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RESUMO

A cardiopatia chagésica € uma doenca com patogenia ainda ndo elucidada.
Ha evidéncias recentes que sugerem que danos produzidos pelo estresse oxidativo
podem contribuir para a evolugcdo da doenca de Chagas. Trabalho concluido pelo
nosso grupo (Oliveira, 2004) mostrou a existéncia de um quadro de estresse
oxidativo, com perda parcial das defesas antioxidantes paralelamente a evolugédo da
doenca. O objetivo deste trabalho foi avaliar o status antioxidante no sangue de
pacientes cardiopatas chagasicos crénicos classificados em 4 grupos, nomeados de
| a IV (cada grupo com n=10), de acordo com o grau de comprometimento cardiaco,
segundo classificagdo de Los Andes modificada (os pacientes do grupo |
apresentavam funcao cardiaca normal ou disfuncéo leve, o grupo Il apresentava
disfuncdo moderada, o grupo Il apresentava disfuncdo grave e os pacientes do
grupo IV apresentavam insuficiéncia cardiaca), 1 ano ap0s ao primeiro estudo
(Oliveira, 2004) e ap6s suplementacdo antioxidante durante 6 meses (vitaminas E
800 Ul/dia e C 500 mg/dia). Foram examinadas as atividades das enzimas
antioxidantes catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa S-transferase (GST), e as defesas
antioxidantes nado-enzimaticas, como 0s conteudos de glutationa reduzida (GSH) e
vitamina E. Foram dosados também os marcadores de dano, como a
lipoperoxidacdo (niveis de TBARS), proteina carbonilada (PC) e atividade da gama-
glutamiltransferase (GGT). Foram avaliados ainda os niveis de oxido nitrico (NO) e a
atividade da mieloperoxidase (MPO). Apés 1 ano do estudo inicial, foi observada
uma diminuicdo na atividade da CAT no grupo |, aumento na atividade da SOD no
grupo |, aumento da atividade da GPx no grupo Il e diminuigdo no grupo Ill, aumento
na atividade da GR nos grupos | e Il e diminuicdo da GSH no grupo I. Ap6s a
suplementacdo antioxidante, a atividade da CAT aumentou no grupo Il, a atividade
da GPx aumentou no grupo I, a atividade da GR aumentou nos grupos | e I,
enquanto a atividade da GST diminuiu nos grupos Il, Ill e IV. A concentracdo de
GSH foi maior nos pacientes do grupo I. Por outro lado, as concentracées de TBARS
e proteina carbonilada diminuiram de forma acentuada em todos os grupos, sendo
que a GGT ndo apresentou alteracdo significativa. Os niveis de NO aumentaram no
grupo lll, enquanto a MPO diminuiu nos grupos Il e lll. Os resultados indicam que
ndo houve alteracfes importantes no status antioxidante nos pacientes apds o
periodo de 1 ano. Mais importantemente, a suplementacdo antioxidante permitiu
diminuir o estresse oxidativo, especialmente através da diminuicdo dos niveis de
TBARS e proteina carbonilada, provavelmente em consequéncia do consumo e
protecao antioxidante da vitamina E.

Palavras chaves: Cardiopatia chagasica, estresse oxidativo, defesas antioxidantes, suplementacéo
antioxidante, vitamina E.
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ABSTRACT

The chagasic cardiopathy consist of a disease which mechanism of action is still
unknown. Recent evidences suggest that oxidative damage are involved in the
progression of Chagas’ disease. A study carried out by our group (Oliveira, 2004)
demonstrated an association with oxidative stress and a partial loss of antioxidant
defenses parallel with the progression of the disease. The objective of the present
work was the evaluation of the antioxidant status in the blood of chronic cardiopathy
of chagasic patients which were classified in four groups (I, II, Il and 1V, n=10 each)
according to the Los Andes rank (patients of group | showed no cardiac impairment,
group Il showed mild cardiac impairment, group Ill showed moderate cardiac
impairment and group IV showed congestive heart failure), taking into consideration
the degree of cardiopathy, after one year last from the first study (Oliveira, 2004), and
after the antioxidant supplementation of vitamin E (800 Ul/day) and vitamin C (500
mg/day). Several biomarkers of oxidative stress were evaluated, such as the
activities of catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase
(GPx), glutathione reductase (GR) and glutathione S-transferase (GST), as well as
non-enzimatic antioxidants, such as the contents of reduced glutathione (GSH) and
vitamin E. Biomarkers of tissue damage such as lipoperoxidation (TBARS levels),
protein carbonyls (PC) levels and the activity of y-glutamyltransferase (GGT) and
myeloperoxidase (MPQO), as well as nitric oxide ("NO) levels were also measured.
After one year from the first study, decreased CAT activity and increased SOD
activity in group |, decreased GPX activity in group Il and increased in group Il, as
well as increased GR activity in group | and Il were detected. After the antioxidant
supplementation, CAT activity was increased in group I, GPx activity was increased
in group I, GR activity was increased in groups | and II, whilst GST activity was
decreased in groups Il, Ill and IV. The GSH contents were increased in patients of
group I. The contents of TBARS and protein carbonyls were decreased after the
antioxidant supplementation, whilst GGT activity remained unchanged. *NO contents
were increased in groups Il and Il MPO activity was decreased in groups Il and III.
The results indicate that there were slight changes in the antioxidant status in the
patients after one year period. More importantly, the antioxidant supplementation
decreased the oxidative stress, especially through the diminished levels of TBARS
and protein carbonyls, but also through the elevation of the activities of some
antioxidant enzymes, probably as a consequence of vitamin E consumption and
antioxidant protection.

Key words: Chagasic cardiopathy, oxidative stress, antioxidant defenses, antioxidant
supplementation, vitamin E.
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1 INTRODUCAO

1.1 CARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA
1.1.1 Importancia

A doenca de Chagas (tripanossomiase americana) € uma zoonose causada
pelo hemoflagelado Trypanosoma cruzi (Schmufiis, 2000). E transmitida pelo
hemiptero hematéfago da familia Reduvidae, um vetor natural, bem como pela
transfusdo sanguinea, pela forma congénita, oral e acidentes laboratoriais
(Rabinovich et al., 1990). Decorrido quase um século da sua descoberta, em 1909,
pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas, a doenca de Chagas ainda constitui um
dos maiores problemas de saude publica da América Latina (Rassi Junior & Marin-
Neto, 2000). Tem uma ampla distribuicdo na América Central e América do Sul, é
endémica em 21 paises, com 16 a 18 milhdes de pessoas infectadas e 100 milhdes
de pessoas sobre o risco de adquiri-la (WHO, 2004). A Organizacdo Mundial de
Saude (WHO) estima que a doenca de Chagas é responsavel pela morte de 23000
pessoas todo o ano (WHO, 1991; Prata, 2001).

Chagas, desde o inicio de suas observacdes resumiu a histéria natural da
doenca em duas fases distintas: a aguda (inicial, de rapida duracdo, com elevada
parasitemia e geralmente autolimitada) e a cronica (tardia, de evolucdo lenta e com
baixa parasitemia), esta compreendendo uma forma indeterminada e as chamadas
formas clinicas determinadas (cardiaca, digestiva ou mista). A forma cardiaca,
levando-se em conta a gravidade das manifestacdes que pode acarretar, representa,
sem duvida, a mais importante do ponto de vista médico-social (Rassi Junior &
Marin-Neto, 2000).

Na década passada, os programas de controle da transmissao da doenca em
diversos paises endémicos foram notavelmente bem sucedidos. A interrup¢cao da
transmissdo da doenca baseada no controle do vetor foi alcancada em alguns
paises e é eminente em outros, conduzindo a redugdo substancial na incidéncia da
doencga de Chagas na América Latina (WHO, 2006).



Definida como uma doenca inflamatoria crénica em atividade causada por um
protozoario, a cardiopatia chagasica cronica faz parte do grupo das cardiopatias
secundarias. Predomina no sexo masculino, € mais freqiiente entre a terceira e a
sexta décadas de vida e constitui a principal causa de cardiopatia nas areas em que
a doenca de Chagas é endémica. A maioria dos chagasicos desenvolve a
cardiopatia partir da forma indeterminada da doenca, geralmente 10 a 30 anos apés
a infeccéo inicial pelo T. cruzi (Rassi Junior & Marin-Neto, 2000). Em torno de 30%
dos individuos soropositivos desenvolvem alguma forma de expressédo de doenca
cronica cardiaca; em cerca de 10% desses as manifestacbes clinicas serdo
significativas, associando-se a conspicua morbidade e mortalidade (Marin-Neto et al,
2000). Se considerarmos que no Brasil ha cerca de 5 milhdes de pessoas infectadas
pelo T. cruzi, pode-se estimar em um milhdo a um milhdo e meio o nimero de

chagéasicos com comprometimento do coracéo (Rassi Junior & Marin-Neto, 2000).

1.1.2 Gravidade da forma clinica cardiaca na fase crénica

A doenca de Chagas apresenta um comportamento bastante heterogéneo em
sua fase cronica na forma cardiaca, com evolucdo imprevisivel. Desde a sua
descricdo inicial, diversas propostas de classificacdo do acometimento cardiaco
foram feitas ao longo do tempo, para facilitar o manejo clinico desses pacientes, bem
como para avaliacdo progndstica e terapéutica.

Mais recentemente, 0 consenso brasileiro composto por pesquisadores na
area de doenca de Chagas, procurando uniformizar a avaliacdo dos pacientes na
fase cronica, prop0s uma nova classificacdo baseada na recomendada pelo
ACC/AHA (American College Cardiology/American Heart Association) para pacientes
em risco de desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca. A validacdo desta
classificacdo para pacientes na fase cronica da doenca de Chagas foi realizada por
Xavier e colaboradores (2005), através da analise critica da curva de sobrevida de
uma coorte de 1053 pacientes com doenca de Chagas. Foram excluidos da
classificacdo os pacientes com ECG normal devido a auséncia de casos de
insuficiéncia cardiaca neste grupo durante o seguimento. Esta classificacdo permite

identificar subgrupos distintos do ponto de vista progndstico e terapéutico, e baseia-



se em dados clinicos, eletrocardiograficos e ecocardiograficos, com interesse
particular voltado a funcéo sistolica.

Comparada a classificacdo de Los Andes modificada por Xavier (1999),
ambas possibilitam uma melhor discriminacdo entre 4 grupos de progndsticos
distintos. As diferencas entre os 4 grupos sdo bem demarcadas e com uma
progressao mais gradativa de um grupo para outro. A Unica diferenca entre ambas é
que a classificagdo recomendada pelo consenso brasileiro exclui pacientes com
eletrocardiograma normal.

No presente trabalho utilizou-se a classificacdo de Los Andes modificada por
Xavier (1999), uma vez que a mesma inclui pacientes com eletrocardiograma
normal, sendo a mesma classificagdo usada anteriormente nos mesmos pacientes,
quando o objetivo foi avaliar o estresse oxidativo nos varios graus de
comprometimento cardiaco (Oliveira, 2004).

A classificacdo de Los Andes modificada por Xavier define os varios estadios
evolutivos de acometimento cardiaco na doenca de Chagas baseado na andlise
clinica, eletrocardiogréfica e ecocardiografica, conforme segue:

Grau I: infeccdo com ECG normal ou boderline, funcdo ventricular normal ou
apenas discretamente deprimida;

Grau llI: infeccdo com ECG anormal e disfuncéo sistolica ventricular esquerda
moderada,;

Grau lllI: infeccdo com ECG anormal e disfuncéo sistélica ventricular esquerda
grave;

Grau IV: infec¢@o com insuficiéncia cardiaca.

Nesta classificacdo, os pacientes com eletrocardiograma normal e os com
evidéncias clinicas de insuficiéncia cardiaca (IC) sao classificados nos grupos | e 1V,
respectivamente, sem necessidade de realizacdo de estudo ecocardiografico. Os
pacientes restantes (com eletrocardiograma alterado e sem IC) séo classificados de
acordo com a sua funcdo ventricular, avaliada pela ecocardiografia. Os pacientes
com funcdo normal ou apenas levemente deprimida também s&o classificados no
grupo I, em funcdo de suas curvas de sobrevida semelhantes. Os pacientes com
disfuncdo moderada constituem o grupo Il, e aqueles com disfuncdo grave o grupo
[l (Xavier, 1999).



1.1.3 Manifestac¢des clinicas da cardiopatia chagasica cronica

As manifestagbes cardiacas resultam das alteracdes fundamentais
(inflamacédo, lesdes celulares e fibrose) que o T. cruzi provoca, direta ou
indiretamente, no tecido especializado de conducdo, no miocardio contratil e no
sistema nervoso autbnomo intracardiaco (Rassi Junior & Marin-Neto, 2000). Dentre
as caracteristicas mais peculiares da cardiopatia chagasica crbénica, destacam-se, de
maneira especial, seu caréater fibrosante, considerado o mais expressivo dentre as
miocardites, a frequéncia e complexidade das arritmias cardiacas e sua combinacao
com disturbios da conducéo do estimulo atrioventricular e intraventricular, a grande
incidéncia de morte subita e fendbmenos tromboembdlicos, assim como de
aneurismas ventriculares (Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas, 2005).

Entre as taquiarritmias sobressaem-se extra-sistoles ventriculares, taquicardia
ventricular, fibrilacdo ventricular e fibrilacdo atrial. A taquicardia ventricular constitui
uma das manifestacbes mais expressivas da cardiopatia chagasica crbnica, pela
possibilidade de degenerar-se para fibrilagdo ventricular, principal causa de morte
subita na cardiopatia chagasica cronica. A morte subita é responsavel por 35 a 55%
dos Obitos, contra 25 a 30% pela insuficiéncia cardiaca e 10 a 15% por
tromboembolismo (Rassi Junior & Marin-Neto, 2000).

A diminuigdo progressiva da massa muscular miocardica, em conseqiéncia
da inflamacdo das fibras cardiacas e formacdo de extensas areas de fibrose,
contribui para o aparecimento da insuficiéncia cardiaca, que manifesta-se
habitualmente a partir da quarta década de vida, e pode ser considerada como o
evento terminal da infec¢cdo chagasica quando o quadro ndo é interrompido por
morte subita (Rassi Junior & Marin-Neto, 2000). Fenémenos tromboembadlicos,
dependentes da trombose intracardiaca, estdo presentes geralmente nos estadios
mais avancados de faléncia cardiaca, predominando os que atingem o cérebro, os
membros inferiores e os pulmdes (Oliveira et al., 1983).

