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RESUMO

Introducdo: A cardiopatia chagéasica crbnica (CCC) é considerad
causa mais comum de insuficiéncia cardiaca conge$tCC) com
arritmias e morte subita em adultos jovens nassaez@lémicas. A
progressao da severidade da CCC esta associadarnamta do dano
oxidativo, conforme ja demonstrado em trabalhograres de nosso
laboratdrio.Objetivos: a) Verificar o efeito antioxidante do carvedilol
isoladamente, na dose de 37,5 mg/dia, e na sueias®o as vitaminas
antioxidantes E e C, nas doses diarias de 800 W0@ mg,
respectivamente, ambas intervencdes administradass pneses;)
Verificar a eventual persisténcia da atenuacaousmg sistémico de
estresse oxidativo e do processo inflamatério ap$ssucessivas
suplementacdes ao longo de 7 anos de monitoramkfati@riais e
Métodos: Os pacientes foram classificados e divididos ematrqu
grupos, de acordo com a classificacdo clinica eoderdmica dd.os
Andesmodificada, em grupos IA (n=10); IB (n=20); Il @e Il (n=4).
Foram determinados os marcadores de estresse ioxjdabmo as
substancias reagentes ao acido tiobarbitirico (TBAR proteina
carbonilada (PC), além das atividades da super@igtoutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT), giotet redutase (GR) e
glutationa S-transferase (GST), niveis de glutatioceduzida (GSH) e
vitaminas E, e marcadores inflamatérios, como asierodeaminase
(ADA), mieloperoxidase (MPQO) e 6xido nitricbNO). a) Todas essas
variaveis foram determinados no sangue dos pasieatges e apos a
terapia por 6 meses com carvedilol isoladamenégpos suplementagéo
combinada das vitaminas antioxidantes e carvegidlol 6 meses. As
comparacfes estatisticas dos marcadores de estagdativo e
inflamatérias dentro dos diferentes grupos e emse diferentes
tratamentos aplicados, foram realizadas atravéndiise de Variancia
(ANOVA), complementada pelo teste de Tukey—Kranwitizando o
método dos modelos lineares generalizados paradesedepetidas,



admitindo um nivel minimo de significancia de @05.b) O resultado
destas andlises foi monitorado ao longo de 7 armossutessivas
intervencdes. Para andlise estatistica do monitaranfoi realizado um
estudo transversal, por um método de associacda pariaveis
guantitativas. Resultados: a) Apos 6 meses de intervengdo com
carvedilol a atividade da SOD diminui em todos nggs: IA, IB, Il e
[Il; a GST diminuiu nos grupos: 1A, IB € B GPx diminuiu apenas nos
grupos: IA e IB; a CAT aumentou nos grupos IA e IBuve
diminuicdo dos niveis de GSH em todos os grupostBAll e Il e PC
nos grupos IA, IB, Il e Ill; os niveis de vitamina e TBARS
permaneceram inalterados em todos 0s grupos; dasadeaes
inflamatdrios, apenas WNO aumentou no grupo IA. Apés a adicao de
vitaminas E e C a terapia de carvedilol, obsenamuism perfil
semelhante nas enzimas SOD, GST e GPx (diminuigéidodos os
grupos, apenas nos grupos IA, IB e Il, apenas mopog IA e IB,
respectivamente); diminuicdo da atividade da GRgmopos IA e IB, e
manutencao da atividade da CAT; os niveis de GShindiram em
todos os grupos: IA, IB, Il e lll, enquanto os mévele TBARS
diminuiram apenas nos grupos IA e IB; os nivei®@emantiveram-se
diminuidos, porém aumentados em todos os grupasgdgucomparados
com a intervencdo do carvedilol; a vitamina E auoerem todos 0s
grupos apos a suplementacédo: IA, 1B, Il e lll; hewiminuicdo dos
niveis de*NO no grupo IA e aumento de MPO nos grupos IB e
enquanto que a ADA aumentou apenas emHldANos 7 anos de
acompanhamento destes pacientes, observou-se up@regsiva
diminuicdo nos niveis de TBARS e PC, com uma coitaohe
diminuicdo nos niveis de GSH. SOD e GPx, apés dagui
suplementagdes, diminuiram suas atividades, serals expressivas
apos administracdo do carvedilol e quando o farnfeicassociado as
vitaminas E e C. A atividade da GR manteve-se eofsta partir do
ano de 2008a, com tendéncia a queda semelhantia &ipservada nas
demais enzimas. A atividade da GST, a partir deBR0@hanteve-se
diminuida até 2010b. A atividade da CAT teve saiomaumento no
ano de 2008c, apds suplementacdo vitaminica e weaste
praticamente inalterada no decurso do estudo. @ssnde vitamina E
aumentaram apos as suplementag¢des, mantendogeisatalongo dos
7 anos. MPO &NO mostraram um perfil de aumento discreto, enguant
que a ADA permaneceu inalterada ap6s os 7 anositdevéncao.
Conclusdes: a)O carvedilol foi efetivo em manter diminuida a one
das enzimas antioxidantes e os marcadores de T&#RS e PC), e



aparentemente, exibiu efeito sinérgico com as wtasmE e C em
atenuar o estresse oxidativo sistémibd.Os 7 anos de sucessivas
intervengbes com antioxidantes foram eficazes emtenao poder
redutor no sangue de pacientes chagasicos com &gzfentemente, 0
insulto oxidativo associado a cronicidade da doeagdiaca de Chagas,
foi atenuado apGs cada intervencdo antioxidaneste efeito mostrou

relativa persisténcia entre os intervalos das difies intervencdes
antioxidantes.

Palavras-chave Doenca de Chagas, Cardiopatia Chagasica Crénica,
Carvedilol, Vitaminas E e C, Antioxidantes.
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ABSTRACT

Introduction: Chronic Chagas Cardiac (CCC) disease is considhesd
most common cause of congestive heart failure (GkE) arrhythmias
and sudden death in young adults in endemic afdesprogression of
CCC is associated with increased oxidative damagehas been
demonstrated in previous studies from our laboyatobjectives: a)To
verify the antioxidant effect of carvedilol aloneadose of 37.5 mg /
day and its association with the antioxidant vitasnE and C at daily
doses of 800 IU and 500 mg, respectively, both nietgtions
administered for 6 monthdy)) To verify the possible persistence of
attenuation of systemic oxidative stress and infletory process after
successive supplementations over 7 years of mamitdviaterials and
methods: Patients were classified into four groups accardinclinical
and hemodynamic Los Andes changed in groups IA (@} IB (n =
20), Il (n = 8) and Ill (n = 4). Oxidative streswarkers were measured
such as thiobarbituric acid reactive substancesAR® and protein
carbonyl (PC), as well as the activities of sup&exismutase (SOD),
glutathione peroxidase (GPx), catalase (CAT), ¢hibae reductase
(GR) and glutathione S-transferase (GST), togethith levels of
reduced glutathione (GSH), vitamin E, and the mflaatory markers
adenosine deaminase (ADA), myeloperoxidase (MP@)rafmic oxide
(*NO). a) All these variables were determined in blood befand after
carvedilol therapy, and after supplementation dioaidant vitamins E
and C and carvedilol, for 6 months. Statistical pansons of oxidative
stress and inflammatory responses in the diffegeatips and between
different treatments were performed using analyefs variance
(ANOVA), complemented by the Tukey-Kramer testngsthe method
of generalized linear models for repeated measuassuming a
minimum level of significance of g 0.05.b) These variables were also
monitored over 7 years of sequential interventievigch were analysed
by a cross-sectional study, a method of associdtimnquantitative
variables. Results: a) The results revealed that after 6 months of
carvedilol intervention, SOD activity decreasedaihgroups, IA, 1B, Il
and lll; GST decreased in groups IA, IB and IlI; GBecreased in



groups IA and IB; CAT increased in groups IA al] GSH levels
decreased in all groups IA, IB, Il and Ill, PC l&valso decreased in IA
group, IB, Il and llI; levels of vitamin E and TBAR remained
unchanged in all groups after treatment with catekdwhile *“NO
levels increased only in group IA. After the suppémtation of vitamins
E and C plus carvedilol, a similar profile for SOBGST and GPx was
observed (decreased activity in all groups, onlgrioups IA, 1B and Il,
only in groups IA and IB, respectively); GR actwiecreased in groups
IA and IB, while activity CAT remained unchangedSi& levels
decreased in all groups: IA, IB, Il and lll, whilevels of TBARS
decreased only in groups IA and IB; PC levels adsnained decreased
but were increased in all groups compared to theniantion with
carvedilol; vitamin E levels increased in all greupafter
supplementation: IA, IB, Il and IlI;NO decreased in IA group and
MPO increased in groups IB and Il, while ADA showedreases only
in 1A. b) In the period of seven years of monitoring, a pesgive
decrease in the levels of TBARS and PC were detewigh a
concomitant decrease in GSH levels. SOD and GPer aft
supplementation decreased their activities, beingerexpressive when
carvedilol was administered associated with vitamih and C. GR
activity remained constant and after 2008 showetbwnward trend
similar to those observed in the other enzymes. GBdwed a
decreased profile from 2008 to 2010. CAT activipwed an increase
in 2008(c) after vitamin supplementation and remdinthereafter
essentially unchanged. Levels of vitamin E incrdasdter each
supplementation remaining relatively stable over sbven years. MPO
and*NO levels showed a small increased during 7 yefirgervention,
while ADA activity remained unchange@onclusion: a) carvedilol
was able to keep most of the antioxidant enzymes raarkers of
damage (TBARS and PC), at relatively low levelsd amas also
effective through the combination with vitamins BdeC in attenuating
the systemic oxidative streds) Seven years of successive antioxidant
interventions, were effective in maintaining thelueing power in the
blood of patients with CCC. Apparently, the oxigatinsult associated
with CCC was attenuated after each antioxidantrvetgion, and this
effect showed a relative persistence among theveilgeof the different
antioxidant interventions.

Key words. Chagas’ disease, Chagas' Heart Disease, Caredilo
Vitamins E and C, Antioxidants.
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1 INTRODUCAO
1.1 DOENCA DE CHAGAS - HISTORICO E EPIDEMIOLOGIA

As doencgas infecciosas parasitarias afetam milli@epessoas
nas diferentes regibes geograficas do planeta eesamam uma
crescente ameaca mundial, sendo um obstaculo giFsemvolvimento
social e econbmico dos paises mais pobres e sgoefremente
chamadas de doencas negligenciadas, doencas dufasoencas
tropicais (DIAS e DESSQY, 2009).

A doenca de Chagas, também conhecida como tripamdesse
americana, permanece como uma importante endemj@ai®es latino-
americanos, constituindo um relevante problemaadgles publica em
quinze deles (CONSENSO BRASILEIRO EM DOENCA DE
CHAGAS, 2005). Descoberta em abril de 1909 peloicaéganitarista
Carlos Ribeiro Justiniano Chagas (1878-1934), peadar do Instituto
Oswaldo Cruz e membro da Academia Brasileira dendia8, no
momento em que havia sido convocado a controlarakaria que
impedia o progresso da Estrada de Ferro CentraBrdsil. No ano
anterior, Chagas ja havia sido capaz de identiiear agente causal, o
protozoario que denominou deypanosoma cruzi (T. cruzig¢ o inseto
transmissor, conhecido como barbeiro. A descobdetda triade por
Chagas (agente causal - inseto transmissor - dpeagstitui um marco
na historia da ciéncia e da saude brasileira (HAXESSOY, 2009).

Estima-se que ap6s 100 anos de sua descoberta, aiutre
quinze milhdes de pessoas estejam infectadas rimeote, das quais
aproximadamente dois a trés milhées séo brasilBO8RINHO et al.,
2009) (figura 1). Os dados epidemioldgicos nostragsque no inicio
de 1980, o nimero estimado de infectados era delBmilhdes, com
uma incidéncia anual de 300.000 casos. Ja em P80valores citados
foram 8 milh8es de infectados com 50.000 novosscpspano e 14.000
mortes relacionadas a complicacbes da doenca (DBEVEL et al.,
2009).

A distribuicdo geografica dos vetores triatominebsange uma
area localizada entre 300 e 3000m acima do nivahdoe entre 42
graus norte e 40 graus a sul. Consequientementesaadé risco de
infeccdo estende-se desde o sul dos EUA até oasérgentina. No
entanto, a principal area endémica da doenca dgaSlabrange mais de
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20 paises da América Central e do Sul, do Méxiéo catorte da
Argentina (figura 2) (MUNOZ-SARAVIA, et al., 20107 Europa é

colonizada por diferentes subfamilias de triatowsnheincluindo

espécies da subfamilia Triatominae. Entre eStestoma rubrofasciata

€ conhecido por ser um portador @ecruzi na América Latina. No
entanto, ndo ha indicacéo de transmissab. aeuzipor triatomineos na
Europa. Varias espécies de pulgas, moscas, pessevepsquitos e
piolhos tém sido sugeridos como possiveis candidatitansmissao de
T. cruziMUNOZ-SARAVIA, et al., 2010).

Figura 1: Mapa de distribuicdo geogwafie
doencas negligenciadas.

A area circulada em destaque se refere a regiaéondisnia da
doenca de Chagas.

Fonte: Disponivel em: http://bidtaclogy.com.br/revista.
Acesso em 19 abril de 2011.
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Figura 2: Areas endémicas da doeeg@hagas.

%

‘e ue

Fonte: Mufioz-Saraviale (2010).

Como indicado na tabela 1, havia 30 milhGes de scat®
infeccdo em 1990, com uma taxa anual de 700 milgassinfectadas e

mais de 45 mil mortes.

Tabela 1: Mudancas de parametros epidemiolégictes ipeerrupgdo da

transmissdo da doenca.

1990 2000 2006
Mortes anuais (mil) >45 21 12,5
Casos de infecgdo (milh&o) 30 18 15
Incidéncia anual (mil) 700 200 41,2
Populagédo em risco (mil) 100 40 28
Distribuicdo (paises) 21 19 18

Fonte: Adaptado de MUNOZ-SARAVIA et al. (2010).

Com o sucesso das campanhas de borrifamento deitte® nos
domicilios rurais e da introducéo do controle daligade nos bancos de
sangue no uso do sangue e de seus componenteasih 8m 2006,
recebeu o certificado internacional de interrupgaaorial e por
hemotransfusdo da doencga de Chagas, conforme psdamervar na

tabela 1 (MUNOZ-SARAVIA et al., 2010).
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Entretanto, segundo dados da Secretaria de Vigalé®anitaria
do Ministério da Salde, entre 2005 e 2007, sonmamtestado do Para,
cerca de 220 novos casos surgiram de doenca deaham 8 Obitos
confirmados (SVS-MS, 2008). Coincidentemente o@die descoberta
da doenca, o Estado de Minas Gerais, € considenaddos Estados
brasileiros com maior prevaléncia da endemia cheg&8/HO, 2009).

1.2 ETIOLOGIA DA DOENCA DE CHAGAS

A doenca é causada pelo protozoario flag€larruzipertencente
a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae negé
Tripanosoma

Os triatomineos, conhecidos popularmente como giad, sao
os vetores da doenca e duas espécies, dentre umtenae sao
predominantemente responsaveis pela transmisséadonticiliar em
humanos: olriatoma infestan® oRhodnius prolixusna América do
Sul e na América Central/México, respectivamentigu(d 3)
(SILVEIRA et al., 2000).

Figura 3: Espécies de triatomineos responsaveisa pel

transmissao dd cruzi.

Triatoma | "

Fonte: Disponivel em: <httpulv.sciencedaily.com/ http://cbme.USP.br>.
Acesso em: 19 de abril de 2011.
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Ambos os sexos de triatomineos, feminino e mascusiao
capazes de transmifit. cruziao longo das suas vidas (até 2 anos). Além
dos seres humanos, mais de 100 mamiferos, incleifie®, gatos, ratos,
preguicas, gambds, tatus e morcegos, sdo conhegidosserem
reservatérios do parasito (MUNOZ-SARAVIA et al.,18). Devido ao
canibalismo entre os triatomineds,cruzitambém pode ser transmitido
em todas as populagbes de triatomineos. Em cantragts e répteis
n&o possuem ®. cruzi(MUNOZ-SARAVIA et al., 2010).

A doenca de Chagas é uma zoonose transmitida nsepat
dentro de um contexto ecolégico, geograficamenta 8definido, onde
reservatorios e vetores, infectados pEl@ruzi mesmo na auséncia de
seres humanos, perpetuam o ciclo (SILVEIRA e8i00).

1.3 CICLO BIOLOGICO DOTRYPANOSSOMA CRUZI (T.CRUZI)

OT. cruziutiliza-se de dois hospedeiros em seu ciclo ewolubd
invertebrado (triatomineo hemat6fago) e o vertebrdhamiferos,
incluindo o homem), e apresenta-se em distintam&ger

Experimentalmente, o ciclo bioldgico completoTdaruzidentro
do vetor leva 30 a 60 dias apds a ingestao sarmufte inseto, o
parasito desenvolve-se na luz do intestino; algutma®s apds a
ingestdo do sangue infectado iniciando a difergAciadas formas
tripomastigotas para epimastigotas, que se muiiplpor divisdo
binaria. Estas se dirigem para o intestino postedim inseto, onde
sofrem novo processo de diferenciacdo para tripigosss
metaciclicos que, nho momento da picada no hosmedwmifero, séo
eliminados junto com as fezes. Existem diferen¢asto na
susceptibilidade dos vetores, quanto nas diferergaldgicas na
infectibilidade, patogenicidade e parasitemia easreiferentes cepas de
T. cruzi Em recente revisédo taxondmica foram definidos gendtipos,
distribuidos no continente americano (CARRANZAIgt2009).

Através do sitio de inoculacdo, os tripomastigatasdem os
macrofagos e tecidos, transformando-se em amamsdigats quais
também se multiplicam por divisdo binaria no ciagpha da célula
hospedeira. ApOs varios ciclos de divisdo, os gias sofrem
diferenciacdo para tripomastigotas, que séo lilmsraapds ruptura da
célula, podendo invadir células vizinhas ou seremados para outros
tecidos pela corrente sanguinea (figura 4).
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A variedade de células que funcionam como um rag@ie do
parasito é grande, incluindo macréfagos do sistefagocitico
mononuclear, fibroblastos, células epiteliais, lked&lumusculares e
neurdnios,sendo claro o tropismo por células musculares ednas.
Das células musculares, as do coracéo e do esgyuseh como células
musculares lisas sé&o afetados em um grau similsse Eropismo
preferencial parece estar associado tanto as edstics intrinsecas
das células invadidas, como ao tipo de cepa dsipar&lassicamente,
admite-se que apenas a forma tripomastigota inwa&elas né&o-
fagociticas (MUNOZ-SARAVIA et al., 2010).

Figura 4: Ciclo biologico dorT. cruzi.

CICLO DO Trypanossoma cruzi CICLO DO Trypancssoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS

Diferenciagio para formas Liberagao das formas
tripomastigotas metaciclicas junto com as fezes do

Formas TM invadem

) triatomineo durante o células do hospedeiro
repasto sanguineo no sitio de inoculagio '
, {—\\'—" Tripomastigotas sanguineos
3 se difundem através das correntes

sanguineas e linfatica,
infectando outras
células e novamente se
transformam em amastigotas,
|ntrace|ulares

Conversdo para formar
epimastigota na porgao
média do intestino

Apos penetrarem nas celulas

Ry _ os tripomastigotas se
< transformam em
S J# I amastigotas e se
1 i multiplicam

¢ Amastigotas |ntracelulares se
Ingestéo de formas ) F X transformam em tripomastigotas e, h
™ Triatomines &6 allenta com o rompimento das células, |
sanguineas pelo vetor de sangue do homem entram na corrente sanguinea e linfatica

e de outros mamiferos

Fonte: Disponivel em: <http://miriamsalles.iffp/?p=3512>.
Acesso em: 19 de abril de 2011.
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1.4 VIAS DE TRANSMISSAO

Nas lltimas décadas a migragéo rural para a urbaneuitas
areas endémicas, resultante de modelos politicodetioos
urbanizadores e industriais, tém carreado enornoegingentes de
chagéasicos para a periferia das grandes cidadessignados pela
deficiéncia de trabalho na zona rural, como egliatde sobrevivéncia.
A doenca é mais prevalente em areas com pior qugidle moradia
(habitagbes de madeira e terra), onde o vetor tenadaptado ao
ambiente doméstico e peri-doméstico tornando ag¢afe via natural,
significativa (MUNOZ-SARAVIA et al., 2010).

Mecanismos de transmissdo tais como transplacentari
transfusional, digestivo, acidental e através dghds transplantados
também tém sido descritos, exceto a transmissawialetsomente a
transmissdo por transfusdo sanguinea tem impaatéapédemioldgica.
A transmisséao transfusional do cruzj tem sido objeto de preocupacgéo
em &reas onde doadores de sangue podem estaadiofectnesmo em
paises nao-endémicos, sendo considerado um dos relai@antes
aspectos para o controle da doenca.

Felizmente, segundo\Weekly Epidemiological Recoch WHO
(1997), uma comissdo internacional foi formada pangiar um
processo de certificagcdo da eliminacdo do vetoraetrdnsmissao
transfusional da doenca de Chagas no Brasil. Canroltado deste
processo de certificacdo, em 2006 a OrganizacdeARemicana da
Saude e Organizagdo Mundial da Saude (OPAS/OM%rdec Brasil
livre da transmissédo da doenca de Chagas peldpairespécie vetora,
o] Triatoma infestans  (LANNES, Disponivel em
http://www.fiocruz.br/chagas. Acesso em: 19 delalari2011).

1.5 ASPECTOS CLINICOS

A infecc@o chagéasica em humanos é caracterizadduasr fases
distintas, a fase aguda e a cronica. A fase agagiatamatica da doenca
ocorre principalmente em adultos, ndo sendo valdazelo paciente e
dura cerca de 2 meses. Um sinal tipico muitas vepesrado € o
chagoma, uma infeccdo local caracterizada por edemaorno da
picada do barbeiro. Se a via de entrada do parémit@través da
conjuntiva ocular, os pacientes apresentam ap@ diak, um sintoma
mais tipico chamado de sinal de Romana (TORRIC&. g2005), que
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compreende conjuntivite, edema palpebral unilaterdinfadenopatia
pré-auricular (Figura 5).

Figura 5: Edema palpebral unilateral e linfadenopatia
pré-auricular.

Fonte: Disponivel emhttp://www.relampa.org.br.
Acesso em 19 de abrip@21.

Essa fase aguda assintomatica, por estar relaciatad a carga
parasitaria, pode nao ser clinicamente identificag@pondendo de
forma diferente conforme o nimero e tipo de cepasuladas. Quando
se manifesta, apresenta quadro febril e outrasfessm¢des clinicas
fugazes (DIAS, 1993). Contudo, a fase aguda sirtioanédocorre
principalmente em criangas, na primeira décadddie podendo levar a
morte devido a complicacdes decorrentes de induafith cardiaca e/ou
meningite (DIAS, 1993).

A medida que os niveis de parasitemia e as lesflasnatorias
da fase aguda diminuem, uma miocardite focal iastaldurante a fase
cronica da doenca, podendo em muitos casos ewaira destruicdo
das fibras cardiacas e aumento da fibrose (ROS91,)1A maioria dos
casos agudos ndo-tratados evolui para a chamauda fadeterminada
da doenca de Chagas, definida pela presenca danfeconfirmado
através de exame sorologico ou exames parasitoBgica auséncia de
sintomas e de alteracbes eletrocardiograficas eioldgitas
(compreendendo coracao, esbéfago, célon) (BIOLQ,,2@10).
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O resultado do controle incompleto parasitario éod&ncia da
persisténcia do parasito ao longo da vida e, partaps pacientes
evoluem para infecgbes crbnicas. Isto pode ser dsinzmio pela
positividade com anticorpo arifi-cruzie usando técnicas de reagdo em
cadeia de polimerase (PCR) para detec¢do do mammitamostras de
tecido do paciente (AVILA et al., 199KIRCHHOFF et al., 1996).
Apesar da carga parasitaria permanente, a fasganatica da doenca
de Chagas cronica pode ser diferenciada da fasersitica.

Os pacientes com a forma indeterminada constituamaiaria
das pessoas infectadas em areas endémicas, edeert@% desses
pacientes podem persistir nesta situacao clinica gampre. Pacientes
classificados como possuindo a forma indetermimddoenca tem um
prognostico excelente, e as mortes devido a infecedo raras. A
transicdo para forma cardiaca geralmente ocorrefodma lenta,
progressiva e irreversivel, ocorrendo em 2 a 3%pm#aientes a cada
ano (RIBEIRO e ROCHA, 1998). A figura 6 ilustraesripo de curso da
doenca de Chagas:

Figura 6: Curso da doenga de Chagas.

{ semanaimeses

aténcia 10-20 anos

Cardiopatia Chagasica
(85-95% dos individuos
infectados)

Fonte: Adaptado de MUNGERAVIA et al. (2010).

1.6 DIAGNOSTICO ETIOLOGICO

O diagnostico da infeccao pélo cruzié usualmente estabelecido
pela deteccdo do parasito através de testes pédgaibs, durante a
infeccdo aguda, ou por imunodiagnoéstico, atravésdeieccdo de
anticorpos circulantes contra antigenosTderuzi na fase cronica da
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doenca, pois a concentragcdo de parasitas circajargsta fase, € muito
baixa (M.S, 2005). Dois testes paralelos devenmesdizados: um teste
com alta sensibilidade: ELISA, utilizando antigental do parasito e
suas fracdes semipurificad@smunofluorescéncia indireta (IFI) ou ainda
hemaglutinag&o indireta (HI), em combinagdo comteste altamente
especifico, utilizando antigenos recombinantes céfipes deT. cruzi
(M.S, 2005). Se os resultados ndo forem conclusiveos seja, um
resultado positivo e um resultado negativo, as ta®sdevem ser
retestadas e, caso ainda ndo sejam conclusiv@snestras devem ser
enviadas para laboratérios de referéncia e sergiades usando a PCR
ou métodos de Western Blott. Estudos recentes amasir resultados
promissores em técnicas de PCR padronizada e esmpéara a deteccao
de vérias proteinas recombinantes, aumentando a&isfwe e
confiabilidade no diagnoéstico de infeccdo peld. cruzi
(DEBORGGRAEVE et al., 2009).

1.7 HIS:I'ORICO DA CARDIOPATIA CHAGASICA
CRONICA (CCC)

A CCC é considerada a causa mais comum de insufieié
cardiaca congestiva (ICC) com arritmias e morteitasidbm adultos
jovens nas areas endémicas, e calcula-se que wcap@Xximadamente
50 mil mortes a cada ano nestas areas (WEN &0éi4; LOPEZ et al.,
2006).

Quando oT. cruziinfecta um ser humano, tendo passado pelo
vetor transmissor e pelo seu reservatorio silvesste individuo torna-
se contaminado, ndo necessariamente doente, neataohd, pois tanto
na fase de infec¢éo aguda como na fase cronicagprésenta sintomas
clinicos na maioria dos casos (ARAUJO-JORGE e d8TRRO, 2000).

Uma vez no individuo infectado, send@ .ocruzium protozodrio
de desenvolvimento obrigatoriamente intraceluldr buscar as células
do hospedeiro para invadi-las e se multiplicarpatasito ird “driblar”
0s mecanismos de resisténcia da imunidade inatescéat’ o melhor
ambiente celular para seu desenvolvimento e “dieanti de sistemas
fisiolégicos do individuo infectado, para “subveld8” a seu favor
(URBINA, 2010). Comeca entdo uma corrida do ptogstla garantia
do estabelecimento da infeccdo, e do individuoctafio pelo controle
da carga parasitaria. A resultante mais freqlidessa competicdo € o
equilibrio, pois cerca de 65-70 % dos individudedtados mantém-se
na forma crdénica indeterminada, ou seja, assinfomjaporém com
manutencdo da infeccdo. A resultante menos freqledt o
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estabelecimento da doenca de Chagas crbnica stitama
majoritariamente expressa pela CCC, em cerca & 80s individuos
cronicos infectados (DIAS e COURA, 1997).

As diferentes apresentacdes clinicas vao ser detias (1) pela
intensidade inicial do parasitismo (DIAS e DESSQ@009); (2) pela
intensidade da resposta inflamatéria, que deve ssficiente para
controlar a infeccdo, mas ndo exagerada para depedprio individuo
infectado (BIOLO et al., 2010); e (3) pela montagenevolucdo da
resposta imune do hospedeiro, funcdo de sua aoQatt genética,
sexo, idade, raga, base nutricional, entre outttwsds (TAFURI, 1999).
Estes eventos, que envolvem processos e sistesi@édicos, ocorrem
no organismo do individuo infectado sem que elgéseonta disso.

1.7.1 Mecanismos propostos para explicar a evolucda CCC

A histéria natural da CCC comeca quando ocorrestruiedo de
fibras miocéardicas pelo processo inflamatério eua substituicdo por
tecido fibroso, atinge um limite critico, obrigands ventriculos a
remodelar-se frente a perda gradativa dos elementodrateis
(GUIMARAES, 1997). Uma inflamacdo cronica (miocaedi
progressiva e fibrosante € o substrato morfolodictdamental dos
mecanismos patogénicos responsaveis pela mioca@iearés folhetos
cardiacos e o sistema de conducao ficam compromsetid doenca de
Chagas (ANDRADE, 1991), e inumeros achados na @oeng
experimental e humana sugerem o envolvimento déclins T na
formacgéo da lesdo chagésica, associado a presemgaakito e/ou seus
antigenos. O remodelamento ventricular ocorre das donaneiras:
inicialmente, ocorre hipertrofia das fibras integey posteriormente,
dilatac&o da cavidade ventricular (GUIMARAES, 1997)

Essa hipertrofia extrinseca restaura temporari@amenvolume
sistdlico ja comprometido, mas a dindmica do preedsva a dilatacédo
cardiaca crescente, com perda progressiva da dagacide ejecao
ventricular em virtude da evolugdo da miocarditeda sobrecarga
mecanica. Nos estagios mais avancados, além dootemig sistélico,
também se intensifica um componente de restricastdlica, devido a
grande dilatagdo e ao enrijecimento pela fibrosm@delamento
cardiaco). Contribuem ainda para o agravamentcagdiopatia, as
arritmias ventriculares complexas, o0 tromboembalismpulmonar
repetido e a insuficiéncia das valvulas mitral ecuspide
(GUIMARAES, 1997).
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Para explicar a destruicdo de cardiomiocitos e laodse
progressiva, quatro hipéteses principais encontrasaporte
anatomopatologico em pacientes e em modelos expetdls: (1)
destruicao direta pela persisténciaTaocruzj (2) reagdes auto-imunes
(humorais e/ou celulares) com destruicdo de célgkasylionares e
lesbes do sistema de condug¢éo no coracdo; (3)espdteurogénica e
(4) o comprometimento microvascular (microespasmuostotrombos,
disfuncdo de células endoteliais e aumento dedatié plaguetéaria)
(ROSSI, 1995BIOLO et al., 2010).

O desenvolvimento da miocardite depende de prosdesais de
necrose celular sucessiva e progressiva, que lewaoma fibrose
miocardica reativa e reparativa com hipertrofia cerdiomidcitos
adjacentes. Essa necrose poderia ser iniciadapetpada por fatores
imunes e/ou alteragbes isquémicas da microcircoldB®SSI, 1995
SANTOS et al., 2011) (figura 7).

Figura 7: Fisiopatologia da CCC.

Infecgio pelo T.cruzi
(Parasitismo crinico de baixo grau)

Apresentacdo continua » Reacio Cruzada
do antigeno Resposta Imune
Ciano no tecido Dano Miocardio Distdrbig
nervoso Fibrose Microvascular

Comprometimento da regulagio \ [ )
lsgquemia

homeametrica

i miocardial

Arritmias\. /
Cardiaca

e

Progressivo remodelamento

Morte Sibita no VE e faléncia

Os dois principais mecanismos de lesdo: persistémai parasito e a
resposta imunoldgica que causam lesdo miocardidibrese com
remodelamento progressivo e faléncia. Sigla: VBirieulo esquerdo.
Fonte: BIOLO et al. (2010) (Adago de MARIN-NETO et al., 2007).
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Outro fato que vem chamando a atencdo dos pesqtésae que
a progressao da severidade da cardiopatia chagéstiwaassociada ao
aumento no dano oxidativo particularmente as pragei lipidios
cardiacos e, principalmente as mitocondrias (WEBARG, 2004 de
OLIVEIRA et al., 2007). Varios estudos tém sugerige alteracdes na
atividade da cadeia respiratoria mitocondrial, @galmente complexo |
(NADH-ubiquitona oxiredutase) e Il (Ubiquinol-citmmo c redutase),
estejam relacionadas com a geracdo de ERO e ERNMpnagdo de
pacientes chagasicos e contribuam para o dano toRd@VEN e
GARG, 2004). Um aumento na razdo de formacdo de EEGN com
declinio dos mecanismos antioxidantes tem sidorglggeomo um dos
principais responsaveis pelo acumulo de dano dx@ai coracéo de
pacientes chagéasicos (WEN et al., 2004; de OLIVERAal., 2007,
MACAO et al., 2007).

A ativacdo de células T consiste o tipo predommate células
em lesBes inflamatérias da CCC (REIS et al., 1998m disso, a
presenca de citocinas pré e pro-inflamatorias (ILU-46, IL-12, TNFq,
IFNy) tem sido encontrada no sangue periférico de pEsiecom a
forma indeterminada e na forma cardiaca da doemgaCllagas,
induzidas pela membrana lipidica do cruzi (DUTRA et al., 1997;
FERREIRA et al., 2003). Citocinas pré-inflamatériestdo envolvidas
na geracdo da forma induzida de 6xido nitrico tste (INOS) com
continua producdo de radical o6xido nitricdiN@) nos tecidos
(GAZZINELLI et al., 1996). H& evidéncias de queeacessiva
producdo de’NO podem levar a consequéncias patolégicas no
hospedeiro (PEREZ-FUENTES et al., 2003). IO pode regular
diretamente a propriedade contratil das célulascolases e levar a
depressédo da funcéo cardiaca e dano ao miocardi€MDO et al.,
2000). Evidéncias experimentais identificaram qutocmas proé-
inflamatdrias geradas por ativacdo das células idtensa imune
induzem um aumento na geragdo® em midcitos isolados de ratos
ou que a remessa d&O proveniente da iINOS cardiaca poderia
participar da patogénese da doenca cardiaca dea€lag animais
experimentais (HUANG et al., 1999). Entretanto, @camismo com que
a iINOS é induzida peld@. cruziem midcitos cardiacos, permanece
incerto, mas uma possibilidade é que produtos tsefoe pelo préprio
parasito ativem diretamente essa indu¢cdo (MACHADA&L. £2000).

De qualquer modo, um namero significativo de esiudo
disponiveis na literatura apoia a hipotese de quesposta imune
amplificada pelo processo inflamatério e desendialede forma
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consistente seja pela persisténcia do parasito eda msposta do
hospedeiro aos auto-antigenos, desempenhe um paoel
desenvolvimento e progressédo na CCC (ZACKS eR@l5; BIOLO et
al., 2010).

1.7.2 Classificagdo da CCC

Vérios sistemas de classificacdo foram desenvavida
cardiopatia chagasica. As classificacdes de KusehdéLos Andesao
freqientemente usadas em estudos longitudinais GKIMNER et al.,
1985 CARRASCO et al.,, 1990BENCHIMOL BARBOSA, 2007).
Devido a diversidade de apresentagfes clinicas, Uim tanto dificil
chegar-se a um consenso sobre a melhor formaragifesstcdo de risco
na CCC (STORINO, 1994).

O presente trabalho adotou a classificacdo Lds Andes
modificada, a qual descreve da seguinte forma fesedites graus de
comprometimento (BERN et al., 2007):

Grupo |: Pacientes com sorologia positiva, assiataos e sem
evidéncias clinicas, eletrocardiograficas ou ragjilas de cardiopatia.
De acordo com os achados do ecocardiograma (ECG)
(ventriculograma), estes pacientes foram subdig&ligor sua vez, nos
subgrupos IA e IB. No subgrupo IA se agruparam asigmtes com
ventriculograma normal, classificados como casos “Oideccao
chagéasica sem lesdes cardiacas”. No subgrupo I8mfdncluidos
aqueles chagésicos com evidéncias de assinergiainenou mais
segmentos do ventriculo esquerdo (usualmente e &piegido infero-
lateral esquerda). Estes pacientes foram clasdificaomo portadores
de cardiopatia cronica na fase “incipiente”.

Grupo ll: Pacientes com sorologia positiva, assidico ou nao,
com anormalidades no ECG convencional de repoustasEoram
usualmente extra-sistoles ventriculares e/ou digtsirna conducao
atrio-ventricular (AV) ou intraventriculares, exgsahdo os bloqueios
incompletos do ramo direito e esquerdo, bloqueio d&v/T grau e as
alteracdes inespecificas da repolarizacdo verdricltste grupo foi
classificado como “chagasicos com o ECG anormahe issuficiéncia
cardiaca”.

