UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA

Bruna da Cruz Carvalho

Polimorfismo de base Unica dos genes ECA2 e TNF-

alfa em pacientes com a forma cardiaca e indeterminada da

doenca de Chagas

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Caémpus de
Botucatu, para obtencdo do titulo de
Mestre em Doencas Tropicais.

Orientadora: Profa. Dra. Cilmery Suemi Kurokawa

Coorientador: Prof. Dr. Rodrigo Mattos dos Santos

Botucatu
2025




Bruna da Cruz Carvalho

Polimorfismo de base Unica dos genes ECA2 e TNF-
alfa em pacientes com a forma cardiaca e
indeterminada da doenca de Chagas

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Cémpus de
Botucatu, para obtencdo do titulo de
Mestre em Doencas Tropicais.

Orientadora: Profa. Dra. Cilmery Suemi Kurokawa

Coorientador: Prof. Dr. Rodrigo Mattos dos Santos

Botucatu
2025



Carvalho, Bruna da Cruz
C33lp Polimorfismo de base unica dos genes ECA2 e TNF-alfa em
pacientes com a forma cardiaca e indeterminada da doenca de Chagas
/ Bruna da Cruz Carvalho. -- Botucatu, 2026
56 p. -1l tabs_ . mapas

Dissertagio (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Faculdade de Medicina, Botucatu

Omnentadora: Cilmery Suemi Kurokawa

Coorientadora: Dr. Rodrigo Mattos dos Santos

1. doenca de Chagas. 2. Trypanosoma cruzi. 3. 152074192 4 13
1800629 1. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Dados fornecidos pelo autor(a).






AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por ter sido a minha fortaleza durante toda

esta jornada.

Aos meus pais Maria Sueli e Arnaldo e minha irma Murieli, que s&o os que mais

amo, que sempre me incentivaram e apoiaram nos meus sonhos.

A minha orientadora Profa. Dra. Cilmery Suemi Kurokawa que esteve comigo
nesta etapa importante, tornando possivel a conclusao desta dissertacdo. Obrigada

por ter acreditado em mim e em todos 0S seus ensinamentos.

Ao meu coorientador Prof. Dr. Rodrigo Mattos dos Santos que se mostrou

sempre prestativo dando ideias e sugestdes para o enriqguecimento do trabalho.

A Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” e a Faculdade de

Medicina de Botucatu (FMB), que me proporcionaram realizar esse sonho.

Ao financiamento concedido pela Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

A todos que contribuiram de alguma forma o que sou e onde estou, muito

obrigada!



“Tudo aquilo que é feito com amor verdadeiro gera frutos de alegrias e sucessos”

Michelle Meneses
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RESUMO

A Doenca de Chagas (DC) é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, endémico em 21
paises da América Latina com relato na América do Norte e continente Europeu. Estima-se que
6 a 7 milhGes de pessoas da América Latina estdo infectadas. As manifestaces clinicas ocorrem
em duas fases, aguda e cronica. A cronificagcdo pode ser assintomatica ou forma indeterminada
e sintomatica ou forma cardiaca, digestiva e mista - relacionada aos sinais clinicos. Poucos
trabalhos na literatura buscam esclarecer o motivo pelo qual um grupo de pacientes infectados
permanece assintomatico, enquanto outros apresentam formas mais graves da doenca. Assim,
0 presente estudo teve como objetivo verificar e correlacionar a frequéncia do polimorfismo de
nucleotideo simples (SNP) do gene ECA2 e TNF-alfa nas formas cronicas cardiaca e
indeterminada da DC e associar com dados clinicos e comorbidades. Foram incluidos pacientes
do sexo masculino, com a forma clinica cronica indeterminada (n=51) e cardiaca (n=22) da DC,
atendidos no ambulatério do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HC-
FMB). Os dados clinicos foram extraidos do prontuario eletronico e a avaliagdo do SNP foi
realizada em células nucleadas do sangue periférico pelo método de Sanger e RFLP. Os pacientes
com DC apresentaram idade média de 68 e 70 de idade para a forma indeterminada e cardiaca,
ambos classificados como idosos. A avaliagdo do SNP para o gene ECA2 rs2074192 ndo mostrou
diferenca nas frequéncias de guanina (G) e adenina (A). A avaliacdo do SNP para o gene TNF-alfa
rs 1800629 ndo mostrou diferenca nas frequéncias dos gendétipos GG, GA e AA. Por fim, no
universo amostral avaliado neste estudo, ndo houve relagéo entre a presenca dos polimorfismos
e as formas clinicas da DC.

Palavras-chave: doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi, rs2074192, SNP 308G/A
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ABSTRACT
Chagas Disease (CD) is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, which is endemic in 21
Latin American countries and has been reported in North America and continental Europe. It is
estimated that 6 to 7 million people in Latin America are infected. Clinical manifestations occur
in two phases, acute and chronic. Chronicization can be asymptomatic or indeterminate and
symptomatic or cardiac, digestive and mixed - related to clinical signs. Few studies in the
literature have sought to clarify why a group of infected patients remain asymptomatic, while
others present more severe forms of the disease. The aim of this study was therefore to verify
and correlate the frequency of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the ACE2 and TNF-
alpha genes in the chronic cardiac and indeterminate forms of CD, and to associate them with
clinical data and comorbidities. The study included male patients with the chronic indeterminate
(n=51) and cardiac (n=22) forms of CD, seen at the outpatient clinic of the Hospital das Clinicas
of the Botucatu Medical School (HC-FMB). Clinical data was extracted from electronic
medical records and SNP evaluation was carried out on nucleated peripheral blood cells using
the Sanger and RFLP methods. The patients with CD had a mean age of 68 and 70 for the
indeterminate and cardiac forms, both classified as elderly. Evaluation of the SNP for the ACE2
gene rs2074192 showed no difference in the frequencies of guanine (G) and adenine (A).
Evaluation of the SNP for the TNF-alpha gene rs 1800629 showed no difference in the
frequencies of the GG, GA and AA genotypes. Finally, in the sample assessed in this study,
there was no relationship between the presence of polymorphisms and the clinical forms of CD.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi, rs2074192, SNP 308G/A
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Aspectos gerais e epidemioldgicos

A Doenca de Chagas é causada pelo protozoario intracelular Trypanossoma cruzi,
protozoario endémico na Ameérica Latina. A doenca recebeu esse nome em homenagem a
Carlos Chagas, médico e pesquisador brasileiro que, em 14 de abril de 1909, descobriu a
doenca. A DC esta presente em 21 paises da América Latina, afetando entre 6 e 7 milhdes de
pessoas, sendo responsavel por 12.000 mortes anualmente. Aproximadamente 70 milhdes de
pessoas vive em areas favoraveis a exposicao, o que aumenta a probabilidade da doenca (Figura
1)'2. A doenca, tanto na fase aguda quanto na cronica, é de notificagcdo compulsdria, por meio
da Portaria n® 264 de 17 de fevereiro de 2020, reforgando a importancia da identificagdo desta

doenca na populagao®.

Figura 1. Distribuicdo da doenca de Chagas no mundo

® Endemic
© Not endemic but present

Fonte: Adaptado da DNDi’s América Latina, 2020

A doengca se espalhou mundialmente devido ao aumento da mobilidade populacional e
migracdo de individuos infectados. Progressivamente tem sido identificada em outros paises
ndo endémicos das Américas, Canada e Estados Unidos, na Regido do Pacifico Ocidental,
Austrélia e Japao, e na Regido Europeia, como Bélgica e Franga®. Relatorios recentes indicam
que a doenga de Chagas € a principal causa de morte em idosos brasileiros e um dos principais

contribuintes para a carga global de doencas cardiovasculares (Figura 1)°.
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As Ultimas estimativas da Organiza¢do Mundial da Salude, para o Brasil, apontam que,
em 2010, aproximadamente 1.156.821 pessoas foram infectadas pelo T. cruzi, o que representa
cerca de 0,6% da populacdo. No entanto, a falta de estudos abrangentes dificulta uma avaliacdo
mais precisa da escala da DC no pais. Com base nessas proporc¢des, calcula-se que entre
1.365.585 e 3.213.142 brasileiros estivessem infectados pelo T. cruzi em 2020. Dentre esses,
estima-se que entre 136.559 e 321.314 pessoas apresentassem a forma crénica digestiva,
enquanto entre 409.676 e 963.943 pessoas apresentassem a forma crénica cardiaca da doenca
(Figura 2)°.

Figura 2. Projec6es do nimero de pessoas infectadas por T. cruzi e do nimero de casos com

doenca de Chagas na fase cronica com a forma cardiaca e com a forma digestiva no Brasil,

2020-2055.
) Emﬂgg‘;go ESTIMATIVA DE ESTIMATIVA DE
ESTIMATIVA FAIXA ETARIA DE REFERENCIA Lo s CASOS COM A FORMA  CASOS COM A FORMA
DA DIGESTIVA CARDIACA
ANO INFECTADAS
POPULACAO

BRASILEIRA
:ﬁ”:a POPULAGAO % IN:JE(:;:D Il;fs;;‘m I":,w III;?':“G“) IH:.Eol;Q%lD IN;E::,G“D

1.365.585 3.213.142 = 136.559 321.314 409.676 963.943
1.298.812 3.056.027 | 129.881 3056.603 389.644 916.808
1.224.981 2.882.308 = 122.498 288.231 367.494 864.693
1.142.542 2.688.334  114.254 268.833 342.763 806.500
1.050.428 2.471.595 = 105.043 247.160 315.128 741.479
948.438  2.231.619 94.844 223.162 284.531 669.486
837.392  1.970.333 83.739 197.033 251.218 591.100
718.952  1.691.651 71.895 169.165 215.686 507.495

2020 212.077.375
2025 218.330.014
2030 223.126.917
2035 226.438.916
2040 228.153.204
2045 228.116.279
2050 226.347.688
2055 222.975.532

Fonte: Marin-Neto et al., 20236.