1.1.4 Patogenia da cardiopatia chagéasica crbnica

A cardiopatia chagasica cronica tem como substrato morfolégico fundamental

uma inflamacao progressiva e fibrosante do miocardio (Rassi Junior & Marin Neto,



2000). Basicamente, quatro mecanismos tém sido propostos para explicar a génese

das lesGes que compdem a miocardite chagasica cronica:

1.1.4.1 Mecanismos Inflamatdérios Ligados ao Parasita

Investigacbes empregando técnicas imuno-histoquimicas com anticorpos
monoclonais anti T. cruzi tém revelado antigenos parasitarios relacionados com os
focos inflamatdrios (Higuchi et al., 1993; Bellotti et al., 1996). Jones e colaboradores
(1992), através do meétodo da reacdo em cadeia da polimerase, detectaram
fragmentos gendmicos de T. cruzi, assim como Avila (1991), usando técnicas de
biologia molecular, detectou antigenos plasmaticos de T. cruzi. Assim, torna-se
plausivel especular que, mesmo sendo de baixa intensidade, o parasitismo pode
implicar em continuada invasdo das fibras miocéardicas e consequente ruptura dos
pseudocistos, causando destruicdo das células miocardicas e/ou lesdes toxicas das
células circunvizinhas, inflamacao e fibrose focal (Marin-Neto et al., 2000). Estudos
preliminares mostraram menor incidéncia de aparecimento e/ou agravamento de
lesbes cardiacas com o tratamento etiolégico de pacientes na fase cronica da

doenca na forma indeterminada (Viotti et al., 1994; Rassi Junior & Marin-Neto, 2000).

1.1.4.2 Agressao Auto-Imune

O conceito de que o infiltrado inflamatério mononuclear visto na miocardite
chagasica cronica seja o efetor final de auto-agressdo mediada pela imunidade
celular encontra-se sedimentado em varios niveis de evidéncia. Recentemente
demonstrou-se, com estudos de microscopia ultra-estrutural em modelos animais,
que células efetoras do sistema imune causam lise de células miocéardicas nao
parasitadas. Por outro lado, a miocardite pode ser induzida em animais nao-
chagasicos pela transferéncia passiva de linfocitos TDC4+ obtidos de camundongos
infectados (Marin-Neto et al., 2000). Evidéncia suplementar para a teoria auto-imune
€ a identificacdo de epitopos antigénicos relacionados com a reatividade cruzada
entre proteinas do T. cruzi e proteinas miocardicas (Pedrosa, 1996; Marin-Neto et
al., 2000; Rassi Junior & Marin-Neto, 2000). Segundo Tarleton (2001), o principal
suporte para a hipotese auto-imune é a conclusdo de que sinais de doenca séo
evidentes em tecidos na aparente auséncia de parasitas, além de que a resposta

imune aumentada poderia exacerbar a doenca.



1.1.4.3 Alteracdes Microvasculares

Ampla série de evidéncias subsidia a idéia de que fendmenos isquémicos
transitérios e dependentes de disturbios microcirculatérios estejam envolvidos na
patogénese da cardiopatia chagasica crénica. A miocardite chagasica cronica é
essencialmente focal, consistindo basicamente de necrose miocitolitica associada a
infiltrado inflamatorio mononuclear e fibrose intersticial reparativa (Marin-Neto et al.,
1998). Como a necrose miocitolitica representa lesdo celular aparentemente
associada a fendmenos hipoxicos e isquémicos iterativos e de baixa intensidade,

postula-se sua atuacdo patogenética na cardiopatia chagasica cronica (Rossi, 1990).

1.1.4.4 Mecanismos Neurogénicos (Disautonomia)

A teoria neurogénica, fundamentada basicamente em observagdes
anatomopatologicas, postula, como mecanismo patogenético essencial da doenca
de chagas, um hipotético desequilibrio autonémico cardiaco criado pela
desnervacdo parassimpdtica, e consequente estimulo crénico do componente
simpético (Marin-Neto et al., 2000). Varios aspectos contrapdem-se a esta teoria,
sendo que o mecanismo pelo qual o teodrico predominio de estimulacdo simpatica
causaria lesdo miocardica permanece especulativo (Marin-Neto et al., 1998).

De qualquer modo, é consenso entre varios autores que mais de um
mecanismo deve estar envolvido na patogénese da miocardite chagasica cronica. A
visdo moderna confere a mecanismos ligados a presenca do agente etiolégico e a
respostas auto-imunes um papel prepem querante. Disautonomia e isquemia
microvascular sdo, possivelmente, apenas fatores ancilares, atuando para
intensificar e ampliar o alcance deletério daqueles mecanismos sobre o miocéardio
(Rassi Junior & Marin-Neto, 2000; Tarleton, 2001).

1.1.5 Tratamento da cardiopatia chagasica crbénica

A fase aguda é a ocasido em que o tratamento é realmente efetivo, uma vez
que cerca de 50% a 70% dos pacientes podem ser efetivamente curados. O Unico
parasiticida atualmente existente no mercado é o benzonidazol (BNZ) (Malta, 1996;
Dias, 1999; Brener, 2000). O Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas (2005)



preconiza o uso do BZN na forma crénica recente, embora ainda faltem evidéncias
gue garantam o sucesso dessa terapia nas diferentes circunstancias.

Os principios que norteiam o tratamento da cardiopatia chagasica crénica sao
0S mesmos estabelecidos para outras cardiomiopatias (Rassi Junior & Marin-Neto,
2000). A insuficiéncia cardiaca chagéasica é tratada de acordo com 0s principios
terapéuticos da insuficiéncia cardiaca de outras etiologias, ou seja, repouso,
restricdo de sodio, diuréticos, digitalicos e vasodilatadores, como hidralazina e
nitratos (Marin-Neto et al., 2000). O transplante de corac&o tem sido utilizado em
pacientes chagasicos com insuficiéncia cardiaca refrataria (Marin-Neto et al., 1998),
embora possa ocorrer reativacdo, possibilidade de neoplasia (Bocchi et al., 2001) e
rejeicao (Sousa et al., 2001).

Embora haja comprovacédo da importancia do parasita (ou seus antigenos) na
patogénese da miocardite chagasica crbnica (Higuchi, 1997), e observacao
experimental da regresséo total ou parcial das lesdes miocardicas e de musculos
esqueléticos em animais tratados com drogas antiparasitarias (Rassi Junior & Marin-
Neto, 2000), o conceito de que o tratamento parasiticida possa influenciar o curso da
cardiopatia chagasica cronica e a instalacao e progressao da insuficiéncia cardiaca,
ultimamente, vem ganhando maior subsidio, porém, carece de comprovacao mais
robusta (Marin-Neto et al., 2000; Canesin & Barreto, 1997; Viotti, 2006).

1.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

O metabolismo do oxigénio, embora essencial para a vida aerébica, imp&e
uma ameaca potencial para as células devido a formacéo de espécies parcialmente
reduzidas de oxigénio (Fridovich, 1986). Em torno de 98% do oxigénio consumido
em organismos aerébios é reduzido de forma tetravalente até H,O (Chance et al.,
1979) através de reacbBes enzimaticas na cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial. No entanto, cerca de 2% escapa desta reducado bivalente e liga-se de
forma monovalente, levando a formacédo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS).
Radicais livres sdo espécies quimicas capazes de existéncia independente e que
contém um ou mais elétrons ndo-pareados em seu orbital mais externo (Halliwell &

Gutteridge, 1999). EROs € o termo coletivo usado para incluir alguns compostos



derivados de O,, como peréxido de hidrogénio, que ndo constituem radicais
(Halliwell & Gutteridge, 1999).

A formacédo das EROs ocorre sequencialmente pela reducdo de um elétron do
oxigénio produzindo O," (anion superéxido), enquanto a reducdo de mais um
elétron, ou a acdo enzimética da superoxido dismutase (SOD), produz H,0,
(peroxido de hidrogénio). Através de adicdo de um elétron ao H,O,, ou catalizado
pelo sistema Fe*?/Fe™® ou Cu*?/Cu*®, caracterizando a Reacdo de Fenton, forma o
HO" (radical hidroxil). Outra ERO importante é o oxigénio singlete (*O.), uma espécie
excitada fototicamente do oxigénio molecular, igualmente importante promotora de
danos em sistemas bioldgicos (Pryor, 1986; Halliwell & Gutteridge, 1999). Existem
outras EROs formadas em reacgdes de propagacdo, como os radicais peroxil (ROO®)
e alcoxil (RO"), além de espécies reativas derivadas do 6xido nitrico ("NO), como o
peroxinitrito (ONOQO"), que serdo detalhadas mais adiante.

A geracao de HO® em sistemas biologicamente relevantes, a partir da reacéo
do anion superoxido e peréxido de hidrogénio (reacdo de Haber-Weiss) ou da
mistura de H,O, com metais de transicdo como ferro e cobre (reacdo de Fenton),
conforme ja mencionado, tem grande significado biolégico (Pryor, 1986; Halliwell &
Gutteridge, 1999) devido a sua elevada reatividade, apesar de concentracdes
intracelulares extremamente baixas (10"®M) e reduzidissimo tempo de vida-média
(10%s) (Chance et al., 1979). Isto que faz com que ele reaja muito rapidamente com
quase todos os tipos de moléculas, como acucares, aminoacidos, fosfolipideos e
bases de DNA (Halliwell & Gutteridge, 1999), proporcionando as principais reacdes
de propagacéo (peroxidacéo lipidica, carbonilacdo de proteinas e dano ao DNA).

Existem varias fontes de EROs. Entre elas, destaca-se a cadeia
transportadora de elétrons da mitocondria, sendo a mitocéndria considerada a maior
fonte de producéo de EROs nos diferentes tecidos, incluindo o coragéo (Loschen et
al., 1971). Existem também numerosas oxidases e oxigenases geradoras de EROs.
Entre elas, a mieloperoxidase (Kettle & Winterbourn, 1997) e a NADPH-oxidase
(produzida na membrana dos fagécitos) que reduz O, a O, (Cross et al., 1994).

A MPO é uma enzima produzida pelos neutréfilos, que apresenta atividade
peroxidase ndo especifica. Ela converte H,O e cloreto em &cido hipocloroso (HOCI)
o qual elimina bactérias e fungos, além de ser capaz de oxidar um grande numero

de moléculas bioldgicas, devido a sua alta reatividade (Kettle & Winterbourn, 1997).



Outro importante substrato da MPO é o o6xido nitrico ("NO), que é oxidado a nitrito
(NOy), e apresenta-se em quantidades elevadas em condi¢cdes inflamatdrias. Na
presenca da MPO e H;0,, o NO; é oxidado a dioxido de nitrogénio (NOy"),
promovendo nitracdo de proteinas e peroxidacao lipidica. Uma reacdo importante
mediada pelo NO,* é a oxidacdo da tirosina, formando nitrotirosina, que apresenta
propriedades inflamatorias, estando criticamente envolvida em doencas vasculares
inflamatorias (Lau & Baldus, 2006).

Além do sistema xantina oxidase-xantina desidrogenase, podemos citar ainda
0 sistema de B-oxidacdo peroxissomal e as oxigenases dependentes do citocromo
P-450 (CYP 450) como fontes de EROs (Halliwell & Gutteridge, 1999). Outras
enzimas que produzem anion superoxido s&o lipoxigenases, ciclooxigenases
(Boveris & Cadenas, 1982; Finkel & Holbrook, 2000), além da oxidacdo de diversas
moléculas como a adrenalina, varios aminoacidos, heme proteinas e metais de
transicao (Halliwell & Gutteridge, 1999).

1.3 ESPECIES REATIVAS DE NITROGENIO (ERN)

Na década passada ficou evidenciada a contribuicdo deletéria de espécies
reativas de nitrogénio (ERN) nos sistemas biologicos pela acdo do monodxido de
nitrogénio, conhecido como o6xido nitrico ("NO), principalmente através de sua
combinacdo com o O," formando ONOO’, que, mesmo ndo sendo um radical, € uma
forma muito difusivel e reativa (Halliwell & Gutteridge, 1999). O ONOO™ € um
importante mediador da peroxidacao lipidica, incluindo a oxidacdo da LDL, nitragédo
de proteinas, nitracdo de desaminacdo das bases de DNA (Romero et al., 1999;
Halliwell & Gutteridge, 1999). O radical *NO pode converter-se em outras ERNSs, tais
como cation nitrosono (NO™), &nion nitroxil (NO") ou ONOO™ (Gow & Stamler, 1998).

O °NO esta envolvido em mudltiplos efeitos fisiol6gicos importantes no
organismo humano, tais como relaxamento da musculatura lisa, regulacdo da
pressdo arterial, microbicida junto a macréfagos, fator importante na agregacao
plaquetéaria, no balanco entre crescimento e diferenciacédo das células vasculares da
musculatura lisa, e outras funcdes GMPc-dependentes (Palmer et al.,, 1987,

Griendling & FitzGerald, 2003). Um dos papéis importantes do *NO junto com outras
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espécies reativas (0,", H,O, e HCIO"), é a destruicdo de patdgenos por ativacao das

células fagociticas, conhecida como “respiratory burst” (Keher, 1993; Droge, 2002).

1.4 DEFESAS ANTIOXIDANTES

As células empregam vérias linhas de defesa contra os produtos téxicos da
reducdo do oxigénio (Chance et al., 1979). Como antioxidante entende-se qualquer
substancia capaz de, mesmo em concentracdes relativamente baixas, retardar ou
prevenir a oxidacao de substratos oxidaveis (Haliwell & Gutteridge, 1999).

As enzimas especificas que tratam dos produtos liberados pela reducédo do
oxigénio sdao a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa
peroxidase (GPx) (Chance et al., 1979) (Figura 01). Elas constituem a primeira
defesa enddgena enzimatica de neutralizacdo das EROs, sendo que, atraves delas,
as células tentam manter baixas as quantidades do radical superéxido e de peroxido
de hidrogénio, evitando assim a formacao do radical hidroxil, que &€ extremamente
reativo e deletério as células (Boveris & Cadenas, 1997). A SOD converte o O, em
H,O, (Fridovich, 1974). A catalase converte o H,O, a H,O e O,, enquanto a GPx
converte o H,O,, ou outros hidroperéxidos, até H,O, com oxidacdo da glutationa
reduzida (GSH) formando a glutationa oxidada (GSSG) (Chance et al., 1979).