Grupo lll;: Pacientes com sorologia positiva e enaé passada
ou presente de insuficiéncia cardiaca congestilssiicados como
“em fase de insuficiéncia miocéardica”.
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Deve ser salientado que, em determinado grupo derpes,
independentemente da forma rigorosa como a clessHfo é feita,
notaveis diferengas individuais entre os compomsedtemesmo grupo
clinico sdo encontradas. Portanto, a doenca deaShagima entidade
notavel ndo s6 pela sua variedade clinica, mas é&mpor sua
variabilidade individual.

1.7.3 Manifestacfes e Avaliacado clinica da CCC

A apresentacao clinica mais importante da doeng@hdgas ¢é a
CCC e compreende uma gama de manifestacdes, ihaluisuficiéncia
cardiaca (IC), arritmias, bloqueios cardiacos, h@@mbolismo e morte
subita (ROCHA et al., 2003).

O quadro clinico geralmente varia muito de acomta o grau de
lesdo miocérdica, e a maioria dos pacientes apgeaamma forma leve
da doencga cardiaca, freqlientemente caracterizattmspela presenca
de anormalidades assintomaticas no ECG ou outroamesx
complementares. Considerando que a presenca denaitmdes no
ECG é a caracteristica mais prevalente de CCC e tgoe um
significado definitivo no progndéstico, um Conserz@asileiro definiu
que ocorre a Cardiopatia Chagasica quando “hangaste alteracdes
eletrocardiograficas tipicas e um resultado delsgi® positiva pard.
cruzi, independentemente da presenca de sintomas” (BléLa@l.,
2010).

O mecanismo mais freqiente de morte na CCC é a redbita
cardiaca e ocorre geralmente em pacientes com @oesis grave como
a IC, embora raramente possa ocorrer em paciem@gamente
assintomaticos (RASSI JR et al.,, 20ETERNICK et al., 2006). O
acidente vascular cerebral (AVC) pode ser sua jmanmanifestacéo, e
a doenca de Chagas tem sido considerada uma cagseeritemente
nao reconhecida de AVC, e deve ser incluida nondistico diferencial
em pacientes de origem latino-americana (CAROD-ART& al.,
2003).

1.7.4 Tratamento na CCC

O foco principal no tratamento da CCC depende dtarnento
das 3 principais sindromes que ocorrem nesta i&earritmias e
tromboembolismo. H4, no entanto, as caracteristietecionadas a
clinica da doenca de Chagas que merecem atengémaggara levar as
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abordagens terapéuticas. Tradicionais estratégiap&uticas para a IC
tais como uso de inibidores da enzima conversorardgotensina
(IECA) e beta-bloqueadores, sdo provavelmente mdjgoitantes na
CCC como em outras sindromes de IC. No entanto,pdiicas
estratégias enfocando especificamente a cardiopatiadoenca de
Chagas.

Uma série de incertezas cerca o0 contexto do tramsplde
pacientes com CCC, sendo as mais importantes, o ohedeativacao
da infestac@o parasitaria, maiores graus de reje&g& ocorréncia de
infeccbes poés-transplante. Os dados de receptotegasicos
transplantados indicam que a reativacdoTda@ruzj pos transplante,
pode ocorrer em até 90% dos pacientes, porém cotretamnento de
reativacdo doT. cruzi pode ser facilmente conseguido usando
Benznidazol (BZN) e alopurinol, a mortalidade obada com estes
raros episodios é baixa, cerca de 0,7% (BOCCHIGRHELLI., 2001).
Em certas partes do mundo, a CCC é a principarémdea para
transplante e, no Brasil, é a terceira indicacdm pa transplante
cardiaco (BOCCHI e FIORELLI, 200PARRA et al., 2008).

1.8 ESTRESSE OXIDATIVO

1.8.1 Radicais Livres (RL) e Espécies Reativas di@énio (ERO) e
Nitrogénio (ERN)

Os RL podem ser definidos como fragmentos moleeslau
moléculas contendo um ou mais elétron desemparelifagresenca de
elétrons desemparelhados normalmente confere usidesavel grau de
reatividade de um radical livre. Este radical, vBato do oxigénio ou
nitrogénio, representa a classe mais importantaidespécies geradas
em organismos (VALKO et al., 2004).

As causas das propriedades téxicas do oxigénio elzsuuras
antes da publicagdo da teoria do radical livre dgs€@man e da
toxicidade de oxigénio, em 1954, que estabeleceuagtoxicidade de
oxigénio era devido a formas parcialmente reduzidasoxigénio
(GERSCHMAN et al.,, 1954). Logo em seguida, Denhagrni&n
hipotetizou que as ERO poderiam ser formadas carbpredutos de
reacdes enzimaticas vivo. Em 1956, descobriu ser RL uma “caixa de
pandora” que podia ser responsavel por danos oedulanutagénese,
cancer, processos degenerativos e envelhecirfldARMAN, 1956).
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A segunda publicacdo importante envolvendo a peaqde
radicais livres em sistemas biolégicos foi real@zamn 1969, quando
McCord e Fridovich descobriram a funcdo da enzirmpesdxido
dismutase (SOD) e, portanto, forneceu evidénciavinoante sobre a
importancia dos RL em sistemas bioldgicos (McCOREREDOVICH,
1969). Na década de 90, surgem o0s primeiros regisescrevendo o
efeito benéfico das ERO, inaugurando a terceira diasdescoberta dos
RL (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006).

O delicado balanco envolvendo a regulacdo do esttiix e o
chamado estresse oxidativo (SIES et al., 1993)eptesem diversas
doencas humanas, vem caracterizando sua importéitica e
biolégica nas trés ultimas décadas (HALLIWELL e GUERIDGE,
2006).

As ERO sé&o principalmente produtos do metabolismlolar
normal. As ERO e ERN sdo bem conhecidas por pessuyiapel duplo,
como espécies deletérias e benéficas, uma vez qaenp ser
prejudiciais ou benéficas para os sistemas biabdégique utilizam
oxigénio (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006).

Os efeitos benéficos das ERO envolvem papel figioth na
resposta celular a anoxia, como por exemplo, nasdefontra agentes
infecciosos e na funcdo de um numero de sistemzaizsidores
celulares. Um exemplo de sua acdo benéfica € aeeddiacédo celular
onde as ERO sao indutores de resposta mitogénidaL{M/ELL e
GUTTERIDGE, 2006).

Em contraste, em grandes concentracdes, as ERONgp&tem
mediar danos as estruturas celulares, incluinddidip e membranas,
proteinas e &cido nucléico, o chamado estressatwadou estresse
nitrosativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006). O efeitdeletério
das ERO e ERN é balanceado por acdo dos antiogglanzimaticos e
nao enzimaticos e ainda por antioxidantes nutr@ofHALLIWELL,
1996 VALKO et al., 2004 POLI et al., 2004).

O estresse oxidativo tem sido implicado em uma s#ridoencas
humanas, assim como no processo de envelhecimeaAtd (WELL e
GUTTERIDGE, 2006). O delicado equilibrio entre &fgibenéficos e
nocivos das ERO é um aspecto importante a ser d@asio nos
organismos realizado através de mecanismos chantedtegulacdo
redox". O processo de "regulacdo redox" protegeorganismos do
estresse oxidativo e mantém a “homeostase redoaVés de uma fina
regulacdo (VALKO et al., 2007).
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1.8.2 Fontes de ERO e ERN

O principal mecanismo de geracéo das ERO ¢é a recha@ial
do oxigénio a 4gua na respiracdo mitocondrial, adormacéo de anion
radical superéxido (©), peroxido de hidrogénio @@,) e radical
hidroxila (OH) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006). As ERO
podem ser produzidas em ambas as situacbes, erddgen
exogenamente. As fontes enddgenas principais dd3@ BRluem a
respiracdo mitocondrial, metabolismo sistema mgoo®l citocromo
P-450, peroxissomas e ativacdo de células inflaiaat@ntre outras
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001).

Em condigdes fisioldgicas, a producdo das EREstimada em
aproximadamente 2% do total de oxigénio que ézatlh pelo
organismo (CHANCE et al, 1979BOVERIS, 1984; SIES e
CADENAS, 1985). A mitocéndria gera aproximadamez#g& nmol de
0O," /minuto por miligrama de proteina, no entanto, fcitlidetectar a
sua ocorréncia intacta, muito provavelmente em emifncia da
presenca da grande atividade da SOD (BOVERIS e GEANLI73,
VALKO et al., 2006). Por serem consideradas coniacyal local de
geracdo das ERO, as mitocdndrias sdo grandemeridgiegidas com
antioxidantes, incluindo glutationa reduzida (GSHgnzimas como a
SOD e a glutationa peroxidase (GPx) que estdo messenas
membranas da mitocdndria para minimizar o0 estresgativo nesta
organela (CADENAS e DAVIES, 2000).

Além da mitocondria, existem outras fontes celdate HO, e
0O,"", por exemplo, no metabolismo da enzima xantinalasé (XO),
uma enzima versatil que é amplamente distribuidiee e organelas e
gque catalisa a reacdo de hipoxatina a xantina #ngaa acido Urico
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006 SUGAMURA e KEANEY,
2011). Em ambos 0s passos, 0 oxigénio moleculadézido, formando
0 O, no primeiro passo, e B, no segundo passo. Podemos ainda
considerar como potencial fonte enddgena geradem ERO, os
neutrofilos, eosindéfilos e macrofagos. Macréfagtgados iniciam um
aumento na absorcdo de oxigénio que dara origemeaasgrie de ERO,
incluindo Q*, °NO e HO, (CONNER e GRISHAM, 1996).

Além do oxigénio, o nitrogénio também participagitaacao de
espécies reativas, em especlBlO, cujo precursor é a-arginina
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006). Como representamta classe
de ERN, o'NO ndo é suficientemente reativo para atacar o DNA
diretamente, mas pode reagir com o radicgl @erando peroxinitrito
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(ONOQ), que pode entéo, sofrer reacdes secundariasadoragentes
capazes de nitrar aminoacidos aromaticos e as lBsd3NA, em
particular a guanina (BARREIROS et al., 2006). diademonstrada a
acdo doNO, quando em altas concentracdes sanguineasyr@adao
de peroxinitrito, na nitracdo de proteinas, podesugkiliar no combate
aoT. cruzi mas concomitantemente, provocando dano ao miocded
pacientes chagasicos crénicos (NAVILIATal., 2005).

O radical @ é a primeira ERO a ser formada pela reducdo
univalente do estado triplete do oxigénio molec(i@s) (BOVERIS e
CHANCE, 1973HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006). Isoladamente,
esse radical € pouco reativo e, portanto, nao analite citotoxico.
Porém, os efeitos deletérios vém da habilidadesdast gerar radicais
secundarios, extremamente téxicos como o rad@dl (CAMPOS e
YOSHIDA, 2004). A producéo de O ocorre principalmente dentro da
mitocdndria de uma célula (BOVERIS e CHANCE, 19CADENAS e
SIES, 1998). Este processo € mediado pela NADHasgice XO, ou
nao-enzimaticamente por componentes reativos redmo as semi-
ubiquinonas, componentes das mitocondrias na cadeteansporte de
elétrons. A enzima SOD converte @°Cenzimaticamente em-,B,, e
exerce sua funcdo conjuntamente com as enzimasequeyem HO,,
como a catalase (CAT) e GPx (HALLIWELL e GUTTERIDGI06).

Em tecidos bioldgicos o £ também pode ser convertido nédo-
en2|mat|camente em B, e oxigénio singlete'Q,) (STEINBECK et

., 1993) (figura 8).

Figura 8: Vias de produgéo das ERO/ERN.
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A geracao de vérios RL esta intimamente ligadarécf@acéo de
metais redox-ativos. O estado redox da célula égeamde parte
relacionado a um par redox de ferro (algumas veakre), e € mantido
dentro dos estritos limites fisiologicos. Tem sidagerido que a
regulacdo de ferro assegura que ndo havera ferey fio entanto, um
excesso de © libera ferro livre vindo de moléculas que continham
ferro. Essa liberacdo do ferro pelg*Otem sido demonstrada nas
enzimas da familia das hidrolases-liases, que oof@é&o no seu centro
ativo (VALKO et al., 2006). A liberacdo de Fe (pBpde participar da
reacdo de Fenton, gerando o radi¢@H altamente reativo, segundo
reacao 1, abaixo:

Reacdo 1

Fe (Il) + H,O0 — Fe (Ill) + *OH + "OH

O radical @ também participa da reacdo de Haber-Weiss,
segundo o reacéo 2:

Reacéo 2

0, +H,0, — > O, +°OH + OH

Essa reacdo combina uma reacdo de Fenton com cedagge
(I pelo O,°, produzindo Fe (Il) e oxigénio, conforme a rea8ao

Reacao 3

Fe (Ill) + O, — Fe (I)+ O,
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O radical hidroperoxil (HOQ é a forma protonada do radical
superoxido, isto é, possui o préton hidrogénio &p nem maior
facilidade em iniciar a destruicdo de membranakdicas que o @
(HALLIWELL, 1989).

A molécula HO, ndo tem um elétron desemparelhado e por isso
nao é considerada uma espécie radicalar assim camigénio singlete
(*O,) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001). O KD, tem vida longa,
€ capaz de atravessar camadas lipidicas e reagiracanembrana
eritrocitaria e com proteinas ligadas ao ferro. &me motivo, ha uma
tendéncia atual de se chamar o conjunto de sulis$aeavolvidas
nessas reacfes de “espécies reativas de oxigémiovés de “radicais
livres do oxigénio” (CAMPOS e YOSHIDA, 2004). Suaxicidade
pode ser aumentada de dez para mil vezes quangoesenca de ferro
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

O *OH é altamente reativo com tempo de meia-vida dot8es
aquosas, menor do que 19 (CHANCE et al., 1979). Desta forma,
quando produzidin vivo, reage perto do seu local de geracdo, podendo
ser gerado por varios mecanismos. Além disstQld pode inativar
véarias proteinas (enzimas e membrana celular) x&@aroseus grupos
sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-SS). Tambéode iniciar a
oxidacdo dos acidos graxos poliinsaturados das marab celulares
(lipoperoxidacédo) (FRIDOVICH, 1986CAMPO e YOSHIDA, 2004
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006).

A producdo mais realisia vivo do radical’OH, pela reagédo de
Fenton, ocorre quando o metal de transicdo envmhvareacdo, sdo ou
o ferro, o cobre, o cobalto ou outros metais efipesi Embora a reacéo
de Fenton seja conhecida por ocoriervitro, seu significado em
condi¢cdes fisiolégicas acima das normais, ndo bstd definido,
observando principalmente a insignificante dispitiddde de ferro livre
para catalisar a reacdo, pois sdo seqlestradovdp@as proteinas
ligadoras de ferro (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 200KAKHLON
e CABANTCHIK, 2002 VALKO et al., 2006).

Além das ERO, destaca-se a participacdo das ERdrdates de
processos bioldgicos, dentre elas, o oxido nitflédO), antigamente
conhecido como fator relaxante muscular (BARREIR®DSI., 2006). E
uma pequena molécula que contém um elétron deselmpdo no
orbital antiligante P *y, e &, portanto, considerado um radical. E
gerado em tecidos bioldgicos por sintases espasifio 6xido nitrico
(NOSs), que metabolizam arginina em citrulina coforanacdo déNO
(GHAFOURIFAR e CADENAS, 2005). E um radical reativoas que
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atua fisiologicamente como uma importante moléaléasinalizagcéo
bioldgica em uma grande variedade de processoffigios, incluindo
neurotransmisséo, regulacdo da pressdo sanguirezgnismos de
defesa, relaxamento do musculo liso e a regulacAmne
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006).

A superproducdo de ERN é chamada de estresseatiitmse
isso pode ocorrer quando a geracdo destas em temaigxcede a do
sistema capaz de neutraliza-las. O estresse hittmspode levar a
reacdes de nitrosilacdo, alterando a estruturapdateinas e, assim,
inibir a sua funcdo normal (HALLIWELL e GUTTERIDGEQDO6).

Células do sistema imune produzent @ ‘NO através ddurst
oxidativo desencadeado durante o processo inflainat8ob essas
condicbes, podem reagir entre si para produzir tipedes
significativas de uma molécula muito mais oxidatieate ativa, o
ONOO (peroxinitrito), que é um agente oxidante poderqse pode
causar a fragmentacdo do DNA, oxidacéo lipidicaitexidacdo de
proteinas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 200&/ALKO et al., 2007).

Todos os componentes celulares sao suscetive@oadas ERO,
porém a membrana é um dos mais atingidos em dec@ré&a
peroxidacédo lipidica (LPO), que acarreta alterag@gsestrutura e na
permeabilidade das membranas celulares (FRIDOVICI74
MELLO-FILHO et al., 1984 HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006).
Conseqlientemente, ha perda da seletividade naifnoica e liberacdo
do conteldo de organelas, como as enzimas hidealitos lisossomas,
e formacdo de produtos citotoxicos, como o malddeido (MDA),
culminando com a morte celular (SIES e CADENAS, 598
HERSHKO, 1989). Nem sempre os processos de LP@rsfiadiciais,
pois seus produtos sdo importantes na reacdo erat@as partir do
acido aracdénico (formacéo de prostaglandinasdramto, na resposta
inflamatéria (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006).

O término da LPO ocorre quando os radicais alc(®®) e
peroxil (LOQ) produzidos nas etapas anteriores propagam-se até
destruirem-se a si proprios, ou quando a reacao cadeia €
interrompida por antioxidantes lipossollveis, comovitamina E,
presente nas membranas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, &0
LPO pode ser catalisada por ions ferro, por cofweede hidroperoxidos
lipidicos (LOOH) em radicais altamente reativos®l€OLOC, que, por
sua vez, iniciam nova cadeia de reagfes, denomiaadficacao.
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Além dos danos a membrana lipidica, mecanismoshanao a
oxidacéo de proteinas pelas ERO foram elucidadogegiados em que
aminodcidos, peptideos simples e proteinas, expastadiacdo acima
das condigbes normais, formard@H ou uma mistura d&OH mais
O, (STADTMAN, 2004).

O dano causado as proteinas, catalisado por netahusicao,
envolve perda dos residuos de histidina, introdagégrupo carbonil, e
formacdo de um centro radicalar na proteina a{@J), alcoxil (RO) e
alquilperoxil (ROO) (DAVIES e DELSIGNORE, 1987). Tendo em
vista o fato de que grupos carbonil de proteinage#ados por diversos
mecanismos, e um numero de métodos altamente sengivn sido
desenvolvido para a determinacdo destes gruposrshde proteinas
oxidadas, a concentragdo de grupos carbonil é umaantedida de
oxidacéo de proteinas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006

Conforme ja descrito, NO reage rapidamente com o,'O
formando o ONOOaltamente tdxico, que € habil para nitrosilar os
grupos sulfidrilas dos residuos de cisteinas, ofidgo, tirosina e os
residuos sulfoxido da metionina (HALLIWELL e GUTTHRGE,
2001). Contudo, o processo de modificacdo dasipesgeelo ONOOCe
fortemente inibido pela concentracao fisioldgicadiixido de carbono
(COy), pois o peroxinitrito é conhecido por reagir tggnente com este
para formar ONOOC® (peroxicarbonato nitroso), como mostra o
reacao 4, um oxidante forte que reage com guamii2NA para formar
uma variedade de produtos de oxidagdo e nitragi®, 2t-desoxi-8
oxoguanosina, (DONG et al., 2006). Alternativameatesacdo d&NO
e O, leva a formacdo de J;, um agente nitrosante. A presenca de
ambos os ONOOC® e N,O3 nos locais de inflamagéo possuem papéis
de dano oxidativo ao DNA e nitrosativo na toxicééogenética de
inflamacéo (DONG et al., 2006).

Reacdo 4

ONOO" + CO, —» ONOOCO,

A oxidacdo de proteinas por ERO e ERN esta assocad
formacéo de uma variedade de ligacdes cruzadapinteinas, como
por exemplo, a substituicdo de grupo aminolisimauymoe grupo carbonil
de uma proteina oxidada, por interacdo de doisnagbcentrais obtidos
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pela abstracdo do hidrogénio mediada péld, entre outras alteracdes
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006).

O acumulo em organismos vivos destes produtos dagio,
tanto em membranas lipidicas como em proteinag, disttamente
ligado ao aumento dos niveis de producdo de ERQ@ &RBN,
juntamente com um desequilibrio da capacidade defesas
antioxidante do organismo (HALLIWELL e GUTTERIDGE)O06).

1.8.3 Estresse oxidativo, Doenca de Chagas e Inflagdo

Apesar de relativamente recente, nota-se um acuanakcente
de evidéncias experimentais e clinicas que apoatarastado gradativo
de ativacdo imuno-inflamatéria em pacientes comfici€ncia cardiaca
(IC) (CANDIA et al., 2007). Niveis elevados de dsas citocinas sédo
encontrados na circulacdo e no musculo cardiadodidé¢duos com IC,
correlacionando-se, invariavelmente, com o graugdavidade da
doenca e agindo na disfuncdo endotelial, no estregglativo, na
inducdo de anemia, na apoptose miocitaria e naapgrddativa de
massa muscular esquelética. (CANDIA et al., 2007).

A doenca de Chagas caracteriza-se por uma hetaidgee
guanto a agressao miocardica, e ainda que se @mhiegportantes
aspectos fisiopatoldgicos relacionados a instalagdprogressdo da
cardiopatia chagéasica, diversos fatores necessiam mais bem
compreendidos (PLENTZ et al., 2006).

A resposta imune contra D. cruzi, apés a infeccao inicial, é
capaz de controlar o parasita, como evidenciad® epentual resolugéo
da parasitemia aguda. Estas respostas imunes poatgnbuir para a
patologia através de um ou mais mecanismos genaisprocesso de
destruicdo auto-imune do tecido cardiaco do hosme(ldpdtese auto-
imune) ou através de mediadores especificos dasespmune ad.
cruzi aos seus componentes antigénicos que persistenteno®s
(hipétese de persisténcia do parasita) (ZACKS.gpa05).

O estresse oxidativo é geralmente visto como umanismo de
defesa de protecéo utilizado pelo hospedeiro pamtzate de infec¢des
parasitarias. Ha, no entanto, a evidéncia crescqo& o estresse
oxidativo possa contribuir na patologia da doerggdiaca de Chagas. A
injuria celular mediada pela invaséo do patégeneplicacéo e reacdes
imunes citotdxicas mediadas por reacfes citotoxaés fontes comuns
de ERO na etiologia infecciosa. A infec¢do pir cruzi promove
citocinas inflamatoérias, producdo WO e burst oxidativo, que, apesar
de essenciais para controlar a parasitemia agumtienp ter efeitos
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toxicos sobre os componentes celulares do hospedeirser de
significado patolégico na cardiopatia chagasicaniced (ZACKS et al.,
2005).

Recentes trabalhos tém demonstrado o aumento nass ni
plasmaticos do fator de necrose tumoral alfa (BNE-interleucina 10
(IL -10), mediadores citotoxicos endoteliais, em cipates
assintomaticos com doen¢a de Chagas, sugerindaumaeproducéo
prolongada a estes fatores poderia estar rela@oaaprogressdo das
cardiopatias nesses pacientes (FERREIRA et al.3;200lRDONI et
al., 2004). A infecgcéo peld. cruziinduz a producéo de quantidades
significativas de TNF: e citocinas pro-inflamatérias como as
interleucinas (IL)-1, IL-6 e IL-12 (ALMEIDA et al.2000). Pacientes
chagasicos cronicos assintomaticos ou na fasarsititta, com ou sem
disfuncdo ventricular esquerda, apresentam aungenpsoducao de IL-
12 induzida por IFN- (ABEL et al., 2001).

A acdo das citocinas sobre o sistema cardiovasesi#@ bem
assentada em bases experimentais que mostram @romde
inflamacdo, disfuncdo endotelial, coagulacdo imtsaular,
desacoplamento do estimulo beta-adrenérgico, geided&ERO, perda
gradativa de massa muscular e intolerancia ao iei@rentre outros
efeitos (TORRE-AMIONE, 2005).

De modo analogo ao que ocorre na cardiomiopatigpddica, os
niveis plasmaticos de TNére IL10 estdo elevados de forma discreta na
fase indeterminada da cardiopatia chagasica, aodoc niveis
crescentes em individuos com doenca cardiaca sititem(LEON et
al., 2004). Na miocardite aguda pédlo cruzi o principal mecanismo
implicado parece ser uma agressao auto-imune diogttia as cadeias
de miosina, em razdo do mimetismo de epitopes disipa (LEON et
al., 2004). Na cardiopatia chagasica crénica, hdéecias de uma
resposta imune citotoxica aberrante persistentetigesmos dor. cruzj
gue se relaciona com a progresséo da doenca (d8seR&l., 2005).

Uma melhor compreensdo dos eventos inflamatéresjzada
através da determinacdo de marcadores inflamatdoine atividade da
enzima mieloperoxidase e adenosina deaminase etarob niveis de
oxido nitrico, todos envolvidos na patogénese dencl cronica de
Chagas, poderdo possibilitar o surgimento de nemsdagens que
permitam o seu monitoramento e a introducdo de sxaagentes
terapéuticos capazes de retardar ou impedir S@RgESAO.
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1.9 DEFESAS ANTIOXIDANTES

Os efeitos das ERO e ERN sdo balanceados pela d&gédo
antioxidantes impedindo ou reparando sua acdo (HWHLL e
GUTTERIDGE, 2006).

Um bom antioxidante deve ter as seguintes caratites:
especificidade no sequestro de RL, ser quelantealais catalisadores
de reacdo redox e promotores de reacfes de oxjdiagéagir com
outros antioxidantes, ser rapidamente absorvigelyma concentracao
nos tecidos e liquidos corpéreos em niveis fisiolig) e trabalhar em
ambos os dominios, aquoso e lipidico (HALLIWELL §TIERIDGE,
2006).

Os mais importantes antioxidantes enzimaticos eewvol a:
SOD, CAT, GPx, glutationa redutase (GR), tireodax{iTiRX) entre
outros, enquanto entre o0s principais antioxidamés-enzimaticos
enddgenos estdo a glutationa, acido Urico e estrashitre outros, e
como antioxidantes exdgenos existem as vitaminae EC, os
carotenoides, os polifendis, entre outros (HALLIWEL e
GUTTERIDGE, 2006).

Apesar de controvérsia na literatura especifictgad@mente nos
trabalhos de meta-andlisepdocoferol tem sido mostrado como agente
cardioprotetor numa variedade de modelos animdi#=(¥t al., 1999).
Em estudo com hamsters na fase final de cardigpat@onteldo de
vitamina E foi diminuido em 30-50% e a oxidagdo gmeteinas
aumentada em até 2 vezes, enquanto a administoegadtamina E
restaurou os niveis de GSH e remeteu para valaFesefdréncia a
oxidacéo protéica (LI et al., 1998). O risco derdmecoronariana foi de
aproximadamente 40% menor em homens e mulheresfizeram
suplementacdo comu-tocoferol, quando comparados a dieta sem
suplementacdo (STAMPFER et al., 1993). Um progressiimento dos
danos provocados pelas ERO e deplecédo das reskneagioxidantes
junto com a evolucdo da insuficiéncia cardiaca &mbficou
evidenciado (YUE et al., 199MACAO et al., 2007).

1.9.1 Vitaminas E e C — Propriedades e Suplementaxa

O acido ascorbico, ou vitamina C, tem dois grupikokila
ionizaveis e, portanto, é um diacido (AspHfigura 9). Em pH
fisiologico, 99,9% da vitamina C estd presente oran& protonada
como ascorbato (AsC) e em proporcdes muito pequenas como AscH
(0,05%) e Ast (0,004%) (figura 9). O AscHs particularmente efetivo
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em sequestrar ;e também esta envolvido na protecdo contra danos
oxidativos provenientes dos ONO@VAMHOLTZ et al., 2002).

Figura 9: Agdo scavengerdo acido ascorbico na regeneracéo da
vitamina E.
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Fonte: TRABER e STEVENS (2011).

A propriedade antioxidante da vitamina C, mesmo sembaixo
poder redutor, provém da sua forma protonada, AGdALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2006). Ele age como doador e reage raalical para
formar um radical livre tricarbonil ascorbato (ASyHEsse radical
AscH’ ndo € protonado, mas esta presente na forma de
semidehidroascorbato (A3c um fraco radical que é considerado
terminal, e os seus niveis indicam o grau de estresidativo nos
sistemas biolégicos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2001
CUZZORCREA et al., 2004KASPAROVA et al., 2005). A vitamina C
atua como um doador de hidrogénio para invertetidagao e, portanto,
€ denominado um antioxidante, que pode inativaadigais livres antes
gue eles promovam danos as proteinas ou lipiditSGGMONI et al.,
2007). E também um potenciador fisiologicamentevaaite da eficacia
da vitamina E, por regenera-la apos reacdo de giddaofrida pela
mesma, constituindo seu principal papel antioxiglgdt MASCIO et
al., 1991).

A suplementacao de vitamina C pode fornecer beasfide
saude além da prevencédo de escorbuto (AGUIRRE e N2A¥8). A
recomendacéo atual de vitamina C presente na digaseja suficiente
para prevenir o escorbuto em adultos, seria 75ieng@ra mulheres e
90 mg/dia para os homens (TRABER e STEVENS, 20Cajr e Frei
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(1999) propuseram que a dose recomendada na dietaguiuzir o risco
de doencga cardiovascular e cancer seria ajustadal@@ mg/dia. Eles
embasaram suas conclusbes em dados de estudosoatte
prospectivos, estudos caso-controle, e estudosveesais sobre a
relacdo entre ingestdo de vitamina C, as concémsaglasmaticas de
vitamina C, e desfechos clinicos relacionados ageardiovascular e
cancer. Doses mais elevadas de vitamina C (500iapgfsbderiam ser
necessarias para obter vasodilatacdo e a conseqedntdo da pressao
arterial (GOKCE, et al., 1999).

Outro antioxidante nutricional de grande importar&ia vitamina
E, descoberta em 1922 por Evans e Bishop, comoaton flietético
necessario para a reproducéo em ratos e sendstarstib ativa isolada
em 1936. O termo genérico “vitamina E” é utilizaura designar oito
diferentes compostos, nomeadansp, y e é-tocoferdis e tocotriendis
(BURTON e INGOLD, 1989 di MASCIO et al.,1989SIES et al.,
1993). Vérias fontes de alimento sdo reconhecidascpnter uma
gquantidade significativa de vitamina E. A maiorasdozes e sementes
como améndoas, amendoim e girassol contém quaetidgdvadas de
vitamina E, enquanto que legumes séo fontes po{BAKREMI e
ARORA, 2010). Também como fontes naturais de vitantt existem
0s Oleos vegetais, como 0 Oleo de semente de @irigme contém
guase exclusivamentetocoferol (59,3 mg/g de 6leo), o d6leo de soja é
rico em vy, 3, e a-tocoferol (62,4; 20,4; 11,0mg/g de Oleo,
respectivamente), e o 6leo de palma contém toootrid 7,2 mg/g de
6leo), além de-tocoferol (18,3 mg/ g de 6leo) (SINGH et al., 205
dose diaria minima recomendada de vitamina E paraadulto de
tamanho médio é de 15 mg (SAREMI e ARORA, 2010). As
recomendacdes relativamente as doses de vitamgman&ituem uma
dificuldade, j& que a vitamina E existe em muitasias. Dois isdmeros
sintéticos de alfa-tocoferol, tais como acetat@evedos succinato sao
comumente usados em suplementos vitaminicos (SAREMRORA,
2010). As recomendacdes sdo em miligramas de atdarol. Esta
substancia pode ser proveniente da vitamina E adaftmamado de d-
alfa-tocoferol) ou vitamina sintética E (chamadmb&m all-rac ou dI-
alfa-tocoferol). No entanto, grande parte do alfaeterol presente na
vitamina E sintética, esta na sua forma inatiaoe esta razao, deve-se
usar o dobro da dose para obter o mesmo efeito TE®MNRet al., 1998;
MONSEN, 2000). As doses de vitamina E sdo comunleiéelas nos
rétulos dos medicamentos como unidades internaisighd). Uma Ul
de vitamina E natural é igual a 0,67 mg de alfafieol, ja uma Ul de
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vitamina sintética é igual a 0,45 mg de alfa-tommfBURTON et al.,
1998; MONSEN, 2000). A dose terapéutica ideal demina E ainda
nao foi estabelecida. A maioria dos estudos utédiziae 50 e 800 Ul/dia,
e alguns utilizam doses ainda maiores. Isso serizaae 50 a 800 mg
de vitamina sintética E (dl-alfa-tocoferol) ou 28@0 mg de vitamina E
natural (d-alfa-tocoferol ou mista) (MONSEN, 2000)jodos os
tocofer6is devem ser considerados como derivadostodol. O
estereoisdmero natural detocoferol é (2R, 4'R, 8'R)uftocoferol ou
RRR-u-tocoferol (figura 10) (BURTON e INGOLD, 1988i MASCIO
et al. 1989SIES et al., 1993).

Figura 10: Estrutura quimica dos tocoferdis e tocotriendis.
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Fonte: GUINAZ et al. (2009).

Tanto tocoferdis como tocotriendis ocorrem em uaréedade de
isdbmeros que diferem na estrutura de acordo comiroero e a
localizacdo de grupos substituintes no anel crombdo(GUINAZ et
al., 2009). Os tocoferois possuem um 4', 8', 1@tiltridecilfitol como
cadeia lateral e tocotriendis diferem pela preseledégactes duplas nas
posicdes da cadeia lateral 3', 7' e 11' (Figura(MANG e QUINN,
1999 TRABER e ATKINSON, 2007). A estrutura do tocol ica que
existem trés centros de assimetria, que sdo em(Qd2z C8'. Os
tocotriendis possuem apenas um centro de assinmtri@2, além de
locais de isomeria geométrica em C3 e C7. Assim,niimero de
estereoisdmeros do tocol e tocotrienol pode exi@URTON e
INGOLD, 1989 di MASCIO et al.,1989SIES et al., 1993).
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A forma que responde por cerca de 90% da atividadétamina
E nos tecidos € oo-tocoferol, um 2,5,7,8 tetrametil-2-(4,8,12-
trimetiltridecil) cromanol-6 (figura 11) (BURTON IBNGOLD, 1989 di
MASCIO et al.,, 1989 SIES et al., 1993 RICCIONE et al., 2007
GUINAZ et al., 2009).

Figura 11: Estrutura quimica da-tocoferol (GgHsg-O5).
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Fonte: http://www.netdrugs.info/ddamina_02.shtml

A vitamina E é transportada por todo o corpo comm u
componente das lipoproteinas plasmaticas. A ligefita que transporta
a maior parte da vitamina E é a fracdo LDL (lipdpioas de baixa
densidade), embora outras fracdes de lipoproteioatenham alguma
vitamina E. A LDL contém entre 6 e 12 moléculascd®coferol e
menores quantidades dgtocoferol, que podem ser facilmente
modificados pela ingestdo ou suplementagdo ord&dSSit al.,, 1993
STOCKER e BOWRY, 19965INGH et al., 2005).

A biodisponibilidade das diferentes formas de vitemE é
altamente diferenciada. Por exemplo, em humandsoema quantidade
de y-tocoferol na dieta seja maior do que detocoferol, sua
concentracéo plasmatica é de apenas 10% da cag@Entieste, que é a
forma mais abundante no plasma. Uma vez ingerdiastas formas de
vitamina E sdo absorvidas pelas células intestiaaiberado para a
circulagcdo em quilomicrons (SINGH et al., 2005).

A meia-vida plasmatica de RRiRtocoferol (forma natural) é de
48 a 60 horas, enquanto que a SRReoferol (forma sintética) é de
apenas 15 horas (TRABER e STEVENS, 2011). Nao hdosda
definitivos em seres humanos com relagcado a qualetidea-tocoferol
gque seja absovida. Estudos em humanos nas dé@éfsed70, usando
a-tocoferol radioativo, relataram a absorcdo damvita E fracionada
em individuos normais variando entre de 55 a 79% toial
(MACMAHON e NEALE, 1970). Entretanto, estudos maécentes
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usandoo-tocoferol marcado com deutério, a absorcdo em haméoi
de apenas 33% (BRUNO et al., 2006), sendo atuagngewdlor aceito.

Proteinas de ligacdo de tocoferol parecem estaohddas no
transporte e metabolismo deiocoferol em tecidos. Vérias proteinas de
ligacdo de tocoferol foram isoladas do citosolatedos de mamiferos e
caracterizadas e uma proteina hepatica de 30 P35di identificada e
seqiienciada (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006). Uma taioa
semelhante, que se liga especificamente aaocoferol (proteina
hepética de transferéncia d@éocoferol, chamada deTTP), foi isolada
apenas no citosol do figado humano (KUHLENKAMP kt 8993).
Afinidades relativas de analogestocoferol parao-TTP, calculado a
partir do grau de concorréncia para a formasao as seguintes-
tocoferol, 100%;p-tocoferol, 38%;y-tocoferol, 9%;d-tocoferol, 2%
(SINGH et al., 2005).