O Ministério da Saude prop6és a formulacdo de um indice para avaliar a vulnerabilidade
a doenca crbnica, com o intuito de identificar regides com maior probabilidade de
morbimortalidade nesta fase da enfermidade. Esse indice considera aspectos como a dificuldade
de acesso aos servigos de saude, a falta de suspeita e deteccao de casos, bem como o0s impactos
na qualidade de vida dos afetados. Para isso, foram criados trés subindices com base nos
indicadores mencionados anteriormente. A pontuacdo do indice pode variar de 0 a 1, sendo que

valores mais proximos de 1 indicam maior vulnerabilidade para a DC'.
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1.2 Ciclo bioldgico

O ciclo de vida do parasita inicia apds o triatomineo ingerir sangue do hospedeiro
infectado contendo a forma tripomastigota do parasita. Uma vez no trato digestorio anterior do
vetor, os tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas. Essas formas do parasita conseguem
sobreviver no estbmago e avangar para o intestino posterior do vetor. Neste local ocorre a
diferenciacdo de epimastigotas em tripomastigotas metaciclicos, que séo as formas infectantes

para os seres humanos (Figura 3)8.

Figura 3. Ciclo biol6gico do T. cruzi

Trypanosoma cruzi
Triatomine Bug Stages Mammalian Stages ODPDX
o Triatomine bug takes a blood meal
{passes metacyclic trypomastigotes in feces, Metacyclic trypomastigotes
trypomastigotes enter bite wound or A 3
@ l al % penetrate various cells at bite

mucosal membranes, such as the conjunctiva)
ﬂ T wound site. Inside cells they
> / transform into amastigotes.
/ " @6 y
—
Metacyclic trypomastigotes

in hindgu(/ | | fgﬁg @

of infected tissues.

/

o Intracellular amastigotes
transform into trypomastigotes,
5 then burst out of the cell
and enter the bloodstream.

o Multiply in midgut and transform into
intracellular amastigotes

in new infection sites.

Trypomastigotes Amasugotes mulnply
can infect other cells by binary fission in cells

e Triatomine bug takes
a blood meal

(trypomastigotes ingested)
Epimastigotes P e

ST

ﬂ

Diagnostic stage Many mammalian species havc been
recognized as T. cruzi reservoir hosts.

Fonte: WHO, 20242

Durante o repasto sanguineo, a forma infectante do parasita é eliminada nas fezes e/ou
na urina do vetor. E nesse momento que o parasita pode infectar seu hospedeiro, principalmente
durante a noite, quando se depara com ferimentos na pele e mucosas. Ao entrar na corrente
sanguinea, os parasitas sao fagocitados pelas células do sistema mononuclear fagocitario (SMF)
e se diferenciam em amastigotas, multiplicando-se no interior destas células. Essas formas
amastigotas se alojam nos tecidos, principalmente no figado, baco e coragdo®. Embora a
transmisséo vetorial seja a mais conhecida, existem outras formas de transmisséo como a oral,

vertical, galactogénia, transfusional, acidentes laboratoriais, transplante e via sexual®.
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1.3 Aspectos clinicos

A DC tem duas fases distintas: aguda e cronica. A fase aguda inicia-se entre 8 e 10 dias
apos a infecgdo parasitaria e é caracterizada por alta parasitemia®. Durante a fase aguda da
doenca de Chagas, embora a maioria dos pacientes ndo apresente sinais precoces, é possivel
que ocorram sintomas inespecificos. Esses sintomas podem incluir febre, mal-estar, dores
musculares, aumento do figado e do baco, falta de apetite, vomitos e diarreia. Além disso, em
alguns casos, podem surgir sinais no local da infeccdo, como o sinal de Romana, edema
prolongado e indolor na pélpebra e o chagoma, lesdo cutanea em outra parte do corpo. E
importante ressaltar que a manifestagéo dos sintomas pode variar de pessoa para pessoa, € nem

todos os individuos apresentam os sintomas mencionados (Figura 4)1°,

Figura 4. Eventos fisiopatoldgicos da doenc¢a de Chagas.

B
&
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3 &
B
g E3 Evento 3
E" Ac. lgM
.ﬂ P?;Eﬂ[?; Evento 4
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g Voo Ac. lgG ] | |- ------
£ Evento 1 | -~ "
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= J : |
IE 50%: - i ;.' ¥
i) ‘
‘ s
L4
i |/| ST T ¢ T N S Y S SN S S '
i} 10 20 3040 5060 70 80 90 100 110120 130140 150 Dias |_:'3|::| o
-
a B = 'E
5,
: 3 EE L Sy Bu
2:e Bwurm EE EQ’GEE‘
g i frgz o2 8355, 3
A5 | ES88 32 CEFEES:

Fonte: BRASIL. Ministério da Satde, 2024 12

A parasitemia apresenta-se elevada nessa fase que perdura por aproximadamente 2
meses®. Geralmente, a fase aguda da DC é de resolucio espontanea, sem intervencio
terapéutica. No entanto, é importante destacar que o paciente pode se tornar cronicamente
infectado apos a resolucdo da fase aguda®®.

Ap0s esse estagio, ocorre um intervalo de laténcia de 10 a 15 anos, denominado como
fase cronica assintomatica ou forma indeterminada da doenca que corresponde a 70% dos casos,

sendo caracterizada pela auséncia de sintomas ou sinais de comprometimento cardiaco ou do
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trato digestorio. Além disso, ndo sdo observadas alteracdes no eletrocardiograma ou na
radiografia de térax, apesar da soropositividade para T. cruzi, indicando que o individuo foi
infectado pelo parasita em algum momento de sua vida'®. Pacientes chagasicos com a forma
indeterminada normalmente sdo pacientes ambulatoriais, pois mesmo sem sintomas
especificos, esses individuos demandam atencdo e cuidados frequentes, ja que a cada ano 2-5%
evolui para DC sintomatica e por fim, 30-40% progridem para complica¢cdes cardiacas ou
gastrointestinais®>16-

Apbs 10 anos, os individuos com a forma crénica indeterminada podem apresentar uma
forma clinica ativa com presenca de sintomas clinicos no coracdo e trato digestorio,
caracterizando a forma cardiaca, digestiva e mista da DC. Essa condi¢do pode levar a
diminuicdo da qualidade e tempo de vida, com concomitante aumento de comorbidades, como
hipertensdo, hipercolesterolemia, diabetes e obesidade?’.

A forma cronica cardiaca é a mais frequente entre as formas cronicas com sinais clinicos
ativos, acometendo cerca de 30% dos pacientes. Nesta forma clinica, a Cardiomiopatia
Chagasica Cronica (CCC) apresenta anormalidades no eletrocardiograma (ECG), devido a
infeccdo. As manifestagfes da CCC podem variar desde leves até graves e incluir sintomas
como insuficiéncia cardiaca, distirbios no sistema de conducdo elétrica do coragdo
(bradiarritmias ou taquiarritmias), assim como o desenvolvimento de aneurismas na regido
apical do corac&o e a morte slbita, que pode estar relacionada ao dano do miocardio®!.

O fato da persisténcia e instalacdo da infeccdo crénica causada pelo parasita, indica que
0 préprio parasita possui muitos mecanismos para evadir o sistema imunologico. Esse
desequilibrio homeostatico faz com que as células de defesa do hospedeiro utilizem
mecanismos para combater os agentes infecciosos e recrutar diferentes tipos celulares e
mediadores do sistema imunoldgico 318, As respostas imunes inata e adaptativa desempenham
essa funcdo, eliminando o parasita e consequentemente liberando antigenos exdgenos e
enddgenos durante a replicacio intracelular, desencadeando a cascata inflamatoria®®.

Portadores da DC, que apresentam idade superior a 60 anos, tém predisposi¢do para
outras doencas cronicas®. A hipertensio arterial (HA) se destaca como a principal comorbidade
na DC 2. A frequéncia de pacientes chagasicos com HA pode variar, entre 26,1% e 33,3%?'.
Estudos que explicam a relacéo entre as duas patologias sdo relativamente escassos, mas pode-
se considerar que a hipertensdo arterial é um fator de risco para o desenvolvimento de
complicacOes cardiovasculares em pacientes que apresentam pressdo arterial elevada e que

vivem em areas de risco para a DC 22224, A fisiopatologia da hipertensio e da miocardiopatia
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chagésica apresenta alguns pontos em comum, ambas resultando em um quadro clinico de
inflamag&o sistémica, danos extensos nos tecidos e destrui¢do das fibras musculares cardiacas,
0 que leva a dilatagdo do ventriculo e do coracéo 2> 26, OJO et al acreditam que a hipertenséo
seria uma sequela da DC?’. Acredita-se que tal aumento de hipertensio em pacientes com DC
seja resultado de um desequilibrio em pacientes com DC crénica entre 0s sistemas simpatico e
parassimpatico que o predispdem ao desenvolvimento de hipertenséo (Tabela 1) 8.