As células apresentam ainda outras enzimas importantes para a acao
antioxidante, como a glutationa redutase (GR), que reduz a glutationa oxidada
(GSSG) a GSH, mantendo elevada a razdo GHS/GSSG nas células, e a familia das
glutationa S-transferases (GSTs). As GSTs demonstram uma capacidade peroxidase
contra os hidroperéxidos organicos e também estdo associadas a biotransformacao
de herbicidas, inseticidas e xenobidticos. Estas enzimas catalisam a reacdo de
conjugagcdo da glutationa em sua forma reduzida (GSH) a estes compostos,
aumentando a sua solubilidade e, assim, facilitando a sua excrecéao (Josephy, 1997;
Haliwell & Gutteridge, 1999).

Além dos antioxidantes enzimaticos, varias proteinas e compostos de baixo
peso molecular sdo considerados importantes antioxidantes. Eles podem ser
divididos em compostos enddgenos, como a prépria GSH, bilirrubina, coenzima Q,

acido urico, alguns hormonios sexuais, melanina, entre outros, e compostos de baixo
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peso molecular obtidos da dieta, como as vitaminas E e C, carotendides (como j-
caroteno e licopeno) e uma multiplicidade de compostos fendlicos, destacando-se os
flavondides (Haliwell & Gutteridge, 1999), e outras pequenas moléculas derivadas de

fontes vegetais (Scandalios, 1997).

+2
4
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0, Xantma_oxndase, 0, H,O + O,
2GSH GPX
NADPH
ml
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Figura 01. Esquema das defesas antioxidantes enzimaticas, mostrando a geragao de espécies
reativas (em cinza). Mitocdndria, NADPHoxidase ou xantina oxidase e outros sistemas convertem O,
em O,", o qual é dismutado pela superéxido dismutase (SOD). H,O, pode ser convertido em H,O
pela catalase (CAT) e/ou glutationa peroxidase (GPx), ou o H,O, pode formar radical hidroxil ("OH)
apos reagdo com o Fe' A glutationa peroxidase (GPx) reduz todos os hidroperédxidos além do H,O,
utilizando glutationa reduzida (GSH), um doador de hidrogénio. Outra enzima, a glutationa redutase
(GR), mantém o equilibrio entre glutationa reduzida (GSH ~ 99%) e glutationa oxidada (GSSG =~ 1%).
O 0O,", se ndo retirado do meio, pode reagir rapidamente com o 6xido nitrico (NO®) para formar
peroxinitrito (OONQO). Adaptado de Griendling & FitzGerald, 2003.

1.4.1 Vitamina E

A vitamina E, como um sequestrante de radicais peroxil, € provavelmente o
mais importante inibidor da cadeia de reacdo de EROs da peroxidacédo lipidica em
animais (Sies, 1985). Os tocoferdis inibem a peroxidacéao lipidica porque sequestram
radicais peroxil (LO2") mais rapidamente do que esses radicais podem reagir com

acidos graxos adjacentes ou com membranas protéicas. Em adicdo, tocoferdis
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reagem e eliminam o oxigénio singlete e protegem a membrana contra essas
espécies (Halliwell & Gutteridge, 1999).

O principal papel da vitamina E é proteger os tecidos contra a a¢do destrutiva
da oxidacao, sendo o mais efetivo antioxidante lipossollvel presente nas células
(Pryor, 2000). E amplamente divulgada a sua utilidade em prevenir ou modular
doencas que sdo supostamente associadas com estresse oxidativo. Efeitos
benéficos de dosagens supranutricionais de vitamina E tém sido reportados para
doencas cardiovasculares, cancer, inflamacao crénica, Doenca de Alzheimer e Mal
de Parkinson (Brigelius-Flohé et al., 2002). Varios testes clinicos tém demonstrado
gue suplementos de vitamina E podem prevenir e reduzir o risco de doenca arterial
coronariana e ataques do coracdo em populacdes que ndo apresentam elevado
comprometimento na doenca cardiovascular. Pelo fato das doencas do coracdo
levarem anos para se desenvolver, a ingestdo de vitamina E a longo prazo pode ter
um papel importante na sua prevencao (lannuzzi et al., 2002).

Segundo Pryor (2000), através de diferentes estudos clinicos, foram
estabelecidas diferentes indicacdes de doses diarias adequadas de vitamina E. Jialal
et al. (1995), apds 8 (oito) semanas de suplementacdo em humanos, demonstrou
que concentracfes acima de 400 Ul/dia diminuiram significativamente a
suscetibilidade do LDL em sofrer oxidagédo, sendo que 800 ou 1200 Ul/dia foram
ligeiramente mais efetivas. Segundo Kappus & Diplock (1992), em numerosas
publicacbes sobre os usos profilaticos e terapéuticos da vitamina E, pode-se concluir
gue sua toxicidade é muito baixa, demonstrando que altas doses orais, até 3200
Ul/dia, ndo causam efeitos adversos consistentes. Bendich (1988) também relata
que suplementacao oral de vitamina E resultou em poucos efeitos, mesmo em doses
até 3200 Ul/dia. Segundo Meydani et al. (1998), 4 (quatro) meses de suplementacao
com 60-800 Ul de vitamina E/dia ndo apresentou efeitos adversos, considerando
estes resultados relevantes para a determinacdo do risco-beneficio da
suplementacdo com vitamina E.

Entretanto, estudos de meta-analise mais recentes e com maior numero de
participantes (135967 participantes em 19 estudos clinicos), consideraram a relagéo
dose-dependente entre suplementacdo com vitamina E e a mortalidade total,
concluindo que suplementacdo com altas doses (400 Ul/dia ou mais), por pelo
menos 1 ano, aumentou todas as causas de mortalidade (Miller, 2005). Por outro

lado, em um dos maiores estudos controlados relacionando vitamina E e doenca
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cardiovascular (Cambridge Heart Antioxidant Study, CHAOS), foi observada uma
reducdo em alguns aspectos do risco cardiovascular, sendo que a vitamina E
reduziu o risco de infarto do miocardio ndo fatal, mas nédo alterou o fatal (Staner,
2003; Vogel, 2005). A limitacdo desta meta-analise é que envolveu pacientes com
doenca crbénica e as conclusbes nado podem ser generalizadas para adultos
saudaveis, além do numero amostral ser geralmente pequeno (Miller, 2005).
Também nao esta claro se os investigadores isolaram os efeitos da vitamina E dos
outros suplementos (Vogel, 2005). De qualquer forma, o autor desencoraja 0 uso de
suplementacdo com altas doses de vitamina E até que sua eficacia seja

adequadametne comprovada (Miller, 2005).

1.4.2 Vitamina C

O &cido ascorbico (vitamina C) é essencial na dieta e sua deficiéncia causa
uma doenca (escorbuto), enquanto seu papel como cofator para varias enzimas esta
bem estabelecido. In vitro, o ascorbato tem demonstrado uma multiplicidade de
propriedades antioxidantes, protegendo varias biomoléculas contra lesdo por ambos,
EROs e ERNSs. In vivo, a vitamina C pode ser oxidada por numerosas espécies
potencialmente envolvidas em doencas humanas (Halliwell & Gutteridge, 1999).
Numerosos estudos em humanos citam os efeitos antioxidantes da vitamina C em
doenca vascular, hipertensdo, absorcdo de ferro e prevencdo de céancer gastrico
(Padayatty et al., 2003).

A vitamina C pode ter efeitos favoraveis na dilatacdo vascular, possivelmente
através de seu efeito sobre o "NO (Jackson et al., 1998), aumentando a sua
concentracdo endotelial, por protegé-lo da oxidacdo, e aumentando a sua sintese
(Huang et al., 2000). Vitaminas C e E parecem ter efeito benéfico na fungéo vascular
endotelial, no entanto estes efeitos sdo observados apenas em concentracfes
plasmaticas supra fisiolégicas (Padayatty et al., 2003). Muitas doencas relacionadas
ao estresse oxidativo estdo associadas com baixos niveis plasmaticos e teciduais de
vitamina C, como diabetes melitus (Sinclair et al., 1994), infarto do miocérdio
(Riemersma et al., 2000), em algumas infeccbes e em fumantes (Ayaori et al., 2000).
No entanto, ainda ndo esta provado os beneficios clinicos da vitamina C nestas

doencas (Padayatty et al., 2003).
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As vitaminas C e E trabalham sinergicamente para proteger contra a
peroxidacao (Halliwell & Gutteridge, 1999). A atividade antioxidante da vitamina E é
aumentada, ou mesmo dependente, de espécies redutoras apropriadas referidas
como co-antioxidantes, como a vitamina C. Trabalhos in vitro ttm demonstrado que
o radical a-tocoferoxil, gerado quando oxidantes exdgenos interagem com 0 a-
tocoferol, pode ser reduzido pelo ascorbato, evitando a acdo toxica deste radical
(Padayatty, 2003) e prevenindo, desta forma, a peroxidacéo lipidica (Naidoo & Lux,
1998). Em dieta com restricdo de vitamina C tem sido reportada diminuicdo do
contetdo de vitamina E nos tecidos, o que reforca a hipétese de interacdo entre

essas duas vitaminas (Halliwell & Gutteridge, 1999).

1.5 ESTRESSE OXIDATIVO

O desequilibrio entre os mecanismos que causam condi¢cfes oxidativas e as
defesas antioxidantes celulares presentes nos organismos vivos provoca uma
variedade de mudancas fisioldgicas, chamadas coletivamente de estresse oxidativo
(Sies, 1985; Croft, 1998). O estresse oxidativo pode ocorrer tanto pelo aumento dos
pré-oxidantes (EROs), sem o concomitante aumento das defesas antioxidantes,
como pela reducédo das defesas sem o aumento das EROs, ou, ainda, pelo aumento
da concentracdo de EROs paralelamente a uma reducao das defesas antioxidantes
(Sies, 1985).

Em quantidades relativamente pequenas, as EROs sdo produtos bioldgicos
do metabolismo celular. Em baixas concentracdes, elas podem atuar como
segundos mensageiros, reguladores de genes e mediadores da ativacdo celular
(Droge, 2002; Griendling & FitzGerald, 2003; Polla et al., 2003). Entretanto, em
estado de estresse oxidativo ou em altas concentracdes, as EROs podem causar
danos irreparaveis, mutagénese e carcinogénese, e tém envolvimento em, pelo
menos, mais de duas centenas de processos patoldgicos (Halliwell & Gutteridge,
1999; Nordberger & Arner, 2001; Griendling & FitzGerald, 2003). EROS podem
rapidamente oxidar proteinas, lipidios e DNA, causando dano celular e levando a

célula ou o tecido a morte (Marnett, 2000).
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1.5.1 Dano ao DNA

O DNA pode ser oxidado por uma variedade de mecanismos, resultando em
dano aos nucleotideos, por exemplo, formacdo de 8-oxoguanina (Halliwell &
Gutteridge, 1999). Como resultado, a replicacdo pode ser imprecisa, levando a
mutacdes e erros de transcricdo (Evans & Cooke, 2004). As alteracdes sao inUmeras
(quebra do DNA, oxidacdo de purinas, unides DNA-proteinas indesejaveis, entre
outras), especialmente devido ao radical hidroxil. Embora exista o sistema de reparo
que rapidamente regenera o DNA (Nordberger & Arner, 2001), o nivel de dano pode

exceder a capacidade de reparo celular (Gaté et al., 1999).

1.5.2 Peroxidacao lipidica

A peroxidacdo lipidica é provavelmente a maior conseqiéncia da acdo
deletéria das EROs (Haliwell & Gutteridge, 1999). Os acidos graxos poliinsaturados
sao, por causa de suas multiplas duplas ligacfes, excelente alvos para o ataque das
EROs (Sies, 1985; Nordberger & Arnér, 2001). O processo € iniciado quando o HO*
captura um atomo de hidrogénio do carbono metileno na cadeia do acido graxo, que
se torna radical alquil (L), e este, na presenca de O,, gera radical peroxil (LOQO"),
que é muito instavel e captura um atomo de hidrogénio da molécula de acido graxo
adjacente (reacdo de propagacdo da peroxidacao lipidica) (Pryor, 1986; Gaté et al.,
1999). Durante este processo, estas moléculas sdo decompostas em aldeidos, e o
principal deles é o malondialdeido (MDA), altamente toxico (Dotan et al., 2004). As
oxidacOes aos lipidios pelas EROs constituem a base da formacdo da placa de
aterosclerose (Nordberger & Arnér, 2001). InUmeras patologias como diabetes,
hiperlipidemia, apoplexia, doencas hepéaticas, cardiovasculares, neurodegenerativas,
entre outras, mostram niveis aumentados de lipoperoxidacdo (Halliwell & Gutteridge,
1999; Polla et al., 2003).

1.5.3 Dano a proteinas
As EROs podem reagir in vitro e in vitro com muitos residuos de aminoacidos,

processo conhecido como carbonilacdo de proteinas, gerando modificagcdes na

atividade enzimética, desnaturagdo, ou destruicdo da fungcdo das proteinas. Este
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dano oxidativo as proteinas tem grande importancia in vivo, ja que pode causar dano
a receptores, enzimas, interferéncia na via de transducdo de sinal, alteracdo no
transporte de proteinas e enzimas que mantém os niveis baixos de Ca*? intracelular
(Halliwell & Gutteridge, 1999; Gaté et al.,, 1999; Nordberger & Arner, 2001).
Modificacbes de enzimas e proteinas podem ter papel importante na etiologia de
doencas, como na artrite reumatbide e escleroderma (Peng, 1997) e ainda
aterosclerose, isquemia-reperfusdo e aquelas associadas com o envelhecimento
(Gaté et al., 1999).