A vitamina E é classificada como uma vitamina lgm8vel,
devido a sua solubilidade em solventes de baixaridade. A
solubilidade em meio aquoso é, portanto, relativaeebaixa,
penetrando nos tecidos lipidicos ou migrando asral@ corpo para
dominios hidrofébicos de estruturas molecularesyacdipoproteinas.
Dentro da célula, as particdes de vitamina E ndeolisidrofobico das
membranas celulares sdo distintas, e sua relaiiveeatracao difere de
uma membrana a outra (WANG e QUINN, 1999).

A localizacdo preferencial da vitamina E nos adipé¢ nos
orgdos de armazenamento de gorduras e nas memluelnémes é
certamente devida a essa caracteristica hidrof@isao caracteriza e
identifica o papel funcional da vitamina E como amtioxidante e
estabilizador de membrana lipidica (RICCIONI et 2007).

O acumulo de alfa-tocoferol no sangue e os érgépsrdlem da
espécie e é oOrgdo especifico, como mostra o egwa®ado por
Elmadfa e Walter (1981) onde 6rgdos de ratos (figadrenal) contém
niveis mais elevados de alfa-tocoferol em comparagin os mesmos
orgéos, em porcos. A faixa normal de concentragi@itdmina E no
plasma é 5-16 mg/L, ou aproximadamente 20-30 uMREMI e
ARORA, 2010).

O a-tocoferol ey-tocoferol constituem mecanismos essenciais de
defesa celular contra oxidantes enddgenos e exégéwocontrario de
muitos outros antioxidantes celulares, a reacaoantboxidante a-
tocoferol, ndo é enzimatica e é rapida. O seu pppetipal como
antioxidante é devido ao sequestro de radicaiglidipé peroxil, que
propagam a peroxidacgéo lipidica (SIES et al., 199@di¢desin vitro
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da taxa relativa de inibicdo da corrente de prop@maa cadeia de LPO
indicaram que o o-tocoferol elimina os radicais peroxil
consideravelmente mais rapido que a reacdo deste ccsubstrato
lipidico (di MASCIO et al., 1989SIES et al., 1993NVANG e QUINN,
1999).

No entanto, alguns trabalhos indicam que outraaésdés coma
e d-tocoferol sdo melhores antioxidantes (GUINAZ et aD09), e os
tocotriendis como sendo 0s compostos mais poteméestividade
antioxidanten vitro, mas pesquisas vivo ainda devem confirmar esses
resultados (GUINAZ et al., 2009). Tem sido relatage y-tocoferol é
um antioxidante mais eficiente do quetocoferol contra ERN (di
MASCIO et al., 1991). A suplementagdo somente adwocoferol pode
esgotar oy-tocoferol, o que poderia explicar a auséncia deefeito
sobre*NO observado em alguns ensaios com essa vitammBdARAJ
e JIALAL, 2005).

A comparacao entre-tocoferol ea-tocotrienol, em sistemas de
membranas microssomais, revelou que os tocotried@@disantioxidantes
mais eficazes (SUZUKI et al., 1993), contudo entesigis quimicos
seriam equivalente ao-tocoferol (YOSHIDA et al., 2003). Além disso,
varios &cidos graxos insaturados interagem cowmtacoferol, assim
como os polifendis, exibindo efeito sinérgico (HAWELL e
GUTTERIDGE, 2001).

O teor de vitamina E das membranas muitas vezesndet a
suscetibilidade das membranas microssomais, das h&patocitos, ou
de 6rgaos inteiros, a reagirem com outros oxidamtasvos, incluindo
oxigénio singlete, o radical alcoxil, peroxinitritdioxido de nitrogénio,
0 0z06nio e anion superdéxido (di MASCIO et al., 1991

Devido a alta reatividade dos radicais hidroxil leozil e da
concentracdo de-tocoferol ser relativamente elevada nos lipidees d
membrana, € provavel que wtocoferol proporcione protecao direta
contra 0 ataque por estes radicais. Entretantotagdo contra o ataque
de radicais peroxil pelo-tocoferol, € de maior importancia biologica
(WANG e QUINN, 1999, TRABER e ATKINSON, 2007).

O a-tocoferol reage com um radical peroxil por trarifieia de
hidrogénio, entdo a transferéncia de prétons foumahidroperéxido
lipidico e o radical tocoferoxil, conforme abaiXm(ra 12):
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Figura 12: Reagbescavengedo a-tocoferol.
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Fonte: Adaptado de WANG e QUINN (1999)

Nas membranas, o poder antioxidante real agtocoferol é
decorrente a sua capacidade de doacdo de atontodrdgénio, a sua
localizagcdo (penetragdo) e movimento dentro da reemab além da
eficiéncia da reciclagem do radical tocoferoxil pedlutores citosadlicos,
como o acido ascérbico e a GSH (HALLIWELL e GUTTBERIE,
2006). A protecao da vitamina E nas membranas értante para o
bom funcionamento da barreira endotelial vascylara a reducédo de
estimulos para a proliferacdo de miécitos na cammédia, e para
diminuicdo dos fatores quimiotaticos para os man8diISTEPHENS et
al., 1996), evitando danos ao endotélio causadiasipfeccao conT.
cruzi. O papel protetor da vitamina E para o endotélieuportada por
uma acdo estimulante sobre a sintese de prostagla@@Gp), um
agente vasodilatador e anti-agregacdo plaquetdi®WACHI et
al.,1994).

Dados epidemiologicos sobre suplementagéo com witaEtém
demonstrado que ela possui propriedade antioxiden@iminuicdo de
risco de eventos cardiovasculares (DANDONA et 2007 GEY e
PUSKA, 1989). E sabido que as ERO e ERN desempenhampapel
fundamental na patogénese de uma variedade de adoencg
cardiovasculares e 0 aumento dos seus niveis lmoinprara a condicao
de estresse oxidativo e para a progressao da@derose, hipertenséo e
insuficiéncia cardiaca além de outras doencas (HWHLL e
GUTTERIDGE, 2006 DANDONA et al., 2007). Block e colaboradores
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(2008) mostraram que doses de 800Ul de vitamine B&b capazes de
diminuir a concentracdo plasmatica de isoprostamnmos, marcador
conhecido de peroxidacdo lipidica em doencas husngras niveis
elevados deste marcador sugerem papel importantgedacdo de
radicais livres na patofisiologia das doencas Vases.

As miocardites chagésicas sustentam lesGes oxadatonde
macréfagos e neutrdfilos sao ativados para comteoiafeccdo poff.
cruzi constituindo uma importante fonte de estresse ativil no
hospedeiro (WEN et al., 2010). Além disso, verifiea que o estresse
oxidativo do miocardio é dependente da producdocmitdrial de ERO,
durante o curso da doenca de Chagas (WEN et 4D) 20

Estudos epidemiol6égicos observacionais realizadss décadas
de 80 e 90 sugeriram que pessoas que se alimentarroa dieta rica
em vitamina E,B-caroteno e vitamina C, tém uma menor incidéncia de
desenvolver doenca isquémica do coracao (DIC) (MARILI et al.,
2001). Outros estudos epidemiolégicos tém relatadoas populacdes
com maiores consumos e também os maiores nivéisséle vitamina
E, ttm menor risco de desenvolver esse tipo decdofDLARKE e
ARMITAGE, 2002).

A evidéncia epidemiolégica mais confiavel vem detudos de
coorte prospectivo, onde os dados sobre o consumo alment
avaliacdo dos niveis séricos de vitamina, utilizaachostras de sangue,
séo coletadas antes do inicio da doenca. Esses tladanostrado uma
associacdo inversa entre o risco de DIC e a ingediftética de
vitamina E (SALONEN et al.,, 1985). Normalmente, essestudos
prospectivos tém demonstrado que os individuos augestdo de
vitamina E tém riscos cerca de 30-40% menor de ndeserem
doencas cardiovasculares. As evidéncias epidenidal®géao a favor da
vitamina E, seguidos de suplementacdo ¢boaroteno e em menor
relacdo com uso de vitamina C (CLARKE e ARMITAGEB02).

No estudo Nurses’ Health Study(1993), os pesquisadores
mostraram que o uso de suplementagdo com vitamiparkpelo menos
dois anos, reduziu o risco de doencas cardiovascbiantudo também
verificaram que doses pequenas, ou seja, menoigsedb.000 Ul/dia, e
de curta duragdo, seriam insuficientes para tagdanSTAMPFER et
al., 1993).

Kushi e colaboradores (1996) estudaram 34.486 maghe pds-
menopausa, nos EUA e encontraram que a ingestéaieina E foi
inversamente associado com o risco de morte parcdoeardiovascular
(KUSHI et al., 1996). Num estudo realizado pikalth Professionals’
Follow-up Studycom 39.910 profissionais de saude do sexo masculi
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com idades entre 40-75 anos, e que foram acompasifpa 4 anos,
mostrou que o risco de eventos cardiovasculares @arhomens que
consumiam mais de 60 Ul/dia de vitamina E era menocomparagao
com aqueles que consumiam menos de 7,5 Ul/dia détsaina
(RIMM et al., 1993).

Outro estudo realizado pelBinnish Alpha-Tocopherol, Beta-
Carotene Cancer Prevention Study (ATBC studgalizado com
fumantes do sexo masculino, analisaram o efeitotefmo da
suplementacdo com a-tocoferol acrescido de3-caroteno. Esses
individuos tiveram uma ligeira diminuicdo, nao-diigativa, na
incidéncia de cancer de prostata em comparagaoocgmpo placebo
(HEINONEN et al., 1998).

Os estudos epidemioldgicos discutidos acima sugeuem
associacao inversa entre a vitamina E e eventosi@ianos, entretanto
Vivekananthan e colaboradores (2003) analisaramesetaios clinicos
de tratamento com vitamina E e oito com tratamentuo p-caroteno e
mostraram que a vitamina E n&o reduziu o risco deenpor doencas
cardiovascular, enquanto que-earoteno foi associado a um aumento
ligeiro, mas significativo, no risco de morte porveetos
cardiovasculares (VIVEKANANTHAN et al., 2003).

Outro estudo randomizado, duplo-cego, controladoptexcebo,
realizado peldPhysicians 'Health Study WPHS II) mostrou que ndo
houve correlagéo entre suplementacdo com vitarkire§€ e prevencao
de eventos cardiovasculares. Foram 14. 641 médidos, sexo
masculino, com idade de 50 anos ou mais, incluifisb homens com
doengas cardiovasculares (5,1%), acompanhados @oanbs. Os
pacientes receberam 400 Ul de vitamina E sintéticalias alternados e
500 mg de vitamina C diariamente. Ao final destdudss o0s
pesquisadores mostraram que esses dados ndo foreaperte para o
uso desses suplementos para a prevencado da deedigava&scular em
homens de meia-idade e idosos (SESSO et al., 28d&etanto em
uma carta ao editor da revidtaee radical Biology and Medicind..
Jackson Roberts |l, destaca que um trabalho e umerm@rio
relacionado, publicado em 2007 por Roberts e codalooes (2007),
que definiu a farmacologia clinica de vitamina E bomanos, néo
foram discutidos. Eles descobriram que as dosesvidenina E
superiores a 400 Ul, a cada dois dias sdo necgsgdara suprimir o
estresse oxidativo sistémico elevado em seres hasnaiém disso,
RRR-u-tocoferol, o tipo de vitamina E testados no estldberts, tem o
dobro da biodisponibilidade de vitamina sintétigal@ado em PHS Il e,
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portanto, a dose e o tipo de vitamina E, testadBH8 Il ndo teria sido
esperado na reducéo do nivel de estresse oxidativgado pela doenca
cardiovascular (ROBERT et al., 2009).

Existe um consenso entre os especialistas de gitenasina E é
segura em niveis de até 800 Ul/dia, e provavelmerdebro desta dose
(PRYOR, 2000). Em uma revisdo realizada por KappuBiplock
(1992) sobre a seguranca de vitamina E, os autm@duem que ndo
existem efeitos colaterais até 800 equivalentealfdetocoferol (-ET)

0 que corresponderia a 1200 Ul, e que a faixa éeitaga estaria entre
200-16000-ET. Ainda, os efeitos colaterais sdo apenas posviem
doses de 1000 a 300€-ET/dia (correspondente a cerca de 1.500
Ul/dia), que consistem em queixas gastrointestinaigatiniria e
comprometimento da coagulagdo sanguinea, que g@oentanto,
geralmente ndo graves, e desaparecem rapidamenéeugiio da dose
ou na descontinuidade da administracédo de vitakina

Assim, os niveis de vitamina E consumida como tadal de
suplementacdo com 400 ou mesmo 800 Ul/dia estéoodeos limites
seguros. Contudo, estudos mostraram que a vitamirdiminuiu a
adesdo de plaquetas e os niveis de suplementac@imsa® acima de
400 Ul/dia, podendo aumentar o tempo de coagulégi®o e WHITE,
1996). Portanto, pode ser prudente para aqueleddnds que tomam
anticoagulantes, ter monitoramento peridédico des seampos de
coagulacéo.

Ainda relacionado a importancia dos antioxidantedégenos,
temos o principal tiol endégeno, o tripeptideo afioha reduzida (GSH)
(6-glutamil-cisteinil-glicina), um  antioxidante  naozmatico
hidrossolavel intracelular considerado o principainpéo redox tiol-
dissulfeto das células (CHANTRY et al., 1999). AKG8 abundante
tanto no citosol (1-11 mM), ndcleo (3-15 mM), comas mitocondrias
(5-11 mM), sendo o principal antioxidante sollUvelestes
compartimentos celulares (KOSOWER e KOSOWER, 1978
MEISTER, 1981 FAHEY e NEWTON, 1983) e presente em todos o0s
organismos que utilizam o metabolismo oxidativo (WELM FILHO
et al., 2002).

O papel protetor principal da GSH contra o estressgativo a
envolve como um cofator para varias enzimas détaxifes, como a
GPx e a GST, como participante do transporte de@nidos através
das membranas plasmaticas, como sequestradorantiirge dSOH e
do oxigénio singlete e como regeneradora de impi@saantioxidantes,
como as vitaminas C e E, de volta as suas formagidas e ativas. A
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GSH pode reduzir diretamente o radical tocoferdailvitamina E, ou
indiretamente via reducdo de semidehidroascorbai@ mscorbato
(figura 13) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006).

Figura 13: Etapas da glutationa na
regeneracdo de vitamina E e C.
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Fonte: Adaptado de ALKO et al. (2006).

1.9.2 Carvedilol

O carvedilol é uma ariloxipropanolamina, cujo noguémico é
1-carbazolil-4oxil-3-2-metoxifenoxietil-amino-propal-2, amplamente
usado como antagonisfradrenérgico (figura 14) (OLIVEIRA et al.,
2001). Contém um anel aromético conectado a unmatwst carbazol
por uma cadeia metoxifenoxietil-amino-2-proprariein adicdo a esta
atividadef-blogueadora, o carvedilol tem fraca propriedadagomista
a-1-adrenérgica (FEUERSTEIN e RUFFOLO, 1996).



68

Figura 14: Estrutura quimica do carvedilol.
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O carvedilol é rapidamente absorvido apos admagét de dose
oral, atingindo pico plasmatico entre 1 ou 2 hghd®RGAN, 1994). O
tempo de meia-vida plasmatico do carvedilol é cee&-10 horas na
maioria dos individuos, assim o farmaco pode regjusttministracao 2
vezes ao dia. No plasma, aproximadamente 98% doatar liga-se
predominantemente & albumina (MORGAN, 1994). E @uas
exclusivamente metabolizado pelo figado, e meno2%elo farmaco
original é encontrado na urina (FRISHMAN, 1998).g#tis dos
metabdlitos do carvedilol tém atividafiebloqueadora, e um deles, o 4-
hidroxifenil é aproximadamente 13 vezes mais petene o carvedilol
nesta acdo. Aproximadamente 60% desses metalsfibosecretados na
bile e excretados nas fezes (FRISHMAN, 1998).

Em contraste com outroB-bloqueadores que demonstraram
aumentar triglicerideos (TG) e diminuir a lipopfotede alta densidade
(HDL), o carvedilol parece ter efeito neutro ou &fgo na atividade da
lipase lipoprotéica e nos niveis de TG e HDL (GIUGNO et al.,
1997; BAKRIS et al., 2004).

Os primeiros estudos sobre as propriedades ardiobes com
este composto indicaram que ele é mais potenteiltigdo na producéo
do *OH do que outros antagonistsadrenérgicos (YUE et al., 1992),
sendo capaz de prevenir oxidacéo lipidica (YUELetl892). O efeito
antioxidante tem sido atribuido largamente a swirautesa carbazol, e
seus metabdlitos hidroxilados tém capacidade ddtoke maior
quando comparados ao préprio carvedilol (YUE et &P92). A
estrutura quimica do carvedilol contém um centroatjfigura 14),
resultando em dois enantibmeros. Embora ambos iémeambs sejam
igualmente potentes no antagonismooelb-adrenoreceptor vascular, o
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efeito B-bloqueador é exercido apenas pela forma (S)-céoV€eL-
SHERIF e TURITTO, 2005).

O carvedilol é usado para tratar humanos com ICogop ser
efetivo em inimeros estudos clinicos (SANDERSONakt 1999
OLIVEIRA et al., 2001). Comparando individuos coB b carvedilol
parece ser ligeiramente superior que outfdbloqueadores em
prolongar a vida e reduzir os eventos clinicosp eugcanismo ainda
permanece incerto, o que poderia ser devido a smcitade
antioxidante (POOLE-WILSON et al., 2003).

O efeito antioxidante do carvedilol tem sido refateem vérios
experimentos, incluindo estudos com células de mamab do
miocéardio, onde o carvedilol inibiu a LPO iniciageelas ERO, e
preveniu dano oxidativo em células endoteliaigjlaéldo musculo liso
e células neuronais (DULIN e ABRAHAM, 2004). As prizdades
antioxidantes do carvedilol, e sua relacdo comséofibacdo oxidativa
mitocondrial, da homeostase do céalcio e obtencdendegia, tornam
este farmaco o unicB-bloqueador a ter a sua utilizacdo vantajosa em
patologias cardiacas associadas ao estresse wai(@ASPAROVA et
al., 2010). O potencial antioxidante do carvedibh sido relacionado
com a habilidade de se ligar-se a ions Fe (ll)ue(l, impedindo a
oxidacéo de lipideos, proteinas e da fracdo ligefra LDL, mediadas
por estes metais. Em adicao, a natureza lipoffl@aarvedilol melhora
a sua concentracdo em membranas lipidicas e na fddhecendo
protecao antioxidante especifica (TADOLINI e FRANEI(O1998).

Sua atividade antioxidante € 10 vezes maior quéamwa E,
porém alguns de seus metabdlitos sdo cerca de 18D aezes mais
potentes do que o préprio carvedilol. O carveddobtege contra as
ERO numa concentracéo entre 0,1-100 mM, que coampaitbses entre
25-50 mg/dia e que foram utilizadas neste trabdFBRRARI et
al.,1999). A capacidade do carvedilol em presepnsrantioxidantes
enddgenos foi avaliada em homogenatos de cérelmde o *OH
induziu rapida deplecdo (80%) detocoferol. Neste modelo, o
carvedilol preservou a vitamina E (YUE et al.,, 199Em células
endoteliais expostas ao estresse oxidativo, o didwl/@reveniu a perda
de GSH induzida por ERO (YUE et al., 1993).

Estudos em modelo experimental de isquemia de mdimcém
indicado que os leucécitos polimorfonucleares s&a was principais
fontes de ERO, incluindo £, *OH e HOCI, gerados na regido da
isquemia (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006). O tratamercom o
carvedilol mostrou inibir a liberagcdo do,"O desses leucdcitos
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polimorfonucleares ativados (YUE et al.,1992). Aeiacédo fisica do
carvedilol com modelo de membrana lipidica foi datla usando
técnica de fluorescéncia e calorimetria diferen(valJ et al., 2007).
Esses estudos mostraram que o carvedilol ligaserabrana lipidica
com certa afinidade. A localizacdo do carvedilolnmembrana poderia
aumentar a inibicdo da cadeia de LPO. Estudos cordilisa
calorimétrica diferencial sugerem que o carvedilin um efetivo
fluidificante que poderia alterar a mobilidade &&0 na membrana e o
efeito da taxa de LPO (YUE et al., 1999), pois ovedilol tem uma
bem definida localizagdo nas membranas. Com estdacéé 0 grupo
carbazol do carvedilol foi encontrado dentro do ledic dos
hidrocarbonetos lipidicos adjacentes as cadei#fosfolipidicas e esta
localizacdo na membrana, facilitaria a interacadrdfidbica com as
cadeias acilfosfolipidicas e fornece potente atidalantioxidante, como
um resultado de um aprisionamento das ERO pelaédode elétrons,
rompendo assim, a cadeia de rea¢fes da LPO (HEIRETHKI.,1986).

A atividade antioxidante do carvedilol poderia témbser devido
a um mecanismo de acao adicional. Muito provavelenésto esteja
associado com o fato de que o carvedilol cause dimauicdo da
geracdo de ERO nos eritrocitos, indiretamente mdetao menor
consumo de enzimas antioxidantes (KOWALSKI et24108).

Em um trabalho realizado por Wu e colaboradore®7R00
carvedilol demonstrou atenuar o dano oxidativo mADNdicado pelo
marcador de dano o aducto, 8-hidroxi-2-deoxiguanr@os-OH-dG) em
pacientes hipertensos, sugerindo relevancia clirdoa seu efeito
antioxidante (WU et al., 2007). Lee e colaboradd2€95) realizaram
um estudo piloto com tratamento de pacientes kipsos com
carvedilol e os resultados mostraram que o dandatixo ao DNA
ocorre em pacientes hipertensos mais do que enidnds com pressao
arterial normal, e que o dano oxidativo ao DNA gn#icativamente
diminuido pela administracdo de carvedilol na desapéutica (12,5 a
25 mg/dia) (LEE et al., 2005). Devido a capacidadéoxidante do
carvedilol e o possivel papel do estresse oxidatimmo indutor de
apoptose, também tem sido hipotetizado que o cdwlgooderia
proteger os midcitos e as células endoteliais piicdo da apoptose
(FERRARI et al., 1999).

Tendo em vista as considera¢gfes acima, a acgéao rdeddal
pode ser particularmente importante na insuficeénaardiaca
congestiva, comumente na cardiopatia chagasica,comdicado clinica
na qual o uso d@g-bloqueadores ja se encontra bem estabelecido.
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2.0 JUSTIFICATIVA DO PROJETO

A presente proposta é decorréncia de continuidad@rdjeto
original “Efeitos de derivados imidazélicos com agitihelmintica e
antichagéasica nas defesas antioxidantes e na ediprds citocromo P-
450 1A1", que vem sendo aprovado pelo CNPq desflg, Haravés de
bolsa de produtividade ao seu coordenador (orientddste projeto),
tendo como principal colaborador, o Dr. Roberto i@oRBedrosa da
UFRJ, além de colaboradores da prépria UFSC. [iEsjeto, também
faz parte da linha de pesquisa do Dr. Roberto CBedrosa registrada
no CNPq desde o ano de 2001, intitulada “Mecanisoaasantes da
progressdo do dano miocardio na doenca de Chagagemspectiva
prognostica e terapéutica: disfuncdo autondmica arcadores
precoces”.

Na primeira etapa dessa linha de investigacdo, imepo
subprojeto mostrou que o farmaco tripanocida, biedazol (BZN)
possui capacidade de induzir a expressao do sist&RaAl e da GST,
indicando, pelo seu potencial gerador de ERO nopdusro, a
possibilidade de gerar compostos carcinogénicagatis do processo
de biotransformacao (PEDROSA et al., 2001). De madélogo, foi
estudada posteriormente em um segundo subprojetacda de
derivados imidazdlicos com acgéo anti-helminticageorfoi possivel
verificar que o albendazol provoca um estresse atixid mais
acentuado que o mebendazol (LOCATELLI et al., 2004)

Em seqléncia, outro subprojeto avaliostatusantioxidante e o
estresse oxidativo no sangue de pacientes comopatii chagasica
crbnica nos seus varios estagios evolutivos, onde rasultados
evidenciaram um acentuado estresse oxidativo diegtge proporcional
ao comprometimento da doenca, ou seja, pacientesstigios mais
avancados apresentaram diminuicdo quase genemldmdeustatus
antioxidante. Estes dados sugeriram fortemente questatus
antioxidante destes pacientes esta gradativamentprometido com a
extensdo da doencga, ficando expostos a progressivadicoes de
estresse oxidativo (de OLIVEIRA et al., 2007).

Cerca de dois anos ap0s essa primeira avaliacd@ausntes
chagasicos crénicos, num subprojeto sequencial, MVeiificado
novamente ostatus antioxidante desses mesmos pacientes, onde os
resultados mostraram que o0s niveis das enzimas iveram-se
diminuidos (MACAO et al., 2007), confirmando dado#eriores (de
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OLIVEIRA et al., 2007) de uma progressiva diminoigia capacidade
antioxidante do sangue com a evolucdo da doencaClumyas.
Novamente, o grupo de pacientes em estagio maigasta da doenca,
exibiu menor compensacao antioxidante, confirmamua deficiéncia
mais acentuada daqueles pacientes em manter efesagl face ao
estresse oxidativo (MACAO et al., 2007).

O conceito de que o tratamento parasiticida pasha@enciar o
curso da doenca de Chagas, vem ganhando maiodisuligiARIN-
NETO et al.,, 2007). Embora haja comprovacdo daoitApcia do
parasito (ou seus antigenos) na patogénese da rditecahagésica
cronica (HIGUCHI et al., 2003), a observacdo daasgfio total ou
parcial do processo inflamatério tem sido mostmmiaanimais tratados
com drogas antiparasitarias (GARCIA et al., 2005) texapia
antioxidante (PEDROSA et al., 2001; RIVERA et 2002; MACAO et
al., 2007 RIBEIRO et al., 2010).

Mais recentemente, nosso grupo realizou um estodavendo a
administracdo do BZN (5mg/kg/dia; 2 meses) nestesmms pacientes
chagasicos crénicos seguida da mesma terapia iatie (Vitaminas
E e G 6 meses), revelando que o BZN acentuou o quadestiesse
oxidativo no sangue, enquanto que a suplementap&onente permitiu
recuperar o poder redutor sanguineo dos pacieRIBEE(RO et al.,
2010).

Dando continuidade aos estudos anteriores do mpepo acima
mencionado e que constituiram cinco defesas deadesho Programa
de P6s Graduacdo em Farmécia da UFSC (PGFAR) (d4 BBOZ
LOCATELLI, 2001, de OLIVEIRA, 2004 MACAO, 2006; RIBEIRO,
2009), e como conclusédo do projeto original indag®sobre a eficacia
da acdo do carvedilol de forma isolada ou da coagdio da acdo do
carvedilol com a suplementacdo de antioxidantesicianais em
intervir de modo sinérgico no processo oxidativimfeamatdrio nestes
mesmos pacientes chagasicos crénicos.

Adicionalmente, se a persisténcia da atenuacadicagld no
quadro de estresse oxidativo e do processo inftamnatonstatados nos
trabalhos anteriores, também estaria presente mabicacdo da
suplementacéo antioxidante (vitaminas E e C) eadeedilol, apds um
periodo relativamente longo de auséncia de qualdnigrvencao
terapia, apresentadas na forma de fluxograma sedignota 15 abaixo:
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Figura 15: Fluxograma das etapas envolvidas neste projeto.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

a) Verificar o efeito isolado do carvedilol, durar@ meses, e o

efeito combinado com a terapia de suplementacdo de
vitaminas antioxidantes apds periodo de 6 mesesadgue

de pacientes chagéasicos cronicos com cardiopatia em
diferentes estagios evolutivos da doenca.

b) Monitorar os distintos pardmetros analisadodoago de 7

anos de intervencgdes antioxidantes intercaladasentido de
analisar a eventual persisténcia da atenuacao tlesss
oxidativo no sangue destes pacientes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Com relacgéo a intervencao com Carvedilol e Vitamas E e C:

Verificar as diferencas das defesas antioxidantegrgiticas
(SOD, GPx, CAT, GST e GR) no sangue de pacientss co
cardiopatia chagésica crbnica, antes da adming&girado
carvedilol (6 meses)

Verificar as diferencas das defesas antioxidamesréiticas
(SOD, GPx, CAT, GST e GR) no sangue de pacientss co
cardiopatia chagésica cronica, apés administrac@o d
carvedilol (6 meses)

Verificar as diferencas das defesas antioxidantegrgiticas
(SOD, GPx, CAT, GST e GR) no sangue de pacientss co
cardiopatia chagasica crbnica, apos a associac&se de
farmaco com vitaminas E e C (6meses)

Verificar as diferencas das defesas antioxidantés- n
enziméticas (GSH e vitamina E), presentes resgantnte
no sangue e plasma desses pacientes, antes dash@géio
do carvedilol (6 meses), e ap6s sua administracéo

Verificar as diferengcas das defesas antioxidant@&® n
enzimaticas (GSH e vitamina E), presentes resgantnte
no sangue e plasma desses pacientes, apds a ¢@sodia
carvedilol com a terapia com vitaminas E e C (6sese
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Avaliar indicadores de estresse oxidativo como ginats
carboniladas (PC), bem como nos niveis de lipopgag&o
(concentracdo de TBARS), presentes no plasma desses
pacientes, antes da administracdo do carvedilohg6es), e
apos a sua administracdo (6meses)

Avaliar indicadores de estresse oxidativo como ginats
carboniladas (PC), bem como nos niveis de lipopgag&o
(concentracdo de TBARS), presentes no plasma desses
pacientes, apés a associacao de carvedilol corntaasivas E

e C (6meses)

Avaliar os indicadores de inflamacdo como oxidaicut
mieloperoxidase e adenosina deaminase no soro sdeste
pacientes, antes da administracdo do carvedilohg6es), e
apos a sua administracdo (6meses)

Avaliar os indicadores de inflamagdo como Oxidaicut
mieloperoxidase e adenosina deaminase no soro sdeste
pacientes, ap0s a associacao de carvedilol contaasivas E

e C (ébmeses).

b) Com relacdo ao monitoramento de 7 anos de intezmcoes
antioxidantes:

Realizar uma analise temporal do perfil dos diferen
marcadores de estresse oxidativo a longo de 7 dmos
acompanhamento no sangue destes mesmos pacientes,
particularmente do efeito da persisténcia ao lopigzo das
intervencgdes antioxidantes.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ESTRATIFICACAO DA AMOSTRA — INTERVENGAO:
CARVEDILOL E VITAMINAS E/C

4.1.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo de intervencéo terapéutiespegctivo, de
uma amostra pertencente a uma coorte aberta, todastde pacientes
acompanhados no Servico de Cardiologia do Hospltalersitario
Clementino Fraga Filho HUCFF-UFRJ..

4.1.2 Selecéo de pacientes

A amostra do estudo foi composta de pacientes ie
encontravam na fase crénica da doenca forma cardiafinida através
de exame eletrocardiogréafico e ecocardiogramatigessem seguido o
fluxograma de atendimento do ambulatério de doeteahagas do
HUCFF-UFRJ de forma espontanea, segundo os seguiitt&rios:

4.1.2.1 Critérios de Inclusao

Foram incluidos somente os pacientes que tiveraest@sse
oxidativo estudado previamente no ano de 2003 amtali com idade
entre 21 a 70 anos acompanhados ativa e regulamerambulatério
de cardiopatia chagéasica do Servico de CardioldgicHUCFF com
diagnéstico de doenca de Chagas, e que mantivesanesmos habitos
alimentares. Somente foram incluidos pacientes adiems cronicos
sem outras doengas associadas, afastados da zifimaies ha mais de
20 anos. A inclusdo ou ndo no projeto foi de etpma
responsabilidade do paciente, quando este assioawermo de
consentimento livre e esclarecido apresentado puet pessoa sem
interesse direto no projeto (profissionais da enégrem participantes da
equipe do Dr. Roberto Coury Pedrosa-HUCFF-UFRJ).
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4.1.2.2 Critérios de Exclusédo

A

- Estados fisiolégicos, condicdes médicas prévigisu

concomitantes:

B-

pacientes que n&o completaram o protocolo inicial d
admisséo;

pacientes tratados previamente com carvediol;

pacientes com dados clinicos ou laboratoriais sivgssde
doenca renal ou hepatica grave ou disfuncéo tieaoia

pacientes com histdria prévia de doenca pulmonstruiva
cronica (todas as formas), alcoolismo crénico abiagjismo;
pacientes portadores de anemia crbnica, obesidade,
cardiopatia hipertensiva, diabetes mellitus ou aowtoenca
sistémica;

presenca de outras afeccbes, tais como infec¢cdes ou
neoplasias, desordens auto-imunes, doenca neuraatjea;
pacientes com sinais, sintomas ou histéria clinga
cardiopatia isquémica confirmada apdés investigagao.
pacientes com conhecida ou suspeita de hipersistesite a
farmacos;

historia de acidente vascular cerebral nos UltiGho®ses;
pacientes que estavam participando de outros estudo

Critérios de excluséo cardiovascular

presséo sistélica mantida abaixo de 90mmHg e/ciorsas
de hipotenséo arterial, tais como sincope, tontiEagueza;
histéria de infarto agudo do miocardio nos ultiBareses;
pacientes portadores de doencas orovalvares;

fatores associados causando insuficiéncia cardfipa: ou
hipertireoidismo (incluindo tirotoxicose), anemiapertensao
arterial de dificil controle;

arritmias cardiacas graves que poderiam causabihdade
hemodinamica: taquiarritmias atriais (Flutter efdarilacéo
rapida) ou ventriculares, bloqueios de 2° e 3° grau

Critérios biolégicos de exclusao

niveis de creatinina sérice2 mg/100ml;

niveis de potassio sérico5,5 mEq/L o 3,5 mEg/L;
hemoglobina< 9 g%;
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* niveis de glicemia > 147 mg/dl em dois exames cnis®s;
¢ hiponatremia (Na+ < 130 mEg/L).

4.1.3 Diagnostico sorolégico da doenca de Chagas

Realizado em todos os paciengaminhados ao ambulatorio,
mesmo se trouxessem resultados anteriores extatmages da pesquisa
de anticorposanti-T. cruzj utilizando 2 métodos com principios
metodoldgicos diferentes. A diluicdo consideradac@ie soroldgica
positiva foi a estabelecida pelo laboratério cerde referéncia de
Manguinhos-FIOCRUZ/RJ. O paciente soropositivcaipiiele com dois
testes soroldgicos positivos, em duas coletasedifes. No caso de
davidas entre os métodos, as amostras de soro ferdestadas com a
imunofluorescéncia e, persistindo a discrepanaa,cbnsiderado o
resultado deste método. Estes exames foram readizalo laboratério
de imunologia do HUCFF-UFRJ. O sangue foi coletadmpre pela
mesma pessoa, no mesmo dia da semana, na partaba enem jejum.

4.1.4 Classificagdo da CCC segundo Los Andes moddda por
Xavier

Vérios sistemas de classificacdo foram desenvavida
cardiopatia chagésica. As classificacdes de KusehdélLos Andesao
frequentemente usadas em estudos longitudinais (KIMNER et al.,
1985 CARRASCO et al.,, 1990BENCHIMOL BARBOSA, 2007).
Devido a diversidade de apresentacdes clinicaa, Uim tanto dificil
chegar-se a um consenso sobre a melhor forma ra¢ifessicdo de risco
na CCC (STORINO, 1994).

O presente trabalho adotou a classificacdo Lds Andes
modificada, a qual descreve da seguinte forma fesedites graus de
comprometimento (BERN et al., 2007):

Grupo I: Pacientes com sorologia positiva, assiat@os e sem
evidéncias clinicas, eletrocardiogréficas ou radjimlas de cardiopatia.
De acordo com os achados do ecocardiograma (ECG)
(ventriculograma), estes pacientes foram subdigglipor sua vez, nos
subgrupos IA e IB. No subgrupo IA se agruparam asigmtes com
ventriculograma normal, classificados como casos “Oigeccao
chagasica sem lesdes cardiacas”. No subgrupo I&mfdncluidos
agueles chagéasicos com evidéncias de assinergiairenmou mais
segmentos do ventriculo esquerdo (usualmente e &piegido infero-
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lateral esquerda). Estes pacientes foram clasificaomo portadores
de cardiopatia crénica na fase “incipiente”.

Grupo II: Pacientes com sorologia positiva, assiétiicos ou
nao, com anormalidades no ECG convencional de sepd@stas foram
usualmente extra-sistoles ventriculares e/ou digtsirna conducéo
atrio-ventricular (AV) ou intraventriculares, exgsahdo os bloqueios
incompletos do ramo direito e esquerdo e as afiempespecificas da
repolarizagéo ventricular. Este grupo foi clasaific como “chagésicos
com o ECG anormal e sem insuficiéncia cardiaca”.