Para compreender melhor a relacdo entre a hipertenséo arterial e a DC, foi elaborado
um resumo dos estudos mais relevantes, enfatizando o ano de publicacdo, a quantidade de
participantes e a natureza do estudo. As pesquisas englobam estudos originais que analisaram
diversas manifestacGes clinicas da doenca, além de revisdes e atualizagfes acerca do assunto.
Esta avaliacdo possibilita reconhecer padrdes na abordagem cientifica da DC e sua associacao
com aspectos genéticos e clinicos. Segue a tabela com os estudos analisados.

Tabela 1. Relacdo de artigos cientificos que abordam a hipertenséo arterial e doenca de

Chagas.
Autor/Ano Formas clinicas e n® de pacientes Tipo de estudo
Cuaniento ef al, 1993 Estudo com a forma cardiaca - N° participantes: 644 Original
Guariento ef o, 1998 Estudo com a forma indeterminada, cardiaca, Original
digestiva, mista - N° participantes: 878
Gurgel ef al., 2003 Estudo com a forma cardiaca - N° participantes: 225 Original
Yagil & Yagil ef al, 2003 - Fevizfo
Erancischetti ef al., 2003 - Atualizacio
Gurgel ef af., 2007 Estudo com a forma cardiaca - N° participantes: 138 Original
Zaidel ef al., 2020 - Fevizdo
Santana ef al, 2021 - Eevizfo
Silva & Alvares ef el 2021 - Eevizio
Fhouo ef al., 2021 - Eevizdo
Medeiros ef al., 2022 - Fevizo
Qig et al., 2022 - Fevizo
sisterndtica
Guezik ef al., 2024 - Bevisfio

Fonte: Elaborada pelo autor
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As citocinas sdo essenciais na regulacao da resposta imune contra T. cruzi e podem ser
influenciadas por polimorfismos genéticos, que resulta na gravidade da doenga 2°. Um modo de
mensurar um polimorfismo genético da resposta imune € por meio da avaliacdo dos SNPs ou
polimorfismos de base individual ou Unica. Isso se da devido ao fato de serem marcadores de
escolha para analise genética e responsaveis por quase 90% das varia¢des genéticas do genoma
humano®.

Nesse sentido, correlacionar estudos sobre os SNPs e as comorbidades mais prevalentes
nos pacientes chagasicos podem contribuir para a compreensao da fisiopatologia da DC. Alguns
aspectos podem ser elucidados por meio de polimorfismos em genes como o ECA2, que
corresponde a enzima conversora de angiotensina que é associado a hipertensdo devido a uma
predisposicdo genética ligada ao cromossomo X 3. Com base em observacgdes experimentais,
foi possivel confirmar a hipdtese de que o gene ECA2 pode estar envolvido na regulacédo
sistémica de pardmetros relacionados a presséo arterial e a contragdo cardiaca 323, Portanto, a
enzima conversora de angiotensina 2 desempenha um papel na funcdo cardiaca e no
desenvolvimento de outras doencas, como hipertensao e esses fatores de risco sdo observados
regularmente em pessoas com cardiomiopatia chagasica cronica >,

Outro marcador importante na fisiopatologia da resposta inflamatéria que esta
implicada na hipertensdo é o TNF-alfa. Sua acdo hipertensiva esta associada a sua capacidade
de provocar disfuncdo endotelial, o que resulta em um efeito de vasoconstricdo aumentado,
resisténcia vascular periférica e, portanto, aumento da pressao arterial. Essa inflamacéo cronica
mediada pelo TNF-alfa provoca ainda mais a superproducéo de outras citocinas inflamatorias,
como IL-6 e IL-1B ocasionando um ciclo que perpetua a disfuncdo endotelial e agrava a
hipertensdo. Além disso, a presenca de citocina no ambiente cardiovascular pode agravar ainda
mais a lesdo tecidual e induzir fibrose que eventualmente acompanha a rigidez vascular. O TNF-
alfa em concentragcfes elevadas causa enrijecimento das artérias, 0 que aumenta a carga
hemodinamica no coragéo e, progressao da insuficiéncia cardiaca®.

O gene TNF-alfa esta localizado no cromossomo 6p21.3%¢3" (Figura 5) sendo
identificado 11 polimorfismos da regido -1031 a +70; um exemplo é o polimorfismo G-308A
no sitio promotor do gene TNF-alfa, causado por uma substituicdo da adenina, alelo raro pelo
nucleotideo guanina, alelo comum 383°, Um achado relevante foi a associacdo do polimorfismo
TNF-alfa G-308A na suscetibilidade a hipertensdo essencial®®, e com maior risco de
desenvolvimento de hipertensio refrataria na populagio idosa #*. Outro estudo com 0 mesmo

polimorfismo foi realizado em pacientes colombianos com doenga de Chagas cronica, sendo


https://pt.wikipedia.org/wiki/Cromossomo
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observado que os alelos -1031C e G-308A do gene TNF-alfa foram declarados como
causadores de suscetibilidade ao desenvolvimento de cardiomiopatia chagasica 2.

Figura 5. Estrutura e localizacdo de SNPs no gene TNF-alfa.

Cromossomo Humano é

<4—— Telémero Centrometro —————»
MHC Clase | MHC Clase Ill MHC Clase Il
FG HA EC B locus TNF DR DQ DP

TNF locus \

/

LT-B
—

\

LT-at

|

\

-1.031 T/C —»
-863 C/A—»
-857 CIT —»
~-238 GIA —»p
+489 G/A —»

+1.304 GIA —»

Fonte: REGO-PEREZ et al, 2009.3¢
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2. JUSTIFICATIVA

Embora haja estudos que abordem a patogénese da DC, ainda h& necessidade de
compreender melhor os mecanismos que influenciam o desenvolvimento de formas clinicas
sintomaticas e graves. O motivo de alguns individuos permanecerem com a forma
assintomatica, por grandes periodos, ainda € desconhecido.

Assim, estudos sobre os mecanismos imunolégicos, responsaveis, pela eliminacdo do
parasita, resposta inflamatdria, alteracbes gendmica dos hospedeiros e associacdo de
comorbidades, como a hipertensdo, que possui envolvimento da resposta inflamatdria em sua
fisiopatologia, podem ter participacdo neste fenGmeno.

Genes relacionados a inflamacé&o e regulacao da presséo arterial, como ECA2 rs2074192
e TNF-alfa rs1800629, ainda sdo pouco compreendidos. E ao associar esses polimorfismos com

dados clinicos e comorbidades, podemos tentar compreender a fisiopatologia grave da DC.

3. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar e associar a frequéncia do polimorfismo de nucleotideo simples do gene ECA2

e TNF-alfa nas formas crénicas cardiaca e indeterminada da doenca de Chagas.

2.2 Objetivos especificos
I.  Verificar e associar os SNPs do gene ECA2 com dados clinicos e comorbidades
como hipertensao, hipercolesterolemia e diabetes;
Il.  Verificar e associar os SNPs do gene TNF-alfa com dados clinicos e comorbidades
como hipertensdo, hipercolesterolemia e diabetes;
I1l.  Verificar a frequéncia de hipertenséo, hipercolesterolemia, obesidade e diabetes nas

formas clinicas estudadas.
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RESUMO

Introducdo: A doenca de Chagas (DC) é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi,
endémico em 21 paises da América Latina. Estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas da América
Latina estdo infectadas. A cronificacdo pode ser assintomatica ou forma indeterminada e
sintomética ou forma cardiaca, digestiva e mista - relacionada aos sinais clinicos. Poucos
trabalhos na literatura buscam esclarecer o motivo pelo qual um grupo de pacientes infectados
permanece assintomatico, enquanto outros apresentam formas mais graves da doenca. Assim,
0 presente estudo teve como objetivo verificar a frequéncia do polimorfismo de nucleotideo
simples (SNP) do gene ECA2 e TNF-alfa nas formas cronicas cardiaca e indeterminada da
Doenca de Chagas e associar com dados clinicos e comorbidades.

Métodos: Foram incluidos pacientes do sexo masculino, com a forma clinica cronica
indeterminada (n=51) e cardiaca (n=22) da DC, atendidos no ambulatério do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HC-FMB).

Resultados: A avaliacdo do SNP para o gene ECA2 rs2074192 ndo mostrou diferengas nas
frequéncias de guanina (G) e adenina (A). A avaliacdo do SNP para o gene TNF-alfa rs
1800629 ndo mostrou diferenca nas frequéncias dos genotipos GG, GA e AA.

Concluséo: O estudo ndo apresentou relagdo entre a presencga dos polimorfismos e as formas
clinicas da DC.

Palavras-chave: doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi, rs2074192, SNP 308G/A
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Introducéo

A Doenca de Chagas (DC) é causada pelo protozoario intracelular Trypanossoma cruzi
sendo presente em 21 paises da América Latina, afetando entre 6 a 7 milhes de pessoas e sendo
responsavel por cerca de 12.000 mortes anualmente. Estima-se que aproximadamente 70
milhdes de pessoas vivam em areas favoraveis a exposicao, 0 que aumenta a probabilidade da
doenca. 12

Ap0s a inoculagdo do parasita, inicia-se a fase aguda da DC, apresentando ou nédo
sintomas.® A seguir os pacientes entram na fase cronica da doenca, na qual cerca de 70% sio
assintomaticos, ou seja, desenvolvem a forma indeterminada da doenca. Alguns pacientes
desenvolvem forma sintomatica, com comprometimento cardiaco ou do trato digestivo.* A
forma cardiaca é a mais frequente, acometendo cerca de 30% dos infectados.>®

Embora haja estudos que abordem a patogénese da DC, ainda h& necessidade de
compreender melhor os mecanismos genéticos que influenciam o desenvolvimento de formas
clinicas graves da doenca. N&o se sabe o real motivo de alguns individuos permanecerem com
a forma assintomaética, enquanto outros progridem para a forma mais grave. Por essa razéo, a
progressao da DC pode estar relacionada aos mecanismos imunoldgicos ou inflamatoria,
responsaveis pela eliminacéo do parasita, alteracfes genémica dos hospedeiros e comorbidades,
principalmente a hipertensdo, que possui envolvimento da resposta inflamatoria em sua
fisiopatologia.