1.5.4 Gama glutamiltransferase (GGT)

A funcéo priméria da GGT celular é metabolizar GSH extracelular, permitindo
que precursores aminoacidos sejam assimilados e reutilizados para a sintese de
GSH intracelular (Forman, 1997). Paradoxalmente, ha evidéncias indicando que a
GGT pode estar envolvida na geracdo de EROs na presenca de ferro ou outros
metais de transicdo (Stark et al., 1994). Véarios estudos epidemiol6gicos sugerem
que a GGT sérica, em suas condi¢cdes normais, pode ser uma enzima precocemente
relacionada ao estresse oxidativo. Lim e colaboradores (2004) observaram uma
relagao inversa, dose-dependente, entre as vitaminas antioxidantes nutricionais e os
niveis da GGT sérica em condicdes normais, enquanto o ferro da dieta foi
positivamente relacionado aos niveis de GGT sérica. A Determinacdo da GGT sérica
€ confiavel, simples e econémica (Rhone e White, 1976). Dessa forma, ela poderia
ter importantes implicages clinicas e epidemioldgicas em estudos relacionados ao
estresse oxidativo (Lim et al., 2004; Lee et al., 2004).

1.6 O ESTRESSE OXIDATIVO EM PATOLOGIAS HUMANAS

Na maioria das patologias humanas o estresse oxidativo € consequéncia e
ndo uma causa do processo (Halliwell & Gutteridge, 1999). Embora o estresse
oxidativo tenha um papel secundario, a importancia das EROs, e das ERNSs, é de
suma relevancia em muitos casos, como na resposta inflamatéria por infeccdo e
outros que, geralmente, liberam “mediadores” como prostaglandinas, leucotrienos,

interleucinas e citocinas. Como exemplo, o TNF (fator de necrose tumoral) pode



17

ativar reacfes que liberam EROs, ou o aposto, as EROs podem estimular a
producdo de mediadores inflamatérios (Halliwell & Gutteridge, 1999; Droge, 2002).

O estresse oxidativo pode resultar, resumidamente, em trés processos:
adaptacdo (aumento das defesas antioxidantes), lesdo tecidual (dano ao DNA,
peroxidacao lipidica e oxidac&o de proteinas) e morte celular (necrose ou apoptose).
No caso da adaptacdo do sistema de defesa, diferentes respostas sdo geradas
como protegcdo completa contra o dano, ou protecdo incompleta contra a leséo ou
“sub-protecdo”, isto €, as células sdo resistentes ao alto nivel de oxidantes (Halliwell
& Gutteridge, 1999). A morte celular pode ocorrer através de dois mecanismos,
necrose ou apoptose, ambos envolvidos com o0 estresse oxidativo. Na necrose a
célula incha e rompe, liberando seus conteudos, o que afeta as células adjacentes,
ja que estes contetdos podem conter oxidantes (cobre ou ferro livre, por exemplo),
podendo impor agressao as células vizinhas e amplificar a lesdo tecidual. J4 na
apoptose ou “suicidio celular”, a propria célula ativa-se para morte sem liberar seus
conteudos para as células vizinhas, o que diminui o dano adjacente. Em varias
doencas degenerativas 0 processo de apoptose esta acelerado (Halliwell &
Gutteridge, 1999; Halliwell, 2000).

1.7 ESTRESSE OXIDATIVO E DOENCA DE CHAGAS

Os artigos cientificos que relacionam a formacdo de EROs a doenca de
Chagas, de uma maneira geral, envolvem o processo no qual o hospedeiro gera
EROs ou ERNSs, principalmente *"NO, como agente microbicida que mata o parasita
(Vepa et al., 1994; Saeftel et al., 2001), ou estudam as diferengas entre as defesas
antioxidantes dos mamiferos e do Trypanosoma. O possivel mecanismo de acéao dos
farmacos antichagasicos Nifurtimox e Benzonidazol é via geracdo de EROs, capaz
de matar o tripanosoma (Moncada et al., 1989; Pedrosa et al., 2001). Também foram
desenvolvidos trabalhos relacionando os efeitos toxicos de EROs gerados pelo
benzonidazol, que induz o sistema CYP4501A1 e leva o hospedeiro (modelo animal,
ratos) a um estado de estresse oxidativo (De Bem, 2001; Pedrosa et al., 2001).

Na doenca de Chagas, os artigos referentes ao estresse oxidativo no
hospedeiro, fonte de um processo inflamatério, sdo escassos e inconclusivos.

Cardoni et al. (1990) encontraram um estado de estresse oxidativo em ratos
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infectados com T. cruzi, porém apenas tratou a infeccdo na fase aguda. Em um dos
raros trabalhos disponiveis na literatura que relaciona a fase cronica a dosagem das
defesas antioxidantes em humanos, Péres-Fuentes et al. (2003) relatam uma
associacdo entre o aumento de ‘NO e TNF-« em relacdo a diminuicdo das
atividades de GPx e SOD plasmaticas com o avanc¢o da patologia, sugerindo que
esses fatores podem ser responsaveis pela severidade da doenca de Chagas. Por
outro lado, Rivera et al. (2002) ndo evidenciaram queda nos niveis de GPx quando
tentaram associar, em pacientes chagasicos cardiopatas, a deficiéncia de selénio a
diminuicdo da atividade da GPx. Souza (2004) também ndo detectou diferencas
significativas na atividade da CAT e da GR em chagasicos crénicos comparados a
um controle. Wen e colaboradores (2004) encontraram um consistente declinio na
atividade da MnSOD durante a progressao da infeccdo no miocardio chagésico,
sugerindo que a diminui¢cdo da funcéo mitocondrial e geracdo de EROs predispde o
coracdo chagasico a um quadro de estresse oxidativo durante a infeccdo e
desenvolvimento da doenca (Zacks et al., 2005).

Em recente dissertagdo de mestrado produzida em nosso laboratério
(Oliveira, 2004), ora em fase de publicacdo (Oliveira et al., 2006), cujo objetivo foi
avaliar a associacdo da evolucdo da cardiopatia chagasica com as defesas
antioxidantes existentes no sangue dos pacientes, foi demostrada uma deplecédo nos
niveis eritrocitarios das enzimas GPx e GST, e também dos contetudos da GSH, a
medida que o remodelamento ventricular avancava (estadio V), o que pressupde um
estado de estresse oxidativo vinculado a diminuicdo das defesas antioxidantes. Em
outras palavras, os dados sugeriram que O status antioxidante destes pacientes
torna-se bastante ameacado com a extensdo da doenca, ficando expostos a
progressivas condi¢bes de estresse oxidativo, tanto ao nivel sistémico-sanguineo
como, provavelmente, nos érgaos mais afetados pela doenca, como o miocardio.

Com base no trabalho citado acima, o objetivo do presente projeto foi avaliar
o0 status antioxidante no sangue dos mesmos pacientes chagasicos crénicos
acompanhados clinicamente no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, apés
suplementacao antioxidante diaria de vitamina E e C durante 6 meses, no sentido de
verificar sua eficacia em termos de atenuar ou retardar o quadro de estresse
oxidativo associado aos diferentes estadios evolutivos da cardiopatia chagéasica

cronica, como continuidade e sequéncia do projeto original.
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2 OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito da terapia antioxidante (suplementacdo de vitaminas E e C)
nas defesas antioxidantes e nos marcadores de dano oxidativo associados aos

diferentes estadios evolutivos da cardiopatia chagasica cronica.

2.1 OBJETIVO ESPECIFICOS:

1. Avaliar o perfil do status antioxidante nos pacientes com cardiopatia
chagésica cronica em diferentes estadios evolutivos, através da classificacao
de Los Andes modificada, 1 ano apds a primeira avaliacdo destas defesas

NOS mesmos pacientes.

2. Verificar as diferencas nos niveis intraeritrocitarios das defesas antioxidantes
enzimaticas (CAT, SOD, GPx, GR e GST) presentes no sangue de pacientes
com cardiopatia chagasica cronica em diferentes estadios evolutivos, através
da classificacdo de Los Andes modificada, antes e depois da administracéo

diaria de vitamina E (800 Ul) e C (500 mg) durante 6 meses.

3. Verificar as diferengas das defesas antioxidantes ndo enzimaticas (conteudos
sanguineos de GSH e plasmaticos de vitamina E e vitamina C) presentes no

sangue destes pacientes, antes e depois da administracdo de vitamina E e C.

4. Verificar o comportamento dos indicadores de estresse oxidativo (niveis
plasméticos de TBARS e Proteina Carbonilada e niveis séricos de GGT)

nestes pacientes, antes e depois da administracéo de vitamina E e C.

5. Avaliar os niveis de "NO e MPO no sangue destes pacientes, antes e depois

da administracao de vitamina E e C.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 SELECAO DOS PACIENTES

Os pacientes mencionados neste trabalho sdo oriundos do Ambulatério de
Cardiopatia Chagésica do Servico de Cardiologia do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (HUCFF-UFRJ),
existente desde 1990, sob responsabilidade do Dr. Roberto Coury Pedrosa.

Os dados clinicos/epidemioldgicos sdo obtidos de modo consecutivo, a
medida do arrolamento do paciente no ambulatério. Como norma, a avaliacao inicial
do paciente apdés confirmacdo soroldgica, consiste na avaliacdo clinica e na
realizacdo do eletrocardiograma convencional de repouso e radiografia do torax, na
préopria semana de admissdo. O ecocardiograma e 0 teste ergométrico sao
realizados com intervalos ndo mais do que 30 dias, conforme metodologia descrita a
seguir. Como norma de acompanhamento, nos pacientes com cardiopatia evidente,
o0 ECG e o0 ecocardiograma séao realizados na dependéncia de mudanca clinica do
paciente. Caso nao ocorra alteracao no quadro clinico do mesmo, o ECG é realizado
anualmente e, se alterado, é acompanhado da realizacdo do ecocardiograma. Nos
pacientes assintomaticos e apenas com sorologia positiva, o acompanhamento
consiste na avaliacdo clinica periodica. Os dados obtidos na avaliacéo inicial e no
acompanhamento ambulatorial sdo armazenados em banco de dados e no
prontuario do paciente.

Os pacientes considerados no presente estudo sdo os mesmos avaliados
anteriormente (Oliveira, 2004) e mantiveram-se estaveis clinicamente durante 15 a
21 dias anteriores a sua inclusdo. Durante este periodo, exames laboratoriais foram
realizados para satisfazer os critérios biolégicos de exclusdo e confirmar os critérios
de inclusdo (biolégicos e clinicos). Hemogramas completos foram também
realizados para excluir doencas sistémicas significativas. Os critérios de inclusao

foram os mesmos considerados no estudo anterior (Oliveira, 2004).
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3.1.1 Critérios de incluséo

A- Homens ou mulheres com idade entre 21 a 75 anos, afastados da zona endémica
hé& mais de 20 anos.

B- Em acompanhamento ativo e regular em servi¢co de cardiologia com diagndstico
etiologico de doenca de Chagas.

C- Sorologia positiva para doenca de Chagas, conforme descrito no item a seguir,
sob a denominacéo avaliagédo sorologica.

D- Pacientes na fase cronica da doenca de Chagas (forma indeterminada, forma
cardiaca com anormalidade contratii segmentar sem forma clinica aparente,
forma cardiaca aparente), de acordo com os critérios da UDNP/WORLD
BANK/WHO-TRD (ver definicbes abaixo), que ndo se utilizaram de tratamento
especifico para doenca de Chagas.

E- Potencial de engravidar (se sexo feminino):

a) O sujeito da pesquisa nao pode ter potencial de engravidar, definido como:
pés menopausa por pelo menos 1 ano ou cirurgicamente estéril (ligadura
tubaria bilateral, ooferectomia bilateral ou histerectomia).

b) Se com potencial de engravidar, deve ter teste de gravidez negativo

realizado na fase de selecéo.

A inclusdo ou ndo do paciente no projeto foi de espontanea responsabilidade
do paciente, quando este assinava o termo de consentimento livre e esclarecido
apresentado por uma pessoa sem interesse direto no projeto (profissionais da
enfermagem participantes da equipe do Dr. Roberto Coury Pedrosa - HUCFF-UFRJ).

3.1.2 Critérios de exclusao

A- Estados fisioldgicos, condi¢des médicas prévias e/ou concomitantes
- presenca de outras afeccdes patoldgicas sistémicas associadas, tais como
infeccdes ou neoplasias, desordens auto-imunes, doenca neurodegenerativa;
- o fato de algum exame da fase de sele¢cdo demonstrar qualquer achado nao
compativel com seu diagnéstico cardiovascular;
- insuficiéncia cardiaca aguda ou descompensada agudamente;

- pacientes agudamente doentes;
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doencas hematoldgicas prévias;

dados clinicos ou bioldgicos sugestivos de doenca renal grave ou hepatica;
historia prévia de doenca pulmonar obstrutiva crénica (todas as formas);
alcoolismo croénico;

histéria de acidente vascular cerebral nos ultimos 6 meses;

pacientes com conhecida ou suspeita de hipersensibilidade a drogas;
pacientes que estejam participando de outros estudos;

utilizac&o prévia do tratamento especifico para doenca de Chagas.

B- Critérios de excluséo cardiovascular

presséo sistdlica mantida abaixo de 90mmHg e/ou sintomas de hipotensao
arterial, tais como sincope, tonteira, fraqueza;

histéria de infarto agudo do miocardio nos ultimos 3 meses;

pacientes portadores de doencas orovalvares;

fatores associados causando insuficiéncia cardiaca: hipo ou hipertireoidismo
(incluindo tirotoxicose), anemia, hipertensao arterial de dificil controle;
arritmias cardiacas graves que podem causar instabilidade hemodinamica:
taquiarritmias atriais (Flutter e/ou fibrilacdo rapida) ou ventriculares, bloqueios

de 2° e 3° grau.

C- Critérios biologicos de exclusao

niveis de creatinina sanguinea > 2 mg/100mL;

niveis de potassio sérico > 5,5 mEq/L ou < 3,5 mEq/L;
anemia (hemoglobina < 9 g%);

niveis de glicemia > 147 mg/dl em dois exames consecutivos;

Hiponatremia (Na* < 130 mEq/L).

3.1.3 Dados a serem obtidos

A- Anamnese e exame fisico completos

Dados constitucionais: data de nascimento (idade), sexo, altura e peso

corporal, pressao arterial, frequéncia cardiaca;
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- Dados socio-econémicos: local de nascimento e perfil migratorio, situacao
conjugal, escolaridade, renda familiar, profissédo e vinculo empregaticio e
ocupacédo, uso de fumo e de bebidas alcodlicas, dieta e atividade fisica.
Histdria reprodutiva das mulheres;

- Complicacdes: megaesofago e colopatia, arritmias, insuficiéncia cardiaca,
fendbmenos tromboembdlicos e acidente vascular cerebral;

- Historia patoldgica pregressa: outras doengas associadas.