Grupo lll;: Pacientes com sorologia positiva e enaé passada
ou presente de insuficiéncia cardiaca congestissificados como
“em fase de insuficiéncia miocéardica”.

No projeto inicial deste trabalho (2003) foi utlda a antiga
classificacdo de Los Andes que preconizava a divesa 4 grupos de
forma distinta & apresentada no presente traba#ttoadmente usada na
literatura pertinente, entretanto, com a mesmadbmhtacdo clinica.
Os pacientes foram agrupados também conforme o glau
comprometimento cardiaco, da seguinte forma: grupdis Il e 1V,
correspondendo a atual que é constituida pelooghdp(antigo |) e IB
(antigo 1), 1l (antigo 111) e 1l (antigo 1V).

4.1.5 Protocolo de Avaliacdo
4.1.5.1 Exame Clinico

A avaliacdo clinica foi realizada para permitir erificacdo de
sinais e sintomas cardiovasculares e digestivos)pativeis com a
doenca de Chagas, assim como para fazer o diagmdgtrencial com
outras cardiopatias ou doencas ndo-cardiacas gtessédm o sistema
cardiovascular. Os dados coletados foram registragon um
questionario-padrao (apéndice 1). Todos os pasieaponderam a um
guestionario relacionado a atividade fisica e babialimentares
(apéndice 2). Os pacientes foram examinados pear Wmica pessoa
durante as consultas ambulatoriais (Dr. RobertayCBadrosa).

Os habitos alimentares dos pacientes foram cheqautds vezes
em tempos diferentes através de questiondario (aqEajle uma quarta
vez através de um relatério alimentar descrito pelciente. Somente
foram considerados para o estudo aqueles pacigoiesiveram as
respostas coincidentes entre os questionarios esaritivo. Ao longo
do presente estudo foram checados pelo menos mvaige® os habitos
alimentares dos mesmos.
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A medida que os pacientes eram incluidos no presetiido, os
mesmos fizeram num periodo de 1 semana uma awaliahératorial
incluindo: hemograma, glicemia, uréia e creatinidajdo urico,
colesterol total, LDL, HDL, trigliceridios, sédic;élcio e potassio,
proteinas totais e fracdes, provas de funcéo lapatireoidiana, exame
parasitoldgico de fezes e andlise de urina pamegitos anormais e
sedimentos. Estes exames foram realizados ao mgoesente estudo
guando necessarios clinicamente.

Nos 30 primeiros dias ap6s a inclusdo eram realzaos
seguintes exames: o0 ECG convencional de repousdl2oderivacoes;
telerradiografia de térax péstero-anterior e pedfiecocardiograma uni
e bidimensional cordopplere o estudo de estresse oxidativo. Todas
informacdes foram obtidas, diretamente dos padeiwie de seus
prontuarios. Do mesmo modo, ao longo do estudesessames foram
repetidos anualmente e quando se fizeram necessartioseja, com
mudanca clinica do paciente, excetuando o estudstdesse oxidativo
que foi realizado sempre apds as intervencdes idasrrAs defesas
antioxidantes e os biomarcadores de estresse ierIddbram
determinados em trés momentos do estudo nos resEegtupos: uma
antes da intervencdo com carvedilol e 2 apds a rastnaicdo do
carvedilol (6 meses) e em seguida ap6s administragijunta de
carvedilol com as vitaminas E e C por mais 6 mésawvedilol dose de
12,5 mg, 3 vezes ao dia por 6 meses, vitamina @sa de 800Ul/dia e
vitamina C 500mg/dia em dose Unica por 6 meses).

As medicacdes foram conforme estabelecidos pelatrizir
Brasileira referente a pacientes chagésicos, @d#oVfoi administrado
na dose de 12,5mg, 3 vezes ao dia, desde o pridiaiaté o Ultimo dia
do estudo, sendo estes pacientes acompanhados €@n Holter e
consulta médica a cada etapa da coleta de sangue.

Em todos os grupos, foram observados os mesmosdasd
técnicos de coleta e conservacdo do material bawogté a analise
laboratorial. Esta etapa foi de responsabilidadenddico cardiologista
Dr. Roberto Coury Pedrosa, e foi realizada no Hakpiniversitario
Clementino Fraga Filho, da Universidade FederalRim de Janeiro
(UFRJ). Ocorreram visitas médicas a cada etapamesés conforme o
protocolo até quando terminou o presente estudis(&ptamento com
vitaminas E, C e carvedilol).

as
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4.1.5.2 Terapia farmacolégica

As intervencgdes diagndsticas e terapéuticas saguias
recomendacdes das diretrizes especificas para aobempento e
tratamento das complicagbes da cardiopatia chagasidnica,
atualizadas pelo Consenso Brasileiro de doengahdgds no que refere
a insuficiéncia cardiacdNo grupo de pacientes com ECG alterado foi
utilizada inicialmente medicacdo inibidora do gise renina-
angiotensina (IECA). O tratamento com IECA foiciado com 25
mg/dia ajustado semanalmente até a dose maximangfila, ou até a
dose clinicamente tolerada (no caso de tosse doeat@gna, o captopril
foi substituido pelo losartan 50mg/dia); nos paeigrcom hipotenséo
arterial sintomatica, a dose do captopril foi dinida até tornar-se
assintomatico. A terapia com digital, furosemidauetidroclorotiazida
foi usada quando havia clinica de insuficiéncialieara descompensada,
sendo suspensos com a melhora dos sintomas. Amoi@dii prescrita
para aqueles com relato de sincope e TV monomdnficasustentada,
particularmente associada a disfuncdo de VE modervadgrave (FE<
45%). Marcapasso foi indicado quando havia braithaie grave.

4.1.5.3 Eletrocardiograma (ECG)

O ECG foi realizado com 12 deriva¢cfes, em repoasalisado
conforme os critérios da NYHANgew York Heart Associatipn
utilizando-se o cédigo de Minnessota (ROSE et1882) modificado
para a cardiopatia de chagasica (MAGUIRE et al32)9a qual foi
definida segundo os critérios da TDR-OMS (1983,6)980s tracados
foram re-avaliados, durante este estudo, seguirgdai@trizes do
Consenso Brasileiro de doenca de Chagas (2005)lioAvae a
presenca de alteracdes inespecificas isoladas,coai® bradicardia
sinusal, baixa voltagem, bloqueio incompleto de aamireito,
hemibloqueio anterior esquerdo, blogueio atriovenlfar de | grau e
alteracOes inespecificas do segmento ST-T.

Foram também pesquisados a presenca de bloqueeatorde
ramo direito, ESV monomorficas isoladas, extrastgst ventriculares
polimorficas ou repetitivas, bloqueio atrio-ventiter de 2° e 3° grau,
alteracbes primarias de ST-T, freqUéncia cardiaemom que 40
batimentos por minuto, area eletricamente inattiafuncdo do né
sinusal, fibrilacéo atrial, bloqueio completo dmeaesquerdo e TVNS.
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4.1.5.4 Avaliacdo Radioldgica

A radiografia de térax foi realizada nas posicoéstgro-anterior
e perfil esquerdo. A identificacdo de cardiomegfdi feita pelo indice
céardio-totacico (ICT) superior a 0,50. O diameteoartéria pulmonar e
0 padrdo de distribuicdo vascular pulmonar foranaliados. A
distribuicdo vascular pulmonar foi considerada radrguando vasos
encontravam-se abaixo do pediculo vascular, badalacequando
igualmente distribuidos abaixo e acima do pedicwscular, ou
invertida quando ocorria uma grande visualiza¢é® \@xs0s acima do
pediculo vascular. A analise das radiografias fmlizada por um
observador independente, radiologista, de forma a,cegem
conhecimento de dados clinicos ou de outros métmlnplementares.

4.1.5.5 Ecocardiograma (ECG)

Foi realizado em aparelho inicialmente da marcaSdRus 100.
O exame ecocardiografico incluiu os cortes paraesitelo eixo longo,
paraesternal do eixo curto, apical de quatro cé&naraubcostal por
meio de um transdutor de 2,5 MHZ. As medidas ddamdiros
intracavitarios foram realizadas segundo as recdaegdies da
Sociedade Americana de Ecocardiografia. Foramad@di os diametros
sistolicos e diastolicos do VE (respectivamenteSWEVED), espessura
diastdlica do septo interventricular (SIV), espeasliastolica da parede
posterior do ventriculo esquerdo (PPVE), diametrer@-posterior do
atrio esquerdo e da aorta ascendente.

A andlise da funcao sistolica global do VE foi dejtela analise
da contratilidade global do ventriculo esquerdexame bidimensional.
A funcéo sistolica global do VE foi classificada ewrmal, disfungéo
leve, disfuncdo moderada e disfuncdo severa palodg espessamento
das paredes ventriculares na sistole. A disfungatlisa leve
correspondeu a valores de fragdo de ejecdo (FE)58e a 55%, a
disfuncéo sistélica moderada correspondeu a vattardsacao de ejecao
de < 45% a 35%, a disfuncéo sistdlica severa quoreteu a valores da
FE < 35%. Para o calculo do valor numérico da FEufiizada a
férmula de Teicholtz (REF), onde foi feita a estinea dos volumes
sistdlico e diastdlico do VE (respectivamente VE¥ED), os quais
foram obtidos através do esquema: V= (7,0 / 2,4 X3, onde V é
igual ao volume do VE, sistélico ou diastélico. Apé obtencao dos
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volumes sistdlico e diastolico do VE, foi feito dlaulo da FE pela
férmula: FE (%) = (VD-VS) /VD x 100, onde FE = féax; de ejecao,
VD = volume diastélico do VE e VS = volume sistélido VE.

4.1.6 Aspectos Bioéticos

A populagdo estudada na presente tese faz paniendecoorte
dindmica iniciada em 1990, antes da atual norngiizgara pesquisa
médica no Brasil (1996). E um estudo quase-expetahee série de
casos, onde todas as intervenc¢des diagnésticaapiticas seguem as
recomendacdes das diretrizes especificas para aobeapento e
tratamento das complicacBes da CCC. O projeto al@$oi aprovado
pela Comisséo de Etica em Pesquisa do HUCFF-URRddendo as
diretrizes nacionais e internacionais para pesqeisaseres humanos
(Resolucdo n° 1996 do Conselho Nacional de Saldglke
regulamentam experimentos envolvendo pessoas rai€EP n°
053/07). Todos os pacientes receberam informagile® © estudo e
assinaram o termo de consentimento informado, levresclarecido
(apéndice 4). O médico cardiologista Dr. Robertaurgdedrosa foi
responsavel pelo esclarecimento dos pacientes & gwencao da
assinatura dos mesmos no termo de consentimento.

Todos os pacientes incluidos no presente projetvatin a sua
disposicdo, de forma absolutamente gratuita, aestediagnosticos e
algumas medicacdes recomendados pelas diretrizastrptamento da
cardiopatia chagéasica crénica e suas complicac@sprojeto contou
ainda com a participagdo do Servico Social do HUOFRJ, que
prestou assisténcia aos pacientes orientandosueadfere aos seus
direitos previdenciarios e obtencdo de passe livos transportes
urbanos.

4.1.7 Conflitos de Interesse

O pesquisador responséavel pela coleta dos dadogjermdor e
autor desta linha de pesquisa néo foi subvencion&fop hd nenhum
interesse, particular ou financeiro, por parte desmmo ou dos seus
orientados, na terapia estabelecida nos pacienéggsicos.

4.1.8 Protocolo Experimental

Imediatamente apos a coleta de amostra do padieatgenosa,
com seringas heparinizadas), foram precipitadgsiatihs de sangue em
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acido tricloroacético 12% (1:10, v:v) e centrifugadPara determinagéo
de vitamina C plasmética, a amostra foi acidificactam &cido
metafosforico 10% para preservar a determinacacasd®rbato. A
preparagdo dos hemolisados e plasma que foraraadils para os
ensaios dos marcadores de estresse oxidativo sadefatioxidantes, foi
realizada através de centrifugacdo (5§@urante 3 minutos) do sangue
total, para obtencdo da fragdo plasmatica e eitildCAs amostras
foram imediatamente estocadas em nitrogénio ligatdosua posterior
andlise. Esta etapa de preparacdo das amostraslinada no Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho, da Universidad-ederal do Rio
de Janeiro (UFRJ), pela equipe do Dr. Roberto Cieglrosa. As
amostras foram conservadas em nitrogénio liquido sau envio a
UFSC, onde foram analisadas.

4.1.9 Farmaco e Vitaminas

O farmaco Carvedilol, (RS)-1-(9H-carbazol-4-ilo8hR-(2-
etoxifenoxil) etilamino] propina-2-ou, foi gentilme cedido pelo
laboratdrio Farmacéutico do Estado de Sdo PaulpogEMS Sigma
Farma, e também as vitaminas E e C (E-Tabs e HEn&gi
respectivamente).

4.1.10 Equipamentos

A avaliacdo das defesas antioxidantes enzimatidasis de GSH
e outros marcadores de estresse oxidativo foraivadas com o
auxilio de um espectrofotémetro UV-visivel, dupbixé marca/modelo
GBC 916, acoplado a um software apropriado.

A avaliacdo da vitamina E foi realizada utilizarmtomatografia
liguida (HPLC), utilizando equipamento Varian Pers310 com
Detector UV / vis (Walnut Creek, CA, USA), um itge manual, e a
versdo Starfinder 5.5 de software. O aparelho deCHf®i equipado
com uma coluna ChromSpher 5 C18 (4,6 mm x 250 mivalr{ut
Creek, CA, USA). As determinacbes O, ADA e MPO foram
realizadas em Leitor de ELISA Plate Reader 210 &@wg-Tecknica,
Roseland, New Jersey, USA).

4.1.11 Reagentes

Os reagentes referentes as andlises de biomarsatiwestresse
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oxidativo foram adquiridos da Sigma Chemical Gi. Louis USA). O
restante foi de grau analitico provenientes de esasrnacionais como a
Vetec, Merk e Reagen.

4.2 DETERMINACAO DOS MARCADORES DE DANO
4.2.1 Lipoperoxidacao tecidual — TBARS

A avaliacdo do dano oxidativo lipidico foi realizado plasma
através da deteccao no plasma de substancias agenreom o acido
tiobarbitdrico (TBARS), destacando-se o0 produto amtrio,
malondialdeido (MDA), produzindo uma base de SHé#f coloracao
rosa, os quais sédo derivados de oxidacdo do pmdedfpoperoxidacao
(BIRD e DRAPER, 1984). O método consiste na pr&jgio de plasma
com &cido tricloroacético a 12%, seguido da incébagm tamp&o tris-
HCI 60 mM 7,4 (0,1 mM DPTA) e acido tiobarbitlri€g73% durante
60 min. a 100 °C. Posteriormente, o material fefrr@do durante 30
min. a 5 °C, centrifugado (5 min. a 10000 g), e ensaracdo do
croméforo rosa foi detectada 535nm, com valoresutados expressos
em nmol. mi".

4.2.2 Proteina carbonilada (PC)

O dano oxidativo a proteinas por carbonilacio éédninado no
soro pelo método descrito por Levine e colaborado(&990).
Inicialmente foram adicionados 10Q do plasma em 60AL de DNPH
(2,4-dinitrofenilhidrazina), seguido de uma incuimglurante 1 hora a
temperatura ambiente protegido da luz, com agitac&da 15 min.
Apos, foi adicionado 60QlL de TCA 20 %, com agitacdo e banho de
gelo durante 10 min., seguido de centrifugacaoib an800g). O pellet
foi lavado por trés vezes consecutivas (centrifeigggor 5 min. a 800
g), com 600puL de etanol-acetato de etila. Finalmente, o excegso
etanol-acetato de etila foi retirado com auxilioutke cotonete e foram
adicionados 60QuL de guanidina, seguido de incubacdo em banho-
maria a 37 °C por 60 min., para posteriormentequteca leitura a 360
nm. A concentracdo de proteinas totais foi detead@nsegundo o
método de Lowry e colaboradores (1951), usando cpadrdo a
albumina. A concentracdo de proteina carboniladaefpressa em
nmol. mg™.
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4.3 DETERMINACAO DAS DEFESAS ANTIOXIDANTES
ENZIMATICAS

4.3.1 Superoéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi realizada em hemolisado @&do com
0 método de Misra e Fridovich (1972), modificador fRoveris e
colaboradores (1983), mediante a oxidacdo da diran@audanca de
pH 2,0 para pH 10,0) que produz o &nion superégidaon cromoforo
réseo, o adrenocromo, 0 qual é mensurado em 480Anamostra
adicionada na cubeta com a solugdo de adrenatzraloe a oxidacdo e
conseqientemente a producéo de adrenocromo attawgwima SOD.
Em uma cubeta contendo 1,95 ml de glicina 50 mM,10k2, foram
adicionados 5@l de adrenalina 60 mM (pH em torno de 2,0, gelo e
frasco ambar). A velocidade inicial de formacao adivenocromo foi
monitorada durante cerca de 100s do inicio da ceag@n acréscimo de
absorbancia a cada intervalo de 15s em torno dsS-@M®15 unidades,
para entdo adicionar a aliquota da amostra, geméneen torno de 20 a
50 ul, dependendo da concentracdo e atividade da eqziesante nesta
aliquota, totalizando um tempo de aproximadamemtgn3 Curvas de 3
ou 4 pontos permitiram avaliar indiretamente aiddite enzimatica da
SOD. Os valores da SOD (U SOD Hiforam expressos em termos de
atividade da enzima, onde uma unidade arbitrari&@® ¢é definida
como a quantidade de SOD necessaria para diminuimetade a
velocidade de formacdo do adrenocromo. As amosftaam
previamente lavadas com solucdo de cloroférmiacdté8:5 v:v), com
o intuito de eliminar a interferéncia da hemoglabéimpedir a geracéo
do anion superoéxido artefatual no ensaio.

4.3.2 Glutationa peroxidase (GPX)

Para a analise enzimatica de GPx em hemolisadcétodm de
Flohé e Gunzler (1984) foi utilizado, no qual acfEa é baseada na
reducédo de tert-butilhidroperéxido (t-BuOOH) peladacdo de GSH e
formacdo de GSSG, catalisada pela GPx, e conseqgiegeneracao de
GSH através da enzima GR, com oxidacdo de NADPH34&@tnnm.
Portanto, a velocidade de oxidacdo do NADPH é pripoal a
atividade de GPx na amostra. Para a realizacaécdia, foi preparado
um meio de reacdo contendo 25 ml de tampéo foéfati (pH 7,0),
8,6 mg de NADPH, 10 ml de &cido dietilenotriaminoaeético
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(DPTA) a 5 mM, 15 ml de 4gua destilada, 24 mg delGS5 U de GR,
no momento do ensaio. Em seguida, foram adicionidpkde amostra
e 10l de t-BUOOH em 1 ml de um meio de reacdo na culigta
valores foram expressos emmol. min=>. mI™. Aliquotas de fl de
KCN 50 mM foram adicionadas ao ensaio para evitpesavaliacdo da
enzima devido a oxidacdo da hemoglobina presestéganlos.

4.3.3 Catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase foi determinada emmdtisado
segundo o método descrito por Aebi (1984), o qealbaseia na
velocidade de degradacdo do perdxido de hidrogétlo mM) em
tampéo fosfato 50 mM pH 7,0. Adicionou-se 2 mL desblugdo em
cubeta, com acréscimo de20do lisado para realizar a leitura da
gueda da absorbéncia em 240 nm durante 20 seguiiddss as
amostras foram analisadas em duplicata e os vakxpeessos em
mmol. min~% ml™.

4.3.4 Glutationa redutase (GR)

A GR foi determinada no hemolisado pelo método dib&lg e
Mannervick (1985), o qual verificou em 340 nm aatabe oxidacdo do
NADPH devido a formacao de GSH, a partir da GSS® pcao desta
enzima presente na amostra. Um meio de reacdondantempéo
fosfato 0,1 M pH 7,0; 8,6 mg de NADPH; 30,6 mg datagiona
oxidada e DPTA 5 mM foi adicionado na cubeta (0,95ena adigdo de
50ul de amostra deu inicio a reacdo que foi monitorddeante 3
minutos, gerando uma curva descendente. Os valaratividade desta
enzima foram também expressosemol. min%. mI™.

4.3.5 Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi determinada no hemolisado
espectrofotometricamente de acordo com Habig éocmdores (1976).
A reagdo baseia-se na capacidade da GST em confb§ar no
substrato, formando uma substancia mensuravel &mmB4 monitorada
durante 3 minutos. A amostra foi adicionada a urio reentendo 1Qul
de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB) (subtya10pl de GSH
0,1 M e 970ul de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, além da cubeta de
referéncia, na qual foram adicionados 0s mesmogengas, com
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excecdo da amostra. As andlises foram feitas efficdigs e os valores
expressos enumol. min~>. mr’. O hemolisado utilizado para a
determinacao dessa enzima foi diluido 1:10, diferaente das demais,
para evitar densidades Opticas elevadas na cubetae interferia na

avaliacdo da cinética enzimatica.

4.4 DETERMINAQAO DAS DEFESAS ANTIOXIDANTES
NAO-ENZIMATICAS

4.4.1 Glutationa reduzida (GSH)

O nivel de GSH no sangue total foi determinadovasalos tidis
nao-protéicos, considerando que a GSH represemtxiaadamente
95% destes tidis. Para avaliar a nivel eritro@téle pequenos tidis em
precipitado &cido (TCA 12%, 1:4, v:v), foi empregad método de
Beutler e colaboradores (1963), onde a adi¢do 2enD,de acido 2-
nitrobenzoico 2,5 mM nas cubetas contendo 1,9 ntéchpao tris-HCL
0,2M pH 8,0 e 0,1 ml da amostra, permite, apdésacele 3 min. e
agitacdo da cubeta, a obtencdo maxima de formagaoidn tiolato de
cor amarela, mensuravel em 412nm. Os valores fagmnessos em
pmol mL™,

4.4.2 Vitamina E

A determinacdo dos niveis de-tocoferol plasméaticos foi
realizada através de quantificacdo por cromatayrdjuida de alta
pressdo (HPLC), com deteccdo UV, em 292 nm, pekodoédescrito
por Nicoletti e colaboradores (2001). Inicialmerftram adicionados
100ul de plasma em 100 de etanol e agitado em voértex por 10s.

Em seguida, foi adicionado 1j0lode hexano e agitado em vortex
por mais 45s, seguido de uma centrifugacdo a @Qfor 5 min.
Posteriormente, 7@l do sobrenadante (fase hexano) foi transferida par
um tubo e o hexano foi evaporado em nitrogéniocaroadicionados 25
ul de dietiléter e 75l de metanol, com injecdo desse extrato no sistema
cromatografico.

As colunas foram eluidas isocraticamente com métanofluxo
foi de 1 ml.min’. A concentracdo plasmatica detocoferol foi
determinada através de uma curva-padrdo, sendogjualores foram
expressos emmol. .
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4.4.3 Vitamina C

A determinagdo quantitativa do acido ascérbico rpéio foi
realizada através de cromatografia liquida depattasdo (HPLC) com
deteccao eletroquimica, segundo o método desavitd_ykkesfeldt e
colaboradores (1995). Além da mensuracado de asitlirtzico total, foi
necessario reduzir o dehidroascorbato (DHAA) preseas amostras.
Uma aliquota do plasma foi misturada com igual maude acido
metafosforico 10% no momento da coleta. Durantensaie, essa
aliquota foi centrifugada a 4000 g por 10 min., 4.

O &cido ascorbico total foi medido apds reducdoDdtAA
(forma oxidada do &cido ascorbico), por adicao @@l da amostra a
50 ul de tampéo Tris 0,5 M, pH 9,0, contendo ditiobkil0 mM,
resultando em um pH de 6,1 a 6,2, a 25 °C por 5 Aditionou-se 50
ul de SO, 0,2 M & amostra resfriada e @0da mistura foi injetada no
HPLC. A fase movel foi fosfato de hidrogénio dissodNaHPQO,) 0,1
M, EDTA 2,5 mM e cloreto de dodeciltrimetilaménigd2nM, pH 3,0.
O fluxo foi 1,2 ml/min.

4.5 DETERMINACAO DOS MARCADORES INFLAMATORIOS
4.5.1 Determinacdo de Adenosina Deaminase (ADA)

A determinacdo da atividade da enzima ADA foi aaala no
soro de acordo com o0 método de Galanti e GiusBg),9nicialmente,
foram preparadas amostras padrbes para montarva padrdo em
diferentes concentracdes: N#&D,-H,O (35 mM), NaHPO,-H,O (15
mM) e NH;SO, (15 mM), variando a entre 10-50 U/I.

Em seguida, aliquotas de 20de soro foram adicionadas ao
tampdo adenosina fosfato pH 6,5 (500 ml), compgsio NaH-
POyH,O (35 mM), NaHPOy-12HO (15 mM) e adenosina (0,5mM),
seguido de uma incubacédo durante 1 hora a 37°Gegmida, a reacao
foi interrompida com a adicdo de uma solucdo delfg¢h mM),
nitroprussiato (0,17mM) e tampao alcalino (1000 RAOCI, 11 mM).
Finalmente, a leitura foi realizada em 630 nm, edores foram
calculados através da curva-padréo e expressod ém U
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4.5.2 Determinacao da Mieloperoxidase (MPO)

A determinacdo da atividade de MPO foi realizada snoo
segundo o método descrito por Rao e colaboradof&93y).
Inicialmente, 40uL da amostra ou do padrdo (MPO de neutréfilos
humanos 0,7-140 mU mt) foram transferidos para cubetas e a reacéo
iniciada com a adicdo de 3@ de meio tampao (0,167 mg fldeo-
dianisidina 2HCI e 0,0005% de,8,). Apds 15 min. de incubagdo a
temperatura ambiente, a reacdo enzimatica foiromgida com a
adicdo de 3QuL de azida sOdica 1%. Em seguida as amostras foram
centrifugadas (3000g, por 5 min.), e o sobrenadtaatesferido para
cubetas, para posterior leitura das densidadess@i@d50 nm. A curva-
padrdo com concentracdes conhecidas da MPO (0, LAeL™) foi
determinada, permitindo a sua quantificacdo pastefds valores da
MPO foram expressos em mU MLcom o auxilio da equacéo da reta
(FRODE e MEDEIROS, 2001).

4.5.3 Andlise quantitativa do 6xido nitrico (NO) pelo nitrito/nitrato

O o6xido nitrico (NO) foi indiretamente quantificado no soro pela
formacgéo de seus metabdlicos nitrato gN® nitrito (NG,), utilizando-
se a reagdo de Griess (GREEN et al., 1982). Naalaexperimentos,
300 uL de cada amostra foi submetido a desproteinizaeaca cada
amostra, foram adicionados g0 de solucao de sulfato de zinco (20%)
e incubadas em banho de gelo por 60 minutos. Asstaasoforam
centrifugadas (200@ por 15 min.) e o resultado final desta primeira
etapa foi a obtencdo de um sobrenadante limpidgeghir, 100uL do
sobrenadante foram transferidos para uma cubetaidod em solucdo
contendo 20QuL de solugéo saturada de cloreto de vanadio 18%y),
(p/v) e acido cloridrico (HCI) (3%) (p/v) (MIRANDAet al., 2001).
Nesta mesma cubeta foram adicionados 30@e solugédo de Griess:
sulfanilamida (1%) (p/v), acido fosférico (5%) (¥he N-(1-naftil)
etilenodiamina (0,1%) (p/v) e incubado durante 40utes, a 37 C. A
reacdo de N@ com esse reagente produz uma coloracdo résedpique
guantificada por meio da leitura das densidadesa®tem leitor de
ELISA (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, U8/)540 nm.
Curva-padréo com concentragcfes previamente cordsediel NG (0 -
150uM) também tiveram as densidades oticas determinpdasitindo
a quantificacdo dos valores de nitrito/nitrato, glh, com auxilio da
equacao da reta.
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4.6 Analise Estatistica

As comparacdes estatisticas dos marcadores desestnadativo
e inflamatérias dentro dos diferentes grupos foreatizadas através da
Andlise de Variancia — ANOVA, a um fator, compleraela pelo teste
de Tukey-Kramer. Os dados foram analisados pelodoé&ios modelos
lineares generalizados para medidas repetidasokgiea resultados da
analise estatistica, especificando diferencas alelgrum mesmo grupo
e entre os diferentes tratamentos aplicados. O dizesignificancia
adotado foi de 5%.

Para todas as andlises foi utilizado o Software SSR&sdo
11.5.0, adquirido sob licenca pela Universidade efddde Santa
Catarina em 06/09/2002. Todo o desenho estatf&ti@ssinalado pelo
professor Dr. Manuel Rosa de Oliveira Lino, do Dtpaento de
Informatica e Estatistica, da UFSC.

4.7 ESTRATIFICAGAO DA AMOSTRA - MONITORAMENTO DE
7 ANOS DE INTERVENCAO ANTIOXIDANTE

4.7.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo de intervencéo terapéutiespegctivo, de
uma amostra pertencente a uma coorte aberta, toddstde pacientes
acompanhados no Servico de Cardiologia do Hoshltaversitario
Clementino Fraga Filho HUCFF-UFRJ.

4.7.2 Selecéo de pacientes

A amostra do estudo foi composta de pacientes @qle s
encontravam na fase crénica da doenca forma cardiafinida através
de exame eletrocardiogréfico e ecocardiogramatigessem seguido o
fluxograma de atendimento do ambulatério de doateahagas do
HUCFF-UFRJ de forma espontanea, segundo os seguitit&rios:

4.7.2.1 Critérios de Inclusao

Para andlise dos 7 anos foram considerados aperngacientes
gue se mantiveram no mesmo grupo desde o iniciprajeto (ano de
2003). Ao longo dos 7 anos de estudo, 13 de 42pas mudaram de
grupo e ndo foram computados para esta analisé @alae ressaltar
que 0s novos pacientes que entraram no estudatiad®s 2008, para
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adequar ao numero uniforme nos grupos, também rEamf
computados. O total de pacientes consideradosgstazanalise foi de
29 pacientes.

4.7.2.1 Critérios de exclusao

A - Estados fisiolégicos, condicdes médicas prévidsu
concomitantes:

e pacientes que ndo completaram o protocolo inical d
admisséo;

» pacientes tratados previamente com carvediol;

» pacientes com dados clinicos ou laboratoriais sivgesle
doenca renal ou hepatica grave ou disfungéo tieaoia;

e pacientes com histéria prévia de doenca pulmonar
obstrutiva crbnica (todas as formas), alcoolisnémicio ou
tabagismo;

e pacientes portadores de anemia crdénica, obesidade,
cardiopatia hipertensiva, diabetes mellitus ouabdtvenca

sistémica;

e presenca de outras afeccdes, tais como infec¢cdes ou
neoplasias, desordens auto-imunes, doenga
neurodegenerativa;

* pacientes com sinais, sintomas ou histéria clirdea
cardiopatia isquémica confirmada apds investigacao.

» pacientes com conhecida ou suspeita de hiperskohesilgi
a farmacos;

» histéria de acidente vascular cerebral nos uUltihomeses;

» pacientes que estavam participando de outros estudo

B- Critérios de excluséo cardiovascular

» pressdo sistélica mantida abaixo de 90mmHg e/ou
sintomas de hipotensdo arterial, tais como sincope,
tonteira, fraqueza,

» histéria de infarto agudo do miocardio nos Ultim®s
meses;

» pacientes portadores de doencas orovalvares;

» fatores associados causando insuficiéncia cardigmaou
hipertireoidismo  (incluindo tirotoxicose), anemia,
hipertensao arterial de dificil controle;
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e arritmias cardiacas graves que poderiam causar
instabilidade hemodinamica: taquiarritmias atrigkitter
elou fibrilacdo rapida) ou ventriculares, bloqueies2° e
3° grau.

C- Critérios biolégicos de exclusao
» niveis de creatinina sérica2 mg/100ml;
» niveis de potassio séricas,5 mEg/L o 3,5 mEQ/L;
* hemoglobina< 9 g%;
* niveis de glicemia > 147 mg/dl em dois exames
consecutivos;
* hiponatremia (Na+ < 130 mEg/L).

4.7.3 Diagnostico sorolégico da doenca de Chagas

Realizado em todos os paciengaminhados ao ambulatorio,
mesmo se trouxessem resultados anteriores extamages da pesquisa
de anticorpos anti-T. cruzj utlizando 2 métodos. A diluicdo
considerada reagdo sorologica positiva foi a ekaidea pelo
laboratorio centro de referéncia de Manguinhos-FROZ/RJ.

O paciente soropositivo foi aquele com dois tes@®Il6gicos
positivos, em duas coletas diferentes. No casa(dgdas entre os
métodos, as amostras de soro foram re-testadas @om
imunofluorescéncia e, persistindo a discrepanaa,cbnsiderado o
resultado deste método. Estes exames foram readizalo laboratério
de imunologia do HUCFF-UFRJ. O sangue foi coletadmpre pela
mesma pessoa, no mesmo dia da semana, na partaba enem jejum.

4.7.4 Protocolo de Avaliacdo
4.7.4.1 Exame Clinico

A avaliacdo clinica foi realizada para permitir exrificacdo de
sinais e sintomas cardiovasculares e digestivos)pativeis com a
doenca de Chagas, assim como para fazer o diagmdgrencial com
outras cardiopatias ou doencas néo-cardiacas etessém o sistema
cardiovascular. Os dados coletados foram registragon um
guestionario-padrao (apéndice 1). Todos os pacsieagponderam a um
guestionario relacionado a atividade fisica e b&bitlimentares
(apéndice 2). Os pacientes foram examinados pear Wmca pessoa
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durante as consultas ambulatoriais (Dr. RobertayCBadrosa).

Os habitos alimentares dos pacientes foram cheqsuds vezes
em tempo diferentes através de questionario (apéritjie uma quarta
vez através de um relatério alimentar descrito pelciente. Somente
foram considerados para o estudo aqueles pacigoiesiveram as
respostas coincidentes entre os questionarios esaritivo. Ao longo
do presente estudo foram checados pelo menos mvaise2 os habitos
alimentares dos mesmos.

A medida que os pacientes eram incluidos no presstiido, os
mesmos fizeram num periodo de 1 semana uma avaliahératorial
incluindo: hemograma, glicemia, uréia e creatinidajdo urico,
colesterol total, LDL, HDL, trigliceridios, sodia;alcio e potassio,
proteinas totais e fragdes, provas de funcéo lwapatireoidiana, exame
parasitolégico de fezes e andlise de urina pamaegltos anormais e
sedimentos. Estes exames foram realizados ao mgoesente estudo
guando necessérios clinicamente.

Nos 30 primeiros dias apés a inclusdo eram realzaos
seguintes exames: 0 ECG convencional de repousdl2otderivacoes;
telerradiografia de térax pdostero-anterior e peofiecocardiograma uni
e bidimensional cordopplere o estudo de estresse oxidativo. Todas as
informacdes foram obtidas, diretamente dos padcemte de seus
prontudrios. Do mesmo modo, ao longo do estudesessames foram
repetidos anualmente e quando se fizeram necessarioseja, com
mudanca clinica do paciente, excetuando o estudstdesse oxidativo
que foi realizado sempre apos as intervengfesidasrrtUm esquema
de consultas médicas foi determinado para monitomr
acompanhamento dos pacientes durante o tratansamdo que foram
realizadas visitas médicas apés: 11 + 2 dias, ausastt 3 dias, 2 meses
(final do periodo de tratamento com benznidazd) meses (final do
periodo de tratamento com Vitaminas E e C).

Além disso, amostras de sangue para exame heniatoldg
(hemograma) foram realizadas a cada duas ou tnésnss durante o
tratamento com BZN e marcadores de avaliacdo d#@ifunepética, e da
funcdo renal (AST, ALT, bilirrubinas, creatininagia) foram coletadas
nas visitas de trés semanas e dois meses inigaiespondente ao
periodo de tratamento com o benznidazol. Os pa&derbram
monitorados para evitar a ocorréncia de dermatitaerde 10 dias apés o
inicio do tratamento com BZN e foi orientado evitantilizacdo de
alcool, para evitar reagdes tipo dissulfiram/alcdaldos estes exames
foram executados nos laboratérios do ICES/HUCFF-UFR
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As defesas antioxidantes e os biomarcadores dessstoxidativo
no presente trabalho foram determinados seguirgkgainte ordem: a
determinacgdo inicial precedendo a primeira supléagéio (2006),
seguido por uma anterior ao tratamento com BZN &R00
posteriormente, foi realizada uma determinacdo apdémeses de
tratamento com BZN (5mg/kg/dia), e, apés 6 mesegganda terapia
antioxidante com vitaminas E 800Ul/dia e C 500 nag/d

Dando continuidade ao estudo, foi entdo realizagna u
determinacdo ap6s um periodo de 6 meses sem im@weg2009),
seguidas de duas determinacdes, sendo uma apOlsniaist@dcdo
isolada do carvedilol (dose de 12,5 mg, 3 vezaediggalurante 6 meses),
e outra apés administracéo conjunta de carvediol as vitamina E e C
por mais 6 meses (carvedilol dose de 12,5 mg, 8svaa dia, vitamina
E na dose de 800Ul/dia e vitamina C 500mg/dia).