Os genes relacionados a inflamacdo e regulacdo da pressdao arterial, como ECA2
rs2074192 e TNF-alfa rs1800629, ainda s&o pouco compreendidos na DC. E ao associar esses
polimorfismos com dados clinicos e comorbidades, podemos tentar compreender a
fisiopatologia grave da DC. Compreender as alteracbes genémicas do hospedeiro e sua
correlagdo com forma da doenca sdo de grande importéncia na identificacdo de subgrupos de
pacientes para posterior acompanhamento clinico.

Portanto, o0 objetivo deste estudo foi verificar e associar a frequéncia dos
polimorfismos de nucleotideo simples (SNPs) do gene ECA2 e TNF-alfa nas formas cronicas

cardiaca e indeterminada da DC e associar com comorbidades.
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Materiais e Métodos

Sujeitos

Estudo observacional retrospectivo no qual foram avaliados 73 pacientes do sexo
masculino positivos para DC, atendidos no Ambulatério de Moléstias Infecciosas Geral, do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.
Destes 73 individuos, 22 apresentaram a forma cardiaca e 51 a forma indeterminada da DC. Os
individuos com as formas clinicas cronicas indeterminada e cardiaca foram divididos em dois

grupos para serem avaliados e comparados.

Consideracdes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, da Faculdade de Medicina
de Botucatu-UNESP (Parecer n° 6.333.295). O consentimento para participagao no trabalho foi
obtido ap6s informacdo e esclarecimento sobre os objetivos do estudo prévio, com posterior

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Limitacdes do estudo

A Impossibilidade de coleta em dois momentos devido a distancia entre local de
atendimento e residéncia do paciente limitou a ampliacdo de casos. Algumas amostras eram
insuficientes para avaliacdo dos SNPs. No estudo, houve impossibilidade na confeccdo da
reacdo da PCR devido a contaminantes nas amostras sanguineas devido ao uso de

medicamentos que impossibilitaram a amplificacéo.

Critérios de incluséo

Foram incluidos no estudo, pacientes adultos do sexo masculino na fase crénica da DC
portadores da forma clinica cardiaca e indeterminada, atendidos Ambulatorio de Moléstias
Infecciosas Geral, do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista, os quais assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido. Os pacientes deste estudo, concederam a utilizacdo das amostras bioldgicas para

estudos posteriores. (Luiz)

Grupos de estudos

Foram constituidos dois grupos de estudos: indeterminado e cardiaca.
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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 esofagos-estdbmago-duodeno (EED) normais e auséncia de sintomas clinicos.

J& os portadores da forma cardiaca foram os individuos que, além de sorologia
positiva, apresentaram alteracGes no ECG, radiografia de térax e sintomas clinicos como
palpitacdes, arritmias, incluindo extrassistole ventricular, taquicardia e diferentes graus de

bloqueios cardiacos.

Critérios de exclusédo

Foram excluidos pacientes do sexo feminino que, devido a localizacdo do gene ECA2
no cromossomo X, a detec¢do do polimorfismo teria que ser feita nos dois cromossomos XX
de procedéncia materna e paterna, em uso de medicacGes contraceptivas utilizadas com
frequéncia no sexo referido. Foram excluidos também individuos os quais se recusaram a

participar, com materiais biologicos inadequados e individuos falecidos.

Variaveis do estudo/

Dentre os dados clinicos retirados do prontuario médico, estavam: idade (anos); peso
(kg), altura (m), Indice de massa corporal (IMC), drogas para hipertenséo, dislipidemia e
hiperglicemia de uso do paciente, pressdo arterial, valores de colesterol e fracdes, e valores de
glicemia.

O IMC foi obtido pela divisdo do peso em quilogramas pela altura em metros elevada
ao quadrado (kg/m?). Para adultos de 20 a 59 anos, a classificacdo é baseada nos valores: < 18,5
abaixo do peso; > 18,5 a <25 eutrdfico; > 25 a <30 acima do peso; > 30 obesidade. Para idosos
(> 60 anos), a classificacdo ¢ baseada nos valores: < 22 abaixo do peso; > 22 e < 27 eutréfico;
> 27 acima do peso.

Para a classificacdo da gravidade das comorbidades: diabetes, colesterol total;
Lipoproteina de Alta Densidade (HDL) e triglicerideos, foram considerados os seguintes
valores nos exames bioquimicos: Glicemia > 126 mg/dL; Colesterol total > 239 mg/dL, HDL
normal entre 40 mg/dL e 60 mg/dL, Triglicerideos > 200mg/dL®°, além da avaliagdo dos
medicamentos de uso continuo para o controle dessas comorbidades.

A hipertensdo sistolica isolada foi definida como pressao arterial sistolica >130mmHg

e pressdo arterial diastélica <B0OmmHg, e a hipertensdo diastdlica isolada foi definida como
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pressdo arterial sistolica <130mmHg e pressao arterial diastolica >80mmHg, em uso de

medicamentos para hipertenséo. '

Coleta do sangue periférico

O écido desoxirribonucleico (DNA) foi extraido de células brancas do sangue
periférico. A coleta de 5 mL de sangue periférico dos participantes do estudo foi realizada por
meio de puncdo venosa na fossa antecubital, utilizando agulhas e tubos de vacuo estéril e
descartavel. Adicionou-se 1mL de tampdo de lise de células vermelhas (pH: 7,6 1X: 10mM de
Tris; 5mM de MgCl, e 10mM de NaCl) a papa leucocitaria do sangue e foi feita a centrifugacao
a 15000 rpm (rotacdo por minuto) durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet

armazenado em temperatura -20°C.
Extracdo de DNA gendmico

A extragdo de DNA foi realizada usando o Kit PureLink® Genomic DNA Mini Kits
K182001 (Invitrogen, Carlsbad, USA), seguindo as orienta¢des do fabricante. A determinagéo
da guantidade de DNA foi feita no espectrofotdmetro NanoVue Plu (GE Healthcare, Little
Chalfont, Buckinghamshire, UK).

Anélises moleculares

Todas as amostras foram analisadas por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)
convencional, os primers utilizados para avaliacdo do polimorfismo G-308A do gene TNF-alfa
foram o primer (Forward) GAGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT e primer
(Reverse) GGGACACACAAGCATCAAG. Areacdo de PCR e as condicdes de ciclagem desta
primeira reacdo seguiram os passos de Asghar et al**, Um produto foi gerado e digerido com

enzima de restricdo Ncol.
Na segunda reacdo para avaliagdo do gene ECA2, os primers utilizados para avaliagéo

do polimorfismo foram o primer (Forward) GTAAGCCATTTCCCATCCC e primer
(Reverse) ATTGTGCCACTGCCCTCTA. A reacdo de PCR e as condicOes de ciclagem desta
segunda reacdo foram realizadas conforme descritos por Fan et al’®. Um produto de
aproximadamente 500 bp foi gerado e sequenciado posteriormente pelo sequenciamento de

Sanger.
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Todos os produtos da PCR foram monitorados por eletroforese em gel de agarose 2%,
corado com 1 pL de brometo de etideo, visualizados e foto-documentados em transluminador

ultravioleta (UVP, Upaland, CA, USA) para confirmacdo da amplificacdo de uma banda Unica.

Digestdo com enzima de restricdo (RFLP)

Para a avaliacdo do SNP na regido G-308A do gene TNF-alfa rs1800629, foram usados
10 uL do produto da PCR amplificado e 0,5 uL. da enzima de restricdo Nocardia corallina
(Ncol) (New England BioLabs, Boston, MA, USA - R0193L). A digestéo foi realizada a 37°C
em um termociclador por 2 horas, seguida de 65°C por 10 minutos. As amostras digeridas foram

examinadas em gel de agarose a 3% e observadas em um transiluminador ultravioleta. Os

genotipos foram diferenciados pelo tamanho de seus fragmentos: GG — 126 e 21 pb, GA - 147,

126 e 21 pb e AA — 147 pb.

Anélise estatistica

Os dados qualitativos foram analisados com uso do teste de Qui-quadrado ou Teste
Exato de Fischer, dependendo dos valores dos dados nas Tabelas de contingéncia.

Para os dados quantitativos foram utilizadas anélises paramétricas, teste-t de Student
para variaveis com distribuicdo normal; e as variaveis com distribuicdo assimétrica foram
analisadas com uso do teste Mann-Whitney. Foi adotado o valor de significancia de 0,05 para

o valor de p.

Resultados

Dados clinicos e demograficos

O estudo incluiu 73 pacientes. Desse total, 51 participantes apresentavam a forma
indeterminada e 22 apresentavam a forma cardiaca.