B- Base de dados padronizada de exames complementares:

Hemograma, glicemia, creatinina, acido 0rico sérico, potassio Sérico,
proteinas totais e fracionadas, exame parasitolégico de fezes, urindlise para
elementos anormais e sedimento, avaliacdo radiolégica, eletrocardiografia de
repouso, colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol, trigliceridios (exames
realizados no Servico de Cardiologia do HUCFF-UFRJ). Os dados acima
referidos foram registrados em ficha apropriada, contendo instru¢des detalhadas
para seu preenchimento correto, incluindo os critérios diagndsticos a serem

utilizados (Anexo ).

3.1.4 Defini¢des

O diagnostico de cardiopatia chagasica cronica € realizado pela presenca de
sorologia positiva acompanhada de qualquer das alteracGes cardiolégicas descritas

a seguir (Xavier et al., 2006):

A- Avaliacao soroldgica:

A avaliacao sorolégica dos pacientes foi realizada no laboratério do HUCFF-
UFRJ, setor de imunologia. O sangue de cada paciente foi testado
independentemente para anticorpos (IgG) contra o T. cruzi, pela imunofluorescéncia
indireta e hemaglutinacéo indireta (Frasch et al., 1991; Moncayo & Luquetti, 1990).

O paciente foi considerado soropositivo quando dois dos testes soroldgicos
para anticorpos T. cruzi, em pelo menos dois exames sorologicos diferentes, foram
positivos. Havendo discrepancia entre os resultados, as amostras de soro desses

casos foram retestadas com o teste de imunofluorescéncia.
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B- Alteracfes cardiologicas
- Aspectos clinicos: palpitacbes, pré-sincope, precordialgia, dispnéia;
bradiarritmias de origem sinusal e/ou atrio-ventricular; taquiarritmias;
insuficiéncia cardiaca; tromboembolismo (pulmonar ou sistémico); morte

subita (abortada ou ressuscitada)

- AlteragOes eletrocardiogréficas
As alteracdes eletrocardiograficas foram classificadas conforme os critérios da
New York Heart Association, utilizando o codigo de Minnesota (Rose et al., 1982),
modificado para cardiopatia chagasica (Maguire & Souza, 1982), a fim de padronizar

a interpretacdo do ECG, sendo classificados como normal, anormal ou limitrofe.

- Alteracdes ecocardiograficas

A avaliacdo da ecocardiografia consistiu na andlise da funcdo cardiaca
segmentar dos pacientes, e foi expressa em termos de afilamento ou déficit de
espessamento sistolico (Schnittger et al., 1983). A fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo foi calculada pelo método de Teicholz & Kreulen (1976). Consideradas
como alteracdes ecocardiograficas: alteracdes da contratilidade miocardica com
padréo difuso ou segmentar, presenca de aneurismas apicais, acometimento fibroso-
necrético da parede infero-posterior basal e do segmento basal do septo anterior.

3.1.5 Estadios evolutivos na cardiopatia chagasica cronica

Neste trabalho, utilizou-se a classificagdo de Los Andes (Carrasco et al.,
1982; Carrasco, 1983; Carrasco et al., 1987), modificada por Xavier (1999),
definindo o acometimento cardiaco na doenca de Chagas como sendo constituido

de quatro estadios, de acordo com o organograma abaixo:
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Sorologia Positiva
/ ¢ Insuficiéncia

cardiaca

ECG alterado
l Grupo IV
ECO

AN

Disfuncao
moderada

ECG normal

Disfuncéao
grave

Funcdo normal
ou disfuncéo lev

Figura 02 - Diagrama da Classificacdo de Los Andes modificada por Xavier (1999).
3.1.6 Diagnéstico de insuficiéncia cardiaca congestiva

O diagnodstico de insuficiéncia cardiaca congestiva foi 0 mesmo utilizado por
Schoken e colaboradores (1992), adaptado do Primeiro Inquérito de Nutricdo e
Saude (First National Health and Nutrition Examination Survey-NHANES-I). Definiu-
se insuficiéncia cardiaca esquerda naqueles pacientes com escore clinico maior ou

igual a 3.

Parametro utilizado: Dispnéia / dificuldade de respirar
a) Caminhando depressa no plano ou em aclive leve 1
b) Em passo usual no plano 1
c) Obrigado a parar por falta de ar, caminhando no plano, passo normal 2

d) Obrigado a parar por falta de ar, ao caminhar 100m no plano 2
e) Frequéncia cardiaca 91 a 110 bpm 1
mais de 111 bm 2

f) Estertores nas bases pulmonares 1
g) Estertores nas bases e apices pulmonares 2
1

h) Pressao venosa jugular aumentada isolada
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i) Pressao venosa jugular aumentada associada a edema
j) Pressao venosa jugular aumentada associada a hepatomegalia
k) Distensdo dos vasos dos lobos superiores no Rx de térax

[) Edema intersticial pulmonar

N N P, N DN

m) Edema intersticial pulmonar + derrame pleural

3.1.7 Exame clinico

A realizacdo do exame clinico permitiu a verificagcdo de sinais e sintomas
cardiovasculares e digestivos relacionados a doenca de Chagas, assim como a
interpretacdo da historia patolégica de cada individuo para um diagndstico
diferencial com outras doencas cardiovasculares. Os sintomas relacionados ao
aparelho cardiovascular, como dispnéia, lipotimia, palpitacbes, sincope, dor
precordial, e aqueles relacionados ao aparelho digestivo referentes a doenca de
Chagas, como constipagédo, disfagia e regurgitacdo, foram registrados em um
questionario padréo (ver anexo |). Um histérico alimentar foi obtido do paciente. Foi

preenchida uma ficha utilizada para o cadastro de cada paciente no banco de dados.

3.1.8 Estratégia ap0ds a realizagdo dos exames complementares

Apoés a confirmacdo do diagnostico de cardiopatia chagasica sem qualquer
outra cardiopatia associada (critério soroldgico, clinico, epidemioldgico,
eletrocardiografico), os pacientes realizaram o0 ecocardiograma, com finalidade de
estabelecer o estadio evolutivo da cardiopatia chagasica crbnica, e foram
classificados em quatro grupos distintos, cada um composto de 10 pacientes,
perfazendo um total de 40 pacientes no presente estudo, conforme o grau de
comprometimento cardiaco, através da classificagdo de Los Andes modificada
(Xavier, 1999).

Todos os pacientes em uso de medicamentos tiveram 0S mesmos SusSpensos
48 horas precedendo os exames. Aqueles pacientes que nao suportaram esta
suspensao (maioria do grupo 1V), foram mantidos com inibidores da enzima de
conversédo da angiotensina (captopril) e diurético (furosemida ou espironolactona). O
captopril interfere no sistema antioxidante (De Cavanagh et al., 1999, 2000, 2004) e

tem uma meia vida de 2 h, enquanto a furosemida tem meia vida de 1 h. Mais de
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95% do captopril é excretado no periodo de 24 h, e a acdo diurética da furosemida
dura entre 6 a 8 h (Korokolvas, 2000).

As defesas antioxidantes e o0s biomarcadores de estresse oxidativo no
presente trabalho foram determinadas nos 40 pacientes chagasicos em duas
oportunidades, ou seja: a primeira determinacdo precedendo a terapia antioxidante,
com um intervalo de 12 meses entre a coleta realizada no estudo de Oliveira (2004)
e 0 presente estudo, e a segunda determinacdo apdés 6 meses de terapia
antioxidante. A terapia antioxidante consistiu na administracdo de Vit. E 800Ul/dia e
Vit. C 500 mg/dia.

3.2 ANALISE ESTATISTICA

Comparacdes estatisticas dos marcadores de estresse oxidativo dentro dos
diferentes grupos foram realizadas usando ANOVA (andlise de variancia),
complementada pelo teste de Tukey—Kramer, enquanto o teste t de Student foi usado
para comparacao pareada entre 2 grupos especificos da classificacdo de Los Andes,
admitindo um nivel minimo de significancia de p < 0,05. A distribuicdo foi

paramétrica.

3.3 CONSIDERACOES ETICAS

Para a realizacdo deste ensaio clinico, o presente protocolo foi encaminhado
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Clementino Fraga Filho
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, em 02 de junho de 2005, protocolo N°.
071/05-CEP (Anexo Il). O protocolo experimental atendeu ao que determina a
Resolucdo n° 196/1996, do Conselho Nacional de Saude, sobre pesquisas clinicas
bem como principios éticos, cientificos e técnicos consoantes com os padrdes de
aceitacdo internacional para ensaios clinicos (normas de “Good Clinical Practice”).

Cada paciente preencheu o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo ).
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3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Foram coletados 10mL de sangue pré e pos-terapia antioxidante.
Imediatamente apds a coleta de amostra sanguinea de cada individuo, via venosa,
em tubo contendo EDTA (ou sem EDTA para obtencdo do soro), aliquotas de
sangue foram precipitadas em acido tricloroacético (TCA) 12% (1:4, v.v) e estocadas
imediatamente em nitrogénio liquido (-170°C), até a realizacdo da analise de GSH. A
separacdo dos eritrécitos e plasma, os quais foram utilizados para os ensaios dos
marcadores de estresse oxidativo/defesas antioxidantes, foi realizada através de
centrifugacdo rapida (3000 g durante 3 min) do sangue total, para obtencdo da
fracdo plasmatica e eritrocitos. As amostras foram imediatamente estocadas em
nitrogénio liquido até seu envio para o laboratério de Ecofisiologia Respiratoria,
CCB, da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), onde foram analisadas e
posteriormente desprezadas. Foram observados os mesmos cuidados técnicos de
coleta e conservagdo do material biologico até a analise laboratorial final. Esta etapa
de preparagdo das amostras foi realizada no HUCFF-UFRJ, pela equipe do Dr.
Roberto Coury Pedrosa (co-orientador do projeto). Os pacientes tiveram seu sangue
coletado por uma mesma pessoa, no mesmo dia da semana e no horéario entre 9 e
10 h da manh&, com o objetivo de respeitar o ciclo circadiano. Este material foi
enviado para a UFSC acondicionado em botijdo de transporte contendo nitrogénio
liquido, o que confere integridade as amostras, ja que os tidis ndo protéicos e as
enzimas antioxidantes permanecem estaveis em nitrogénio liquido por até 6 meses
(Palace et al., 1990).

Neste laboratério, apdés a retirada do material coletado para realizacdo das
analises, os eritrocitos foram lavados 2 vezes com solucdo salina e depois
centrifugados (5000 g por 3 min) para posteriormente sofrerem lise por sucessivos
congelamentos e descongelamentos. Uma ultima centrifugagédo (5000 g, por 5 min)
forneceu o sobrenadante (hemolisado) para andalise dos diferentes parametros.

3.5 EQUIPAMENTOS:

As pesagens foram realizadas em balanca analitica marca Ohaus modelo

AR2140. Os valores de pH foram medidos com pH-metro marca Digimed, modelo
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DM20. A avaliacdo das defesas antioxidantes enzimaticas, conteidos de GSH e
outros marcadores de estresse oxidativo foi realizada com o auxilio de um
espectrofotdmetro UV-visivel duplo feixe marca/modelo GBC 916 acoplado a um
software apropriado e a um termostatizador elétrico (sistema Peltier). A avaliacdo da
vitamina E foi realizada em aparelho HPLC SCL 10 AVP Shimadzu, Detector SPD-
M10AVP Shimadzu — Diode Array Detector, e a vitamina C foi analisada em aparelho
HPLC LC-10AD Shimadzu, Detector ESA Coulochem Il (eletroguimico). O *NO e a
MPO foram determinados em leitor de Elisa (Organon-Tecknica, Roseland, New
Jersey, EUA).

3.6 REAGENTES

A enzima GR, os reagentes acido tiobarbitarico (TBA), acido ascorbico,
albumina, 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), 5,5 -ditiobis-2-acido nitrobenzdico
(DTNB), D-a-tocoferol, epinefrina, nicotinamina adenina dinucleotideo fosfato na
forma reduzida (NADPH), GSH, GSSG, H,0, e tert-butil hidroperdoxido foram
adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA). Todos o0s outros reagentes

usados foram de grau analitico.

3.7 DEFESAS ANTIOXIDANTES E MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

3.7.1 Defesas antioxidantes enzimaticas

3.7.1.1 Catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase foi analisada segundo Aebi (1984), que se
baseia na velocidade de degradacdo do peroxido de hidrogénio, solucéo fresca de
10 mM em tampao fosfato 50 mM pH 7,0 preparada no dia da analise, em que em 2
mL desta solu¢cdo em cubeta adicionou-se 20uL do lisado e procedeu-se a leitura em
240 nm, durante 20 segundos. Todas as amostras foram analisadas em duplicatas e

os valores expressos em mmol CAT min~' mL™. Diluices finais minimas de 500
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vezes impediram a acao peroxidativa das hemoglobinas presentes nos lisados (Aebi,
1984).

3.7.1.2 Superoéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi medida em 480 nm, de acordo com o método de Misra
& Fridovich (1972), modificado por Boveris e colaboradores (1983), mediante a
oxidacdo da adrenalina (mudanca de pH 2,0 para pH 10,0) que produz o anion
superéxido e um cromoforo réseo, o adrenocromo. Quando a amostra era colocada
na cubeta a enzima (SOD) presente nesta aliquota retardava sua formacdo. Numa
cubeta contendo 1,95 mL de glicina 50 mM, pH 10,2, foram adicionados 50 uL de
adrenalina 60 mM (mantida em pH em torno de 2,0, gelo e frasco ambar para evitar
a oxidacao). A velocidade inicial de formacao do adenocromo foi monitorada durante
cerca de 100s do inicio da reacdo, com acréscimo de absorbancia a cada intervalo
de 15s em torno de 0,013-0,015 unidades, para entdo adicionar a aliquota da
amostra, geralmente em torno de 10 a 70 ulL, dependendo da concentracdo e
atividade da enzima presente nesta aliquota. O tempo total de monitoramento da
reacao foi de 3 min. Curvas de 4 ou 5 pontos permitiram avaliar indiretamente a
atividade enzimética da SOD. Os valores da SOD (U SOD mL™) foram expressos
em termos de atividade da enzima, sendo que uma unidade arbitraria de SOD é
definida como a quantidade de SOD necesséria para diminuir a metade a velocidade
de formacdo do adrenocromo (Misra & Fridovich, 1972). As amostras eram tratadas
por uma mistura de cloroférmio:etanol (3:5 v:v), para de retirar a hemoglobina
presente nos lisados e impedir a geracdo e interferéncia do anion superoxido

artefatual no ensaio (Misra & Fridovich, 1972).