Em todos os grupos, foram observados os mesmosdasd
técnicos de coleta e conservacdo do material bemdgté a analise
laboratorial. Esta etapa foi de responsabilidadenddico cardiologista
Dr. Roberto Coury Pedrosa, e foi realizada no Hakpiniversitario
Clementino Fraga Filho, da Universidade FederalRim de Janeiro
(UFRJ).

Ocorreram visitas médicas a cada etapa de 6 meséxme o
protocolo até quando terminou o presente estudis(@ptamento com
vitaminas E, C e carvedilol).

4.7.5 Aspectos Bioéticos

A populacéo estudada na presente tese faz pamendecoorte
dindmica iniciada em 1990, antes da atual norngiizgara pesquisa
médica no Brasil (1996). E um estudo de casos, dodas as
intervencdes diagndsticas e terapéuticas seguertasiendacdes das
diretrizes especificas para acompanhamento e t&atam das
complicagdes da CCC.

O projeto do estudo foi aprovado pela Comisséo fifsa Fem
Pesquisa do HUCFF-UFRJ, atendendo as diretrizesonaas e
internacionais para pesquisa em seres humanosliB&sa° 1996 do
Conselho Nacional de Salde), que regulamentam ime®Ds
envolvendo pessoas (parecer CEP n° 053/07).

Todos os pacientes receberam informacdes sobretudoes
assinaram o termo de consentimento informado, leresclarecido
(apéndice 4). O médico cardiologista Dr. Robertaurgdedrosa foi
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responsavel pelo esclarecimento dos pacientes & gwencao da
assinatura dos mesmos no termo de consentimento.

Todos os pacientes incluidos no presente projeésatin a sua
disposicdo, de forma absolutamente gratuita, aestediagnosticos e
algumas medicacdes recomendados pelas diretrizastrptamento da
cardiopatia chagasica cronica e suas complicacdes.

O projeto contou ainda com a participagdo do Ser8gcial do
HUCFF-UFRJ, que prestou assisténcia aos paciemiestamdos, no
gue refere aos seus direitos previdenciarios enghtede passe livre nos
transportes urbanos.

4.7.6 Conflitos de Interesse

O pesquisador responsavel pela coleta dos dadogjermador e
autor desta linha de pesquisa néo foi subvencion&fo hd nenhum
interesse, particular ou financeiro, por parte desmmo ou dos seus
orientados, na terapia estabelecida nos pacienéggsicos.

4.7.7 Protocolo Experimental

Imediatamente apos a coleta de amostra do padigatgenosa,
com seringas heparinizadas), foram precipitadgsiaths de sangue em
acido tricloroacético 12% (1:10, v:v) e centrifugadPara determinagéo
de vitamina C plasmatica, a amostra foi acidificactam &cido
metafosforico 10% para preservar a determinac@scarbato.

A preparacdo dos hemolisados e plasma que fordimadts
para os ensaios dos marcadores de estresse oxidatidefesas
antioxidantes, foi realizada através de centrifiga@®000g durante 3
minutos) do sangue total, para obtencdo da fradasmgtica e
eritrocitos. As amostras foram imediatamente ed@g&am nitrogénio
liquido até sua posterior analise.

Esta etapa de preparacdo das amostras foi realimadiospital
Universitario Clementino Fraga Filho, da Universidad-ederal do Rio
de Janeiro (UFRJ), pela equipe do Dr. Roberto C&Regrosa. As
amostras foram conservadas em nitrogénio liquido sau envio a
UFSC, onde foram analisadas.
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4.7.8 Equipamentos

A avaliacdo das defesas antioxidantes enzimati¢asis de GSH
e outros marcadores de estresse oxidativo forardizadas com o
auxilio de um espectrofotdmetro UV-visivel, dupdixEé marca/modelo
GBC 916, acoplado a um software apropriado. Aiagab da vitamina
E foi realizada utilizando cromatografia liquidaRIEC), utilizando
equipamento Varian ProStar-310 com Detector UV ¢ v(Walnut
Creek, CA, USA), um injetor manual, e a versao fibder 5.5 de
software. O aparelho de HPLC foi equipado com unsduna
ChromSpher 5 C18 (4,6 mm x 250 mm) (Walnut Creek, GSA). As
determinacdes d&NO, ADA e MPO foram realizadas em Leitor de
ELISA Plate Reader 210 (Organon-Tecknica, Roseldely Jersey,
USA).

4.7.9 Reagentes

Os reagentes referentes as andlises de biomarsatlorestresse
oxidativo foram adquiridos da Sigma Chemical GGi. Louis USA). O
restante foi de grau analitico provenientes de esasrnacionais como a
Vetec, Merck e Reagen.

4.7.10 Andlise estatistica

Com relacdo aos marcadores de estresse oxidatiflamatorios
foi realizado um estudo transversal, ao longo dosaribs, de
intervencgdes antioxidantes, e as diferencas adaksatravés da Analise
de Varidancia — ANOVA, a um fator, complementadaoptdste de
Tukey-Kramer. Também foi realizada uma andliseedeassao, através
do método de associacdo para variaveis quantsatvaquelas que
possuiam um valor do coeficiente de correlacdcatinede Pearson
superior a 0,50, foram considerados como assockigéaiicativa entre
as mesmas.

Para todas as analises foi utilizado o Software SSR&sao
11.5.0, adquirido sob licenca pela Universidade efddde Santa
Catarina em 06/09/2002. Todo o desenho estatf&ti@ssinalado pelo
professor Dr. Manuel Rosa de Oliveira Lino, do D&paento de
Informatica e Estatistica, da UFSC.
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5 RESULTADOS

a) Com relacéo a intervencdo com Carvedilol e Viiaas E e C

5.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DA
AMOSTRA ESTUDADA

Dos 200 pacientes acompanhados no ambulatério rdempatia
chagasica do HUCFF-UFRJ, 77 foram excluidos doeptesestudo por
terem mudado os seus habitos alimentares. Issdficigmue, nos
periddicos e sucessivos inquéritos relacionado$habios alimentares,
estes pacientes apresentaram alteracdes no seéyiocaral que poderia
interferir com os contelidos de vitaminas E e Cdoiglps aos mesmos,
e, por consequéncia, no quadro de estresse oxidaitémico avaliado.

Dos 123 pacientes restantes, 21 pacientes, apgdizacao dos
exames admissionais optaram por ndo manter acomupenio no
HUCFF-UFRJ: 6 devido a dificuldades financeirasrefornaram ao
servico médico de origem; 7 por uso prévio de cliloke 3 tiveram o
diagnostico de insuficiéncia renal crbnica, senden? programa de
didlise; 18 tiveram o diagnéstico dbabetes mellitugipo Il; e 24
tiveram evidéncias de cardiopatia hipertensivagfuiatico através de
dados clinicos e ecocardiograficos). Cinqlenta epaes tiveram
previamente estabelecidos o estresse oxidativonoodae 2003 (de
OLIVEIRA, 2004)

Houve 8 ébitos informados pelos familiares e comdidos pelo
banco de dados do Sistema de Informacdo sobre IMada (SIM-
2005). O presente trabalho, relativo ao objetivo imtervencdo do
carvedilol e sua combinagdo posteriormente as in@smantioxidantes
E e C, foi constituido no seu final por 42 pacientEntre os 42
pacientes selecionados no inicio do estudo, a idadeu de 31 a 67
anos, com média de 5&80,3 anos, sendo 25 pacientes do sexo
masculino (60%). O indice de massa corporal (IMEYlim foi 24,35,1
kg.n?™. Neste periodo de estudo nenhum paciente mudayruge e
nem houve alteracdo nos habitos alimentares (coeffigura 16 ).

No inicio do projeto no ano de 2003, o grupo |k eomposto
por dez pacientes. Entretanto, ao longo dessewmodltianos, alguns
pacientes foram a Obito ou abandonaram o projetmindindo
consideravelmente a sua amostragem, sendo quejodaviesposta
limitada desse grupo frente a terapia antioxidgMACAO et al.,
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2007), ndo foram recrutados mais pacientes cleadidis com grau Il
para o presente estudo.

Figura 16: Fluxograma com a selecéo e o fluxo dos
participantes em cada etapa do estudo.

Pacientes
Elegiveis

200

77 Mudanga habitos alimentares
21 ndo puderam ficar na coorte
7 uso prévie de carvedilol

45 co-morbidades

Estresse

50

Populacio amostral
42

Grupo IA Grupo IB Grupo II Grupo III
10 20 8 4

Fonte: Dados do autor

As caracteristicas biométricas e demograficas @patientes
chagasicos iniciais classificados nos quatro graigosomprometimento
miocardio sdo mostradas na tabela 2. Com relacameticacdes
utilizadas pelos pacientes, estas foram suspemsag8pantes antes de
cada coleta, isto significa 5 vidas-médias, ou, sgaprimeira teriamos
50% da substancia presente no sangue do paciamgeganda teriamos
25%, na terceira 12,5%, na quarta 6, 25% e naaajnas 3, 125% da
substancia. A Unica medicacdo que tem vida-mediegaloé a
Amiodarona, entretanto foram comparadas amostragsadientes que
faziam seu uso com grupo controle e 0s mesmo r@&oa@m as
medidas das variaveis testadas. A avaliacdo ra@adnostrou que o
indice cardio-toracico aumentou com o grau de comptimento
cardiaco |p=0,0001). Nao foram realizadas radiografias déagsde/ou
enema opaco. O ecocardiograma mostrou fracdo egicejnos
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pacientes do grupo lll significativamente menor giee nos demais
grupos p=0,0001). O didmetro diastdlico final do ventricesquerdo
foi corrigido para a area da superficie corporablres acima de 32
mm/nf foram considerados anormais. Com base nesseiarité?
pacientes apresentaram dilatacao do ventriculeedou

O comprometimento miocardico a direita, expressda pe
hipertensdo pulmonar, esteve presente nos pacnigzpo Il e lll. A
andalise comparativa das variaveis categoricas estggrupos (tabelas 2
e 3) foi realizada pelo teste exato de Fisherte s Mantel-Haenszel,
sendo assinalado pelo estatistico do servigo diotagia do HUCFF
da UFRJ. Estas varidveis sdo mutaveis, ou seja, gada paciente a
variacdo apareceu mais de uma vez, nas constatsnihacdes que
foram realizadas. Sendo algumas destas medidaseafadas na forma
de percentual, podemos considerar os resultadosneados como
médias destas determinacdes.

Tabela 2: Caracteristicas biométricas e demogsafibas 42 pacientes
chagasicos iniciais classificados nos quatro grug®scomprometimento
miocérdio.

Variavel 1A 1B I 1] Anova
p

Idade 58,%10,2 61,811,2 58,811,1 5&11,1 0,10
(médiatdp)
Sexo 6/10 6/20 4/8 1/4 -
(m/total)
IMC (kg/m?) 25,5t4,2 24,%3,1 24,34.3 233,8 0,25
Atividade 78 75 60 20 -
fisica regular
(%)
Constipacéo - 12,5 35 42 -
(< 3 dias)
Disfagia (%) 47,8 37 88 91 -
Hemoglobina  13,3t1,2 13,81,1 12,81,6 1(:1,8 0,11
(g/dl)
Creatinina 0,96t0,6 1,1#0,3 0,20,4 1,60,3 0,13
(mg/dl)
TSH (ug/ml) 41,2 2,80,9 3,20,7 3,10,8 0,17

Leucécitos  12x1031,2 11x1031,1 13x1030,9 13x1030,8 0,19
(células/mrm)

Farmacos
Amiodaronan) - - 2 2
Captopril(n) - 20 8 4

Valores representam médiesvio padrdo. IMC — indice de massa corpérea.
TSH — hormbnio estimulante da tire6ide
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Tabela 3: Dados referentes a radiologia, eletrocardiograma
ecocardiograma

Variavel 1A 1B 1] 1l Anova
p

Radiografia de torax
- indice cardiotoréxico (ap) ~ 045:0,02  0,45:0,02 0,480,04 0,52:0,02  0,0001*

- Compativel com ICC (%) - - 20 100 0,001+
Eletrocardiograma

- BRD (5) - 55,7 62,3 97,8 0,001
- BRD = HBAE (%) - 68,9 72,1 99,1 0,003
- Area inativa (%) - 2 55 89,3 0,001
Ecocardiograma

- FEVE (%) 65,2 61,6 42,4 37,6 0,000%
- IDAFVE (mm/m2) 28,31,8 29,2¢1,2 32,34.,8 35%*1,9 0,001
- Hipertens&o pulmonar (%) ) ) 25 44 0.00%

Valores representam médiesvio padrdo. HBAE - hemibloqueio anterior
esquerdo; FEVE - fracdo de ejecdo do ventriculaarslp; IDAfVE - indice
diametro diastélico final do ventriculo esquerd®NS - Taquicardia ventricular
nao sustentada; EV - extra-sistole ventriGUBERD - bloqueio completo do ramo
direito. Tukey (IA L 1I)*; (JAL1I)%; (IBLI)w; (IAL1I)

5.2 DETERMINACAO DOS MARCADORES DE
DANO OXIDATIVO

5.2.1 Lipoperoxidacdo Tecidual — Determinacdo de T&RS

A analise estatistica ndo mostrou diferencas sigifas nos
niveis de TBARS apoés a terapia com carvedilol edosoos grupos
estudados, contudo observou-se que os valoreseafaesm tendéncia
de diminuicdo em relacdo aos pacientes que estaeamtratamento
(tabela 4 — apéndice 5 e figura 17). Apds a supiéagéo vitaminica, os
grupos com menos acometimento cardiaco (IA e |IBpsgmtaram
valores significativamente diminuidos nos niveisTBARS: grupo 1A
de 13,1%9,98 para 6,168,02 (p<0,05), e no grupo IB de 1046218
para 6,522,92 (p<0,05), permanecendo inalterados nos ogmgsos,
conforme figura abaixo. Nao houve diferenca sigatfiva entre as
intervencgdes aplicadas (tabela 4 — apéndice Suesfity7).
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Figura 17: Niveis de TBARS em plasma de pacientes chagasidrscos em
quatro estagios de evolugdo do comprometimentdazardsegundo a classificagdo
deLos Andesnodificada, sem tratamento e periodos pés-canig@ilmeses) e pos-
terapia antioxidante com vitaminas E e C e careé(Bl meses).

H Sem tratamento

[ Carvedilol
Carvedilol + VitE + VitC

_1)

257
201
154
101

1

Concentracdo de TBARS (nmol ml

al

B i

Letras diferentes indicam diferencas significatieagre os trés tratamentdsentre

sem tratamento versus carvedilol + Vitaminas E eN@el de significanciall
p<0,05.

5.2.2 Proteina Carbonilada (PC)

A determinacdo do dano as proteinas mostrou valores
significativamente diminuidos em todos o0s grupgmsaterapia com
carvedilol: 1A (0,1%0,07 - 0,040,01, p<0,01), IB (0,1#0,19 -
0,05+0,02, p<0,05), II (0,1%0,07 - 0,05%0,01, p<0,001), e o grupo llI
(0,15+0,10 - 0,0%0,01, p<0,05) (tabela 4 — apéndice 5 e figura 18).

Ao analisar estatisticamente os valores da PC sigiementacéo
com vitaminas, observou-se o mesmo perfil de di&wsignificativa
em todos os grupos: IA (0,46,07 - 0,020,03, p<0,01), IB (0,180,19
- 0,0%0,08, p<0,01), Il (0,170,07 - 0,180,03, p<0,05) e grupo I
(0,15t0,10 - 0,0920,12, p<0,05) (tabela 4 — apéndice 5 e figura 18).

Quando comparados os dois tratamentos entre siyeham
aumento significativo nos valores de PC em todogrogos estudados:
IA (0,04£0,01 - 0,020,03, p<0,01), IB (0,060,02 - 0,020,08,
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p<0,001), Il (0,0%0,01 - 0,1@0,03, p<0,001) e grupo Il (0,86,01 -
0,0%£0,12, p<0,05). Contudo, esses valores permanecem
estatisticamente diminuidos em relacdo aos ndadtrat (tabela 4 —
apéndice 5 e figura 18).

Figura 18: Niveis de PC em plasma de pacientes chagasicogesdem quatro
estagios de evolugdo do comprometimento cardiagmnslo a classificacédo tles
Andesmodificada, sem tratamento e periodos pds-canlg@ilmeses) e pds-terapia
antioxidante com vitaminas E e C e carvedilol (6@
H Sem tratamento
0.3- [l Carvedilol
B2 Carvedilol + VitE + VitC

0.21

0.11

Concentragéo de Proteina Carbonilada
(nmol mg %)

0.0-

Letras diferentes indicam diferengas significatieatre os trés tratamentasentre
sem tratamento versus carvedilf, entre sem tratamento versus carvedilol +
Vitaminas E e C, g entre carvedilol versus carvedilol + vitaminas E.eNiveis de
significancia:[(<0,05,[1p<0,01,[11H<0,001.

5.3 DETERMINACOES DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES
5.3.1 Atividade da Superéxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi estatisticamente diminuigasaterapia
de 6 meses com carvedilol nos 4 grupos analisafd4:44.9%29.00 -
64.04:6.05, p<0,001), IB (171.5321.16 - 66.3#8.56, p<0,001), I
(141.26:46.62 - 70.9811.24, p<0,01) e grupo Il (145.444.12 -
69.20:6.54, p<0,05) (tabela 5 — apéndice 6 e figura 19).
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A suplementacgdo com as vitaminas E e C durantes@sregpds o
tratamento com carvedilol mostrou uma diminuicagnificativada
atividade da SOD em todos os grupos estudados14A.9%29.00 -
59,44£3,76, p<0,001), IB (171.521.16 - 59,894,36 p<0,001), Il
(141.26:46.62 - 68,0%4,75, p<0,01) e grupo Il (145.444.12 -
68,915.01, p<0,01). Houve diferenca significativa entme duas
intervencdes apenas nos grupos IA (6480d5 - 59,443,76, p<0,05) e
IB (66.3%8.56 - 59,8%4,36, p<0,01) (tabela 5 — apéndice 6 e figura
19).

Figura 19: Atividade da SOD em hemolisados de pacientes cleagasronicos em
quatro estagios de evolucdo do comprometimentdazardsegundo a classificagdo
delLos Andesnodificada, sem tratamento e periodos pds-canld@ilmeses) e pos-
terapia antioxidante com vitaminas E e C e careé(Bl meses).

I Sem tratamento
2507 [ Carvedilol
B4 Carvedilol + VitE + VitC

2007
1507

100
G*

|

Letras diferentes indicam diferengas significatieatre os trés tratamentasentre
sem tratamento versus carvedilf, entre sem tratamento versus carvedilol +
Vitaminas E e C, g entre carvedilol versus carvedilol + vitaminas E.eNiveis de
significancia:[(<0,05,[Tp<0,01,[T1Tph<0,001.

Atividade da SOD (USOD ml %)

501

0-

5.3.2 Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

A atividade da GPx diminuiu significativamente ap&nnos
grupos IA (2.3%0.22 - 1.480.54, p<0,001) e IB (2.30.35 -
1.49+0.39, p<0,001) com a intervencdo do carvedilol,uantp nos
grupos Il e lll ela manteve-se inalterada (tabefadpéndice 6 e figura
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20).0Observou-se que a diminui¢do verificada amewrnte (grupos IA e
IB) permaneceu significativa apenas nestes doigogruApds a adicado
das vitaminas a terapia com carvedilol, no grupos$Avalores passaram
de 2.3%0.22 para 1,1£0,60 (p<0,001), e no grupo IB de 248235
para 1,0%0,47 (p<0,001), sendo que neste Ultimo ainda foi
significativamente menor que no tratamento someota carvedilol
(p<0,001) (tabela 5 — apéndice 6 e figura 20). dkiante dos grupos
nao houve diferenca significativa entre as integdes, repetindo os
resultados obtidos no tratamento somente com @dinv

Figura 20: Atividade da GPx em hemolisados de pacientes si@gécronicos em
quatro estagios de evolucdo do comprometimentdazardsegundo a classificagdo
de Los Andes modificada, sem tratamento e peripdascarvedilol (6 meses) e
pos-terapia antioxidante com vitaminas E e C eezhl™ (6 meses).

Il Sem tratamento
4 [ Carvedilol
B Carvedilol + VitE + VitC

1% bolalad

N
h

B***

Atividade da GPX ( umol min  mi™%)

=
L

1A 1l 1l

Letras diferentes indicam diferencas significatieatre os trés tratamentosentre
sem tratamento versus carvedilfl, entre sem tratamento versus carvedilol +
Vitaminas E e C, § entre carvedilol versus carvedilol + vitaminas E.eNivel de
significancia:[11p<0,001.

5.3.3 Atividade da Catalase (CAT)

No primeiro momento do tratamento de modo semethar@Px,
essa enzima apresentou uma elevagdo significaibga gnupos IA
(8,8A2,55 - 13,2#3,88, p<0,05) e IB (9,22,01 - 11,624,10,
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p<0,05), permanecendo inalterada no restante dgsogranalisados
(tabela 5 — apéndice 6 e figura 21).

Apés a segunda etapa de tratamento, os valorea dagima
permaneceram inalterados em todos os grupos estudsdo houve
diferencas significativas entre as duas interven¢tabela 5 — apéndice
6 e figura 21).

Figura 21: Atividade da CAT em hemolisados de peek chagasicos crénicos em
quatro estagios de evolucdo do comprometimentdazardsegundo a classificagdo
delLos Andesnodificada, sem tratamento e periodos pds-canld@ilmeses) e pos-
terapia antioxidante com vitaminas E e C e caree(Bl meses).

Il Sem suplementagéo
[ Carvedilol
Carvedilol + VitE + VitC

207

o*

151

Atividade da Catalase
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Letras diferentes indicam diferengas significatieatre os trés tratamentasentre
sem tratamento versus carvedilol. Nivel de sigaifia:[<0,05.

5.3.4 Atividade da Glutationa transferase (GST)

A atividade da GST ap0s a intervencdo com canleditmteve-
se significativamente diminuida nos grupos de measmmetimento
cardiaco, ou seja nos grupos IA (3&8,68 - 24,0%3,68, p<0,05) e IB
(35,419,42 - 24,589,64,p<0,001) e também no grupo Il (3434 -
20,812,95, p<0,001). Nos pacientes do grupo Il ndo kodiferenca
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significativa (tabela 5 — apéndice 6 e figura 2apCa adicdo das
vitaminas & terapia com o carvedilol, observou-senpprtamento
similar nestes mesmos grupos: no grupo IA houve dimanuicao
significativa (30,6%2,58 - 17,6&83,52, p<0,01) e no grupo IB uma
diminuicdo de 35,49,42 para 17,631,70 (p<0,001). No grupo I
manteve-se a diminuicdo significativa (34t%®b4 - 19,081,52,
p<0,001). Houve diferenca significativa entre asglintervencoes,
somente nos grupos IA (247,68 - 17,683,52, p<0,01) e no grupo
IB (24,58:9,64 - 17,634,70, p<0,001) (tabela 5 — apéndice 6 e figura
22).

Figura 22: Atividade da GST em hemolisados de péesechagasicos cronicos em
quatro estagios de evolugdo do comprometimentdazardsegundo a classificagao
delLos Andesnodificada, sem tratamento e periodos pds-canld@ilmeses) e pos-
terapia antioxidante com vitaminas E e C e caree(Bl meses).
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Il Sem tratamento
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101
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Letras diferentes indicam diferencas significatieatre os trés tratamentasentre
sem tratamento versus carvedilfl, entre sem tratamento versus carvedilol +
Vitaminas E e C, g entre carvedilol versus carvedilol + vitaminas E.eNiveis de
significancia:[p< 0,05,[1p<0,01,[1Tp<0,001.

5.3.5 Atividade da Glutationa redutase (GR)

Apés o tratamento com carvedilol e diferentemente d
comportamento das demais enzimas, ndo se obserwdifarencas
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siginificativas nos valores da atividade desta rmazem nenhum dos
grupos estudados (tabela 5 — apéndice 6 e figyra 23

Apé6s a adicdo das vitaminas E e C, novamente gsogroom
menor comprometimento (grupos IA e IB) apresentarama
diminuicdo significativa na atividade de GR: grupd houve
diminuicdo de 5,020,71 para 3,8871 (p<0,05) e IB diminuicdo de
4,94t1,43 para 4,140,79 (p<0,05) (tabela 5 — apéndice 6 e figura 23).
N&o houve diferenca significativa entre as duaswencoes.

Figura 23: Atividade da GR em hemolisados de p#esenhagasicos crénicos em
quatro estagios de evolucdo do comprometimentdazardsegundo a classificacdo
delLos Andesnodificada, sem tratamento e periodos pds-canld@ilmeses) e pos-
terapia antioxidante com vitaminas E e C e caree(Bl meses).

81 Il Sem tratamento
[ Carvedilol
Carvedilol + VitE + VitC

Atividade da GR ( pmol min "2 mit)

1A 1B I i
Letras diferentes indicam diferencas significatieatre os trés tratament@sentre

sem tratamento versus carvedilol + Vitaminas E eNGzel de significancia:
[p<0,05.

5.4 DETERMINA’QOES DOS ANTIOXIDANTES
NAO ENZIMATICOS E NUTRICIONAIS
5.4.1 Concentrag6es de Pequenos Tibis Ndo-Protéi¢GSH)

Os niveis de GSH no sangue total, pds-carvediloésamtou
diminuic&o significativa em todos os grupos estodadA (0,3%0,17 -
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0,18t0,12, p<0,05), IB (0,2£0,17 - 0,160,13, p<0,01), Il (0,2£0,10 -
0,18t0,11, p<0,05) e grupo 1l (0,38,15 - 0,160,09, p<0,05) (tabela 4
- apéndice 5 e figura 24).

Apés a adicdo das vitaminas, todos 0S grupos nexativ 0S
niveis de GSH diminuidos significativamente: IA udianinuicdo de
0,31+0,17 para 0,1#0,10, (p<0,01), IB 0,280,17 para 0,140,09
(p<0,01), I 0,290,10 para 0,180,06 (p<0,05) e finalmente, uma
diminuicdo no grupo Il de 0,3®,15 para 0,18,10 (p<0,05). Nao
houve diferenca significativa entre as intervengi@stadas (tabela 4 -
apéndice 5 e figura 24).

Figura 24: Niveis de GSH em sangue total de pazsenhagasicos crénicos em
quatro estagios de evolucdo do comprometimentdazardsegundo a classificagdo
delLos Andesnodificada, sem tratamento e periodos pds-canld@ilmeses) e pos-
terapia antioxidante com vitaminas E e C e caree(Bl meses).
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Letras diferentes indicam diferengas significatieatre os trés tratamentasentre

sem tratamento versus carvedilf, entre sem tratamento versus carvedilol +
Vitaminas E e C. Niveis de significancigo<0,05,[1p<0,01.

5.4.2 Concentracao de vitamina E

A concentracdo deste antioxidante ndo-enzimaticotewa-se
inalterada apds a terapia com carvedilol, (tabelagéndice 5 e figura
25). Apos a adicdo de vitaminas E e C ao tratanieitial, observou-se
que apenas o grupo lll mostrou valores de vitanithaumentados
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significativamente em relagdo aos pacientes setantemto, passando
de 11,723,40 para 20,73,38 (p<0,05). Ap6s comparar apenas 0S
tratamentos que envolviam a terapia com o canledila adicdo das
vitaminas e carvedilol, observou-se que todos agpay mostraram
aumento significativo nos seus valores, indicande douve uma
absorcgéao efetiva da vitamina E pelos pacienteemeitados.

Os valores aumentaram em IA de 12285 para 16,13,45
(p<0,05), IB de 15,#%,68 para 22,0211,0 (p<0,05), Il de 12,22,18
para 29,4815,08 (p<0,05), e finalmente no grupo Il houve um
aumento de 11,1#8,83 para 20,73,38 (p<0,05) (tabela 4 — apéndice 5
e figura 25).

Figura 25: Niveis de Vitamina E em plasma de paegchagasicos cronicos em
quatro estagios de evolucdo do comprometimentdazardsegundo a classificagdo
delLos Andesnodificada, sem tratamento e periodos pds-canld@ilmeses) e pos-
terapia antioxidante com vitaminas E e C e caree(Bl meses).
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Letras diferentes indicam diferencgas significatieatre os trés tratament@sentre
sem tratamento versus carvedilol + Vitaminas E e €,entre carvedilol versus
carvedilol + vitaminas E e C. Nivel de significéadip<0,05.
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5.4.3 Concentracao de vitamina C

As determinagbes das concentragcfes de vitamina € na
permitiram sua inclusdo nos resultados, devido ablpmas na
reproducdo da metodologia do HPLC, com detectotrogleimico,
segundo o método de escolha inicial descrito pokkésfeldt e
colaboradores (1995), pois 0s niveis de vitamirfar@m muito baixos
ou indetectaveis nas amostras, apesar da reduédiia mlas mesmas
para contornar eventuais oxidacoes.

De forma semelhante, outros trabalhos desenvohpdoanosso
grupo, como Macao e colaboradores (2007), Ribeiamlaboradores
(2010) registraram problemas durante a corridaitaoeabo analisar as
amostras de vitamina C e igualmente devido a pmuddeda mesma
natureza, seus valores ndo foram fornecidos. Emtadises foram
realizadas no Laboratério de Bioquimica da USPe®Brdenado pelo
Dr. Pio Colepicolo.

5.5 DETERMINACAO DE MARCADORES INFLAMATORIOS

5.5.1 Atividade da Adenosina Deaminase (ADA)

A ADA ndao sofreu alteracao significativa ap0s danaento com
carvedilol, exceto para o grupo IA, onde houve ummento
significativo (10,031,28 - 17,1%#2,49, p<0,05)(tabela 4 - apéndice 5 e
figura 26). Apés a suplementacdo vitaminica essél p@ mantido,
apenas com aumento significativo no grupo IA (181038 -
17,582,21, p<0,05), enquanto ndo se detectou difereeghi® as
intervencodes aplicadas.
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Figura 26: Atividade da ADA no soro de pacienteagdsicos cronicos em quatro
estagios de evolugao do comprometimento cardiagmnslo a classificacdo des
Andesmodificada, sem tratamento e periodos pés-canlg@ilmeses) e pos-terapia
antioxidante com vitaminas E e C e carvedilol (6as.
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Letras diferentes indicam diferengas significatieatre os trés tratamentasentre
sem tratamento versus carvedilf, entre sem tratamento versus carvedilol +
Vitaminas E e C. Nivel de significancig<0,05.

5.5.2 Concentracéo de Oxido Nitrico'NO)

De modo semelhante ao perfil mostrado pela atiedidenzima
ADA, a concentracdo déNO apenas mostrou-se significantemente
aumentada no grupo IA apds a terapia com carvedid10,93t3,19 -
17,96:3,24, p<0,05), (tabela 4 - apéndice 5 e figura 2pps a adi¢éo
das vitaminas ao carvedilol, os valores permangateralterados,
exceto no grupo IA, onde foi detectada uma diméwientre os seus
valores (17,963,24 — 9,021,00, p<0,05).
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Figura 27: Nivel de'NO no soro de pacientes chagéasicos cronicos entoquat
estagios de evolugcao do comprometimento cardiagminslo a classificacdo des
Andesmodificada, sem tratamento e periodos pés-canlg@ilmeses) e pos-terapia
antioxidante com vitaminas E e C e carvedilol (6as.
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Letras diferentes indicam diferencas significatieatre os trés tratamentosentre
sem tratamento versus carvedilof entre carvedilol versus carvedilol + vitaminas E
e C. Nivel de significanciap<0,05.

5.5.3 Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

N&o ocorreu nenhuma variagdo da MPO nos gruposiazkig
apos a terapia com carvedilol, (tabela 4 — apén8iee figura 35).
Contudo, apds a terapia com a adi¢do das vitantina<C ocorreu um
aumento significativo apenas no grupo |l (4098395 -
707,42104,83, p<0,01) (tabela 4 - apéndice 5 e figura 28)

Interessantemente, quando foram comparados os dois
tratamentos, carvedilol e carvedilol com adicdoudi@sninas, houve um
aumento significativo apenas nos grupo IB (42627088 -
531,54:25,84, p<0,05) e Il (352,%¥50,36 - 707,42104,83, p<0,001)
(tabela 4 - apéndice 5 e figura 28).
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Figura 28: Atividade da MPO no soro de pacientexgéhkicos cronicos em quatro
estagios de evolugcao do comprometimento cardiagminslo a classificacdo des
Andesmodificada, sem tratamento e periodos pés-canlg@ilmeses) e pos-terapia
antioxidante com vitaminas E e C e carvedilol (6as.

I Sem suplementagéo
[ Carvedilol
1000+ 2 Carvedilol + VitE + VitC

W

Letras diferentes indicam diferencas significatieagre os trés tratamentdsentre
sem tratamento versus carvedilol + Vitaminas E e €,entre carvedilol versus
carvedilol + vitaminas E e C. Niveis de significendp< 0,05,[1k0,01, (0Tp<
0,001.
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b) Com relacdo ao monitoramento de 7 anos de inteigbes
antioxidantes

5.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS DA
AMOSTRA ESTUDADA

Para andlise dos 7 anos de monitoramento foramdesados
apenas 0s pacientes que permaneceram no mesmodgsg o inicio
do projeto (ano de 2003). Ao longo dos 7 anos, 4342 pacientes
mudaram de grupo e ndo foram computados pararestaeageral.

Cabe ressaltar que os novos pacientes que entrerastudo a
partir de 2008, para adequa¢do do numero uniforoe grupos
analisados, também nao foram computados. O totalpat@entes
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considerados para esta analise foi de 29. Infehtenelgumas poucas
determinacdes ndo puderam ser analisadas devidibkepas técnicos
e/ou questdes logisticas ao longo do periodo adalis

5.2 DETERMINACAO DOS MARCADORES DE
DANO OXIDATIVO

5.2.1 Determinacéo dos Niveis de Lipoperoxidacaodidual —
TBARS

No ano de 2005 sem nenhuma intervencdo terapéutica,
observaram-se valores de TBARS plasmatico relatveen elevados
(figura 29). Ao longo dos anos e apds as sucessitasvencdes
aplicadas, os niveis de TBARS oscilaram, mas evidee uma
tendéncia de constante diminuigéo.

Fica evidente que as interven¢des (2006, 2008d e}@om os
antioxidantes nutricionais inibiram os niveis deARS, enquanto que
apols os intervalos (2008a e 2009) sem esta intghieerstes niveis
exibiram aumentos relativos, ficando em posicotsnmediarias.

Ap6s o insulto oxidativo provocado pela adminisiagle BZN
(2008b), seus valores aumentaram em relacdo ai@iswplementacao
vitaminica aplicada no ano de 2006.

O tratamento com o carvedilol (2010a) seria o preva
responsavel por diminuir o processo de lipopera@édda mantendo-se
assim apoOs a administracdo conjunta deste farmawoas vitaminas
(2010b) (figura 29).
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Figura 29: Niveis de TBARS em plasma de pacientesgdsicos crénicos no
decorrer de 5 anos de acompanhamento com difeiieteegencoes.
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301 23,85+1,36

*% 21,46+2,30
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201 12,65+2,48
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101 12,92+1,19

Concentracao de TBARS (nmol ml

7592041 6 964084

5,16x1,26

2005 2006 2008a 2008b 2008c 2009  2010a  2010b

(2004: dados nao disponibilizadpsP005: um ano ap6s a primeira
determinacdo (sem intervencdes antioxidant2g6: apds suplementacéo
com vitaminas E (800Ul/dia) C (500mg/dia) por 6 es2008a: dois anos
apos a Ultima suplementag&®08b: apds uso de benznidazol (5mg/Kg/day, 2
meses) 2008c: pos-suplementacdo com vitamjn&909: periodo sem
intervengOes (6 meses)010a: apos uso de carvedilol (37,5 mg, 6 meses)
2010b: associacao de carvedilol com vitaminas H& i@eses).

Niveis de significancialp<0,05) e(11p<0,001, comparativamente a
determinacao inicial (2005).