Os 73 pacientes chagasicos, foram provenientes, do interior do Estado de Séo Paulo,
Brasil. Os pacientes foram agrupados por microrregifes do Estado, com destque para sub-regido
de Avaré (47) e Botucatu (18) (Figura 1).
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No estudo, a microrregido em que os pacientes mais residiam foram em cidades da sub-
regido de Avaré, representando, 64,4% (n=47) do total dos 73 pacientes, e 35,6% compreenderam
pacientes procedentes das outras regides. Os pacientes chagasicos que apresentavam a forma
indeterminada na sub-regido de Avaré, representavam, 64,7% (n=33) do total de 51 pacientes e com
a forma cardiaca, o percentual foi de 63,6% (n=14) do total de 22 pacientes. A cidade de Itai foi a
que mais havia pacientes com a forma indeterminada, sendo 13,7% (n=7), seguida de Itaporanga
com 11,7% (n=6), os dois municipios fazem parte da sub-regido de Avaré. Ja com a forma cardiaca,
0s municipios de Bofete (sub-regido de Botucatu) e Taquarituba (sub-regido de Avaré),
apresentaram o mesmo percentual de 13,6% (n=3).

Os valores do IMC néo foram divergentes entre os dois grupos. Isto pode ser devido
ao seguimento ambulatorial propiciado no Ambulatério de Moléstias Infecciosas Geral, do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu. As comorbidades s&o

diagnosticadas e tratadas no decorrer do acompanhamento do paciente chagasico (Tabela 1).

Tabela 1
Caracteristicas clinicas e atividade profissional rural dos pacientes.

Variaveis indeterri?rcgzjz (n=51) cardll':a?:;nzra:=22) Valor de p
Idade (anos) 68 £7,92 70 £10,20 0,123
Peso (kg) 76,13 11,69 72,9 +13,5 0,15
Altura (m) 1,69+ 0,07 1,68 +0,06 0,452b
IMC (kg/m?) 26,99 £3,82 25,68 £3,92 0,092b
Branco n (%) 41 (80,4%) 17 (77,3%) 0,334
Trabalhador ou morador 21 (41,1%) 7 (31,8%) 0,66 ¢

rural n (%)

kg, quilograma; m, metros; IMC, Indice de Massa Corporal, razio entre o peso do individuo e
0 quadrado da sua altura.

@ Teste T de Studant.

b Média e Desvio padrio.

¢ Branco x N&o branco.

d Test Qui-quadrado.

A media de idade entre individuos com a forma indeterminada e cardiaca foi de 68 e
70 anos, sem diferenca estatistica entre os grupos e a idade correspondia a individuos

classificados como idosos.
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Das comorbidades avaliadas, a hipercolesterolemia apresentou significancia, as
demais comorbidades nédo apresentaram diferencas (Tabela 2).

Tabela 2

Comorbidades nas formas clinicas.

Forma Forma

Variaveis indeterminada (n=51) Cardiaca (n=22) Valor de p
Hipertensao 21 (41,2%) 15 (68,2%) 0,063?
Hipercolesterolemia 15 (29,4%) 13 (59,1%) 0,052
Diabetes 12 (23,5%) 7 (31,8%) 0,652
Obesidade 8 (15,7%) 4 (18,2%) 1,0°

@ Test Qui-quadrado.
b Test Exato de fisher.

Pacientes obesos foram considerados com IMC >30, dos 51 pacientes assintomaticos,
8 (15,7%) eram obesos e dos 22 pacientes com a forma sintomatica, quatro (18,2%) também
eram considerados obesos. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos (p >0,05). Os demais
pacientes foram considerados ndo obesos com IMC <30. Um paciente na forma indeterminada
apresentou baixo peso (1,9%) e dois pacientes (9,1%) com baixo peso estavam com a forma
cardiaca. Os eutroficos representavam cerca de 18 (35,3%) para a forma indeterminada e dez
(45,4%) para a forma cardiaca. Os individuos classificados com sobrepeso foram 24 (47,1%)
para individuos com a forma indeterminada e 7 (31,8%) para a forma cardiaca.

A hipertensdo foi a comorbidade mais frequente em ambos 0s grupos. Entre o0s
pacientes com forma indeterminada, 20 apresentavam hipertensdo, enquanto, no grupo com
forma cardiaca, 15 pacientes eram hipertensos. A hipercolesterolemia foi a segunda
comorbidade mais comum, sendo observada em 16 pacientes com forma indeterminada e em
13 pacientes com forma cardiaca. Ja o diabetes foi a comorbidade menos frequente, com 13
casos de forma indeterminada e 7 casos de forma cardiaca (Figura 2).
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W Forma indeterminada Forma cardiaca

Hipertensao Hipercolesterolemia Diabetes

Figura 2. Gréfico de frequéncia de comorbidades.

Entre os pacientes com forma indeterminada, a maioria (20 pacientes) ndo apresentou
nenhuma comorbidade. Além disso, 15 pacientes possuem uma comorbidade, 14 possuem duas,
e apenas 2 pacientes apresentam trés comorbidades. Por outro lado, na forma cardiaca, apenas
2 pacientes ndo possuem comorbidades, enquanto 9 apresentam uma, 7 possuem duas, e 4

pacientes possuem trés comorbidades (Figura 3).

B 1 comorbidade 2 comorbidades ™3 comorbidades ™ Nenhuma comorbidade
n=20
=15
! n=14
n=9
n=7
n=4
n=2 n=2
Forma indeterminada Forma cardiaca

Figura 3. Grafico de frequéncia de até trés comorbidades nas formas clinicas.

* Teste Exato de Fisher; p=0,01.

Os medicamentos de uso continuo para o tratamento da hipertensdo arterial (HA),

hipercolesterolemia, diabetes/hiperglicemia estdo descritos na Tabela 3. Estes medicamentos
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estavam nos prontuérios eletronicos e auxiliaram na identificacdo das comorbidades de cada

paciente.

Tabela 3

Classe de medicamentos.

Variaveis . Forma Forma
Classe dos medicamentos

indeterminada (n=51) cardiaca (n=22)

Hipertenséo Blogueadores de 20 (39,2%) 9 (45%)
angiotensina Il, Alfa
bloqueador, Beta
bloqueadores, Inibidores da
ECA, diuréticos

Hipercolesterolemia Estatina 24 (47,1%) 8 (40%)
Diabetes Biguanidas, insulina, 7 (13,7%) 3 (15%)
/hiperglicemia Sulfonilureias, Inibidores da
proteina de transporte de
sodio-glicose
Sem uso de medicacao - 20 (39,2%) 1 (4,5%)

para comorbidades

Genotipagem SNP do gene ECA2 rs2074192

Com relacdo aos resultados dos gendtipos do polimorfismo do gene ECA2 entre 0s
grupos, houve maior frequéncia do alelo G nos individuos com a forma indeterminada (Tabela
4). Quando observada a distribuicdo dos alelos dentro do grupo de individuos assintomaticos e
sintomaticos, houve maior predominancia do alelo G (Tabela 4). Nao houve diferenca

significativa entre os alelos G e A quando comparados no grupo e entre os grupos (p > 0,05).

Tabela 4
Frequéncia dos alelos G e A do gene ECA2 rs2074192.

Alelo ECA2 Forma indeterminada Forma cardiaca Valor de p
(n=36) (n=7)
G 24 (66,7%) 6 (85,7%)
a
A 12 (33,.3%) 1(14,3%) 0,33

G= guanina, A= adenina.
2 Teste Exato de Fisher.
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Quando se compara os alelos com as comorbidade, ndo houve diferenca estatistica
(Tabela 5).

Tabela 5
Frequéncia dos alelos G e A do gene ECA2 rs2074192 associado a comorbidades.

Alelo ECA2 G A Valor de p
Hipertensdo + (n) 16 6 0,871
Hipertenséo - (n) 20 9

Hipercolesterolemia + (n) 13 5 0,98°
Hipercolesterolemia - (n) 23 11

G= guanina; A=adenina; (+) presenca de comorbidade; (-) auséncia de comorbidade.
@ Teste Qui-quadrado.

Genotipagem SNP TNF-alfa G-308A

Com relacdo aos resultados dos genétipos do gene TNF-alfa, ndo houve diferenca de
frequéncia do alelos GG, GA e AA nos individuos com a forma indeterminada versus com a
forma cardiaca (Tabela 6). Os resultados foram mostrados como alelos GG, GA e AA em foto

do gel de agarose (Figura 4).

Tabela 6
Distribuicdo dos gendtipos do SNP G-308A rs1800629 do gene TNF-alfa.

Forma Forma
Alelos TNF-alfa indeterminada (n=39) cardiaca (n=17) Valordep
GG 19 (48,7%) 10 (58,9%)
a
GA 17 (43,6%) 6 (35,3%) 0,32
AA 3 (7,7%) 1 (5,8%)

G= guanina; A= adenina.
2 Testes Qui-quadrado.
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147 pb
126 pb
Figura 4. Genotipagem do SNP rs 1088629 do gene TNF-alfa.
Linha 1: marcador de peso molecular Ladder de 100 pares de bases (pb)
Linha 2;3;4;5;6;7;8;9 e 11: genttipo GA (147,126,211 pb);
Linha 10: gendtipo GG (147 pb).
Tabela 7
Frequéncia dos alelos GG, GA e AA do gene TNF-alfa associado a comorbidades.
Alelos TNF-alfa GG GA AA Valor de p
Hipertens&o + (n) 11 11 3 0,342
Hipertensao - (n) 18 12 1
Hipercolesterolemia + (n) 9 10 2 0,56%
Hipercolesterolemia - (n) 20 13 2

guanina; A, adenina; (+) presenca de comorbidade; (-) auséncia de comorbidade.