3.7.1.3 Glutationa peroxidase (GPx)

A enzima GPx catalisa a reducdo de peroxido de hidrogénio, bem como de
outros hidroperoxidos, utilizando a GSH como substrato para esta reacao,
produzindo GSSG (Jones et al.,1981; Epp et al.,, 1983). Para a determinagcdo da
atividade desta enzima foi utilizado o método de Flohé & Gunzler (1984) usando 10
uL de amostra e 10 uL de tert-butilhidroperoxido (t-BuOOH) colocados em 1 mL de
meio de reacdo, que continha 25 mL de tampéao fosfato 0,1 M pH 7,0, 8,6 mg de
NADPH, 10 mL de &cido dietilenotriaminopentacético (DPTA) 5 mM pH 7,0, 15 mL

de &gua destilada, 24 mg de GSH, e 5 U de GR, colocada momentos antes do
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ensaio. O método baseia-se em dismutar o tBUOOH pela oxidacdo de GSH e
formacdo de GSSG, catalisada pela GPx. Mas a medida consiste na oxidacdo
(diminuicdo da absorbancia) do NADPH medido em 340 nm, ja que o NADPH é
utilizado na regeneragao de GSH pela GR. Portanto, a velocidade de oxidag&o do
NADPH é proporcional a velocidade de producdo de GSSG a partir de GSH
catalisada pela GPx presente na amostra. Todas as amostras foram analisadas em
duplicatas e os valores foram expressos em pmol GPx min™* mL™. KCN 50 mM era
adicionado ao ensaio para evitar super avaliagdo da enzima devido a oxidagcdo da
hemoglobina presente nos lisados (Flohé & Gunzler, 1984).

3.7.1.4 Glutationa redutase (GR)

O método utilizado para a determinacdo da atividade desta enzima foi o de
Calberg & Mannervick (1985), que verifica, em 340 nm, a taxa de oxidag&do do
NADPH devido a formacao de glutationa reduzida, a partir da glutationa oxidada,
pela acdo da GR, enzima presente na amostra, em um meio de reacdo contendo
tampéao fosfato 0,1 M pH 7,0; 8,6 mg de NADPH; 30,6 mg de glutationa oxidada e
DPTA 5 mM. Assim, o ensaio é uma medida indireta que consiste em registrar a
diminuicdo de NADPH. Foram adicionados na cubeta 0,95 mL de meio de reacéo e
50 uL de amostra e o tempo de ensaio foi de 30 s. Todas as amostras foram
analisadas em duplicatas e os valores da atividade desta enzima foram expressos

em pmol GR mintmL™.

3.7.1.5 Glutationa S-transferase (GST)

A GST constitui um grupo de enzimas que catalisa a formacao de tioésteres
pela adicdo de GSH a um grande namero de compostos que contém um carbono
eletrofilico (Sagara et al., 1998). A atividade da GST foi medida em 340 nm, de
acordo com Habig e colaboradores (1976). A amostra era adicionada a um meio
contendo 10 pL de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB), 10 ul de GSH 0,1 M e
970 uL de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, sendo que na cubeta de referéncia utilizou-
se 980 uL de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0. Esta técnica tem como principio o uso de
1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substrato para que a enzima GST,
presente na amostra, conjugue a GSH ao CDNB e forme a substancia detectavel em

340 nm, atividade esta monitorada durante 60 s. As andalises foram feitas em
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duplicatas e os valores expressos em pmol GST min™* mL™. Lisados muito
concentrados eram diluidos para evitar densidades Opticas elevadas na cubeta, o

que interferia na avliacéo da cinética enzimatica.

3.7.2 Andlise das defesas antioxidantes ndo enzimaticas

3.7.2.1 Glutationa reduzida (GSH)

A concentracdo de GSH intraeritrocitaria foi determinada através dos tiois ndo
protéicos, jA que a GSH representa aproximadamente 95% destes tidis (Beutler et
al., 1963). Para avaliar a concentracdo eritrocitaria de pequenos tiois em precipitado
acido (TCA 12%, 1:4, v:v), foi empregado o método de Beutler et al. (1963). A adicdo
de 0,2 mL de acido 2-nitrobenzdico 2,5 mM (DTNB) nas cubetas contendo 1,9 mL de
tampao Tris-HCL 0,2M pH 8,0 e 0,1 mL da amostra, permitia, apos cerca de 3 min e
agitacao da cubeta, a obtencdo maxima de formacdo do anion tiolato (TNB) de cor
amarela, mensuravel em Ay;,. Todas as amostras foram analisadas em duplicata e

os valores foram expressos em pmol GSH mL™.

3.7.2.2 Vitamina E

A determinacdo quantitativa da vitamina E foi realizada através de
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC), através de deteccdo UV, em 292 nm,
segundo o método de Nicoletti et al. (2001). Pipetou-se 100 nul de etanol, em um tubo
com tampa, adicionou-se 100 uL do plasma, agitou-se em vortex por 10 s e
adicionou-se 100uL de hexano. Agitou-se em vortex por mais 45 s e centrifugou-se a
8000 g por 5 min. Aproximadamente 75 uL do sobrenadante (fase hexano) foi
transferida para um tubo e o hexano foi evaporado em nitrogénio. Adicionou-se,
entdo, 125 uL de dietileter e 375 uL de metanol e injetou-se este extrato no sistema
cromatografico. As colunas foram eluidas isocraticamente com metanol e o fluxo foi
de 1 mL/min. As amostras foram analisadas em duplicata e a concentracao
plasmatica de a-tocoferol foi determinada através de uma curva-padréo e expressa

em pg Vitamina E mL™.
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3.7.2.3 Vitamina C

A determinacdo quantitativa do acido ascoérbico foi igualmente realizada
através de cromatografia liqguida de alta pressdo (HPLC) com deteccao
eletroquimica, segundo o método de Lykkesfeldt et al. (1995). Como foi medido o
acido ascorbico total, foi necessario reduzir o dehidroascorbato (DHAA) presente nas
amostras. Uma aliquota do plasma foi misturada com igual volume de acido
metafosférico 10%. Centrifugou-se a 4000 g por 10 min, em temperatura de 4 °C.
Durante o ensaio as amostras foram mantidas em gelo. O acido ascérbico total foi
medido apés reducdo do DHAA, por adi¢do de 100 uL da amostra tratada a 50 uL de
tampéao Tris 0,5 M, pH 9,0, contendo dithiothreitol (DTT) 10 mM, resultando em um
pH de 6,1 a 6,2, a 25 °C por 5 min. Adicionou-se 50 uL de H,SO4 0,2 M a amostra
resfriada e 20 puL a mistura foi injetada no HPLC. A fase movel foi fosfato de
hidrogénio dissddico (Na,HPO,) 0,1 M, EDTA 25 mM e cloreto de
dodeciltrimetilaménio 2,0 mM, pH 3,0. O fluxo foi 1,2 mL/min. As amostras foram

analisadas em duplicata e a concentrac&o foi expressa em pg Vitamina C mL™,

3.7.3 Determinacao dos marcadores de dano

3.7.3.1 Lipoperoxidacao tecidual - TBARS

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica endogena foi realizada em triplicatas,
através da deteccdo em Aszs nm dos derivados de seus produtos de oxidacao,
através de substancias que reagem com o &cido tiobarbitirico (TBARS),
destacando-se o malondialdeido, ou MDA, produzindo uma base de Shiff de
coloracao rosa (Bird & Draper, 1984). As frac6es do plasma foram precipitadas com
acido tricloroacético (TCA) a 12% e agitadas vigorosamente. Em seguida, incubadas
em tampd&o Tris-HCI 60 mM 7,4 (0,1 mM DPTA) e acido tiobarbitarico (TBA) 0,73%
durante 60 min a 100 °C. Apds, o material foi resfriado durante 30 min a 5 °C e
centrifugado (5 min a 10000 g) e a absorbancia do cromoforo de cor rosea medida

em 535nm, sendo os valores expressos em nmol TBARS mL™.

3.7.3.2 Proteina carbonilada
O dano oxidativo a proteinas por carbonilacdo foi determinado pelo método

proposto por Levine e colaboradores (1990). Foi adicionado 200 uL do plasma em



800 uL de DPNH (2,4-dinitro fenil hidrazina). Incubou-se por 1 hora a temperatura
ambiente no escuro, com agitacdo a cada 15 min. Adicionou-se 800 uL de TCA 20
%, agitou-se em agitador de tubos, manteve-se em banho de gelo por 10 min e em
seguida centrifugou-se por 5 min a 5000 g. Ao pellet foi adicionado 800 uL de TCA
10 %, seguida de agitacdo e centrifugacédo por 5 min a 5000 g. Foi adicionado 800
uL de etanol-acetato de etila, com agitacdo seguinte e centrifugacdo por 5 min a
14000 g, procedimento que foi repetido por 3 vezes, utilizando o pellet. Ao final, o
excesso de etanol-acetato de etila foi retirado com auxilio de um cotonete,
adicionou-se 600 uL de guanidina, manteve-se em banho-maria a 37 °C por 10 min e
procedeu-se a leitura a 360 nm. A concentragcdo de proteinas totais foi determinada
segundo o método de Lowry e colaboradores (1951), usando como padrdo a
albumina. Todas as amostras foram analisadas em duplicata e a concentracdo de

protefna carbonilada foi expressa em nmol proteina carbonilada mg™.

3.7.3.3 Gama-glutamiltransferase (GGT)

As amostras de soro foram coletadas e conservadas em nitrogénio liquido.
Durante o experimento as mesmas foram mantidas em temperatura entre 2-8 °C. O
reagente utilizado foi o Kit para determinagcdo da gama-glutamiltransferase por
método cinético-colorimétrico (GAMA GT PP, da Gold Analisa Diagndstica Ltda).

A GGT catalisa a transferéncia do grupamento y-glutamil da y-glutamil-3-
carboxi-4-nitroanilida para a glicilglicina, liberando y-glutamilglicilglicina e 3-carboxi-
4-nitroanilina. A 3-carboxi-4-nitroanilina apresenta elevada absor¢cdo em 405 ou 410
nm e a quantidade liberada é diretamente proporcional a atividade da GGT na
amostra (IFCC Methods, 2004). Preparou-se o reagente de trabalho misturando 4
volumes de tamp&o (glicilglicina 206,25 mmol L™, hidréxido de sédio 130 mmol L™,
pH 7,9) com 1 volume de substrato (y-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida 32,5 mmol L~
1y, e manteve-se o reagente de & temperatura de 37°C em banho-maria. Pipetou-se
na cubeta 1000 pL do reagente de trabalho e 100 puL da amostra, anotando-se a
absorbancia inicial e o crondbmetro foi acionado simultaneamente. Foram feitas
novas leituras a cada minuto, apés exatamente 1, 2 e 3 min, sendo que as
diferencas entre absorbancias (AA.min™*) devem ser praticamente iguais, indicando
a linearidade do método. O aumento médio de absorbancia por minuto (AA. min™)

foi medido em 405 nm e a atividade expressa em U GGT L™,
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3.7.4 Andlise quantitativa do 6xido nitrico (NO) pelo nitrito/nitrato

O o6xido nitrico (NO) foi quantificado pela formacdo de seus metabdlicos
estaveis nitrato (NO3) e nitrito (NOy), utilizando-se a reacao de Griess (Green et al.,
1982; Di Rosa et al., 1996). As amostras de soro foram coletadas e armazenadas
em nitrogénio liquido. Nos dias dos experimentos as amostras foram descongeladas
em temperatura ambiente e desproteinizadas, adicionando-se hidréxido de sédio
(2,5 N) e sulfato de zinco (10%). A seguir, 300 uL da amostra foram diluidos em uma
solucdo contendo formato de amoénio (30 uL), fosfato de sddio (30 uL) e suspenséo
de Escherichia coli EC ATCC 25922 (30 plL) diluida (1:10) em tampédo PBS. A
solucao foi incubada durante 2 h, em estufa a 37°C, e a seguir centrifugada (5000 g,
por 5 min). Cerca de 250 uL do sobrenadante foi transferido para uma cubeta, em
que o mesmo volume de solugdo de Griess [sulfanilamida 1% (p/v), &cido fosférico
5% (v/v) e N-(1-natftil) etilenodiamina 0,1% (p/v)] foi adicionado e incubado durante
10 min, a temperatura ambiente.

A reacdo de NO, com esse reagente produz uma coloracdo rosea, que foi
quantificada através da medida das densidades Gticas em leitor de Elisa (Organon-
Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA) em 540 nm. Curvas-padrao com
concentragfes previamente conhecidas de NO3” e NO; (0-150 uM) também tiveram
suas densidades oOticas determinadas, permitindo a quantificacdo dos valores de

nitrato/nitrito (NO) em uM, com auxilio da equacao da reta (Froéde-Saleh et al., 1999).

