/notation/&source=gmail-html&ust=1667998991607000&usg=AOvVaw3GdzHGiNUEDZAnSIXHqydk
https://www.google.com/url?q=http:///variation/view/?q%3Drs2074192&source=gmail-html&ust=1667998991607000&usg=AOvVaw3YEXia8HM8T-4GuuSzFhuh
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Anexo 4- >NG_012575.1 Homo sapiens angiotensin I converting enzyme 2 (ACE2), 

RefSeqGene on 
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Anexo 5 
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Anexo 6 
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Anexo 7 
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Anexo 8- Quantificação dos produtos de pcr para sequenciamento.  

 

Forma clínica Amostra Concentra

ção 

(μg/mL) 

A260/

A280 

A260/

A230 

Indeterminada 05 36,0   

Indeterminada 06 25,0   

Cardíaca 08 25,0   

Indeterminada 11 16,6   

Cardíaca 14 27,0   

Cardíaca 17 66,0   

Indeterminada 24 65,0   

Indeterminada 46 40,0   

Cardíaca 51 52,5   

Cardíaca 52 54,5   

Indeterminada  65 70,0   

Indeterminada 68 60,0   

Cardíaca 20 17,5 1,882 1,440 

Cardíaca 26 58,5 1,444 1,272 

Indeterminada  45 50,0 1,695 1,754 

Cardíaca 80 82,5 1,701 1,755 

Cardíaca 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 

Cardíaca 101 88,5 1,735 1,945 

Cardíaca 102 82,0 1,726 1,864 

Indetrerminada 110 56,5 1,712 1,766 

Indeterminada 116 43,5 1,642 1,642 

Cardíaca 117 55,5 1,734 1,790 

Indeterminada 118 77,5 1,722 1,685 

Indeterminada 122 73,5 1,709 1,652 

Cardíaca 134 41,0 1,783 0,121 

Cardíaca 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 

Cardíaca 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 

Cardíaca 158 55,5 1,734 1,500 
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Anexo 9-   Análise do sequeciamento das amostras posição 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 cardíaca 

ACCTTTTATTTGGAAAATATTACTATAGAGACTTGGTCATAGGACCTGATTCATTT

GTATAATAGAAGAGGTGTATCCAATTATCCGTTTCCATTATTTGATATAAAGTCAT

TGTAGATGTACTCTGACAGAAGGGAAATTCTTGCCAAATATGATAACTTTGCCCT

TAAACACAGCAGTCACAAATGAATAAATGCCAACCATTTATACATTTCCACACTT

ACAACTCAATTTTCCAATGGAGCTGTTGATGAACCTAATCTAGGTTGCAAGGCAT

GAAAGATGCATAATTGTCAAAGACTTATATCTTTAATTAGACCTATTTACTTTGCT

CTTATGATTTTAGGTGTATATTCCTTTTTTTTT 
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Anexo 10- Informações gerais sobre os pacientes com DC na forma indeterminada sob 

tratamento para as comorbidades: Hipertensão, diabetes e dislipidemia. 
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Anexo 11- Informações gerais sobre os pacientes com DC na forma cardíaca do sexo 

masculino, sob tratamento para as comorbidades: Hipertensão, diabetes e dislipidemia.  
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Anexo 12- Alinhamento no Blastn (primeira página do BLASTn) para o amplicon de 367 bp, 

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

ACE2, com o rs2074192. 
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Anexo 13 Dot Plot do alinhamento no Blastn (quarta página 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. 
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