5.2.2 Determinacao da Concentracéo de Proteina Cavhilada (PC)

O marcador de dano protéico (PC) apresentou uni gerueda
semelhante ao do TBARS ao longo das intervencdleser@a-se que,
apos a primeira suplementacdo (2006), seus valdigsnuiram
significativamente em relagéo ao inicio do proj&pds dois anos da
primeira intervencdo antioxidantes (2008a), selr@s permaneceram
significativamente diminuidos em relacdo ao ind@ projeto (2005),
aumentando apds o insulto oxidativo com BZN (2008b}fratamento
com carvedilol (2010a) e as suplementacfes viteasraparentemente
contiveram a progresséo do dano oxidativo as prasg(ffigura 30).
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Figura 30: Niveis de PC em plasma de pacientesasiags crénicos no
decorrer de 5 anos de acompanhamento com difelietéesencdes.
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2005 — 2010b: vide legenda figuda 2
Niveis de significancia: **p<0,01& p<0,001, comparativamente a
determinacdo inicial (2005).

5.3 DETERMINACOES DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES
5.3.1 Atividade da Superédxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD do inicio do projeto (2004) at@rimeira
suplementacdo (2006), ndo sofreu variacdes sigtiifais nos seus
valores (figura 31). Entretanto, dois anos da premsuplementacao,
seus valores mostraram-se significativas diminuidos relacdo ao
inicio do projeto (2004), mantendo assim um peidilqueda até o fim
(2010b). Assim como a SOD, a maioria das enzimdmxaaantes
tiveram suas atividades aumentadas ap0s 0s pacsaTiEm expostos ao
tratamento (2 meses) com BZN (2008b), diminuindmo, @ntraste,
gradativamente sua atividade apo6s cada suplementadiminica,
sugerindo um comportamento enzimético muito seméhentre si.
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Figura 31 Atividade da SOD em hemolisados de psesechagésicos cronicos no
decorrer de 6 anos de acompanhamento com difeieteegencoes.
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2004: inicio do projeto (sertervencdes)2005 — 2010b:
vide legenda figura 29.

Niveis de significancign<0,05, **p<0,01 é11p<0,001,
comparativamente a determiaagitial (2004).

5.3.2 Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

Igualmente a atividade da SOD, a enzima GPx tantkgmsua
atividade diminuida ao longo dos 6 anos de moniierdo.
Inicialmente, 1 ano apdés a primeira determinacdee®m nenhuma
intervencdo (2005), seus valores diminuiram sigaiifvamente e
mostraram leve aumento apds a primeira suplemen{agas).

Ap6s dois anos da primeira suplementacdo (2008e3, wlores
mantiveram-se significativamente diminuidos emg&baao inicio do
projeto (2004), aumentando apenas apoés insultoatiid com BZN
2008(b), e diminuindo gradativamente com as intglies
antioxidantes aplicadas (2008b, 2010a, 2010b)réig2).
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Figura 32: Atividade da GPx em hemolisados de péesechagasicos cronicos no
decorrer de 6 anos de acompanhamento com difeiietgéegencdes.
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2004: inicio do projeto (senmemvengdes)2005 — 2010b:
vide legenda figura 29.

Niveis de significancig<0,05, **p<0,01 d11p<0,001,
comparativamente a determinag@@tal (2004).

5.3.3 Atividade da Catalase (CAT)

A catalase apresentou um perfil distinto das owtresmas apos
as intervengbes antioxidantes (figura 33), moswangequenas
oscilagbes em sua atividade e um aumento acentapd® uma das
suplementagdes (2008c) vitaminicas realizadas.

5.3.4 Atividade da Glutationa transferase (GST)

O perfil enzimatico da GST apés a primeira supldagio
(2006) (figura 34), diminuiu significativamente eelacdo ao inicio do
projeto (2004), mantendo-se assim ap0s dois angsadprimeira
suplementacéo (2008a). Sua atividade foi aumengpda tratamento
com BZN (2008b), apresentando uma diminuicdo giraalato longo
dos 2 dultimos anos de acompanhamento, apd0s cadanmsupacao
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vitaminica, sendo significante ap6s a intervenc@®on ccarvedilol
(2010a) e de sua associacdo com as vitaminas (200b)

Figura 33: Atividade da CAT em hemolisados de peei chagésicos cronicos no
decorrer de 6 anos de acompanhamento com difeiietgéegencdes.
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vide legenda figura 29.

Niveis de significanciap<0,05 e **p<0,01, comparativamente a
determinacéo inicial (2004).
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Figura 34: Atividade da GST em hemolisados de p&ese chagasicos
cronicos no decorrer de 6 anos de acompanhamento diferentes
intervencoes.
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2004: inicio do projeto (sem interg@es) 2005 - 2010b:

vide legenda figura 29 .

Nivel de significancia:*p<0,091Ep<0,01, comparativamente a
determinacao inicial (2004).

5.3.5 Atividade da Glutationa redutase (GR)

O perfil da atividade da enzima GR mostrou certaeteanca ao
da GST, com diminuicdo significativa de sua atidielapos a primeira
suplementacéo (2006). Dois anos apds essa priswtamentacao, sua
atividade aumentou significativamente em relacdinamo do projeto,
mostrando-se diminuida gradativamente ao longd2ddsmos anos de
intervencdo. Igualmente & maioria das enzimas adéates, a GR
aumentou expressivamente sua atividade apds anmgata com o
farmaco BZN (2008b) (figura 35).
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Figura 35: Atividade da GR em hemolisados de p#&eserthagasicos
cronicos no decorrer de 6 anos de acompanhamento diferentes
intervencdes
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2004: inicio do projeto (sem interverg)p2005 - 2010b:
vide legenda figura 29.

Niveis de significanciap<0,05 e **p<0,01, comparativamente a
determinacao inicial (2004).

Reiterando o que ja fora mencionado nteriormerearalisar o
comportamento de todas as enzimas (SOD, GPx, GR), &5longo de
todo o periodo de monitoramento, foi possivel olmeque, apos a
administracdo do farmaco BZN (2008b), houve, enalgaumento de
suas atividades, e que, ap0s as intervencdes idaibas, tiveram
também de forma generalizada, suas atividades dlidsia até o final do
periodo analisado (2010b).

A participacdo do carvedilol (2010a) reforcou oitefedesta
continua tendéncia de queda das atividades destmsaes.
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54 DI;TERMINAQ@ES DOS ANTIOXIDANTES
NAO ENZIMATICOS E NUTRICIONAIS

5.4.1 Concentrag6es de Pequenos Tibis Nao-Protéi¢GsH)

O perfil de diminuigcdo dos niveis de GSH no sangual dos
pacientes CCC, também acompanhou temporalmentemauiao
verificada no dano lipidico e no dano protéicoufay36).

Apés a primeira suplementacdo (2006), os niveis G&H
diminuiram significativamente em relagdo ao inidm projeto (2004),
mantendo-se significativamente diminuidos apo6s daieos desta
primeira suplementacéo.

O periodo apés a primeira suplementacdo vitami(2£06)
mostrou uma aparente eficacia na manutencdo dassnde GSH
significativamente menores, em relacdo ao iniciopdageto (2004),
sendo ainda mais diminuidos ap6s cada interveng@xaante.

Ocorreu um discreto aumento nos seus niveis apifsuito
oxidativo com BZN (2008b), de modo semelhante aostiado na
maioria das enzimas.
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Figura 36: Niveis de GSH em sangue total de pagsertiagasicos cronicos
no decorrer de 5 anos de acompanhamento com désrgrtiervencdes.
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2004: inicio do projet@005 - 2010b:

vide legenda figura 29.

Niveis de significanciatp<0,01 e(11p<0,001, comparativamente a
determinacdo inicial (2004).

5.4.2 Concentracao de vitamina E

O perfil da vitamina E sofreu poucas alteracdesifiigitivas ao
longo do periodo analisado, considerando tanto @dogos sem
suplementag¢éo (2005, 2008a e 2009), como os periagds cada
suplementacéo (2006, 2008c, 2010a e 2010b). Podbsszvar apos a
primeira suplementacdo (2006), um aumento sigmificanos seus
niveis em relacdo a determinagdo anterior (20086)s Bnos apés essa
suplementacdo (2008a), seus valores tenderam ar vadts niveis
iniciais, enquanto que o insulto oxidativo provozgetlo BZN (2008b)
promoveu uma diminuicdo dos seus niveis. A segsugéementacdo
(2008c) mostrou novamente um aumento significatwo relagcao a
primeira determinacao (2005). Decorridos 6 mes®$ meses da Ultima
suplementacéo, seus valores diminupiram gradatineang2009 e
2010a, respectivamente) somente retornando proxiauss valores
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iniciais novamente apoés a adi¢cdo das vitaminasagitecom carvedilol
(2010Db), (2005).

Figura 37: Niveis de Vitamina E em plasma de pacientes cliamas
cronicos no decorrer de 5 anos de acompanhamento diferentes
intervencoes.
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(2004: dados néo disponibilizad@)05 - 2010b: vide legenda figura 29.
Niveis de significancia:*p<0,05 e *p€Q, comparativamente a
determinacao inicial (2005).

a

De modo semelhante a resposta das suplementacdes

antioxidantes, o carvedilol aparentemente foi eficam manter
diminuidas as atividades das enzimas antioxidaaetes niveis dos
antioxidantes ndo-antioxidantes, como GSH e vitangin(figuras 36 e
37), e também dos marcadores de dano (figuras 28).eE possivel
inferir que a combinacdo dos tratamentos, ou sejizando os trés
antioxidantes conjuntamente (carvedilol, vitamirase C), teriam
apresentado uma possivel acéo sinérgica entresyaoee

Até mesmo a enzima catalase (figura 33), que mostea valor
aumentado (2008c) apdés a suplementacdo antioxjdaewe suas
atividades aproximadas aos valores inicias, comdéteria a
estabilizarem-se ao longo do periodo analisados apd&ratamento
combinado dos trés antioxidantes.
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5.5 DETERMINAGCAO DE MARCADORES INFLAMATORIOS

5.5.1 Atividade da Adenosina Deaminase (ADA)

Os

niveis de ADA ndo mostraram diferencas sigriifiea ao

longo das intervencdes (figura 38).

Figura 38

: Atividade da ADA no soro de pacientes chagasicémicos no

decorrer de 2 anos de acompanhamento com difelietéesencdes.
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2004 a 2006: determinag¢des nao foram realiz@{#8a - 2010b:
vide legenda figura 29.

5.5.2 Concentracdo de Oxido Nitrico'NO)

Por outro lado, o marcador inflamatétO (figura 39), mostrou
niveis aumentados ao longo dos anos, com destayaeocpaumento
pés-suplementacéo (2008c).
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5.5.3 Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

De modo semelhante aos niveis*’N® encontrados, a atividade
da MPO manteve-se aumentada ao longo dos anos nitoramento,
com destaque para 0s aumentos nos periodos pésramthcdes
(2008c e 2010b) (Figura 40).

Figura 39: Niveis de’NO no soro de pacientes chagésicos crénicos no
decorrer de 5 anos de acompanhamento com difelietéesencdes.
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(2004: dados nao disponibilizadp2p05 - 2010b: vide legenda figura 29.
Niveis de significancia: **p<0,01E[p<0,001, comparativamente a
determinacdo inicial (2005).
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Figura 40: Atividade da MPO no soro de pacienteméhicos crénicos no
decorrer de 5 anos de acompanhamento com difelietéesencdes.
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6 DISCUSSAO

a) Com relacéo a intervencdo com Carvedilol e Viiaas E e C

Apos a aplicagdo de carvedilol no presente estodoye uma
diminuicdo significativa no marcador de dano pmiéé apenas uma
tendéncia a diminuicdo dos (TBARS) niveis do mavcade dano
lipidico (LPO). De modo semelhante, estudo recembstrou que o
carvedilol foi efetivo em diminuir o dano oxidativatravés da
determinacao dos niveis de malondialdeido (MDA)dpto majoritario
da LPO (ou seja, muito proximo aos niveis de TBARS) mitocondria
de ratos, ap6s inducéo de dano celular com cispl8RODRIGUES et
al., 2011).

Evidéncias experimentais e clinicas ja evidenciaram
anteriormente que o carvedilol é vantajoso sobre @gros
medicamentog-bloqueadores, devido a sua potente acdo antideidan
(YUE et al.,, 1999 NAKAHIRA et al.,, 2010). Contudo, resultados
obtidos por Jonsson e colaboradores (2007), n&mngacam nenhuma
diferenca significativa nos niveis de TBARS em eatds com ICC
tratados com carvedilol. Este Udltimo resultado medea-se aos
resultados encontrados no presente trabalho, ertaquEm nao foram
evidenciados diferencas significativas nos nivei§BARS, ressaltando
porém que o maior dano oxidativo e menores respasttioxidantes
ocorreram nos pacientes mais acometidos pela C@gag Il e llI).

Similarmente aos resultados encontrados em nosswalario
(de Oliveira, 2004), Wen e colaboradores (2004)denciaram um
aumento nos produtos de lipoperoxidacdo e carlgdwlgrotéica no
coracao de chagasicos durante o curso da infeagésemvolvimento da
doenca. Outro trabalho também realizado por estpogmostrou um
aumento de 66% nos niveis de MDA e de 168% noseddons de
aductos de carbonilagdo protéica no miocardio ttes reronicamente
infectados porT. cruzi (WEN et al., 2004) Em estudo realizado
recentemente, o carvedilol inibiu a oxidacdo mitat@l e de grupos
tidis eficientemente, protegendo as mitocéndriadraco dano oxidativo
induzido pela xantina oxidase (GASPAROVA et al.1 @0 Isso poderia
justificar, apés administracdo de carvedilol nosprde trabalho, a
diminuicdo nos conteddos de proteina carbonil edogoos grupos
estudados.
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Keith e colaboradores (1998) encontraram uma $igiiva
correlacdo direta entre a severidade de doencdf&cas e o nivel de
estresse oxidativo associado inversamente aossrdesi antioxidantes.
Do mesmo modo, Ghatak e colaboradores (1996), &mcesealizado
em pacientes com ICC, mostraram niveis plasméatides MDA
aumentados em relagdo aos controles, revelandocamalacdo direta
da severidade da insuficiéncia cardiaca com osisnide MDA.
Trabalhos anteriores realizados em nosso labovat@om esses
mesmos pacientes chagésicos crbnicos, evidenceramanto sistémico
na geracdo de ERO paralelamente a progressdo dacadggle
OLIVEIRA et al., 2007 MACAO et al., 2007 RIBEIRO et al., 2010).
Um declinio na atividade da MnSOD na matriz mitatréaal no
miocardio, durante a progressao da infeccdo e dagdode Chagas ja
fora demonstrado anteriormente, predispondo o &ord@s chagésicos
ao estresse oxidativo (ZACKS et al., 2005).

Ap6s a intervencdo com carvedilol, a GR permanétaterada
em todos 0s grupos, a atividade da CAT aumentognugos IA e IB, a
atividade da SOD mostrou-se diminuida em todosropog, enquanto
gue as atividades das enzimas GPx e GST apenasuétiam nos
grupos menos acometidos. Estas respostas difedascideriam ser
atribuidas ao melhostatus das defesas antioxidantes nos pacientes
menos acometidos (lA e IB), aspecto ja observadm@ssos trabalhos
anteriores, com estes mesmos pacientes (de OLIVERAI., 2007
MACAO et al., 2007RIBEIRO et al., 2010).

A cardioprotecéo do carvedilol é atribuida a preaetio grupo
carbazol na sua molécula, e, devido a sua lippfil@e concentrar-se
mais de 10 mil vezes em membranas lipidicas, p@chitque o grupo
carbazol tenha acesso direto ao local de peroxiddgé acidos graxos,
conferindo, desta forma, sua potente atividade®dante em relacédo a
outros beta-bloqueadores (DANDONA et al., 2007).

E sabido que o carvedilol age seqilestrando osaiadigres ou
suprimindo sua geracdo, principalmente do radicéra superéxido
(ASLAM, 2008). Esta ultima atuacdo é de suma inpaig, pois inibe
a producédo deste radical, impedindo a propagacdyedado de ERO
(DANDONA et al., 2007). Isto poderia justificar a@minuicdo da
atividade da SOD verificada no presente traballés apintervencéo do
carvedilol, provavelmente em decorréncia da sudlitiadbe especifica
em sequestrar o radical &nion superdéxido.
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Nosso grupo de pesquisa constatou recentemente apdes,
suplementacdo com vitaminas E e C nestes mesmani@s; houve
um aumento da CAT (RIBEIRO et al, 2010). Essesulta@os
assemelham-se aos encontrados apds a suplementagacarvedilol,
podendo indicar que a suplementacdo com vitaminaroiegeria as
células contra a inativacdo da CAT em condicdesemxegntais
(CHOW, 1980; 1992). Além disso, tanto o alfa comg-tmcoferol
podem aumentar a expressao do receptor ativadmraliéeracdo do
peroxissoma (PPAR-e PPARe), 0s quais estédo envolvidos na ativagcio
da B-oxidacao lipidica. Mais especificamente, duranfgeacesso dg-
oxidacdo de lipidios nesta organela, ocorre elevatzi producdo de
H,0O,, e um consequiente aumento da atividade da CAT RUHFE et
al., 2000; CAMPBELL et al., 2003; GONZALEZ et a2007), o que
explicaria 0 aumento da atividade desta enzima apfigplementacdo
antioxidante nestes pacientes. Isto também poderiaonseqiiéncia da
persisténcia da suplementacdo anterior aplicadastas emesmos
pacientes (RIBEIRO et al., 2010), um efeito querept@mente ocorreu
na maioria dos parametros examinados neste estgde serdo melhor
explorados no préximo item (6.0.b).

Recente trabalho sobre andlise protedmica no ndimcate
pacientes com cardiopatia chagéasica crénica (C@@strou uma
expressao da enzima CAT aumentada quando compareudtviduos
saudaveis (TEIXEIRA, 2009), aspecto que também ndiastificar a
persisténcia deste aumento da CAT ou da manutedgdcsuas
atividades relativamente elevadas, ao longo dososvaanos de
monitoramento (vide item 6.0.b adiante).

Da mesma forma, o carvedilol aparentemente compermso
utilizacao da vitamina E pelos pacientes chagasioazurso do presente
estudo, através da manutencdo de seus niveis ems tEl grupos
estudados. A capacidade sinérgica do carvedilol pgeservar os
antioxidantes endogenos ja havia sido relatada énpsv estudos
congéneres (YUE et al.,, 1992UE et al., 1993 RUFFOLO e
FEUERSTEIN, 1997), assim como a participacdo das seetabdlitos
hidroxilados na sua acdo antioxidante, como ja for@ncionado
anteriormente, podendo potencializar em até 50 @wezes mais 0
efeito do préprio carvedilol (FERRARI et al., 1998pr outro lado, os
niveis de GSH diminuiram em todos o0s grupos deeptas, apds a
intervencdo com o farmaco, sugerindo uma relacéérgica entre
carvedilol, vitamina E e GSH, propriedade ja deéacria literatura
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006).



134

Com relagado aos marcadores enzimaticos de inflamsi¢EO e
ADA, apenas a atividade da enzima ADA foi aumentadsomente no
grupo de menor comprometimento (IA), o mesmo ocoive com
relacéo aos niveis d&O. Os neutrofilos sdo uma importante fonte de
producdo de ERO, liberando quimiocinas e enzimasegliticas que
aumentam a extensdo do dano oxidativo e lesdo racandio
(FEUERSTEIN et al.,, 1997). O carvedilol é também wpatente
antioxidante, considerando sua capacidade de prevenfiltrado de
células inflamatérias no miocardio (WU et al., 2003uprimindo a
expressao génica de ICAM-1, uma molécula de adesponsavel pela
fixacdo de neutréfilos ativados nos processos ridtarios
(FEUERSTEIN et al., 1997). Uma diminuicdo destefiitiados foi
verificada pela determinacéo da atividade da ADr@eina C Reativa
(PCR), que se mostraram diminuidas ap0s trataneoto carvedilol
(MA et al.,, 1996 DANDORA et al., 2007). Estes resultados sdo
coerentes com os obtidos no presente estudo,gaiscéo a ADA, ndo
houve aumento dos marcadores inflamatérios, sudperiima
contribuicdo do carvedilol na estabilizacdo ouraésmo atenuacdo do
processo inflamatério.

A administracdo de 12,5 mg de carvedilol duas vexedia
provocou uma diminuicAo na PCR e na proteina qtétida de
mondcito (PQM), apés uma e também apdés 6 semanaeuwlaiso
(DANDONA et al.,, 2007). Como a atividade da ADA asbada no
infiltrado de mononucleares, poderia ser sugeridge g carvedilol foi
responsavel pela reducdo da migracdo de leucooitmsonucleares,
pois os valores de ADA mantiveram-se inalterado®sapsua
intervencdo, excetuando novamente 0s pacientesnperites ao grupo
IA. Esse aumento restrito ao grupo IA poderia seodéncia do estagio
menos avangado da doenca cardiaca chagésica, emsqu&cientes
continuariam respondendo melhor & infeccdo atrdeégscrutamento de
mondcitos e mantendo, consequentemente, elevatladade da ADA.

O aumento nos niveis dNO nos pacientes do grupo IA poderia
ser atribuido a acao tripanocida associada ao ipdrdg (NAVILIAT
et al., 2005), pois 0 aumento da nitracdo de prase(3-nitrotirosina),
detectadas em processos inflamat6rios no miocaelicamundongos
chagasicos, como consequéncia do aumento dos d&/@KD, pareceu
diminuir a parasitemia, mas promoveu paralelamef#ro colateral ao
miocardio. Da mesma maneira, Dhiman e colaborad¢gg98)
mostraram que animais infectados comcruziapresentaram aumento
do contetido déNO e de estresse nitrosativo, verificado pelo atumnen
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da nitragdo de proteinas, proporcional ao grauodgpmmetimento do

miocardio. Outra hipétese deste aumento é que ressst oxidativo

aumentaria a sintese de dimetil-arginina assin@étuen inibidor da

enzima oOxido nitrico sintase endotelial, consegirmatte ocasionando
uma elevacdo nos niveis séricos*® (BHOGADE et al., 2008), o
gue poderia novamente ter ocorrido no presented@stude forma

restrita ao grupo IA.

No segundo momento da primeira parte do preseatmltro,
ap6s a intervencdo com o carvedilol, mais dois oaiutantes
nutricionais (vitamina E e C) foram suplementadosgmente com o
carvedilol aos pacientes, por um periodo de 6 m&egeito benéfico
da interacdo destes trés antioxidantes pareceuerggid quando
comparados os niveis plasmaticos de TBARS nasititésvencdes
aplicadas (vide figura 17). Os grupos menos acdoet(lA e IB)
tiveram diminuicdo significativa dos niveis plasitds de TBARS,
sendo que o0s demais grupos apresentaram apenadendéncia a
diminuir seus valores médios. Os niveis de TBARBGe mostraram
valores inversamente proporcionais as concentraplEsnaticas de
vitamina E. Perfil semelhante foi mantido ao logigamonitoramento (7
anos), enfoque da segunda parte deste trabalhoaloserd detalhado
adiante.

Apesar de ndo determinadas as concentracdes pizasnab
presente estudo, a importancia da vitamina C rgsitheipalmente na
recuperacdo do radicab-tocoferoxil, garantindo o seu efeito
antioxidante como interruptor de processos de gags de ERO
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006 BHOGADE et al., 2008).

De modo semelhante aos niveis de TBARS, os niveifd
também mostraram-se significativamente diminuidos t®dos os
grupos analisados. Interessantemente, quando dpacagdo das duas
intervencdes, os niveis de PC foram significanteengnaiores nos
pacientes tratados com as vitaminas do que somenteo carvedilol.
Conforme mencionado anteriormente, comparada amwita E, a
atividade antioxidante do carvedilol e de seus biditas na prevencao
da oxidacao de grupos ti6is e outros sistemas, pedde até 10 vezes
(NAKAHIRA et al., 2010), ou mesmo 50-60 mais poee(FERRARI et
al., 1999). Reiterando, isto poderia ser atribuflosua lipofilia,
permitindo ao carvedilol concentrar-se mais de 10 wvaezes em
membranas lipidicas, onde o grupo carbazol teeasacdireto ao local
de peroxidacéo dos acidos graxos e proteinas (DANBDEL al., 2007).
Todavia, neste particular, a interacdo entre os aritioxidantes nao
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apresentou 0 sinergismo esperado na protecao dasosyrtidis

protéicos. Contudo, € importante salientar que, nmoe®s valores
estando aumentados apds combinacao dos trés datites, eles foram
significativamente menores quando comparados apdtados obtidos
sem nenhuma intervencéo.

Houve também uma diminuicdo dos niveis de GSH mgusa
total de pacientes em todos 0s grupos apés a émgdio com as
vitaminas antioxidantes. A glutationa é o mais irtgnate tiol celular,
encontrada em todos 0s organismos aerébios em rtoap@es muito
elevadas comparativamente aos demais antioxidaiiies0 mM)
(WILHELM FILHO et al., 2002), atuando como antioaite e como
substrato para varias enzimas que previnem e nzammios efeitos
deletérios das ERO e ERN (KOSOWER e KOSOWER, 1978;
MEISTER, 1981). A GSH pode atuar sinergicamente aoritamina E,
por participar do seu processo de regeneracadoAB@IO et al., 1991),
0 que poderia explicar sua diminuicdo pelo aumelds niveis de
vitamina E pos-suplementacdo em todos os grupasdakis. O
aumento significativo dos niveis plasmaticos damiha E também
evidenciou que a mesma foi eficientemente absop@das pacientes e
biodisponibilizada proporcionalmente a sua supléatso.

Com excecéo da atividade da SOD, a qual diminuidoglos os
grupos, as demais enzimas antioxidantes também nuimam
generalizadamente suas atividades, em quase tagsupos, sendo
estas altera¢des melhor evidenciadas nos grupossnaeometidos (IA
e IB). Assim, as atividades da GR e da GPx foragnifstantemente
diminuidas nos grupos menos acometidos, onde aparente 0S
pacientes apresentaram uma melhor capacidade isaté&la reagir
frente aos insultos oxidativos e nitrosativos (MATQAet al., 2007
RIBEIRO et al., 2010). Coerentemente, Chuang ebootalores (2006)
mostraram que ocorreu um aumento nas atividade®xalasintes
enzimaticas também relacionado a um mau prognogIERJANG et
al. 2006).

De modo distinto, a atividade da CAT manteve-séiareda em
todos os grupos, aspecto que poderia estar retainod diminuicdo no
fornecimento de NADPH as células (BHOGADE et a00®), além
constituir uma resposta paralela a diminuicdo da &Rlos niveis de
TBARS, consequéncia provavel da eficacia da supltagéo
vitaminica.
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Com relagdo aos marcadores de inflamacéo, a atwida ADA
manteve-se aumentada apenas no grupo IA, efeitelisente ao
constatado somente com a intervencdo do carveBiémodo similar,
apos a suplementagdo vitaminica, o0s niveis *N®, diminuiram
significantemente apenas no grupo IA, que antegoten estiveram
aumentados. Ja foi descrito na literatura queaamiita E pode prevenir
a toxicidade do nitrito via formagdo e propagac& wma forma
altamente reativa de ERN, o peroxinitrito (MINAMIYAA et al.,
2006). Assim, a diminuicdo nos niveis*tO no grupo de pacientes IA
poderia ser consequéncia dos niveis aumentadostateina E neste
grupo.

A atividade da MPO mostrou-se elevada nos grupog IB.
Concentragdes plasmaticas de MPO acima dos vatoresais foram
encontradas em pacientes com infarto agudo do mdiocé associadas
ao risco aumentado de mortalidade (LOBES et al.QR® identificados
como marcadores de gravidade de doenca em ind&idram
insuficiéncia cardiaca crénica (NG et al., 2006)a@nento de MPO
constatado principalmente nos pacientes do gruppoteria estar
relacionado ao grau de comprometimento cardiaco.eN@nto, a
comparacdo direta dos niveis de MPO entre os difsseestudos
existentes na literatura continua problematicagperdiferem, tanto na
amostra de sangue (plasma ou soro) utilizada, aomsométodos de
ensaios em laborat6rio para determinar de suagntacdes (LOBBES
et al., 2010). Também é possivel que este pararsefira modificacdes
com a evolucdo da doenga, pois a doenca de Chagasua fase
cardiaca cronica, € uma doenca progressiva, cottiptaglimplicacdes
morfo-funcionais do miocéardio e, por isso, apresmemhanifestacdes
laboratoriais variadas.

A titulo de esclarecimento, é importante ressakdimitacées do
desenho deste estudo, pois 0 objetivo da primeirée pdo presente
estudo néo foi avaliar os padrbes de normalidada pa parametros
analisados, e tampouco daqueles anteriormenteddgielos em nosso
laboratério (MACAO et al., 20Q7RIBEIRO et al., 2010). Trata-se de
um estudo de intervencao terapéutica de uma anpEtiencente a uma
coorte aberta constituida de pacientes acompanhedtSES/Servico
de Cardiologia, do Hospital Universitario Clemeatifrraga Filho-
UFRJ. Logo, o objetivo principal deste componerdepresente estudo
foi avaliar a intervencdo antioxidante com o caitekd e
posteriormente, através da adicdo das vitaminapxatantes ao
carvedilol em um dado momento, e ndo comparar @steientes com
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um grupo de individuos sadios, aspecto que foiezoptado no trabalho
inicial do projeto sobre Doenc¢a de Chagas (de OLRAL 2004). Deve
ser salientado que em determinado grupo de pasjente
independentemente da forma rigorosa como a cleessdo foi realizada,
diferencas individuais entre os componentes do megmpo clinico
sdo encontradas. Portanto, a doenca de Chagas éntintede notavel,
nao s pela sua variedade clinica, mas também yzovariabilidade
individual.

Na segunda parte desta tese, propbs-se verificafeito da
eventual persisténcia das varias intervencdesxaatdiotes ao longo de 7
anos de acompanhamento, considerando sua eficdite icessivos
periodos intercalados nestas intervencgdes.

b) Com relagdo ao monitoramento de 7 anos de integdes
antioxidantes

Especialmente nas duas Ultimas décadas, a padsilglide que
vitaminas antioxidantes, em especial as vitaminasCk pudessem com
seguranga atenuar processos oxidativos, particetdeamo tratamento
de doencas cardiovasculares e no processo atetbiede suscitou
grande interesse na comunidade cientifica (HALLIWELe
GUTTERIDGE, 2006). Além disso, 0s processos oxvoatipodem
desempenhar um papel importante na patogénese das nowtras
doencgas crbnicas, incluindo doencas neurodegerasate cancer
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006 GAZIANO, 2004).

Na segunda parte desta tese, o perfil do marcaglasttesse
oxidativo relacionado com LPO (niveis de TBARS)i fpadual e
significativamente diminuido ao longo de 7 anogyvavelmente por
consequéncia direta das terapias antioxidantes caalplé
intervaladamente nos anos de 2006, 2008c e 201dtiAda primeira
suplementagdo com vitaminas E e C (2006), os nigeisTBARS
mantiveram-se diminuidos em relacdo ao inicio (2086m quedas
ainda maiores ap0s as suplementa¢cbes subsequentgErindo a
eficacia da intervengéo antioxidante, tanto dammiitasper se,como
posteriormente da acéo isolada ou combinada cammato carvedilol.
Perfil semelhante também foi observado no marcddatano protéico
(niveis de PC).

Inversamente aos niveis diminuidos de danos dipidiprotéico
constatados nestes periodos, ocorreu uma elevagdo niveis
plasméaticos de vitamina E, mostrando que a mesinafétivamente
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absorvida, e que este aumento possa ter interfelicdiamente na
diminuicdo dos niveis de TBARS e PC. Também osisige GSH
foram diminuidos concomitantemente ao aumento divgisn de
vitamina E nos mesmos periodos citados, provavetraraves da acao
sinérgica e compensatoria entre ambos os anticeisigrl ALLIWELL

e GUTTERIDGE, 2006). A relacdo estatistica evidemciuma
correlagdo significativamente direta entre TBARSG8H, (r=0,511
,coeficiente de Pearspp<0,01), sugerindo que a diminuicdo do dano
lipidico teria sido conseqiiéncia da diminuicdo ledmados niveis de
GSH.

O perfil das enzimas antioxidantes evidenciou unmenio
significativo na maioria delas, decorrente da adstrieicdo por 2 meses
do farmaco BZN (2008b), provavelmente como consegjgéda sua
capacidade de gerar ERO e ERN como mecanismo de(RIBEIRO,
2009). Apds as seguidas intervengdes vitaminicadelas com o
carvedilol, observou-se uma diminuicdo quase gémada de suas
atividades, provavelmente decorrente da atenuag&stcesse oxidativo
associada a propria doenca (de OLIVEIRA, 2004).

A enzima SOD mostrou uma progressiva e persistemi@uicao
na sua atividade entre 2008 e 2010, podendo sbuidlx & acdo das
vitaminas E e C anteriormente administradas a ep@sentes.
Observou-se também que, apds o insulto oxidativmmpvido pelo
BZN, sua atividade aumentou, provavelmente pargpeosar o excesso
de geracdo de ERO proveniente da acdo deste farndgmis as
suplementacdes seguintes (2008c, 2010a e 201G@yeoadiminuicdo
de sua atividade, sendo mais expressiva no monegntque farmaco
carvedilol foi administrado, tanto isoladamente oomssociado as
vitaminas E e C, sugerindo uma interacdo sinérgio&re estes
antioxidantes na atenuacdo do dano oxidativo. A aaddpde
antioxidante do carvedilol e sua lipofilia, juntame com a participacao
da vitamina E como antioxidante, poderiam justifieasa diminui¢éo
na atividade da SOD em relacdo as outras suplegiimsta A
capacidade acumulativa da vitamina E (BUCKLEY etE)95) apds as
sucessivas suplementacdes, igualmente poderiaaixpbta diminuicdo
enzimatica ao longo de 7 anos no sangue destenpexi

As atividades da enzima GPx diminuiu progressiva e
gradativamente ao longo dos varios anos de mom&mon. A
persisténcia do efeito redutor das vitaminas E epGs a primeira
suplementacdo antioxidante (2006), estaria aindsepte apds dois
anos decorridos (2008a). Aparentemente, as denm@bBna&s, para
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compensar o efeito oxidativo do BZN, tiveram suas/idades

igualmente aumentadas. A GPx-fosfolipidio hidrogp&ld, € uma
fracdo enzimatica da GPx que é capaz de reagir fosflipidios,

inibindo o processo de lipoperoxidacdo de membramgse poderia ter
contribuido para a diminuicdo nos niveis de TBARS lengo do

monitoramento (ARTHUR, 2000; IMAI e NAKAGAWA, 2003)

A catalase mostrou atividades estaveis (2006, 2(@EDb), ou
mesmo aumentada (2008c) nos periodos pos-suplegienta
antioxidantes, mostrando um perfil distinto daquebdbido pelas
demais enzimas antioxidantes. Um estudo do perfitéwo de
pacientes com CCC mostrou que esta enzima esté&iaapente
aumentada (TEIXEIRA, 2009), podendo justificar aspéncia de seu
aumento e/ou declinio, mesmo apos as sucessiviesrmigacoes. Apds
a Ultima etapa de suplementacdo com carvedilol secagdo das
vitaminas (2010a e 2010b), foi possivel observaa wiminuicdo de
CAT em relagdo a suplementagcdo ocorrida em 200&s3e efeito
poderia ser consequéncia da participacdo do farraoedilol, com
potente acdo antioxidante, cerca de até 10 vezesor ma
comparativamente a vitamina E (FERRARI et al.,19@8uanto sua
associacdo a suplementacdo antioxidante (2010b)traunosuma
diminuicdo ainda maior.

Os aumentos da CAT provavelmente, refletiriam uma
compensacao a elevada producdo enddgena & Ild outros
hidroperoxidos, pois em eritrocitos, a GPx € respwal pela
detoxificacdo de bD,, enquanto que o aumento da atividade da CAT s6
ocorreria quando altas concentragfes d@®,Hfossem produzidas
sistemicamente (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001, 2006).

O perfil de atividade da GST manteve-se semelhantedas
demais enzimas, ocorrendo uma diminuicdo signifi@atna sua
atividade logo apds a primeira suplementacéo, meotee diminuida
dois anos apo6s (2008a), podendo ser reflexo deeparsuplementacao
(2006) na manutencé@o do poder redutor sistémicerdditemente das
outras enzimas, a atividade da GST manteve-seladd em relagdo ao
inicio do projeto. Entretanto, quando da admingstoado farmaco BZN
(2008b), foi possivel observar uma tendéncia desatomeste periodo,
gue poderia ser atribuido a capacidade detoxifieade xenobiéticos
desta enzima (HALLIWELL e GUTTERDIGE, 2006).

A atividade da enzima GR mostrou um perfil semekhais
demais enzimas apés o0 ano de 2008. Sua atividadenuili
significativamente apds a primeira suplementac®0G, e, apds dois
anos, teve sua atividade significativamente aurdentm relacdo ao
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inicio do monitoramento. A partir de entdo, mesmésao tratamento
com BZN e das novas suplementacdes vitaminicagrnaisse uma
progressiva diminuicdo da sua atividade, aproxiroesel dos valores
iniciais evidenciados em 2005. A diminuicdo ocarid partir da
segunda suplementacdo (2008c), também poderia tsbuida a
suplementacdo com as vitaminas E e C, mantendaxse patamar
semelhante nos anos seguintes.