3.7.5 Determinagéo da Mieloperoxidase

As amostras de soro foram coletadas e armazenadas em nitrogénio liquido.
Nos dias dos experimentos, as amostras foram descongeladas em temperatura
ambiente. Volumes de 40 uL da amostra ou do padrdo (MPO de neutrofilos humanos
0,7-140 mU mL™) foram transferidos para cubetas e a reacéo bioquimica iniciada
com a adicdo de 360 puL de meio tamp&o (0,167 mg mL™ de o-dianisidina 2HCI e
0,0005% de H,0,). Ap6s 15 min de incubacdo a temperatura ambiente, a reacéo
enzimatica foi interrompida com a adi¢cdo de 30 uL de azida sédica 1% (Rao et al.,
1993). A segquir, as amostras foram centrifugadas (5000 g, por 5 min), e 0
sobrenadante transferido para cubetas, para posterior leitura das densidades Gticas
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a 450 nm em leitor de Elisa (Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, EUA).
Curvas-padrdo com concentracées conhecidas da MPO (0,7-140 mU mL™) também
tiveram suas densidades oticas determinadas, permitindo a quantificagcdo dos
valores desconhecidos. Os valores da MPO foram expressos em mU mL™, com o

auxilio da equacéo de reta.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA DA POPULACAO ESTUDADA

Foram reunidos 40 pacientes portadores de doenca de Chagas na fase
crbnica e forma cardiaca, com idade média de 55,2 + 9,3 anos (30 a 72 anos). 26
pacientes (65%) eram mulheres. O grupo era composto de individuos oriundos de
varios estados, sendo 50,8% dos pacientes era natural da Bahia ou de Minas
Gerais. A clinica de insuficiéncia cardiaca estava presente em 15 pacientes (37,5%),
sendo que 4 (10%) apresentavam sintomas refratarios ao tratamento clinico, mas
outros 15 pacientes (37,5%) se encontravam na fase indeterminada da doenca de
Chagas. A taxa de adesao foi 100% e nenhum paciente mudou de grupo durante o
estudo. A tabela 1 mostra as caracteristicas clinicas da amostra estudada. As
variaveis continuas foram relatadas pela média + desvio padrdo e as categéricas

pelo nimero absoluto, com o valor percentual entre parénteses.

Tabela 01: Caracteristicas clinicas da amostra da populacéo estudada

Caracteristica Numero (%)
NUmero de pacientes 40
Idade Média (anos) 55,2+9,3
Sexo feminino 26 (65%)
Peso (kg) 66,2 £ 1,44
Altura (m) 1,6 +0,1
Fase indeterminada da doenca de Chagas 15 (37,5%)
IC compensavel 11 (27,5%)
IC refrataria 4 (10%)

IC: clinica de insuficiéncia cardiaca

O eletrocardiograma, cujos dados estéo relatados na tabela 2, estava alterado
em 33 (70,8%) pacientes. As duas alteragcdes mais encontradas foram: bloqueio de
ramo direito (BRD) associado ao hemibloqueio anterior esquerdo (HBAE) em 24
pacientes (60%), seguido de extrassistole ventricular (ESV) em 13 pacientes
(32,5%).

O ECO estava alterado em 30 pacientes (75%) e a média da fracdo de ejecdo
do ventriculo esquerdo (FEVE) foi de 57,8 £ 18,3%. As alteragBes mais encontradas



38

foram: dilatacdo do VE em 23 (57,5%) pacientes, disfuncdo segmentar em 22
pacientes (55%) e déficit de relaxamento do VE em 20 (50%) pacientes. A funcéo
ventricular esquerda estava normal em 25 (63%) pacientes, levemente deprimida em
3 (10,8%), moderadamente deprimida em 8 (8,3%) e severamente alterada em 9

(8,7%) pacientes. Estes dados estéo relatados na tabela 3.

Tabela 02: Caracteristicas eletrocardiograficas

Caracteristica Numero (%)
Eletrocardiograma alterado 33 (70,8%)
BRD isolado 8 (20%)
HBAE isolado 4 (10%)
BRD + HBAE 24 (60%)
BRE 7 (17,5%)
Area eletronicamente inativa 4 (10%)
ESV 13 (32,5%)
Bigeminismo 6 (15%)
Extrassistole supraventricular 5 (12,5%)
Alteracbes do segmento ST-T 5 (12,5%)
BAV 1° e 2° 11 (27,5%)
Taquicardia ventricular ndo sustentada 1 (2,5%)
Fibrilacdo atrial 2 (5%)

BAV: bloqueio atrioventricular; BAVT: bloqueio atrioventricular total; BRD: blogueio de ramo direito;
BRE: bloqueio de ramo esquerdo; ESV: extrassistole ventricular; HBAE: hemibloqueio anterior

esquerdo.

Tabela 03: Caracteristicas ecocardiogréficas

Caracteristica Numero (%)
Ecocardiograma anormal 30 (75%)
Funcdo sistolica global do VE normal 25 (63%)
Disfuncéo leve do VE 3 (10,8%)
Disfuncdo moderada do VE 8 (8,3%)
Disfuncao grave do VE 9 (8,7%)
Aumento do VE 22 (55%)
Aumento do AE 9 (8,8%)
Hipertofria do VE 4 (10%)
Déficit de relaxamento do VE 20 (50%)
Disfuncdo segmentar do VE 22 (55%)
Aneurisma do VE 5 (12,5%)
Insuficiéncia mitral 14 (35%)
Insuficiéncia tricuspide 5 (12,5%)
Média da FEVE 57,88 + 18,3%

AE: atrio esquerdo; FEVE: frcdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; VE: ventriculo esquerdo
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4.2 DETERMINACAO DAS DEFESAS ANTIOXIDANTES ENZIMATICAS

4.2.1 Atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT (Figura 03), 1 ano apos as determinacdes iniciais, ndo
apresentou diferenca significativa entre os grupos chagasicos, de acordo com o teste
de Tukey (embora p=0,0033). O grupo |, na determinacédo inicial, havia mostrado
atividade da CAT maior que os demais grupos chagésicos e, a medida que o dano
do miocéardio aumenta (grupo | = 1V), a CAT tendeu a diminuir, o que foi observado
pela tendéncia estatistica (p=0,0660). O grupo | (funcdo ventricular normal ou
apenas discretamente deprimida), apdés 1 ano, apresentou atividade diminuida em
relacdo a determinacdo inicial no teste t de Student (p=0,0250). Observa-se uma

tendéncia de diminuicdo nos demais grupos e manutencao do perfil anterior.
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Figura 03 — Atividade da Catalase (CAT) no sangue de pacientes chagasicos crénicos em
guatro estadios de evolucdo do comprometimento cardiaco, através da classificacdo de Los
Andes modificada, no intervalo de 1 ano. Os resultados representam a média + erro padrdo
(n=10). A andlise estatistica empregada foi analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de
Tukey para comparac¢éo dos quatro grupos chagasicos. O emprego do teste t de Student foi realizado
entre a determinagdo inicial e apés lano dentro de cada grupo e a diferenca estatistica foi
simbolizada pelo asterisco, quando *p<0,05.

Apds a suplementacdo antioxidante a atividade da CAT ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos chagésicos (Figura 04). No entanto, nos
pacientes suplementados do grupo Il foi observado um aumento significativo da

atividade da CAT pelo teste t de Student (p=0,0306). Nos outros grupos, a excecao

do grupo Il houve uma tendéncia de aumento na atividade da enzima apds a
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suplementacao, recuperando ou superando os valores observados inicialmente (1

ano antes).
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Figura 04 — Atividade da Catalase (CAT) no sangue de pacientes chagasicos crénicos em
guatro estadios de evolugdo do comprometimento cardiaco, antes e apés a administracéo de
vitamina E e C. Os resultados representam a média + erro padrdo (n=10). A analise estatistica
empregada foi andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparagdo dos
quatro grupos chagasicos. O emprego do teste t de Student foi realizado entre o0s grupos
suplementados e ndo suplementados dentro de cada grupo e a diferenca estatistica foi simbolizada
pelo asterisco, quando *p<0,05.

4.2.2 Atividade da superéxido dismutase (SOD)
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Figura 05 — Atividade da Superéxido dismutase (SOD) no sangue de pacientes chagasicos
cronicos em quatro estadios de evolugdo do comprometimento cardiaco, no intervalo de 1
ano. Os resultados representam a média + erro padrao (n=10). A andlise estatistica empregada foi
andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparagdo dos quatro grupos
chagasicos. O emprego do teste t de Student foi realizado entre a determinacao inicial e apés 1 ano
dentro de cada grupo e a diferenga estatistica foi simbolizada pelo asterisco, quando *p<0,05.
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A atividade da SOD (Figura 05), 1 ano apés as determinac¢des iniciais, ndo
apresentou diferenca significativa entre os grupos chagéasicos. No entanto, de
acordo com o teste t de Student, houve aumento significativo na atividade desta
enzima no grupo | apdés um ano em relagdo ao mesmo grupo na determinacao
inicial, com p=0,0332.

N&do houve diferenca significativa entre os grupos apos a suplementacao
antioxidante, e tampouco comparando 0s grupos antes e apos a suplementacao,
mas, a exemplo da CAT, houve uma tendéncia de aumento da atividade em todos

os grupos (Figura 06).
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Figura 06 — Atividade da Superédxido dismutase (SOD) no sangue de pacientes chagasicos
crénicos em quatro estadios de evolucdo do comprometimento cardiaco, antes e ap0Os a
administracdo de vitamina E e C. Os resultados representam a média + erro padrdo (n=10). A
andlise estatistica empregada foi analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para
comparacao dos quatro grupos chagasicos. O emprego do teste t de Student foi realizado entre os
grupos suplementados e nao suplementados dentro de cada grupo e a diferenca estatistica foi
simbolizada pelo asterisco, quando *p<0,05.

4.2.3 Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

1 ano apés as determinagfes iniciais, a atividade da GPx n&o apresentou
diferenca significativa entre os grupos chagasicos (Figura 07). No entanto, de acordo
com o teste t de Student, houve aumento significativo na atividade desta enzima no
grupo Il (p=0,0322) e diminuicdo no grupo Il (p=0,005) apés um ano em relacédo ao

mesmo grupo na determinacéo inicial.
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Figura 07 — Atividade da Glutationa peroxidase (GPx) no sangue de pacientes chagasicos
cronicos em quatro estadios de evolugdo do comprometimento cardiaco, no intervalo de 1
ano. Os resultados representam a média + erro padrao (n=10). A andlise estatistica empregada foi
andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparagcdo dos quatro grupos
chagasicos. O emprego do teste t de Student foi realizado entre a determinacgéo inicial e ap6s lano
dentro de cada grupo e a diferenga estatistica foi simbolizada pelo asterisco, quando ** p<0,01. As
letras (a) e (b) representam diferenca e semelhanca estatistica, respectivamente.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos apos a suplementacao
antioxidante, de acordo com o teste de Tukey (embora p=0,0333). No entanto, nos
pacientes suplementados do grupo | houve aumento significativo da atividade da
GPXx, verificado pelo pareamento no teste t de Student, com p=0,0097. Nos grupos Il
e Il ocorreu uma tendéncia de aumento na atividade desta enzima apls a

suplementacao, com p=0,0984 e p=0,0979, respectivamente (Figura 08).
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Figura 08 — Atividade da Glutationa peroxidase (GPx) no sangue de pacientes chagasicos
crénicos em quatro estadios de evolugcdo do comprometimento cardiaco, antes e ap06s a
administracdo de vitamina E e C. Os resultados representam a média + erro padrdo (n=10). A
andlise estatistica empregada foi analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para
comparacao dos quatro grupos chagasicos. O emprego do teste t de Student foi realizado entre os
grupos suplementados e nao suplementados dentro de cada grupo e a diferenca estatistica foi
simbolizada pelo asterisco, quando *p<0,05.



4.2.4 Atividade da glutationa redutase (GR)

Na atividade da GR (Figura 09) n&o ocorreram alteracdes significativas entre
0S grupos antes e apos um ano de acordo com o teste de Tukey, embora a obtencao
de p=0,0041. No entanto, de acordo com o teste t de Student, houve aumento
significativo na atividade desta enzima nos grupos | e Il apés um ano em relagcédo aos
mesmos grupos na determinagdo inicial, com p=0,0087 e p=0,0010,
respectivamente. Houve uma tendéncia de aumento também nos grupos Ill e IV em

relacdo ao estado inicial.
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Figura 09 — Atividade da Glutationa redutase (GR) no sangue de pacientes chagasicos
croénicos em quatro estadios de evolugdo do comprometimento cardiaco, no intervalo de 1
ano. Os resultados representam a média * erro padrdo (n=10). A andlise estatistica empregada foi
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparacdo dos quatro grupos
chagasicos. O emprego do teste t de Student foi realizado entre a determinacéo inicial e ap6s lano
dentro de cada grupo e a diferenca estatistica foi simbolizada pelo asterisco, quando ** p<0,01.

A atividade da GR, apdés a suplementacdo antioxidante ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos (embora p=0,0005) (Figura 10). No entanto,
nos pacientes suplementados dos grupos | e lll houve aumento significativo da
atividade da GR, verificado pelo pareamento no teste t de Student, com p<0,0001 e
p=0,0324, respectivamente. Nos outros grupos ocorreu uma tendéncia, embora nao
significativa estatisticamente, de aumento na atividade apdés a suplementacéo,
seguindo o perfil de atividade da CAT, da SOD e da GPx.
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Figura 10 — Atividade da Glutationa redutase (GR) no sangue de pacientes chagasicos
cronicos em quatro estadios de evolucdo do comprometimento cardiaco, antes e ap0s a
administracdo de vitamina E e C. Os resultados representam a média + erro padrao (n=10). A
analise estatistica empregada foi andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para
comparacao dos quatro grupos chagasicos. O emprego do teste t de Student foi realizado entre os
grupos suplementados e nao suplementados dentro de cada grupo e a diferenca estatistica foi
simbolizada pelo asterisco quando *p<0,05 e ***p<0,001.

4.2.5 Atividade da glutationa S-transferase (GST)
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Figura 11 — Atividade da Glutationa S-Transferase (GST) no sangue de pacientes chagasicos
croénicos em quatro estadios de evolugdo do comprometimento cardiaco, no intervalo de 1
ano. Os resultados representam a média * erro padrdo (n=10). A andlise estatistica empregada foi
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparacdo dos quatro grupos
chagasicos. O emprego do teste t de Student foi realizado entre a determinacéo inicial e ap6s lano
dentro de cada grupo e a diferenca estatistica foi simbolizada pelo asterisco, quando * p<0,05.

Na atividade da GST nédo ocorreram diferencas significativas entre os grupos

antes e apos um ano (Figura 11). No entanto, de acordo com o teste t de Student,
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observamos no grupo IV uma tendéncia de aumento na atividade desta enzima apés
1 ano em relacao a determinacao inicial, com p=0,0920.