2 Teste Qui-quadrado.

Na Tabela 8, foram mostradas as caracteristicas dos individuos que possuem os dois
alelos A que sdo considerados alelos que predispdem a progressdo da doenca. Outros individuos
com mesmo alelo AA para o TNF-alfa ndo foram sequenciados por motivos de insuficiéncia de

material biologico e contaminagdes nas reagoes.
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Tabela 8
Dados clinicos de trés pacientes que possuem os dois alelos A dos genotipos do SNP G-308A.

Idade Forma ) . ) ) )
TNF-alfa ECA2 . IMC Hipertensdo  Hipercolesterolemia  Diabetes
(anos)  Clinica

AA G 67 Indeter.  Sobrepeso S N N

AA G 50 Indeter. Eutrofia N N

AA G 73 Card. Eutrofia S S S
Indeter, forma indeterminada; Card, forma cardiaca; S, presenca de comorbidade; N, auséncia de comorbidade, A,
adenina.
DISCUSSAO

Neste estudo, forma analisados prontuarios de 73 pacientes com DC crénica,
distribuidos entre as formas indeterminada e cardiaca da doenca. A prevaléncia da forma
indeterminada foi de 64,4% e com a forma cardiaca 35,6% entre os pacientes chagasicos, com
uma maior concentracdo na sub-regido de Avaré, a qual destaca a relevancia regional da doenca
e os desafios na gestdo de suas manifestacdes crénicas.

No estudo, a média de idade dos pacientes com DC foi de 68 anos para a forma
indeterminada e 70 anos para a forma cardiaca. No Brasil, um individuo é considerado idoso
quando atinge 60 anos ou mais e a projecdo € que até 2060, 38,7% da populagdo sera idosa.'2
Alguns estudos foram conduzidos em pacientes chagasico, com essa mesma faixa etaria no
Brasil e as comorbidades que os acompanham no processo de envelhecimento!3415, \/1ZZONI
et al., 2018, observaram que, cerca de 70% dos pacientes estudados possuiam pelo menos uma
comorbidade, sendo hipertenséo arterial (56%), dislipidemia (42%) e diabetes tipo 2 (30%) as
mais comuns.® O estudo realizado por ALVES et al., 2009, verificaram que a média de
comorbidades por paciente foi de 2,8 comorbidades, e 33% dos participantes apresentavam
quatro ou mais doencas crénicas associadas e a comorbidade mais comum foi a hipertensdo
arterial sistémica (57%).1* PEREIRA et al., 2018, observaram que a média de comorbidades
por paciente foi de 2,23 + 1,54, com a hipertens3o arterial de 67%.°

A incidéncia de hipertenséo arterial aumenta ap6s os individuos atingirem a idade de 60
anos. No Brasil, cerca de 37% da populacéo idosa é afetada pela hipertensdo. Esse grupo, em
particular, apresenta uma tendéncia maior a desenvolver hipertensdo, atribuivel a fatores

associados ao processo de envelhecimento geral e vascular.® No estudo, embora a frequéncia
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de hipertenséo entre os dois grupos nédo tenha demonstrado diferenca significante, houve mais
casos no grupo com DC cardiaca, o valor de p nesta comparacéo foi de 0,063.

Outro dado levantado no estudo, foram as caracteristicas clinicas que ndo revelaram
diferencas estatisticamente significativas no IMC, peso e altura e a idade entre as formas
indeterminada e cardiaca. O fato de ndo haver diferencas significativas, pode sugerir que o
acompanhamento ambulatorial regular contribui para a homogeneizagéo desses dados.

Nos ultimos anos, a prevaléncia de obesidade e sobrepeso entre os idosos brasileiros
cresceu consideravelmente. De 2006 a 2019, a prevaléncia de sobrepeso aumentou de 53% para
61%, enquanto a obesidade passou de 16% para 23%. Neste estudo, a prevaléncia de sobrepeso
nas duas formas foi de 42,5% (n=31) e a obesidade foi de 33,9% (n=12). A classificagdo do
IMC foi realizada de acordo com as diretrizes do Ministério da Saude, que definiu como obesos,
individuos com IMC >30. Logo, entre chagéasicos indeterminados e cardiacos, existem
relativamente poucos obesos. A obesidade em pacientes com DC, embora ndo tdo comum
quanto outras comorbidades, como a hipertensdo, estd relacionada ao maior risco de
complicacdes cardiovasculares.!’1®

A incidéncia de hipercolesterolemia entre os idosos brasileiros tem apresentado um
crescimento consideravel. A percentagem de hipercolesterolemia nas duas formas apresentou
diferenca significativa p de 0,05. Estes niveis elevados de colesterol estdo diretamente
associados ao crescimento do risco de enfermidades cardiovasculares, como ataques cardiacos
e acidentes vasculares cerebrais, em um grupo ja suscetivel devido a idade avancada e a
existéncia de outras condicdes de satde, como hipertensdo e diabetes.®

Pesquisas recentes indicam que a incidéncia de diabetes mellitus em idosos no Brasil
persiste em ascensdo, atingindo aproximadamente 24% da populacdo acima de 60 anos.!’ No
estudo a percentagem de diabetes ndo teve diferenca significativa entre as formas clinicas,
sendo 26% (n=19), com um valor de p igual a 0,65.

Com relacdo aos resultados da genotipagem do SNP do gene ECA2 - rs2074192 néo
houve diferencas na frequéncia das bases G (C) e A (T) entre os grupos com a forma
indeterminada e cardiaca e nem para hipertensdo arterial. Pesquisas realizadas com populagdes
francesas e britanicas identificaram que o alelo A (T) desse SNP também esta relacionado a um
risco aumentado de hipertensdo com manifestacdo precoce, especialmente em homens obesos
e fumantes.?°

Um estudo realizado na regido Uigur da China, envolvendo 275 uigures com diabetes

tipo 2 e 272 uigures ndo diabéticos, mostrou que o genétipo rs2074192 estava associado ao
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diabetes e a um risco moderadamente aumentado de hipertenséo. Pacientes hipertensos com o
genotipo controle rs2074192 (CC) sdo considerados com risco de 50% ou mais de hipertensao
complicada por aterosclerose carotidea®..

O ECA2 rs2074192 esté associado a um risco moderado e alto de hipertenséo essencial
e/ou dislipidemia, criando assim um risco de problemas cardiovasculares. Um estudo realizado
por PATEL et al.,, 2012 também relatou que 0 mesmo rs estava associado a hipertenséo,
principalmente em homens com o alelo C. Estes resultados fortalecem ainda mais a associacéo
entre SNPs, hipertensdo e comorbidades, frequentemente concomitantes.?%23

Com relacdo aos resultados dos gendtipos do polimorfismo do gene TNF-alfa entre os
grupos, ndo houve diferenca significativa entre os genotipos GA, GG e AA quando comparados
entre os grupos (p > 0,05). Um estudo observou que os niveis de citocinas pré-inflamatorias,
incluindo o TNF-alfa, estavam elevados em pacientes chagasicos hipertensos. Isso reforca a
hipGtese de que o polimorfismo rs1800629, ao aumentar a expressdo de TNF-alfa, pode
contribuir para o desenvolvimento de hipertenséo nesses pacientes. No entanto, as evidéncias
sobre a associacio direta entre o0 SNP e a hipertensdo ainda sdo limitadas e inconsistentes. 2

O alelo A do polimorfismo rs1800629 tem sido relacionado a uma maior producdo da
citocina inflamatdria TNF-alfa, o que pode agravar condi¢fes cardiovasculares, incluindo a
hipertensdo. Um estudo mexicano mostrou que o alelo A estava significativamente associado
ao aumento da suscetibilidade a Doenca de Chagas e a progressao para a cardiopatia chagasica
cronica, sugerindo que a inflamac@o exacerbada desempenha um papel critico na progressao
da doenca.?®> Em uma coorte brasileira, o alelo A foi associado & reducdo da sobrevida em
pacientes com cardiomiopatia chagasica grave. Isso sugere que, embora o alelo A possa ter
impacto na inflamagdo, outros fatores genéticos ou ambientais podem modular o risco de
hipertensdo em pacientes chagasicos. 2

Um estudo em adultos palestinos sobre o polimorfismo rs1800629 no gene TNF-alfa
explorou sua associacdo com o colesterol alto, especialmente no contexto de doengas
inflamatdrias. O alelo A foi relacionado a uma maior expressao da citocina TNF-alfa, conhecida
por desempenhar um papel significativo na inflamacao sistémica. Esse aumento na producéo
de TNF-alfa pode levar a um desequilibrio no metabolismo lipidico, elevando os niveis de
colesterol total e LDL, ambos fatores de risco para doencas cardiovasculares. 2’

Ao analisar estatisticamente os dados coletados, constatou-se que os polimorfismos dos
genes ECA2 e TNF-alfa ndo apresentaram diferenca estatistica. Estudos de HAMET et al.,
2021; LIU et al., 2018; PAN et al., 2018 e PATEL et al., 2012 mostram que portadores do alelo
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A do polimorfismo rs1800629 est4 fortemente associado a complicagdes cardiovasculares em
pacientes chagésicos, o que leva a hipdtese que portadores desse alelo podem ter progressao da
doenca em algum momento da vida. Esses resultados ainda sdo insuficientes para tal afirmacéo,
ja que foram analisados apenas em duas formas clinicas, sem a inclusdo da forma mista e
digestiva, além do pequeno nimero de pacientes de uma unidade de saude.