Considerando os resultadds vivo e in vitro pontuais de
biomarcadores de dano lipidico (niveis de TBARSMIDA), como
também de dano as proteinas (PC), é possivel tamgtee, da mesma
forma que os estudos acima mencionados, algunsrapei outros
refutam o uso de vitaminas E e C na atenuacéo toesss oxidativo,
conforme elencados abaixo.

Estudo com 29 pacientes diabéticos adultos quéeema dose
diaria de 100 Ul de vitamina E ou placebo por umigg® de trés
meses, mostrou uma diminuicdo significativa no Mplasméatico no
grupo suplementado (JAIN et al., 1998). Estudo egiisnte, realizado
com 24 criancas diabéticas através do mesmo pyojetostrou
novamente uma diminuicdo significativa de MDA noumr
suplementado (JAIN et al.,, 2000). Outro estudo mevao 49
pacientes diabéticos, que receberam 504 mg/didfal¢oaoferol e/ou
placebo, por um periodo de 6 meses, mostrou umaugéo dos
niveis de TBARSex-vivo para o grupo de pacientes suplementados,
contudo nenhuma mudanca foi detectada na capacu#deidante dos
eritrocitos, conforme determinado pelos niveis ldéatjona e atividade
da glutationa peroxidase (MANUEL Y KEENOY et alo®@).

Em estudo randomizado com 49 pacientes HIV supl&ades
diariamente com 800 Ul de vitamina E e 1 g de \iitanC, controlado
com placebo por um periodo de 3 meses, mostroinaenbs niveis de
MDA plasmatico no grupo de suplementados (ALLARRIet1998).

Com relacao aos marcadores inflamatérios analisag@sesente
trabalho,”"NO e MPO, com excecdo da ADA (2008), os quais foram
determinados a partir do ano de 2005, exibiramisjwegressivamente
elevados em relacdo ao inicio do estudo (2005).

Sendo a enzima MPO considerada como um marcador de
gravidade de doenca em individuos com insuficiénaraiaca crénica,
poderia se esperar um aumento ao longo dos anasodganhamento,
compativel com a evolugdo da doenca, da mesma farptaducdo de
*NO (NG et al., 2006). Por ser de carater cronieogdoenca de Chagas
ocorre producdo de TN que induz a expressdo de INOS pelo
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macroéfago, resultando nutvurst de *NO (BHOGADE et al., 2008).
Pérez-Fuentes e colaboradores (2007) também nastraumento
simultdneo de TN+ e *NO em pacientes chagésicos crénicos. Como
citado anteriormente, tem sido encontrada no samqgui#érico de
pacientes com a forma indeterminada e na formdamrdla doenca de
Chagas, induzidas pela membrana lipidicaldaruz,i,a presenca de
citocinas pré e pro-inflamatérias como o TNUTRA et al., 1997;
FERREIRA et al., 2003). A atividade da ADA s6 foénsurada a partir
de 2008(a), a qual se manteve inalterada no periodo

Como mencionado anteriormente, também é possivelegtes
tipos de parametros sofram modificacfes com a efiolida doenca,
pois a doenca de Chagas é uma doencga progreseivantltiplas
implicagbes morfo-funcionais do miocardio e, poisois podem
apresentar manifestacdes laboratoriais variadas.

Ulker e colaboradores (2003) relataram a eficacia d
suplementacdo de vitamina E e C em reverter argidfu endotelial,
através da regulacdo da eNOS e atividade da NAD@R)Mhse em um
modelo animal de ratos. A incubacéo de aortastds hapertensos com
diferentes concentragcdes de vitamina C (10 a 100@l/uwm e,
especificamente, com altas concentracdes de vigami(L00 pmol/L),
melhorou a funcéo endotelial, atenuou a producéd,tie bem como a
atividade NAD(P)H oxidase, promovendo aumento deidade da
eNOS e geragcdo d¥WNO, de acordo com o verificado no presente
trabalho. Ainda em outro estudo realizado por Saramlaboradores
(2003), usando 800 Ul/dia de vitamina E, realizadm 8 pacientes
ambulatoriais estaveis com doenca renal crénicacediabéticos e 6
controles saudaveis, com o objetivo de medir osigiplasmaticos de
dimetilarginina assimétrica no inicio e apés 8 swmsado tratamento,
mostrou que apdés o tratamento com vitamina E, halirenuicédo
significativa dos niveis plasmaticos da dimetilaiga assimétrica em
seis de oito pacientes, o que implicaria no aumdigponibilidade de
*NO (SARAN et al., 2003).

Cominacini e colaboradores (1997) mostraram que a
administracdo de vitamina E em meio de cultura células endoteliais
humanas, diminuiu a expressdo de varias molécwasadisdo (E-
selectina, ICAM-1 e VCAM-1) pela LDL oxidada, e,
consequentemente, diminuiu a adesdo de monécitosnddma forma,
Martin e colaboradores (1997), mostraram que, dégqeecimentoin
vitro de células endoteliais da aorta humana com atfzfaool (42
pmol/L), inibiu significativamente a adesdo de mato&cLDL-induzida
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de uma maneira dose-dependente, com uma concaenieaicdo dos
niveis de ICAM. Da mesma forma que o alfa-tocofeos derivados
sintéticos da vitamina E, como acetato e succitexttbém mostraram
inibir o TNF-o induzido por ativagdo de NF-kB vitro em um trabalho
realizado por Suzuki e Packer (1993).

A atividade antiinflamatoéria medida pela diminuig@@PCR, e a
funcdo antioxidante medida pela diminuicdo do tempoxidagdo da
LDL, também foi relatada em um estudo realizado gpritchard e
colaboradores (2000) em pacientes com diabetesaapdplementacéo
de RRR-alfa-tocoferol na dose de 800 Ul/diaia,q®$ semanas.

Van Tits e colaboradores (2000), em um ensaio cdirde
administracdo de RRR-alfa-tocoferol (600 IU/dia peis semanas) em
pacientes hipertrigliceridémicos primarios e indids
normolipidémicos, mediram a liberacéo de citocifidsFa, IL-1B) e a
quimiocina (IL-8) a partir de células mononuclearés sangue
periférico antes e depois de intervencdo com vitamkE. Apos a
suplementacaoin vitro, a producdo de citocinas IL-8 diminuiu
significativamente nos dois grupos. Sugeriram gsgpfementacdo com
alfa-tocoferol poderia influenciar a resposta imido6ria de infiltrado de
células imunes nos espacos subendoteliais e, pmrtaau uso em
implicacdes terapéuticas torna-se relevante emepsos inflamatoérios
cronicos como a aterogénese.

Devaraj e colaboradores (1996, 2000) estudarameitoetfla
suplementacdo RRR-alfa-tocoferol sobre a funcdormmocitos e
marcadores inflamatérios, e mostraram que a suplag&o com 1200
Ul/dia em voluntarios normais, bem como em pacientes tigaisétipo
2, com e sem doenc¢a macrovascular, significativéeniriluenciou a
funcdo dos mondcitos, demonstrada pela diminuicao ogidacéo
lipidica e geracao de ;0e HO,, diminuindo tanto a liberacdo da
citocina IL-13 pro-aterogénicas, como a adesdo de mondcitoddascé
endoteliais, mostrando claramente que a suplem@nizgam RRR-alfa-
tocoferol teve agdo anti-inflamatéria.

Em outro pequeno ensaio clinico realizado por Sméth
colaboradores (2003) com pacientes com doenca temainal, foram
avaliados no sangue parametros de estresse ogidatvo as
concentracdes plasmaticas de metabdlitos da vieantn e b
isoprostanos, bem como marcadores inflamatérios(@NL-6 e PCR),
antes e apOs a didlise em duas ocasides, antegse2ameses da
suplementacdo didria de 400 Ul de RRR-alfa-toctferd
suplementacdo com RRR-alfa-tocoferol aumentou figtivamente
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sua concentracdo plasmatica e seus metabdlitosnéanam até dez
vezes, sem afetar a concentracdo plasmatica de RCR, TNk e
concentracdo dejfisoprostanos livres. Os resultados sugeriram uma
complexa inter-relac@o entre inflamacgéo e estrexshtivo e que néo
sofreu interferéncia da suplementacéo, provaveknpelo curto prazo
de suplementacao de vitamina E.

Islam e colaboradores (2000) também n&o mostraraminum
efeito significativo em qualquer dos parametrosudsdos (auto-
anticorpos para LDL-ox, moléculas de adesao, sICAMCAM) pela
suplementacdo com 800 Ul/dia de all-rac-tocofeonl 2 semanas. No
entanto, os resultados mostraram enriguecimentuofisitivo de alfa-
tocoferol nos niveis de LDL e aumento da fige(tempo de laténcia
para particula de LDL se oxidar, em minutospd&lacdo da LDL, em
pacientes renais cronicos (PORTAL et al., 2003).

Elliott e colaboradores (1995) também n&o consaguir
demonstrar qualquer melhora da funcdo endotelids as meses de
tratamento com 800 Ul/dia de RRR-alfa-tocoferombesmo Simons e
colaboradores (1999), que igualmente n&o conseguimostrar
qualquer melhora da funcdo endotelial em idososrgoeberam 1000
Ul/dia de RRR-alfa-tocoferol em comparacdo comediac

Em pacientes com angina espastica cronica, o teat@rcomo
300 mg/dia de acetato de alfa-tocoferol teve sigativamente
restaurada a vasodilatacdo fluxo-dependente, e pwdhora foi
associada a diminuicdo dos niveis TBARS plasmqtitOTOYAMA
et al., 1998).

Mesmo considerando a polémica ainda presente emtlita
(PASHKOW et al.,, 2011),, numerosos estudos in viti&m
documentado a funcdo antioxidante da vitamina Hfotme estédo
relacionados abaixoem ordem cronoldgica crescente aproximada
discriminando apectos determinantes de sua agiosive quanto a sua
eficacia, e que geralmente sdo desconsideradoshemdagem mais
abrangente, como comunente ocorre nas abordagenstal@nalise.

A hipétese incialmente proposta por Morel e colatores
(1984), Steinbrecher e seus colegas (1984), e Mgoh (1994), de que
a oxidacao de lipidios insaturados na particuld.le, bem como as
seqlelas decorrentes dessa oxidacdo, desempenhpapahctrucial na
patogénese da aterosclerose, e que isso estaih lmp contetdo de
vitamina E, é atualmente aceita, fornecendo forteusibilidade
bioldgica para o papel da vitamina E na prevenc&oddencas
cardiovasculares (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2006). t&sos
epidemioldgicos, a partir de estudos observaciopispectivos, e de
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ensaios clinicos de intervencgdo tornaram-se digp@nas trés Ultimas
décadas, confirmando o papel da vitamina E na pgéeede doencas
do coracgéo.

Um aspecto fundamental muitas vezes negligenciadsiste em
que as concentracdes utilizadas na ingestao deindeE em estudos de
intervencdo e meta-andlises, situadas entre 1004800ia, sdo
praticamente impossiveis de serem obtidas nos rtiimenotadamente
considerando o processo de industrializacdo, omgoahove a remocao
da maior parte deste componente antioxidante naf@uza natural
(SAREMI e ARORA, 2010).

Outro aspecto essencial neste particular foi releetauito tempo
atrds, em estudo em ratos, que mostrou que diérerdspostas
fisiolégicas tém diferentes curvas dose-resposRY @R, 2000). Em
particular, o peso e a taxa de crescimento nor&mbbtidos quando os
ratos sdo alimentados com 7,5 mg/kg de vitaminaeBdo 15 mg/kg
adequado para prevenir miopatia e 50 mg/kg paraesepcdo de
hemolise. No entanto, a resposta de linfécitostaganos, uma medida
da resposta do sistema imunoldgico, exigiria unsgom ainda maior
de vitamina E, desta forma, o nivel ideal e recatadn diario de
vitamina E para 50 mg/kg em ratos (BENDICH et¥3836).

Desta forma, se respostas diferentes tém diferentess dose-
resposta em humanos, assim como em ratos, naalsesipoplesmente
perguntar: "Quanto de vitamina E é suficiente?" \l&rn disso, deve-se
perguntar: "Quanto de vitamina E é suficiente garaecer a maxima
protecdo contra um determinado problema em paatieulOu seja, é
possivel que uma 6tima protecao contra uma condigiioo um infarto
do miocardio naqueles que ja provaram a doencaiacard pode
requerer uma dose diferente de vitamina E em aaindicdo, como a
prevencdo do cancer em uma populacdo com saldealhooon a
protecdo contra a doenca de Alzheimer (MORRIS.etl8B8). Assim,
cada ensaio, com diferentes populagfes e pontais filiferentes, pode
encontrar diferentes ingestas de vitamina E parefer uma protecéo
adequada e evitar 0 estresse oxidativo relaciongdta dificuldade
também ocorre quando se questiona a respeito des-gaslrdo de
antioxidantes em termos de uso genérico na popul(@fRYOR, 2000).

A seguir serdo enumerados alguns trabalhos fagisraa
suplementagéo de vitamina E ou seu uso atravétkngos ricos neste
antioxidante nutricional e, posteriormente, outre@m resultados
contrérios a sua utilizacao
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Esterbauer e colaboradores (1991) mostraram queicaocan
vitro de vitamina E no plasma de doadores humanos aomenmt
conteldo de alfa-tocoferol de 9 para 30 mg/molaréiqula de LDL, e a
resisténcia oxidativa da LDL de uma forma quaseslin

Em estudo similar, voluntarios saudaveis receberarias
combinacgdes de antioxidantes por periodos difesemteamostras de
sangue foram tomadas em intervalos especificosjoseéestada a
suscetibilidade a oxidacdo de LDL. Na primeira fage pacientes
receberam 60 mg/dia de beta-caroteno por 3 mepés, raceberem,
além do beta-caroteno, 1.600 mg/dia de vit.E, eynida receberarfi-
caroteno, vitamina E e 2 g/dia de vitamina C paalgeriodo. Na fase
2 do estudo, receberam apenas vitamina E duramesbs. Os autores
descobriram que na fase 1 a adi¢do de vitaminartertou os niveis de
vitamina E na LDL quase 2,5 vezes mais, enquastseeptibilidade da
LDL a oxidagdo foi diminuida entre 30%-40%. Na fa2e do
experimento, a suscetibilidade da LDL a oxidacdodfminuida em
[60% (REAVEN et al., 1993).

Muitos estudos tém estabelecido propriedades addintes e
antiaterogénicas de vitamina E em modelos anim&etré e
colaboradores (2001) estudaram o efeito de dietas alto teor de
gordura sobre a peroxidacao lipidica hepéatica itosfantioxidantes em
camundongos deficientes de apolipoproteina-E. Osulteglos
mostraram que as dietas suplementadas com 6ledivde dleo de
palma, ou 6leo de semente de girassol diminuiuifgigtivamente o
tamanho da lesdo aterosclerética. No entanto, hoove associacéo
entre os ratos que estavam em dietas suplemermauiasleos de palma
ou de coco e um aumento significativo na peroxiddipddica hepdtica.
Esta associacdo ndo foi encontrada em animaisrabhes com 6Oleos
de sementes de oliva ou de girassol, dietas comtemmor teor de
vitamina E. Sugeriram que o alto teor de vitaminaoEazeite de oliva
ou o6leo de semente de girassol protegeria contraefegos
hepatotoxicos. Verlangieri e Bush (1992) relataeinibicdo de 35%
da formacdo da lesdo aterosclerética em macacowerdahdos com
suplementacao de alfa-tocoferol, indicando qudastatoferol pode ser
profilatica e terapeuticamente eficaz na aterogster

Davi e colaboradores (1997, 1999) mostraram ens $en@manos
suplementados com 100-600 mg/dia de alfa-tocofotuas semanas,
diminuicdo na excrecdo urinaria de F2-isoprostapos 34% a 36%,
em individuos hipercolesterolémicos e diabéticosardfigon e
colaboradores (1999) mostraram que a suplementagdadultos
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saudaveis com 400 Ul/dia de RRR-alfa-tocoferol, pito semanas,
também resultou em niveis mais baixos de excrec@dria de F2-
isoprostanos.

Jialal e colaboradores (1995) utilizaram doses @e260, 400,
800 e 1200 Ul/dia para grupos de oito individuoscaata grupo. Apos
oito semanas de suplementacao, ndao houve diferengidacédo da
LDL nos grupos que receberam placebo ou vitamiemEiveis de 60
ou 200 Ul/dia, mas os niveis acima de 400 Ul/diavilamina E,
fizeram diminuir significativamente a suscetibiliidada LDL em sofrer
oxidagdo. Em alguns momentos do estudo, doses @eo801200
mostraram ser ligeiramente mais eficazes do queJidia. Os autores
estudaram a fadag antes de oxidacdo, bem como a taxa de oxidacgéo,
usando TBARS ou a formacdo de conjugados dieno erdat
hidroperéxidos lipidicos, concluindo que a doseimménde vitamina E
necessaria para diminuir significativamente a dilstidade do LDL a
oxidacéo foi de 400 Ul/dia (PRYOR, 2000).

Apesar de ainda muita polémica envolvida (PASHKOWAlg
2011), muitos estudos deoorte transversal tém encontrado uma
associacao entre o consumo de antioxidantes esom diminuido de
desenvolver doencas cardiacas, com resultados faaisaveis a
suplementacdo com a vitamina E (GAZIANO, 2004). uklg dos
primeiros dados apoiando a hipotese de que a vitarRi confere
protecdo contra as doencas cardiovasculares (D&€3t§o relacionados
com o experimento MONICAMultinational Monitoring of Trends and
Determinants in Cardiovascular Disedseestudo epidemiolégico
descritivo em uma populagéo de 16 homens e mulhenele os niveis
de a-tocoferol mostraram-se inversamente associadogaxeas de
mortalidade devido a doenca de cardiopatia isquenia andlise de
regressao parcial, a vitamina E apresentou umalagéo inversa ainda
mais forte com a mortalidade por doenca isquémicecdacao (GEY e
PUSKA, 1989).

O estudo caso-controle de grande porte EURAMEOrgpean
Community Multicenter Study on Antioxidants, Mydéar Infarction,
and Breast Cancgr comparou as concentracdes de vitamina E em
relacdo as amostras de tecido adiposo de 683 pesmwainfarto agudo
do miocéardio (IAM) e 727 controles (KARDINAAL et .al1993). A
suplementacdo de vitamina E pareceu estar assauiacenor risco de
infarto do miocérdio.

Outros estudos de coorte prospectivos avaliaragiagéo entre a
ingestao de vitamina E e a incidéncia da doenganesiana. ONurses’
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Health Study(NHS), o maior dos estudos de coorte prospecti¢o at
agora publicado, realizou uma investigacdo entrassociacdo da
ingestdo de vitamina E e doenca cardiovascular (D&vi 87.245
enfermeiras entre 34 e 59 anos e sem historicoGk¢ (3TAMPFER et
al., 1993). Depois de 8 anos de acompanhamentauéigeres com
maior ingestdo de vitamina E revelaram um risco 3df#nor de
desenvolver doencga coronariana. Ainda fizeram wnaparacao entre a
ingestdo de vitamina E por alimentos e por suplémsesugerindo uma
associacao inversa apenas para 0s suplementos. ulkeres que
tomaram pelo menos 100 Ul de suplementos de vieipor dia, por
mais de dois anos, sofreram reducbes de 40% ou doaissco de
doenca coronariana.

Em contraste, o estudowa Women’s Health StudywHS),
avaliou a associacdo entre a ingestdo de vitamamdigxidantes e
mortalidade por DCV, por mais de 7 anos em 34.38thenes pds-
menopausicas sem histérico de DCV, e concluiu qumrsumo de
vitaminas existentes nos alimentos, mas n&o deersgpitos, foi
fortemente associado a um menor risco de mortaidaat doenca
coronéria (KUSHI et al., 1996).

Por outro lado, o estud&tudy of Middle-Aged French-Canadian
Men) avaliou a relagdo entre o uso de suplementos witaos em uma
coorte de 2.313 homens da cidade de Quebec, pao$ augerindo
uma associacgao inversa entre uso de suplementémsiritos e doenca
cardiaca isquémica (MEYER et al., 1996).

Da mesma forma, o estudo finlandEsmnish Cohort Study
(FCS), de 14 anos de acompanhamento, também emgontna
significativa associacdo inversa entre a ingestédovilamina E e
mortalidade coronaria entre 5.133 homens e multadge30 a 69 anos
de idade e, inicialmente, livres de DCV (KNEKT &f 4994).

Igualmente, o ensaio clinico randomiza@ambridge Heart
Antioxidant Study CHAOS) envolvendo 2.002 pacientes com doenca
arterial coronariana, os quais foram aleatoriametgsignados para
receber a vitamina E (400 ou 800 Ul/dia) ou placpboum periodo
médio de 510 dias (STEPHENS et al, 1996), revetue a
suplementacao da vitamina E foi associada a um mesoo de infarto
do miocardio néo-fatal.

Outro estudo revelado peitealth Professionals Follow-up Study
(HPFS), que avaliou 39.910 profissionais de salseko masculino
entre 40 e 75 anos, ndo diagnosticados por doetergabhcoronariana
(DAC), diabetes, ou hipercolesterolemia e consuraosdplementos
vitaminicos (RIMM et al., 1993), apds 4 anos dengmanhamento,
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concluiu que somente a ingestdo de doses maiorggateina E (100
Ul/dia), estaria relacionada inversamente ao dedeimento de doenca
coronariana.

A relacdo entre o consumo da vitamina E e doencgas
cardiovasculares também foi examinada em estudosoddges em
idosos, como o EPESEEgtablished Populations for Epidemiologic
Studies of the Elderlprogram), envolvendo 11.178 homens e mulheres
americanos, com idade entre 67-105 anos. Encomirau diminuicdo
do risco de mortalidade por doenca coronéria ealiade geral entre
aguelas que tomaram suplementos de vitamina E téusam periodo de
9 anos (LOSONCZY et al., 1996).

O estudo de RotterdamR¢tterdam Studyfambém avaliou uma
populagéo de idosos, 4.802 mulheres e homens ledasentre 55 e 95
anos, sem histdrico de infarto do miocéardio. N@etat, ao contrario do
estudo EPESE, limitou-se a antioxidantes presevagedieta. Depois de
um periodo de acompanhamento de 4 anos, ndo fenaom uma
associacao entre a ingestao de vitaminas E e (&mpmve da dieta e
diminuicéo do risco de infarto do miocardio (KLIPHN-GROBUSCH
et al., 1999).

Igualmente, no estudo realizado pdidultiple Risk Factor
Intervention Trial (MRFIT), com a participacdo de 734 homens com
idades entre 35 a 57 anos e em risco para DCV, fundm coletadas
amostras de sangue no inicio e congeladas por @ @ara posterior
andlise, ndo houve associag¢éo entre os niveipsédte vitamina E e o
risco de infarto do miocardio ndo-fatal ou morteroc@ariana
(GAZIANO, 2004).

Da mesma forma, oGruppo Italiano per lo Studio della
Sopravvivenza nell'Infarto Miocardio(GISSI), analisando 11.323
homens e mulheres com recente infarto do miocéard®, quais
receberam 300 mg/dia de vitamina E durante um gerde 3,5 anos,
mostrou apenas uma tendéncia nao-significativa dmcab ao
surgimento de menores eventos cardiovascularedateis-(GISSI et
al., 1999).

Por outro lado, serdo elencados a seguir algunstredbalhos
mais importantes que indicam auséncia de benalicisuplementacdo
vitaminica em humanos, no sentido de registraremtaar a polémica
inerente ao tema em pauta.

Também uma série de estudos randomizados, cortisolemm
placebo (COOK et al., 2008BESSO et al., 2008), além de um estudo de
meta-analise (EIDELMAN et al., 2004), investigararm efeitos da
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vitamina E sobre a ocorréncia da doenca cardiolasce nao
revelaram efeito algum da vitamina E sobre infadamiocardio, AVC
ou morte por doencga cardiovascular.

Em conformidade, vérios estudos neste formato temdggontam
para uma ineficacia no uso de suplementacdes wvitzasi (PASHKOW
et al., 2011), tal como mostrado em estudo devietedo duplo-cego,
controlado por placebo, com 56 pacientes com iciguftia cardiaca
que receberam 335mg diaria de alfa-tocoferol, porperiodo de 12
semanas, revelando nenhum efeito sobre os niasmpticos de MDA
e também qualquer efeito sobre a atividade glutatiperoxidase no
plasma (KEITH et al., 2001).

Outros estudos randomizados igualmente controlados
placebo, também apontam para um efeito negativatiiaacdo de
suplementos vitaminicos (PASHKOW et al., 2011), egino caso do
estudo realizado com 59 homens saudaveis e fumaoi®s2 meses de
intervengcdo vitaminica, que mostrou um aumento ifiigtivo dos
niveis de MDA apés doses diarias de 200mg de wvitarki combinada
com acido ascérbico 250mg, 30mg de beta-carotelif}ey de selénio
em comparacdo com placebo (DRAGSTED, 2008).

Pesquisadores darimary Prevention Projectnvestigaram em
4495 pacientes com idade média de 64,4 anos comuumais fatores
de risco cardiovascular (hipertensdo, hipercoleksia, diabetes,
obesidade, histéria familiar de prematuros MI, @)so efeito do uso
da aspirina e vitamina E sobre os desfechos casliolares em
pacientes com fatores de risco cardiovascular. &dgeptes foram
aleatoriamente designados para receber 100 mgpiénas placebo e
300 mg de vitamina E por dia, e foram acompanhpdosma média de
3,6 anos. Os autores ndo encontraram nenhumandigesgnificativa
no nimero de desfechos primarios entre os paciguteseceberam ou
nao vitamina E (de GAETANO et al., 2001).

Em um estudo relacionado, Hodis e colaboradore®2{20
investigaram o efeito da vitamina E na progressfi@atdrosclerose em
pacientes com baixo risco para doenga cardiovasdRémdomizaram
353 pacientes com idade de 40 anos ou mais, caoriveis de colesterol
LDL de 130 mg/dL para receber 400 Ul de alfa-toodfe/ou placebo
diariamente, acompanhados por uma média de 3 #@®sautores
concluiram que a suplementacdo de vitamina E naduzie
significativamente a progressdo da espessura dadearda intima
arterial em comparacao aos pacientes que recelpdsiagbo.

Lee e colaboradores (2005) investigaram os efailosgo prazo
de vitamina E na doenca cardiovascular em 39.876ares saudaveis
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com idades entre 45 anos ou mais, que foram razddas para
receberem vitamina E (600 Ul a cada dois dias) dacepo,
acompanhadas por uma média de 10 anos. Os autostiram que a
vitamina E ndo diminuiu significativamente o riste grandes eventos
cardiovasculares em comparacgéo ao placebo. A vitaBitambém n&o
reduziu significativamente a incidéncia de infattomiocéardio ou AVC
em comparagdo ao placebo. Entretanto, o risco déenpor evento
cardiovascular diminuiu significativamente no griguplementado com
a vitamina E, quando comparado ao placebo.

De forma similar, 9.541 pacientes com 55 anos dégdu mais,
foram estudados por Yusuf e colaboradores (200@esos efeitos da
vitamina E e ramipril (inibidor da enzima conveesale angiotensina)
em pacientes com alto risco para doenca cardiolsagou doenca pré-
existente cardiovascular ou diabetes e mais um ¢Eaisco), onde os
pacientes receberam 400 Ul/dia de vitamina E, 10degamipril e
placebo, acompanhados por uma média de 4,5 anoautdses ndo
encontraram nenhuma diferenca significativa nosiepses que
receberam vitamina E versus placebo. Além dissa f@ram
observadas diferencas significativas entre os glnipos no niamero de
mortes por doengas cardiovasculares, infarto docéniio, AVC,
eventos cardiovasculares secundéarios ou morteopgastas causas. Os
autores concluiram que a vitamina E nédo tem efsitoe os desfechos
cardiovasculares em pacientes com doencas cardidaess de alto
risco.

Devem ainda ser considerados alguns ensaios dinigpe
mostraram que a vitamina E poderia estar asso@adartos efeitos
adversos, conforme os mencionados a seguir (PASHI€OAV, 2011).

Heinonen e colaboradores (1994) testaram se atfitgds alfa-
tocoferol e beta-caroteno estaria associada coromnisgo de cancer de
pulmé&o e outros canceres em 29.133 fumantes dorsagoulino com
idades entre 50 e 69 anos, que receberem 50 nifadecoferol, 20 mg
de beta-caroteno, isoladamente ou em conjunto, ndaaplacebo,
diariamente, com acompanhamento por 6,1 anos. Oseaurelataram
gue o alfa-tocoferol foi associado a menor incii#rde cancer de
préstata, mas ndo cancer de pulmao. Além dissoommb alfa-
tocoferol ndo tenha mostrado efeito sobre a mdedé, foi associado
ao aumento de mortes por AVC hemorragico.

Lonn e colaboradores (2005) prolongaram o estuddPHO
(YUSUF et al.,, 2000) para determinar os efeitosorgd prazo da
suplementacao de vitamina E em eventos cardiovags,llem pacientes
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com alto risco de doenca cardiovascular. Dos 9@atlentes incluidos
no estudo original do HOPE, 3.994 concordaram emtiraoar a
intervencdo e 738 concordaram em ser passivameotgtanados e
foram acompanhados por uma média de 7 anos. Oegautmstraram
que, entre todos os pacientes do HOPE, maiores tasven
cardiovasculares ndo foram significativamente difegs entre os que
receberam vitamina E e os que receberam placetmen®s que
receberam vitamina E, no entanto, tiveram um risgaior de
insuficiéncia cardiaca e hospitalizacdo por ingéfficia cardiaca.

Miller e colaboradores (2005) realizaram um estude
metanalise para determinar a relacdo dose-dependentre a
suplementacé@o de vitamina E e risco de mortalidedaminaram 19
ensaios clinicos randomizados, controlados quertest o efeito da
suplementacdo de vitamina E, com doses variandd6ge a 2000
Ul/dia. Dos 11 ensaios clinicos que testaram alts®s de vitamina E,
400 Ul/dia ou mais, nove demonstraram um aumentaoréalidade por
gualquer causa, em comparacao ao controle. Oseautoncluiram que
altas doses de suplementacéo de vitamina E devedaevitadas, pois
estaria associada a aumento de todas as causastdkdade.

A American Heart AssociatioAHA), consultoria cientifica em
vitaminas antioxidantes e o Comité de Nutricdo ¢Alestabeleceram
recomendacdes sobre o uso de suplementos antitesdaara reduzir o
risco de doenca cardiovascular. Com base em toslasvidéncias
cientificas disponiveis atualmente, o uso de vit@amE e outros
suplementos vitaminicos antioxidantes para preveair doenca
cardiovascular, ndo se justificaria. A AHA, no emnta aconselha o
consumo de alimentos que s&o abundantes em vitsai@xidantes e
outros nutrientes (frutas, legumes, graos integrai®zes) para evitar
doencgas cardiovsculares (SAREMI e ARORA, 2010).

Embora outras func¢des adicionais da vitamina Erf@am sido
estudadas e bem caracterizadas, como a proprieipegfio no processo
de gametogénese e fertilidade, a sua funcao asdioteé continua sendo
a melhor estabelecida (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 200Bpesar
dos estudos realizados com cultura de células eelo®danimais
sugerirem que a vitamina E tém efeitos promissamisquémicos,
antiaterosclerdtica, anticarcinogénicos, antinfltgmes, os resultados
de sua suplementacdo em humanos sdo ainda costsyer
possivelmente devido a andalise complexa envohidsde a selecdo
inadequada dos individuos do estudo (ssetatusda vitamina Estatus
imune, niamero amostral), quanto pela escolha de dtkzada, do
tempo de ingestdo e também do periodo de monitotameiferencas
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nas formas de suplementacgéo (tocoferol em formaraladu sintética).
Outros fatores que também podem interferir nestésdes, seriam o
numero de parametros analisados e a andlise segélo-éspecifica ou
andlise sistémica, em termos de formular as cobetus consideracdes
finais. Entretanto, com todas essas limitacOeslagparece que a RRR-
alfa-tocoferol, a forma natural de vitamina E, €ue demonstra um
melhor efeito multifacetado na homeostase vascw@ardoencas
cardiovasculare¢SINGH et al., 2005; BRIGELIUS-FLOHE, 2009).

Trabalhos recentes realizados em nosso laboragidenciaram
que o efeito protetor da combinacéo da interveicgéo as vitaminas E
e C por 6 meses, provavelmente estaria relacioaasioa capacidade
antioxidante em pacientes com CCC, mesmo apds 2Zsmeds
administracdo do farmaco BZN (RIBEIRO et al., 200¥m disso, 0s
resultados obtidos com 0s mesmos pacientes em oesiaterior
(MACAO et al.,, 2007), quando foi avaliado o efeismlado dessa
intervencgdo antioxidante, de forma semelhante emgtados obtidos no
presente estudo, mostrou que o tratamento com lanseiptacdo com
vitaminas E e C, promoveu uma atenuacdo do dam@tdx no sangue
nestes pacientes, dano esse diretamente relaciagngmogressdo da
doenca, conforme j& havia sido descrito em estaderiar pelo nosso
grupo de pesquisa (de OLIVEIRA et al., 20@7¢ forma anéloga, outro
trabalho realizado por nosso grupo de pesquisa éamimostrou a
eficdcia da combinagdo das vitaminas E e C em ateouestresse
oxidativo sanguineo relacionado com o tratament@algentes com
hepatite C tratados com ribavirina e interferon RFAS, 2009). Além
disso, trabalhos realizados em parceria com outbseratdrios da
UFSC, mostraram igualmente a eficacia da suplemp@&atantioxidante
vitaminica em pacientes (criangas) com queimaduraxieradas
(BARBOSA, 2006), bem como pacientes portadoresilitese cistica
(BENNEMANN, 2011).

Em resumo, considerando os resultados encontrazlpsesente
trabalho e nos estudos anteriores realizados eso apo de pesquisa,
€ possivel sugerir que as diversas intervencdexatantes (associacao
apenas as vitaminas E e C ou na combinacéo delasawedilol), ao
longo dos 7 anos de monitoramento, foram eficazasatenuar o
estresse oxidativo sistémico em pacientes com CCC.

O efeito benéfico das sucessivas intervencdes fistadenciado
pela manutencdo das atividades das enzimas armiagiE em niveis
relativamente baixos ou intermediarios, considesand intervalos
temporais entre as intervencdes antioxidantes. eDesiodo,
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aparentemente, as intervengdes antioxidantes atdelas preservaram
0s pacientes com CCC do insulto oxidativo decoeralds distintos
estagios da doenca de Chagas. Também é possiesir ighie a

associacao de carvedilol com as vitaminas E e Cajo@iz de melhorar o
statusantioxidante destes pacientes, uma vez que, quasstiadas,
essas terapias foram mais eficientes do que quantdizadas

isoladamente.

Quanto aos resultados clinicamente observaveisgwpo da
UFRJ, associado ao co-orientador desta tese, esthumdo trabalho
complementar com 0s mesmos pacientes e condicGapétricas.
Segundo os resultados clinicamente mais expressda®reu uma
significativa reducdo das arritmias ventriculardssesvadas com a
suplementacdo em todos 0s grupos, com excecédo ghypevido ao
pequeno numero de extras-sistoles. Portanto, pebuante existe uma
correlagdo entre as sucessivas intervencfes alditeis, atenuacdo do
estresse oxidativo sistémico e reducdo das arstwémtriculares nos
pacientes com CCC.
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7 CONCLUSOES

a) Com relacéo a intervencdo com Carvedilol e Viiaas E e C

1. O tratamento isolado com o carvedilol foi efetem atenuar o

estresse oxidativo sisttmico no sangue de pacientes
chagasicos crbnicos com cardiopatia (CCC), evidelocpela
diminuic&o dos niveis de PC e TBARS, e pela dingioida
maioria das atividades das enzimas antioxidantesadas
neste trabalho.

De modo semelhante, a associacdo do carvedilol as
vitaminas E e C, indica a possibilidade de sinengientre
estes trés antioxidantes na atenuagdo do dano tiggida
associado a CCC.

Tanto o carvedilol administrado isoladamentema@ona
associacdo com as vitaminas, foi aparentementgancde
conter a evolugdo do processo inflamatério, indicaelo
aumento dos marcadores ADA e MPO.

b) Com relagédo ao monitoramento de 7 anos de inteigdes
antioxidantes

1-

De modo geral, o perfil apresentado pelos ditese
marcadores de estresse oxidativo analisados am ldiog
periodo de monitoramento mostraram-se inalterados o
diminuidos em relagcdo as analises iniciais, suderiue as
sucessivas suplementacdes foram capazes de proteder a
progressao do insulto oxidativo sistémico associa@&C.

Esta atenuacao do estresse oxidativo sistérpiée as varias
intervencbes  antioxidantes  poderia  ser  atribuida
primariamente a persisténcia do efeito acumulasgociado

a lipofilicidade da vitamina E.

As concentragBes plasméticas de vitamina E mersde
inalterada no periodo sem intervencéo vitaminiogesndo
um acumulo deste antioxidante lipossolivel.

As intervenc¢des antioxidantes ao longo do periatk
monitoramento ndo foram capazes de diminuir
significativamente o processo inflamatério da CCC.






157

8 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos no presente trabalho indieanes
possibilidades futuras, tanto na melhor avaliac&s e@feitos de
suplementacdo antioxidante, como na sua utilizagitmeira em
pacientes com CCC. Conseqiientemente, seria oportuno

« Determinar biomarcadores de estresse oxidativais m
sensiveis e especificos tais como a 3-nitrotirgsipara
avaliacdo de nitracdo de proteinas, bem como géaliae
dano ao DNA (teste do cometa ou de aductos de PNA)

» Reavaliar a determinagao plasmatica de vita@jna

e Sugerir a continuidade do monitoramento do estres
oxidativo em pacientes com CCC, buscando a corsg@imda
eficdcia da suplementacdo antioxidante contemplasdivés
antioxidantes em pauta.
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APENDICE 1
PROGRAMA CARDIO/CHAGAS /HU-UFRJ

IDENTIFICACAO

02- NOIME.. e ereeem e e e e e e e e e e e e e e e e e s s nnreneees
02- N° Prontuario

Y Y

03- Data de Nascimento L
04-Etinia || (1) Negra (2)Branca (3ylafa (4) Outra
05- Sexo || (1) Masculino ( 2 )Feminino

06-Naturalidade. ........cccooiiiiiiiiee e
07-Data da Avaliacéo Inicial

08-Afastado da zona endémica ha............... anos -

* HISTORIA CLINICA RELEVANTE

09-Diag de Insuf Cardiaca Esquerda (escore clin&ior ou igual a 3)

(1)-Sim (2)-Nao (3) wa
Dispnéia / dificuldade de respirar
Caminhando depressa no plano ou em aclive leve 1

Em passo usual no plano
Obrigado a parar por falta de ar, camihando nooplpasso normal 1
Obrigado a parar por falta de ar, ao caminhar 10@plano 2
Dificuldade de respirar / falta de ar
Frequéncia cardiaca 91 a 110 bpm

mais de 111 bpm
Estertores nas bases pulmonares
Estertores nas bases e apices pulmonares
Presséo venosa jugular aumentada isolada
Presséo venosa jugular aumentada associada a edema
Presséo venosa jugular aumentada associada athepati@a 2
Distens&o dos vasos dos lobos superiores no Remea T 1
Edema intersticial pulmonar 2
Edema intersticial pulmonar + derrame pleural 2

NHN}—\NI—\N
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10- Classe Funcional da NYHA
(1) Classe | (2) Classe Il (3) Classe lll) 4asse IV

11-Internacao prévia devido a Insuficiéncia Camiac
12-Desfibrilador Cardiaco Intracavitario
13-Taquicardia Ventricular Sustentada
14-Diag de Disautonomia (necessario presenca dess3
a-auséncia de ansiedade
b-auséncia de transpiracao
c-bradicardia e/ou hipotenséao

15-Morte Subita Ressuscitada
Vocé ja teve alguma perda subita e momenténea misciéacia e do
tébnus postural que necessitou de manobras de ceéagés?
A-Taquicardia Ventricular Sustentada
B-Fibrilagcdo Ventricular
C-Assistolia
D-Atividade elétrica sem pulso-a-BAV 3° grau
b-outra bradiarritmia
c-outro ritmo

16-Diagnéstico de Embolia Pulmonar
17-Diagnéstico de Embolia Sistémica
18-Diagnoéstico de AVC / TIA
19-Sincope

20-Marca-passo

21-Fibrilacéo Atrial

*DOENCAS ASSOCIADAS NAO CARDIACAS
22-Diabetes

23-Doenca vascular periférica
24-Disfuncdo Respiratoria
25-Doenca coronariana
26-Insuficiéncia Renal Crénica
27-Doenca vascular cerebral
28-Dislipidemia

29-Cancer

30-Hipertenséao

31-Outros
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* HABITOS

32-Diagndstico de Tabagismo

a-Nunca Fumou
b-Fumante (1 ou mais macgo/dia)
c-Ex-fumante (ndo fuma nos ultimos 6 meses)
d-Eventualmente

33-Alcoolismo Crbnico (presenca de duas ou majsostas positivas)
(1)-Sim (2)-Néo
-Se alguma vez sentiu que deveria diminuir a qdadé de
bebida ou parar de beber
-Se as pessoas 0 aborrecem porque criticam o st aeo
beber
-Se se sente culpado pela maneira com que costivea b
-Se costuma beber pela manha para diminuir o nienosou
ressaca

* ESCOLARIDADE
34-Que nivel de escolaridade vocé chegou a completa

1-Analfabeto|

2-Nunca foi a escola mas sabe ler e escrever
3-Primeiro grau incompleto

4-Primeiro grau completo

5-Segundo grau incompleto

6-Segundo grau completo

7-Terceiro grau (curso universitario) completo

* MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

Pes.|__|_|_|kg Altura|__|_|[__|cm
35-Relacdo cintura |_|_|_|cm
36-Presséo arterial sistélical__|__|___|mmHg diaatdl || | mmHg

* AVALIACAO RADIOLOGICA
(1) Sim (2) Nao
37-Normal
38- Indice cardio-toracice 0,50
39-Sinais de congestao pulmonar
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*ALTERACOES NO ECG DE REPOUSO CONVENCIONAL
(1)-Sim (2)-Nao
40-Normal

41-Bradicardia sinusa50bpm ou pausa sinusaB,0 seg

42-BAV 1°grau

43-Disturbio conducado AV (2 e/ou 3 grau )

44-Alterac6es primarias de ST-T

45-Baixa voltagem<0,5 Mv todas as deriva¢fes frontais)
46-Fibrilacéo Atrial

47-Extra-SistolesVentriculare

48-BRE

49-Area Eletricamente Inativa (@ 40ms 2 derivacdes continuas)
(a) anterior (b) inferior (c) posterior (datéral (e) antero-lateral
50-BRD

51-HBAE

52-Marcapasso

*  MONITORIZACAO CONTINUA DO ECG DURANTE
EXERCICIO

(1)-Surgiu (2)-Ausente (3)-Aumentou (4)-Diminu{5)-Mantida
Considerar o maior n° de arritmias durante 30 sdgsiqualquer de
registro

53-Ext Vent

54-Taqui Vent Monomorfica N&o Sustentada
55-Disturbio de conducédo atrioventricular
56-Disturbio de conducéo intraventricular

*ELETROCARDIOGRAFIA DINAMICA (HOLTER)
(1) Sim (2) Nao
57-Taquicardia com QRS estre#d 50 bpm> 30 seg
58-Taquicardia com QRS estre#d 50 bpmx 30 seg
59-Taquicardia com QRS estreitec 150 bpm > 30 seg
60- Taquicardia com QRS estretd 50 bpm< 30 seg
61-Taquicardia com QRS alargad®0 bpm duracaat
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62-Taquicardia com QRS alargago150 bpm duracd® 4 bat
63-Bradicardia sustentaga35 bpm
64-Blogueio sinoatrial
65-Pausa sinusal 3 segundos
66-Ritmo escape juncional
67-Bradicardia sinusal inapropriada
68-Taqui-bradicardia
69-Bradiarritmia pds-parada cardiaca
70-Bloqueio AV 2° grau Mobitz Tipo 1
71-Bloqueio AV 2° grau Mobitz Tipo 2
72-Bloqueio AV 3° grau
73-Fibrilacao e/ou Flutter atrial
74-Disturbio de conducéo intraventricular
75-Falha de marcapasso 6- 7
Desfibrilador - qualquer documentada descarga
77-Sincope - qualquer relato
78-Arritmia ventriculares complexa multiforreel0/hora
* ECOCARDIOGRAMA Bi-Doppler
(1)-Sim (2)-Nao
79-Normal
80-Evidéncia de anormalidade contratil segmentar
(a) anterior (b) inferior (c) posterior (dAteral (e) apical
81-Alteracdo de contratilidade difusa
82-Disfuncéo sistdlica de VE leve
83-Disfuncéo sistélica de VE moderada
84-Disfuncéo sistolica de VE grave
85-Trombo em VE
86-Aneurisma
(a) anterior (b) inferior (c) posterior (thteral (e) apical
87-Didmetro diastolido de VE mm 88-
Diametro sistolico de VE mm
89-FEVE %
90-Disfuncéo Diastélica |
(a)-Ausente (b)-Padréo de Deficit de Relaxament®édrdo Restritivo
(d)-Padréo Pseudo-normalizacao

*MEDICAMENTOS

(1)-Sim (2)-Nao
91-Diurético de alga
92-Diuréticos outros
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93-Digital

94-IECA

95-ARBs
96-Espirolonactona
97-Anticoagulante Oral
98-Amiodarona
99-Outros antiarritmico
100-Aspirina

101-Beta bloqueador

* IMPRESSAO FINAL

102-Forma Clinica Cardiaca (estagios evolutivos)
1-Cardiopatia Chagasica Crénica leve (grupo I1A)
2-Cardiopatia Chagasica Crbénica moderada (grupolB)
3-Cardiopatia Chagasica Crénica grave sem ICCp@h)
4-Cardiopatia Chagésica Cronica grave com ICC (gtlip

(1) Sim (2) Nao
103-Esbéfagopatia
104-Colopatia
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APENDE2

Ficha de ACOMPANHAMENTO NUTRICIONAL do Programa
Cardio/Chagas /HU-UFRJ

IDENTIFICACAO

02- N° Prontuario
|
03- Data de Nascimento |
04-Etinia L]

(1) Negra (2)Branca ( 3) Mulata Y@utra
05- Sexo | (1) Masculino (2 )Feminino
06- Naturalidade. .........cooi i
07-Data da Avaliacéo Inicial

08-Afastado da zona endémica ha............... anos

HISTORIA ALIMENTAR

09-Quantas refeicdes vocé faz regularmente?. Leswhrde todas as
refeicbes-café da manha, almoco,janta e lanchevapé&faz em casa
ou fora de casa:

( )2 ( )3 () ( )5 ( )6oumais

10-Vocé tem uma alimentacdo saudavel?

( )Sim ( )Néo ( )asvezes
Justifique:
11-Marque com (X) nos alimentos que vocé gosteodeec ou beber:
( )frango ( )legumes ( )bolo
( )peixe ( )verduras ( )péo
( )carne de boi ( )frutas (' )hamburger
( )ovo ( )suco ( )pizza
( )Hfeijao ( )leite ( )cachorro-quente
( )arroz (' )gqueijo ( )biscoito
( )macarréo ( )danone ( )doce/chocolate
( )angu ( )refrigerante  ( )pipoca
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12-Marque um (X) nos alimentos que vocé come serfp@® menos
uma vez por semana):

( )frango ( )legumes ( )bolo

( )peixe ( )verduras ( )péo

( )carne de boi ( Hfrutas (' )hamburger

( )ovo ( )suco ( )pizza

( )feijao ( )leite (' )cachorro-quente
( )arroz (' )gqueijo ( )biscoito

( )macarrédo ( )danone ( )doce/chocolate
( )angu ( )refrigerante  ( )pipoca

13-Vocé come com mais freqiiéncia alimentos:
( )fritos ( )cozidos ( )grelhados ou assados
( )alteranando todas as formas de preparo

14-Com que frequéncia mensal vocé costuma comerfdads (Mac
Donalds, Bobs etc)

( )nunca ( )guasenunca ( )L ( )2 )3 ( ) ( )50u
mais

15-O que vocé costuma levar de lanche para o rabal

16-Vocé come doce com frequencia?

( )tododia ( )umavez por semana Z vgzes por semana
( )3vezesporsemana ( )nunca

17-Vocé se acha:
( )gordo ( )magro ( )no pédeal ( )acima do peso
ideal ( )abaixo do peso ideal

18-Vocé pratica atividade fisica?
(  )sim ( )ndo Qual? Quantas vezes por semana?
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APENDICE

Protocolo de Aprovacdo no Comité de Ea (053/07)

DE : CAf
RDIOLOGIA HUCFF FRX @ 25622753 03 MRI. 2087 11:31 Pag.2

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Hospital Universitirio Clementino Fraga Filho
. Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Coordenador ; . N .
[Clalke Hekow Do Viokne: CEP - MEMO - n.° 319/07 Rio de Janeiro, 27 de abril de 2007,

Metioo- brof2 Asscinds
Seavira:

Dﬁﬁ}mw\m& Da: Coordenadora do CEP

Futnaohiico- il

Menbris Tl -
(emrizMeein Ak Heseia A (0): Sr. (a) Pesquisador (a): Dr. Roberto Coury Pedrosa
Trof, Asscivi
" .
Dm“:‘.ﬁ%*&’,’i‘:;i’“ Assunto: Parecer sobre projeto de pesquisa
el Regins Avbecsio
Asommis Socal « Metrs
[Jrlera Waszymky
it s e
E),',::é,c s Duerte de Sr. (a) Pesquisador (a),
Mo frof At
Qo i | P—
EM’,;‘S"' AR Informo a V. Sa que o CEP constituido nos Termos da
Dmmm Resolugdo n. ° 196/96 do Conselho Nacional de Saude ¢, devidamente

Mm-i::.,:MW registrado na Comissiio Nacional de Etica em Pesquisa, recebeu, analison ¢
O, R@";:;:MM emitiu parecer sobre a documentagdo referente ao protocolo e seu
DWC«,,M‘:;’“ respectivo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme abaixo

Medio- Dasor discriminado:

O zraaRatiges tasiva

Frofesom »

Membros Sipkntes Protocolo de Pesquisa: n° 053/07- CEP
(JBemwiz Moritz pe:

Medboo - Doy . X
[)CestrindeAsis Matimuaso Tiwlo: “Efeito do tratamento com o benzonidazo ¢ da terapia

Javetismo. = i A, o shagAc PRES
ek i anti na P cronica’

M- ok Adhas .
Dh@mﬂmmm Pesquisador (a) responsavel: Dr. Roberto Coury Pedrosa
[Meria de FitinaGustvo | opes
wammh.:?mm Data de apreciagio do parecer: 12/04/2007

Enmcty
L Pormmde ol Parecers "APROVADO™
O Qo N ooz
[Jvinia msg :’ &“,;-n Jnforma ainda, que V. Sa. devera apresentar relatériq

AsoeSad semestral, previsto para 12/10/2007, anual e/ou relatorio final para este

Comité acompanhar o desenvolvimento do projeto. (item VIL 13.d., da
Resolugao n. © 196/96 — CNS/MS).

Alenciosamente,

Prof*. Alice Helena Dutra Violante
Coordenadora do CEP
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APENDICE 4
Termo de Consentimento Livre e Esclacido

Titulo do estuda Efeito do carvedilol e monitoramento de terapias
antioxidantes ao longo de 7 anos em pacientesopatais chagésicos
cronicos.

Instituicdo: Hospital Universitario C.F.F-UFRJ-Seovde Cardiologia
Investigador: Dr. Roberto Coury Pedrosa (Inscrigfm CRM n°
5244441-3) (RJ) - Telefone: 25622618 / 25622434

Introdugéo

Vocé estd sendo convidado para participar voluartente de
uma pesquisa clinica. Antes de decidir a respitcsua participacao
nesse estudo, é importante que vocé leia e entssgadocumento e o
gue esta envolvido nesta pesquisa clinica (tambdmada de estudo
clinico). Esse documento, chamado de “termo deemimento livre e
esclarecido” descreve 0s objetivos, os procedinsends riscos, 0s
beneficios, os pagamentos e os desconfortos dioesisse documento
também descreve o seu direito de deixar o estuglauer momento.
Nenhuma promessa ou garantia sobre resultados gesgaisa pode ser
feita. Por favor, pergunte quantas vezes vocéraobeessario para
decidir se vocé quer participar deste estudo.stece de acordo com as
informacdes deste documento, vocé ir4 assina-lecebera uma das
cépias assinadas para que possa guarda-la com vocé.

Descrigcdo/objetivos do estudo
Vocé esta sendo convidado a participar de um estlidizo

porque vocé tem uma doenga chamada doenca de Glmgagrau de
comprometimento variavel nos diferentes orgaosncjpalmente o
coracdo. O objetivo deste estudo é verificar sedainistracdo do
carvedilol, um medicamento que pode ser Util nawEedo de sua
doenca. Também, o estudo vai verificar se a adtragéo das vitaminas
C e E (medicamentos antioxidantes) vao te ajudan®ater sua doenca.

Desenho do estudo/duracdo/nimero de pacientes

Esse estudo caracteriza-se por ser um estudo oglinic
observacional, assistencial. E importante que t@o@ o medicamento
de acordo com as instru¢des dadas pelo médicotddoetOr Roberto
Coury Pedrosa). A duracdo do tratamento do esardbém dependera
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dos efeitos colaterais que vocé desenvolver. ®asé interrompa a
tomada do medicamento do estudo, vocé serd acoagiargelo seu
médico (Dr Roberto Coury Pedrosa) para ver a edolup seu estado
geral de saude.

Descrigédo do estudo
Procedimentos na avaliag&o inicial

Se vocé decidir participar do estudo, vocé redizar
determinados testes e procedimentos para ajudaseoldrir se vocé
pode fazer parte desse estudo. Esses testes edipnentos sao
chamados “procedimentos da avaliacao inicial”. pBscedimentos da
avaliacdo inicial pode ocorrer até uma semana anutesvocé inicie o
tratamento. Vocé sera solicitado a assinar essentinto antes que
gualquer teste possa ser realizado. O seu médigoqtara sobre a sua
histéria médica. Isto pode incluir doencas queévieve no passado,
doencas diferentes da doenca de Chagas que vociuehlmente (por
exemplo, diabetes, hipertensdo, asma) e todos dscangentos que
vocé tomou nas Ultimas semanas. A histéria danramto anteriores
que vocé utilizou para o tratamento da sua doeag@hdgas bem como
quaisquer efeitos colaterais em andamento desgamgntos anteriores
serdo registrados. Serdo também realizados: ekaioe (incluindo a
medida do seu peso, altura, pressdo arterial samuffreqiéncia
cardiaca e temperatura corporal), um eletrocardingr(ECG- um teste
gue produz um quadro grafico da atividade elétdeaseu coracéo),
ecocardiograma (um teste que mede a funcéo de boneoéo de
sangue do seu coracgdo). Radiografias de torag semizados caso nao
tenham sido realizadas recentemente. Ao longoutdsocdo estudo,
serdo obtidas e enviadas para o seu prontuariaxdpssas avaliacoes.
Apés esta consulta inicial, sera coletado sanguanke veia (10 ml de
sangue igual a quantidade de 1 colher de sopakpté@ vocé devera
iniciar o medicamento (carvedilol) durante 6 me$e&s vezes ao dia.
Nesse periodo vocé devera retornar em consultacenddiezes. Nova
consulta médica serd marcada ap6s 6 meses da stiagao das
vitaminas C e E. Nesta visita de final do tratatmerom as vitaminas
sera novamente coletado sangue de uma veia deramgu b

Entéo serd iniciado uma nova etapa aonde seramiathaiilos
o carvedilol e as vitaminas, por 6 meses, fazerw@ rconsulta apds
este periodo para coletar amostras de sangue.

Alguns dos exames de sangue que estdo sendo dealigdo
exames de rotina e ajudardo o seu médico a mandosau sangue em
relacdo a qualquer mudanca. Alguns exames de esaggjdo sendo
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realizados com os propésitos da pesquisa e na&nseealizados caso
VvOoCcé ndo estivesse recebendo o tratamento do eQugku sangue, apos
processado, serd armazenado apenas para reali@sicexames

propostos, sendo posteriormente desprezados. ®S&sErvados o0s

mesmos cuidados técnicos de coleta e conservaceudsangue até a
andlise laboratorial final.

E possivel que, apds todos os testes terem siikades, vocé
nao possa fazer parte desse estudo. Da mesma favd@haver outras
razdes, pelas quais vocé ndo pode participar se reaso, 0 seu médico
discutira todas essas razdes com voceé.

Alguns exames de sangue, realizados na visita déagio
inicial, podem precisar ser repetidos, mas apesss @ seu médico avalie
gue esses exames sdo0 necessarios. Sera solzitant® que informe
gualquer medicamento que vocé esteja tomando nanseanterior a
primeira dose do tratamento

Tratamento

Caso vocé se qualifique para o estudo e concordeaetioipar,
VOCé recebera o seguinte tratamento: Carvedil&ni@,em trés tomadas
no dia durante 6 meses, seguidos de Carvedilol esma dose +
800Ul/dia vitamina E + 500mg/dia vitamina C, tomauhéca, por mais
6 meses. O fornecimento da medicacdo do estuddfeityéa vocé no
consultério do seu médico, juntamente com as itE&® sobre como
tomar os compimidos em casa. Vocé e/ou um membrsud familia,
sera solicitado a contatar o seu médico caso veséngolva qualquer
efeito colateral mental ou fisico ou caso vocé degbalquer pergunta
sobre o carvedilol, a vitamina C ou sobre a vitantinfornecida a voceé.
Vocé deve tomar as doses do carvedilol e das vian@ e E
imediatamente antes da sua principal alimentacao.

Vocé também serd solicitado a trazer todos os dsagie
tratamento deste estudo a cada visita. Se vot@&wanno andamento do
estudo, entdo vocé receberda uma nova prescrigh@aio consultério de
seu médico

Procedimento do estudo

Enquanto estiver tomando a medicacdo do estudo secE
solicitado a seguir a programacéo de visitas @#ido estudo para
monitorar sua seguranca e se os tratamentos astéorfando

Durante cada visita vocé ira realizar as seguaaebacoes:
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-Exame fisico que inclui a medida do seu pesosprearterial
sanglinea, frequéncia cardiaca e temperatura ebmama avaliacdo
de sua progresséo no estudo

-Vocé deve informar quaisquer sintomas que vocérm@sdver
desde o inicio do estudo ou qualquer mudanca méenEs que vocé
relatou durante as visitas prévias

-Vocé também deve informar sobre quaisquer medictose
que vocé tomou desde o inicio do estudo ou solatgger mudanca no
medicamento que vocé tenha relatado nas visitas amets

-Depois que vocé interromper sua participacéo haleso seu
médico assistente (Dr Roberto Coury Pedrosa) ammtin seu
acompanhamento clinico.

Se, em qualquer momento, vocé desenvolver efeitiadgecais
(efeitos ndo desejaveis), vocé deve deixar queuargglico do estudo
saiba 0 mais cedo possivel para que a assistér@iicanpossa ser
fornecida, caso necesséria

Riscos associados com o estudo

O principal risco para vocé nesse estudo é que podder um
medicamento em que nds nao conhecemos todos tis afelaterais do
mesmo ou todos os efeitos colaterais que poderimmtecer quando o
medicamento do estudo é combinado com outros nmeditas ou com
alcool. Reacdes podem acontecer com este meditamBessa forma
vocé deve discutir sempre a possibilidade de uscldeol ou de
guaisquer outros medicamentos (que ndo necesséapnedcricdo, que
necessitam de prescricdo) ou uso de drogas ilicias 0 seu médico
enquanto vocé estiver participando deste estudocé\também deve
notificar qualquer outro profissional da area dedsagque o examine, que
vocé esta participando deste estudo, especialnoaste vocé esteja a
ponto de realizar um procedimento cirdrgico, untedimento dental ou
qualquer outro tratamento medicamentoso.

O risco do Carvedilol

Alguns efeitos colaterais podem ser preditos, ness todos os
efeitos colaterais que vocé poderia ter podem meelitps. Em estudos
prévios realizados em voluntarios saudaveis quebesam o carvedilol, a
maioria dos efeitos colaterais foi leve e com poim@nveniéncia.
Alguns dos efeitos colaterais observados forantigesn, sonoléncia,
alteracdo da visdo, cefaléia, distarbios gasttimais (flatuléncia,
inchaco, nauseas, vomitos, diarréia, constipagédigdstdo), erupcao
cutanea, cansaco, perda de apetite, Artralgia,
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O risco da vitamina C

Alguns efeitos colaterais podem ser preditos, ness todos os
efeitos colaterais que vocé poderia ter podem regtitps. Em estudos
prévios realizados em voluntarios saudaveis quebezam a vitamina C,
a maioria dos efeitos colaterais foi leve e comcpoinconveniéncia.
Alguns dos efeitos colaterais observados foram:ddotabeca, sintomas
gastrointestinais  (flatuléncia, inchaco, nauseaémitos, diarréia,
constipacdo, indigestdo), erupcdo cutdnea, cangegda de apetite,
sintomas de gripe, insbnia, vermelhiddo na factgsabrais, gosto
metalico e aumento nos testes que medem as fungfwais do figado

O risco da vitamina E

Os efeitos colaterais relacionados a vitamina Eepothmbém
ser leves e com pouca inconveniéncia. Em estudefop realizados em
voluntarios saudaveis que receberam a vitamina r&mfoobservados
alguns efeitos colaterais tais como: cansaco, mkrdgetite, sintomas de
gripe, insbnia e as vezes flatuléncia

Tendo em vista que a vitamina E teve sua dose dad#nsto é,
800mg/dia e ndo sendo a dose usualmente usadam pedeobservados
outros efeitos colaterais dos quais ainda naosedahecimento até esse
momento. Vocé serda acompanhado de perto em redagdalquer efeito
colateral e o medicamento serd interrompido casaorramm efeitos
colaterais graves.

Riscos associados com procedimentos

Alguns dos testes que serdo realizados em voc®dratias)
irdo lhe expor a quantidades controladas de ramliacA coleta de
sangue pode causar dor, edema, trauma localg&atau vermelhidao
local; vocé pode si sentir mal ou desenvolver igdecno local da
puncdo da agulha. E importante que vocé informalqger efeito
colateral o mais cedo possivel ao seu médico dal@stVocé nao deve
esperar até a sua préxima visita agendada

Enquanto participar neste estudo, vocé ndo deve sioayue.
O seu médico do estudo revisara a lista de meditas\gue vocé esta
tomando atualmente para determinar se algum degégamentos n&do
pode ser tomado em combinagcdo com o medicamengéstddo. Caso
VOCé queira quaisquer destes medicamentos e urtitsttbsatisfatorio
nao seja identificado, vocé néo sera elegivel partcipar neste estudo.
N&o sera solicitado que vocé deixe de tomar quaeleeeliicamento de
gue vocé necessite. Vocé deve relatar qualquedesoedicamentos
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(que nao necessite de prescricdo, que necessi@siEicdo) ou uso de
drogas ilicitas, que vocé esteja tomando em qualgoenento durante
este estudo.

Gravidez/controle da natalidade

Por ndo se ter muitas informacfes sobre os efaiims
carvedilol, da vitamina C e E em criangas aindarascer ou criangas
em amamentacdo, vocé nao sera incluida no estusktiger gravida ou
amamentando ou planejando ficar gravida durantstude. Se vocé
tiver potencial de engravidar e decidir participaste estudo, vocé deve
aderir a métodos aceitaveis de controle de natiidequanto estiver
participando do estudo.

Se a qualquer momento durante o estudo, vocé edgrasu
achar que esta gravida, ou descobrir mais tardenqgevidou durante
0 estudo, vocé deve contactar seu médico do eshatbiatamente para
receber instru¢cdes de como proceder.

Possiveis beneficios associados com o estudo

N&o ha nenhuma garantia de que vocé se benefaiafazer
parte neste estudo. Um possivel beneficio par& eotparticipar neste
estudo pode incluir a melhoria dos seus sintomas @é sua doenca.
Nenhum beneficio adicional sera fornecido a vogédacoesultado dos
testes de pesquisa realizados em suas amostrasigiees Entretanto,
caso vocé nao seja beneficiado pessoalmente, o eciommto
acumulado com a sua participacdo neste estudo hmdficiar outros
pacientes no futuro

Confiabilidade

As informagBes de seu histérico médico sdo confidén e
serdo tomadas todas as precaucdes para preservalasenos que
requerido judicialmente, apenas o investigadouyditares terdo acesso
a dados confidenciais de seu prontuario médico @osglagque o
identifiguem pelo nome.

Os resultados do estudo poderdo ser publicadosegistas
médicas, apresentados em congressos ou eventdfficdenou as
autoridades sanitarias, sem que seu nome seja anadoi em parte
alguma.

Assinando este consentimento vocé estara autodzaada
estas pessoas 0 acesso ao seu prontuario médisseus dados

Todo o material bioldgico coletado sera utilizagersas neste
estudo para realizacdo dos exames laboratoriagciéisps no préprio
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protocolo. Este material ndo serd utilizado enmosuéstudos ou para
outros fins.

Novos achados

Durante o estudo vocé serd informado de qualquea no
descoberta significante sobre os resultados deesagjue possa alterar
sua vontade de continuar participante deste estudo.

Respostas as perguntas sobre este estudo

Se durante o estudo clinico vocé tiver problemasgoeira
esclarecer alguma divida sobre a conduta desioestotre em contato
com o: Dr.Roberto Coury Pedrosa - pelo telefone6225518 ou 2562-
2434

Participacao voluntaria

Sua participacdo neste estudo € voluntaria. Vame e
recusar a participar bem como desistir do mesmgaggger momento,
antes ou durante o periodo do estudo sem qualgeg@rizn ao seu
tratamento. Caso vocé decida descontinuar do estpds seu inicio,
para sua prOpria seguranca vocé deverd retornahoapital para
conversar com o médico do estudo para que ele pass#éa-lo sobre as
possiveis opc¢oes.

Consentimento para participar deste estudo

Li, ou alguém leu para mim, as informac¢des contidaste
documento antes de eu assinar este termo de comsettt Minha
participacdo neste estudo € voluntaria. Poderiearehe deste estudo a
qualquer momento sem causar mal-estar ou compromeu
atendimento médico neste hospital, e nem violarsna#eitos. Minha
participacdo neste estudo pode também ser encepelda médicos
envolvidos, por razdes que serdo explicadas. Thenae de fazer
perguntas e recebi respostas que me satisfizemmarpkente. Entendo
também que posso contatar os individuos abaixo iomados no caso
de qualquer preocupacéao relativa a este estudo.

Por meio deste, decido voluntariamente particigstel estudo.
Afirmo que recebi uma copia assinada deste acoedoodsentimento
livre e esclarecido e que a minha assinatura mesteentimento, como
participante, ndo significa que estou renunciands meus direitos
legais, de acordo com as leis vigentes no Brasil.
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Nome do participante (letra de forma):

Assinatura data

Atestado da pessoa que obteve o consentimento

Uma das pessoas listadas abaixo, ou ambos, explicou
cuidadosamente ao participante a natureza do edeigesquisa acima.
Atesto por meio deste que, segundo meu melhor dintento, a pessoa
gue assinou este termo de consentimento entendatumerm, o0s
requisitos, os beneficios e o0s riscos de parti@pgue sua assinatura €
valida. Nenhum problema médico ou de linguagemudiepu seu
entendimento.

Nome do investigador (letra de forma) Assinatura
data

Informacgdo para contato com os membros da equipe da
pesquisa

Titulo: Nome:

Telefone:

Assinatura do coordenador da pesquisa-Médico itgaekir
data
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APENDICE 5

Tabela 4:Comparacéo dentro do mesmo grupo dossnieeGSH, TBARS, PC, Vitamina E’'HO e atividades da MPO e ADA, no sangue de padestiagasicos em trés tempos
diferentes de tratamento

Grupo IA (n=10) Grupo IB (n=20) Grupo Il (n=8) Grupo lll (n=4)
Sem Apos 6 Apo6s 6 meses de Sem Apos 6 Apo6s 6 meses de Sem Apbés 6 meses Apbés 6 meses de Sem Apbs 6 Apb6s 6 meses
tratamento meses de tratamento com tratamento meses de tratamento com tratamento de tratamento tratamento com tratamento meses de de tratamento
tratamento Carvedilol/ tratamento Carvedilol/ com Carvedilol/Vitaminas tratamento com
com Vitaminas (E, C) com Vitaminas (E, C) Carvedilol (E, C) com Carvedilol/
Carvedilol Carvedilol Carvedilol Vitaminas (E,
<)
TBARS 13,1%9,98 9,54,28 6,1@3,0B* 10,02+6,18 7,7¥1,17 6,522,9B* 11,34+4,60 8,331,55 7,133,40 15,195,04 9,5@2,22 7,2%4,06
PC 0,15+0,07 0,040,010**  0,09+0,0P** y** 0,16+0,19 0,0%0,0* 0,090, 13** y*+* 0,17+0,07 0,0%0,010*** 0,10+0,033*y*** 0,15+0,10 0,0%0,010* 0,09+0,13*y*
GSH 0,31+0,17 0,180,10* 0,14+0,1(B** 0,22+0,17 0,160,1*  0,11+0,0P** 0,29+0,10 0,180,110* 0,16+0,063* 0,38+0,15 0,160,09%a 0,18:0,1B*
Vit. E 17,36:8,11 12,442 .85 16,183,45* 17,12+8,93 15,7@4,68 22,0211,0¢* 19,64+9,25 12,242,18 29,4@15,08/* 11,72£3,40 11,183,83 20,763,38*y*
ADA 10,031,28 17,1#2,50* 17,58t2,213* 10,671,08 15,362,29 16,0%0,92 14,022,27 12,982,14 14,941,41 10,633,52 9,0%4,06 16,030,59
*NO 10,933,19 17,963,2a* 9,09£1,00/* 11,18+#1,38 16,0%1,50 13,7@1,53 15,493.42 18,86:2,60 17,1#1,89 13,1#4,62 12,181,00 10,921,98
MPO 417,3:40,1 544,1870,05  553,9639,21 430,9¥31,53  420,7827,9 531,5425,84* 409,54t80,95  352,1850,36 707,42104,8B** y***  440,92+68,15 395,0860,10 559,0466,62

TBARS - espécies reativas do &cido tiobarbitdrimmgl mr); PC - proteina carbonil (nmol riy GSH - glutationa reduzidaufiol mrY); Vitamina E (imol mI); ADA -

adenosina deaminase () 'NO - éxido nitrico tM); MPO - mieloperoxidase (mU i); Valores representam mégesvio- padréo *p < 0.05; **p < 0.01;***p < 0.001
representam diferencas significativas dentro dawmoagrupo chagasico.
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APENDICE 6

Tabela 5: Comparacgéo dentro do mesmo grupo damaszintioxidantes no sangue de pacientes chagésicoés tempos diferentes de tratamen

Grupo IA (n=10)

Grupo IB (n=20)

Grupo Il (n=8) Grupo Il (n=4)
Sem Apbs 6 meses de Apds 6 meses de Sem Apés 6 meses Apdés 6 meses de Sem Apds 6 meses Apds 6 meses de Sem Apés 6 meses Apds 6 meses de
tratamento  tratamento com tratamento com tratamento de tratamento tratamento com tratamento de tratamento tratamento com tratamento de tratamento tratamento com
Carvedilol Carvedilol/ com Carvedilol  Carvedilol/ com Carvedilol/ com Carvedilol  Carvedilol/
Vitaminas (E, C) Vitaminas (E, C) Carvedilol Vitaminas (E, C) Vitaminas (E, C)
SOD 144,9%29, 64,046,050%**y 59,443 7@+ 171,52+41, 66,3%8,560** 59,8%4, 3@+ 141,2646, 70,2112 68,05:4,753* 145,4+44,1  69,2(:6,540* 68,91+5,01p**
0 * 16 * el 6 or*
GPx 2,35t0,22 1,480,540** 1,19+0,6(B*** 2,32+0,35 1,490,3%**  1,05+0,4B** y=**  2,75+0,73 2,3&0,35 2,2#0,41 2,480,17 2,140,40 2,130,33
CAT 8,8742,55 13,2A3,880* 10,25t5,06 9,2%2,01 11,624,100* 10,6 2,07 8,43t3,14 9,5@4,06 9,463,65 7,543,93 12,536,43 12,56:3,89
GST 30,6#2,58  24,071¥3,68* 17,683,5B*y*  35,419,42 24,589,640* 17,634, 7B** y**  34,15,64  20,832,90**  19,081,5P** 26,66+7,51 23,285,33 21,932,58
* * * *
GR 5,02t0,71 4,78+1,26 3,89, 71p* 4,94+1,43 4,861,70 4,1%0,7P* 4,76+£1,16 4,0&1,09 4,2@0,65 4,620,81 4,731,52 4,6%0,27

SOD - superéxido dismutase (U SOD )IGPx - glutationa peroxidasgrfiol min* mI™); CAT - catalase (mmol minmi™); GST - glutationa S-transferager(ol min*

mi™); GR - glutationa redutasgrfiol min* mi™); Valores representam mégliesvio-padréo *p < 0.05; **p < 0.01;***p < 0.001mesentam diferencas significativas dentro
do mesmo grupo chagasico.
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