A andlise dos polimorfismos ndo indicou ligagdo com a severidade da DC e as
comorbidades associadas nos pacientes deste estudo que sdo monitorados no ambulatério de
acompanhamento. Contudo, em uma amostra mais ampla e em pacientes que ndo seguem
qualquer tipo de acompanhamento e/ou tratamento, ndo podemos garantir a inexisténcia dessa

ligagéo.
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5. BRIEFING COMUNICATION

Associacao entre hipertensao e doenca de Chagas

Bruna da Cruz Carvalho @, Cilmery Suemi Kurokawa ?, Rodrigo Mattos dos Santos ?, Daniela
Filadelfo Sanches?, Erika Alessandra Pellison Nunes da Costa?,

4 Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, Botucatu, SP, Brasil

A hipertensdo arterial (HA) € um dos principais fatores de risco modificaveis para
morbidade e mortalidade em todo o mundo, sendo um dos maiores fatores de risco para doenga
arterial coronaria, acidente vascular cerebral, insuficiéncia renal®. A HA é altamente prevalente
e atinge mais de um terco da populacdo mundial. A porcentagem de pacientes com doenca de
Chagas (DC) com HA pode oscilar entre 26,1% e 33,3%.2 Logo, pesquisas que elucidem a
relacdo entre as duas patologias sdo escassas.

Guariento et al, 1998 relataram que os niveis de pressdo arterial sdo geralmente mais
elevados em pessoas infectadas com Trypanosoma cruzi em comparagdo com pessoas sem
infeccdo. Existem alguns fatores determinantes da concomitancia entre as duas enfermidades,
sendo reducéo consideravel da atividade parassimpética, associada a uma resposta adrenérgica
insuficiente e a uma reducdo da resposta autonémica simpatica; mudancas na excrecao renal,
problemas no sistema renina-angiotensina-aldosterona e falhas no transporte da membrana
celular.®* A presenca simultdnea das duas doencas ocorre com mais frequéncia entre os
cardiopatas descontrolados e a partir da quarta década de vida, demonstrando um carater
cumulativo.® OJO et al.,2022 acreditam que a hipertensdo é uma consequéncia da DC.®

A fisiopatologia da hipertensdo e da miocardiopatia chagasica possui similaridades
significativas, ambas conduzindo a um quadro clinico de inflamacdo sistémica, danos
consideraveis aos tecidos e a destruicdo das fibras musculares cardiacas, resultando na dilatacao
do ventriculo e do coragéo.’

Para compreender melhor a relagéo entre a HA e a DC, foi realizado uma revisédo dos
estudos mais relevantes nas bases de dados Lilacs, Pubmed e Scopus. O processo de busca
utilizou os seguintes descritores: “doenga de Chagas e hipertensdo”, “trypassonomiase e
hipertensao”. As pesquisas englobam estudos originais que analisaram diversas manifestacdes
clinicas da doencga, além de revisdes e atualizacdes acerca do assunto. Segue a tabela com os
estudos analisados. A separacdo dos artigos foi feita pelo titulo e resumo inicialmente e dois

revisores independentes.
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Tabela 1. Relagdo de artigos cientificos que abordam a hipertenséo arterial e doenca de Chagas.

Autor/Ano Formas clinicas e n® de pacientes Tipo de estudo
Cuarients ef af, 1993 E=zmido com a forma cardiaca - N® participantes: 644 Original
Cuarienta ef af, 1998 Estudo com a forma indeterminada, cardiaca, Original
digestiva, mista - N® participantes: 878
Gurgel of ol , 2003 Eztudo com a forma cardiaca - N participantes: 225 Original
Yagil & Yaoil ef al., 2003 - Eevizio
Erancischetti ef ol 2003 - Atualizacio
Gurgel ef ol | 2007 Eztudo com a forma cardiaca - N participantes: 138 Original
Zaidel ef af.. 2020 - Eevisio
Santana ef af., 2021 - Eevizlio
Silva & Alvares ef el 2021 - Fevisio
Fhou ef af., 2021 - Fevisdo
Medeiros ef af., 2022 - Eevisio
g et al., 2022 - Eevisio
zistematica
Guzik et ol 2024 Eevisio

Fonte: Elaborada pelo autor
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6. CONCLUSAO

A andlise dos polimorfismos ndo indicou ligagdo com a severidade da DC e as
comorbidades associadas nos pacientes deste estudo que sdo monitorados no ambulatério de
acompanhamento. Contudo, em uma amostra mais ampla e em pacientes que ndo seguem
qualquer tipo de acompanhamento e/ou tratamento, ndo podemos garantir a inexisténcia dessa

ligag&o.



ANEXO 1- Aprovagao no comité de Etica em Pesquisa Clinica.
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BOTUCATU, 28 de Setembro de 2023

Assinado por:
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({Coordenador(a))
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ANEXO 2 - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

e Universidade Estadual Paulista
l.lnEEp ¥ Faculdade de Medicina de Botueatu

Dishritn Rubido Junior, s'n®-Botucaty - & F.

CEF: 18.615-570

Fiome: {14) 38801 c0a3:280-1808 )
e-mal secretaria: oup. Snbdnmesp. br a Fiagiitrindos i bt o i S (i
e-mal coomenadora: smalnagimb uresp e M da bl e T

MEWMEW[T&E]W
b 2002

COMNVIRDG, o Senhor (a) pora participar do meu Projeto de Pesguisa intrulado “Polimorfisma de base
umica dos geres ECA 2 e THF - em pacientes com a forma cordiaca da Doengo de Chaogas®, que sera
deservolvide por mim, Bruna da Cruz Carvalhe, Bismeédica, com orientacao da Biemedica ¢ Professora
Dra. Cilmery Seemi Kurckowa da Foculdade de Medicima de Botucatu - LIMESP.

Busce diferencos gengticas em pessoas com a Doengas de Chagas para ajudor mo frofomento e
esclarecimente desta deenca. Para iste usamos os dodos do sew promfudric € colefaremos 5 mil de
sangue periférico para extragio de DMA. Este procedimento,trard riscos minimes para wocoE, como
desconforto ne brago durante a coleta, wm pegquens sangramento ao final da pungdo e pode cu ndo
ficar com desconforte local momentes depois, lembrands que a coleta de sangue sepd realizada
somente com wm profissional copacitado. Os dodos seris montides semenfe com o pesquisador do
estuds & em sigio. Declars amda, que mio hovera custo aos partficipantes da presente pesquisa.

E garamtide a fodos os parficipontes do presemte estudo, o direite a indenizacdo diante de evenfuais

danos decorrentes da pesquisa.

Ezclaregos gque o material bislegico sera montide em freezer e utilizade em estudes pesteriores com a
mesma finalidede. E proibide em mossa instituicio utilizar o material bicligice colhido para bemeficio
cu ganhs do pesquisador. O moterial colhide moo utilizads voltard o ser armazenado na Foculdade de
Medicima, podendo esse moterial ser restilzode em fuiuros pesguisos € com oufros pesquisodores, no
qual serd apresenmtodo um move TOLE.

Meste momento, o (o) serhor (a) ndo ferd memhom bemeficio. Comfudo, sua comfribuigoo € de grande
valia, pois a mtengis deste projeto de pesquisa € permitic gue, ne future, pacienfes com o mesma

doenga possam ter um frotomento mais adequade.

Figue ciente de que sua participagas neste estudo £ voluntaria e poderd retird-ko o qualguer momento,
sem guabguer prejuizo mo confinsidode do sew frotomenfo. Este Termo de Comsentimento Livee e
Esclarecide serda enfregue uma via para o senhor (@) ¢ outra serd mantida em arquive pele pesquisador.



ANEXO 3- Verificacdo do RS no site db SNP ECA2.

[ rs2074192 [Homo sapiens]
1.

Tipo de variante: VNS

Alelos: C=T  [Mostrar flancos]

Cromossoma: A 15564667 (GRCh38)
#:15582790 (GRCh3T)

SPDI canénico : NC_000023.11:15564666:C:T

Gene: ACE2 ( Varview )

Consequéncia funcional:  variante_intron

Validada: por frequéncia, por alfa, por cluster

MAF: T=0,430587/24385 ( ALFA)

C=0147059/5 {Siberiana)
C=0,1766592/47 (SGDP_PRJ)
T=0,324074/35 (Catar)
T=0,325/13 (GENOME_DK}
T=0,363371/1372 (1000Genomas)
T=0,37412/425 (Daguestao)
T=0,382979/108 (PharmGKEB)
T=0,354125/104321 (TOPMED)
T=0,3%6341/130 (HapMap)
T=0,403908/41447 {GnomAD)
C=04375/21 (Vietnamita)
T=0,449845/5777 (TOMMO)
T=0454577/1331 (COREAMNA)
T=0,456311/1692 (TWINSUK)
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ANEXO 5- Andlise do sequenciamento das amostras posicédo 53 a 420.

Amostra 20 cardiaca
ACCTTTTATTTGGAAAATATTACTATAGAGACTTGGTCATAGGACCTGATTCATTTGT
ATAATAGAAGAGGTGTATCCAATTATCCGTTTCCATTATTTGATATAAAGTCATTGTA
GATGTACTCTGACAGAAGGGAAATTCTTGCCAAATATGATAACTTTGCCCTTAAACAC
AGCAGTCACAAATGAATAAATGCCAACCATTTATACATTTCCACACTTACAACTCAAT
TTTCCAATGGAGCTGTTGATGAACCTAATCTAGGTTGCAAGGCATGAAAGATGCATA
ATTGTCAAAGACTTATATCTTTAATTAGACCTATTTACTTTGCTCTTATGATTTTAGGT
GTATATTCCTTTTTITTTTT

Amostra 24 indeterminada
ACCTTTTATTTGGAAAATATTACTATAGAGACTTGGTCATAGGACCTGATTCATTTGT
ATAATAGAAGAGGTGTATCCAATTATCCGTTTCCATTATTTGATATAAAGTCATTGTA
GATGTACTCTGACAGAAGGGAAATTCTTGCCAAATATGATAACTTTGCCCTTAAACAC
AGCAGTCACAAATGAATAAATGCCAACCATTTATACATTTCCACACTTACAACTCAAT
TTTCCAATGGAGCTGTTGATGAACCTAATCTAGGTTGCAAGGCATGAAAGATGCATA
ATTGTCAAAGACTTATATCTTTAATTAGACCTATTTACTTTGCTCTTATGATTTTAGGT
GTATATTCCTTTTTTTTTT



ANEXO 6- Verificacdo do rs no site db SNP TNF-alfa

(] rs1800629 [Homo sapiens]
1.

Tipo de variante: VNS
Alelos: G=A  [Mostrar flancos)]
Cromossoma: 6:31575254 (GRCh38)
6:31543031 (GRCh3T)
SPDI canénico : NC_000006.12:31575253:G:A
Gene- TNF ( Varview )
Consequéncia funcional: 2ZKB_variante_upstream,variante_transcricdo_upstream
Significado clinico - fator de risco significdncia incerta,afeta resposta ao medicamento
Validado: por frequéncia, por alfa, por cluster
MAF: A=0.152067/39579 [ ALFA )

A4=0,010333M173 (TOMMOD)
A=0,067259/53 (PRJEB37534)
A=0,072014/211 (COREAND)
A4=0,085095/161 (HapMap)
A=0,093067/466 (1000Genomas)
A=0096737/7613 (PAGE_STUDY)
A=0,106765/101 (PharmGKE)
A4=0,110487/55 (MGP}

A=0 11633517554 (GnomAD _exomes)
A=0,121951/10 (PRJEB36033)
A=0,134935/35716 (TOPMELD)
A=0,141423/803 (GoESF)
A4=0141634/19841 (GnomAD)
A=0,161591/3247 (ExAC)
A=0,167187/745 (Estoniano)
A=0,175M105 (Norte da Suecia)
A=0175/7 (GENOME_DK)
A=0,192385/192 (GoNL)
A=0,195523/725 (TWINSUK)
A=0,197198/760 (ALSPAC)
A=0,212963/46 (Catar)
G=0411765/28 (SGDP_PR.J)
G=0,5/4 (Siberiano)
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SNP TNF-alfa rs 1800629

Omica

ANEXO 7- Regido gen
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ANEXO 8 - Informacdes gerais sobre os pacientes com DC na forma indeterminada

MN® idade Etnia Procedéncia FOIma  peco  Altura IMC Classificagio Hipertensao Colesterof Diabebas
clinica IMC alto

4 EL Branco Botucatu 1nd a4 1,7 29,07 Sobrepaso M 5 M

5 5E Branco Fartura Ind 72 1,62 27,43 sobrepaso N M M

3 ED Branco Itai Ind a1 1,73 27,06 sobrepeso N M M
11 62 Pardo taporanga Ind e 1,B5 24,04 Baiwo peso N M M
13 73 Branco  Laranjgl Paulista Ind 564 1,54 23,78 Eutrofia 5 M M
15 ] Branco Taguarituba Ind a0 1,69 2E,01 sobrepeso N

19 E2 Branco Botucatu Ind 104 L,75 33,96 Obesidade 5 M 5
24 5E Branco  Coronel Macedo Ind 74 1,75 24,16 Eutrofia N M M
27 T4 Branco Itatinga mﬂ g1 1,75 20,38 Eutrofia 5 5 5
B 54 Branco EBarra Bonita Ind 71 17 24,57 Eutrofia N M N
37 56 Branco =i Ind 66 16 25,78 sobrepaso N M M
43 &E Branco ltapeva Ind 75 1,59 20,67 sobrepeso N M M
45 &7 Branco Faranzpanema Ind 100,4 1,68 35,57 Obesidade N M M
45 &7 Branco Itai Ind T4 1,72 25,01 sobrepeso 5 M 5
65 71 Branco Itatinga mﬂ ED4 1,7 27,82 Eutrofia M 5 5
66 7 Branco Holambra Ind 5759 1,65 24,94 Eutrofia 5 M M
68 62 Branco Taquarituba Ind S4E 1,67 33,99 Obesidade 5 M 5
73 50 Branco Itaporanga Ind 101,1 177 33,27 Obesidade M M N
75 0 Branco Avars Ind 75 1,64 27,89 sobrepeso N M M
80 ] Branco Paranzpanema Ind 75 1,62 2E,58 sobrepaso N 5 M
g6 T Megro Botucatu mﬂ 833 1,69 24,26 Eutrofia M M 5
838 E3 Branco taporanga Ind 785 1,71 27,19 sobrepeso N M M
94 71 Branco Itai Ind B4l 1,67 30,16 sobrepeso 5 5 M
96 &3 Branco taporanga Ind BO0.2 1,69 2E,08 sobrepaso N M 5
a7 65 Branco Taguarituba Ind J0.7 1,5 27,62 sobrepeso N 5 5
98 &5 Branco Avaré Ind 875 17 30,28 Obesidade 5 5 M
110 &4 Branco Taguarituba Ind g9z 1,73 30,74 Obesidade 5 5 M
115 ED - Botucatu Ind 725 1,64 26,99 Sobrepeso N N M
118 72 Branco Taquarituba Ind 83 1,61 32,02 Sobrepeso 5 5 M
120 70 Brance  Coronel Macedo Ind a4 1,3 23,27 Eutrofia 3 N M
122 7 Branco Itai Ind az 17 31,83 Sobrepeso 5 N [
173 58 - Tagual Ind a6 1,66 31,21 Obesidads M s N
125 B1 Branco Itaporanga Ind 73 1,64 27,14 sobrepeso N M M
127 78 Branco Barel. Ind a4 1,74 27,74 Sobrepeso 5 N [
135 67 Branco Faranzpansma Ind 54 1,62 24,39 Eutrofia N M M
40 78 Branco Faranzpanema Ind &7 L7z 23,65 Eutrofia 5 5 M
143 &5 - Itai Ind ELS 1,66 20,58 sobrepeso 3 N N
143 70 Branco Bofete Ind 534 1,56 26,05 Sobrepeso N N 5
143 65 Branco  Coronel Macedo Ind 52 155 21,54 Eutrofia N N M
150 73 Branco cerquilho Ind 74 1,67 26,53 Sobrepeso 5 M
151 &7 Branco Ieai Ind 50 1,75 20,39 Sobrepeso 5 M M
152 73 - cerquilho Ind 73 1,63 27,48 Sobrepeso N M M
154 &%  Branco Taguzi Ind a3 1,6 34,38 Obesidade 3 5 [
155 50 Branco Conchas Ind 62 1,65 22,77 Eutrofia M M M
156 76 Branco laras Ind 66 164 24,54 Eutrofia 5 5 N
157 70 Branco Botucatu Ind 67 168 24,61 Eutrofia M 5 M
151 57 - 530 Manuel mﬂ 73 1,78 23,04 Eutrofia M M M
182 B4 - ltaporanga Ind 73 1,60 25,58 Sobrepeso N M
183 71 - TaIEE Ind 4 185 18,70 Eutrofia M [ [
166 74 Branco Firgju Ind 57 1,67 24,02 Eutrofia N M
158 T8 - Piraju Ind 55 1,6 21,48 Eutrofia 3 5 5

54



ANEXO 9 - Informagdes gerais sobre os pacientes com DC na forma cardiaca

N2  |dade  Etnia Proced@&ncia Fc:n:na Peso Altura IMC Classificagso Hipertensdo Colestevol Diabetes
clinica IMC alto
14 82 Branco Bofete Car 77,5 1,72 2620 Eutrofia 5 s N
26 54  Branco  Coronel Macedo  Car 105 1,76 33,90 Obesidade N 5 s
34 65  Branco Avaré Car 23 1,72 30,08 Obesidade 5 5 5
51 48 Branco BuasdeSanta .. o195 175 2674  sobrepeso N 5 N
Bdrbara —
71 a7 Branco Itatinga Mis 7.6 1,77 24,77 Eutrofia N 5 5
75 81 Branco Bofete Car 60,8 1,6 23,75 Eutrofia 5 s 5
84 72 Branco Itaporanga Car 84,9 1,7 29,38  Sobrepeso 5 5 N
101 62 - Piraju Car 759 1,58 30,40 Obesidade 5 5 N
117 72 Pardo Paranapanema Car 80,5 1,61 31,06 Sobrepeso 5 s N
119 70 Branco Areigpolis Car 58 1,62 22,10 Eutrofia N s N
142 73 Branco Taguarituba Car 85 1,71 29,07 Sobrepeso 5 5 5
159 76 Branco Tatui Mis 65 1,59 26,90 Sobrepeso S s N
165 73 - Botucatu Car 73 1,75 23,84 Eutrofia 5 5 5
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