No presente estudo ndo ocorreu nenhuma diferenca significativa na atividade
da GST entre os grupos, embora a obtencédo de p=0,0498 (Figura 12). No entanto,
nos pacientes suplementados dos grupos II, Ill e IV ocorreu uma diminuicao
significativa na atividade desta enzima apOs aplicar o teste t de Student, com
p=0,0448, p=0,0436 e p=0,0210, respectivamente. A resposta da GST apds a
suplementacao foi oposta aquela encontrada nas outras enzimas.
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Figura 12 — Atividade da Glutationa S-Transferase (GST) no sangue de pacientes chagasicos
crénicos em quatro estadios de evolucdo do comprometimento cardiaco, antes e apo6s a
administracdo de vitamina E e C. Os resultados representam a média + erro padrdo (n=10). A
andlise estatistica empregada foi analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para
comparacao dos quatro grupos chagasicos. O emprego do teste t de Student foi realizado entre os
grupos suplementados e ndo suplementados dentro de cada grupo e a diferenca estatistica foi
simbolizada pelo asterisco, quando *p<0,05.

4.3 DETERMINACAO DAS DEFESAS ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICAS

4.3.1 Glutationa reduzida (GSH)

Os contetdos de GSH (Figura 13) ndo mostraram alteracdes significativas
entre 0s grupos antes e apds um ano, de acordo com o teste de Tukey, embora o
valor obtido de p=0,0402. No entanto, na comparacao pareada do teste t de Student,

houve diminuicdo significativa na concentracdo da GSH no grupo | (p=0,0007) ap06s
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um ano em relacdo ao mesmo grupo na determinacéo inicial, acompanhado de uma

tendéncia a diminuicdo também nos grupos Il e Ill.

2_

T JInicial
= Il 1 ano depois
2| fr ot
5 * 1
g 17
3
T
n
)

0

| Il I v

Figura 13 — Concentracdo da Glutationa reduzida (GSH) no extrato acido do sangue de
pacientes chagasicos crénicos em quatro estaddios de evolucdo do comprometimento
cardiaco, no intervalo de 1 ano. Os resultados representam a média + erro padrdo (n=10). A analise
estatistica empregada foi andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para
comparacao dos quatro grupos chagasicos. O emprego do teste t de Student foi realizado entre a
determinacdo inicial e apés 1ano dentro de cada grupo e a diferenca estatistica foi simbolizada pelo
asterisco, quando * p<0,05.
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Figura 14 — Concentracdo da Glutationa reduzida (GSH) no extrato acido do sangue de
pacientes chagasicos cronicos em quatro estadios de evolugcdo do comprometimento
cardiaco, antes e ap0s a administracdo de vitamina E e C. Os resultados representam a média
* erro padréo (n=10). A andlise estatistica empregada foi anélise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Tukey para comparacdo dos quatro grupos chagésicos. O emprego do teste t de Student foi
realizado entre os grupos suplementados e ndo suplementados dentro de cada grupo e a diferenca
estatistica foi simbolizada pelo asterisco, quando *p<0,05.

No presente estudo ndo se observou diferenca significativa na concentracao
da GSH entre os grupos suplementados (Figura 14). Por outro lado,

comparativamente aos pacientes nao suplementados, nos pacientes suplementados
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do grupo | ocorreu um aumento significativo (p=0,0225) da sua concentracdo de

acordo com o teste t de Student, com tendéncia a aumento no grupo Il (p=0,055).

4.3.2 Vitamina E

No presente estudo também ndo foi observada diferenca significativa na
concentracdo de vitamina E entre os diferentes grupos (Figura 15), de acordo com o
teste de Tukey, embora a obtencdo do p<0,0003. Nos pacientes suplementados
detectou-se um aumento significativo na concentracédo de vitamina E, pelo teste t de
Student, nos grupos | (p=0,0119), Il (p=0,0254) e Il (p=0,0439), revelando uma
tendéncia de maior consumo de vitamina E com a progressdo da doenca. No grupo
IV ndo houve diferenca estatistica.
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Figura 15 — Concentracdo da vitamina E no plasma de pacientes chagasicos crénicos em
guatro estadios de evolug¢do do comprometimento cardiaco, antes e apds a administracéo de
vitamina E e C. Os resultados representam a média + erro padrdo (n=10). A analise estatistica
empregada foi analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparacdo dos
quatro grupos chagasicos. O emprego do teste t de Student foi realizado entre o0s grupos
suplementados e ndo suplementados dentro de cada grupo e a diferenca estatistica foi simbolizada
pelo asterisco, quando *p<0,05.

4.3.3 Vitamina C

As determinacdes de vitamina C plasmatica nos pacientes ndo permitiram sua
inclusdo no presente trabalho, provavelmente em decorréncia de problemas

metodoldgicos. A maioria dos valores estiveram abaixo do limite de deteccdo, apesar



de todas as amostras terem sido reduzidas antes de sua andlise por HPLC. E sabido
gue a vitamina C € um composto instavel e facilmente oxidavel, mesmo em amostras
de sangue de individuos saudaveis. A oxidacdo da vitamina C durante o teste pode
produzir erroneamente baixos valores e interferir nos resultados (Padayatty, 2003).

4.4 DETERMINAC}AO DOS MARCADORES DE DANO
4.4.1 Lipoperoxidacao tecidual (TBARS)

N&o foi detectada nenhuma diferenca significativa na concentracado de TBARS
entre os diversos grupos ap6s a suplementacdo (Figura 16). Por outro lado, os
pacientes suplementados exibiram uma forte diminuicdo da concentracdo de TBARS
plasmatica em todos os grupos, de acordo com o teste t de Student: p=0,0026 no

grupo |, p=0,0073 no grupo Il, p<0,0001 no grupo lll e p=0,0061 no grupo IV.
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Figura 16 — Concentracdo de sustancias que reagem com o acido tiobarbitirico TBARS no
plasma de pacientes chagéasicos crénicos em quatro estadios de evolucdo do
comprometimento cardiaco, antes e ap6s a administracdo de vitamina E e C. Os resultados
representam a média + erro padrdo (n=10). A analise estatistica empregada foi analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparagdo dos quatro grupos chagasicos. O emprego
do teste t de Student foi realizado entre os grupos suplementados e ndo suplementados dentro de
cada grupo e a diferenca estatistica foi simbolizada pelo asterisco, quando **p<0,01 e ***p<0,001.

No estudo anterior (Oliveira, 2004) ndo foram avaliados os marcadores de dano,

impedindo a comparacao no periodo de 1 ano.
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4.4.2 Proteina carbonilada

A exemplo dos niveis de TBARS, néo foi observada diferenca significativa na
concentracdo da proteina carbonilada entre os diferentes grupos (Figura 17).
Entretanto, nos pacientes suplementados, seguindo a resposta constatada nos
niveis de TBARS, ocorreu uma forte diminuicdo na concentracdo de proteina
carbonilada em todos os grupos, de acordo com o teste t de Student: p=0,0092 no
grupo |, p<0,0001 no grupo II, p=0,0021 no grupo IIl e p=0,0007 no grupo IV.

01254
I 1 N&o suplementados

-‘-cg 0.100 . o EEE Suplementados
= **
S T T 1
o 2 0.0754
g £
O3
\g g 0.050+
8 N
S 0.025- i
a

0.000

I Il 1 v

Figura 17 — Concentracdo de Proteina Carbonilda no plasma de pacientes chagéasicos crdnicos
em quatro estadios de evolucdo do comprometimento cardiaco, antes e apds a administracéo
de vitamina E e C. Os resultados representam a média + erro padrao (n=10). A analise estatistica
empregada foi andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparacdo dos
guatro grupos chagasicos. O emprego do teste t de Student foi realizado entre 0s grupos
suplementados e ndo suplementados dentro de cada grupo e a diferenga estatistica foi simbolizada
pelo asterisco, quando **p<0,01 e ***p<0,001.

4.4.3 Gama-glutamiltransferase (GGT)

N&o houve diferenga significativa entre os grupos, na atividade da GGT.
Comparando os grupos antes e apos a suplementacéo, também nao foi verificada

diferenca estatistica entre as atividades da GGT (Figura 18).
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Figura 18 — Atividade da Gama-glutamiltransferase (GGT) no soro de pacientes chagasicos
crbnicos em quatro estadios de evolucdo do comprometimento cardiaco, antes e apés a
administracdo de vitamina E e C. Os resultados representam a média + erro padrdo (n=10). A
andlise estatistica empregada foi analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para
comparacao dos quatro grupos chagasicos. O emprego do teste t de Student foi realizado entre os
grupos suplementados e nao suplementados dentro de cada grupo e a diferenca estatistica foi
simbolizada pelo asterisco, quando *p<0,05.

4.5 OXIDO NITRICO (NO)
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Figura 19 — Concentracdo de Oxido Nitrico ("NO) no soro de pacientes chagasicos croénicos em
quatro estadios de evolucdo do comprometimento cardiaco, antes e apds a administracdo de
vitamina E e C. Os resultados representam a média + erro padrdo (n=10). A analise estatistica
empregada foi andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparacdo dos
guatro grupos chagasicos. O emprego do teste t de Student foi realizado entre os grupos
suplementados e ndo suplementados dentro de cada grupo e a diferenca estatistica foi simbolizada
pelo asterisco, quando *p<0,05.

Os niveis de *NO ap6s a suplementacdo antioxidante ndo apresentaram
diferencas significativas entre os grupos chagasicos (Figura 19). No entanto, nos

pacientes suplementados pertencentes aos grupos lll e IV, ocorreu aumento
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significativo na concentracdo de NO através do teste t de Student, com p=0,0328 e

p=0,0413, respectivamente.

4.6 MIELOPEROXIDASE (MPO)

A concentragdo da MPO, ap0s a suplementacdo antioxidante ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos chagésicos (Figura 20) de acordo com o teste
de Tukey, embora o valor de ANOVA foi de p=0,0477. No entanto, nos pacientes
suplementados dos grupos Il e Ill detectou-se uma diminuicdo significativa na
atividade da MPO através do teste t de Student, com valores de p=0,0205 e
p=0,0382, respectivamente.
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Figura 20 — Concentracdo da Mieloperoxidase (MPO) no soro de pacientes chagasicos
crénicos em quatro estadios de evolucdo do comprometimento cardiaco, antes e ap0s a
administracdo de vitamina E e C. Os resultados representam a média + erro padrdo (n=10). A
andlise estatistica empregada foi analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para
comparacao dos quatro grupos chagasicos. O emprego do teste t de Student foi realizado entre os
grupos suplementados e nao suplementados dentro de cada grupo e a diferenca estatistica foi
simbolizada pelo asterisco, quando *p<0,05.
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5 DISCUSSAO

Com a implementacdo de programas de eliminacdo do vetor e melhoria do
controle da transmissdo transfusional, a situacdo epidemioldgica da doenca de
Chagas esta sob controle em alguns paises, como Chile, Uruguai, Brasil e Argentina
(WHO, 2004). Com isso, o foco dos estudos deve, necessariamente, ser direcionado
para 0s pacientes cronicos e para o desenvolvimento das lesdes que evoluem
durante a fase indeterminada da infeccdo pelo T. cruzi. Mesmo com a quase
erradicacado da doenca, seguramente teriamos, por mais de 30 anos, milhares de
pacientes necessitando de cuidados médicos, principalmente na forma crénica
cardiaca da doenca (Dias et al., 1985; Pedrosa et al., 1996).

A cardiopatia chagasica crénica é a forma da patologia de maior relevancia
devido a sua alta prevaléncia, alta mortalidade e morbidade (Prata, 2001). Nesta
fase da doenca, ndo existe nenhum tratamento consistente e direto (Brener, 2000).
Além disso, deve ser considerado que os mecanismos da cardiopatia chagasica
cronica ainda s&o obscuros e fonte de muita discussao na literatura, o0 que aumenta
a dificuldade de obter um quimioterapico eficaz (Tarleton & Zhang, 1999; Prata,
2001).

Ha evidéncias que sugerem gque o miocardio chagasico esta exposto a injuria
induzida por estresse oxidativo, aspecto que poderia contribuir para a progressao da
doenca (Zacks et al.,, 2005). Em trabalho recente em nosso laboratério, Oliveira
(2004) encontrou deplecdo da GSH, GST e GPx no sangue de pacientes
chagasicos, principalmente a medida que o remodelamento ventricular estava
avancado (estadio 1V), sugerindo fortemente que o quadro de estresse oxidativo
aparentemente acentua-se com a progressao da doenca. Dessa forma, o presente
trabalho pretendeu avaliar o status antioxidante do sangue de pacientes cardiopatas
chagasicos crénicos ap0s a suplementacdo antioxidante das vitaminas E e C, no
sentido de verificar sua eficacia em termos de atenuar ou retardar o estresse
oxidativo associado a esta doencga.

A vitamina E foi o antioxidante escolhido para a suplementacdo dos pacientes, pois
consiste num sequestrador eficaz de radicais peroxil, provavelmente, o mais

importante inibidor da cadeia de reacdo de EROs associado a peroxidacao lipidica
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em células animais (Halliwell & Gutteridge, 1999). Além disso, existe vasta literatura
reportando efeitos benéficos de dosagens supranutricionais de vitamina E em varias
doencgas, como doencas cardiovasculares, cancer (Halliwell & Gutteridge, 1999),
inflamacé&o crénica, doencas neurodegenerativas (Brigelius-Flohé et al., 2002), artrite
reumatéide (Sukkar e Rossi, 2004) e Hanseniase (Vijayaraghavan et al., 2005).
Varios autores consideram a vitamina E segura a niveis até 800 Ul/dia (Pryor, 2000),
embora a meta-analise realizada por Miller e colaboradores (2005) ndo recomenda o
seu uso em doses acima de 800 Ul/dia. Vogel e colaboradores (2005), comentando
0 estudo acima, cita que as pricipais evidéncias para o aumento do risco de
mortalidade vieram de dois estudos onde a vitamina E estava associada ao beta-
caroteno, considerando incerto o risco atribuido a vitamina E.

No presente trabalho, a atividade da CAT nos pacientes ndo suplementados
examinados apos 1 ano permaneceu praticamente inalterada quando comparada a
progressdo da cardiopatia chagasica, mas houve diminuicdo da atividade desta
enzima no grupo | neste periodo. Nos outros grupos também observou-se uma
tendéncia de queda na atividade da CAT, embora néo significante estatisticamente,
apos este periodo. Desse modo, estes pacientes parecem estar gradativamente
perdendo a capacidade antioxidante em relacdo a CAT. Por outro lado, apds a
suplementacao, observou-se um aumento significativo da atividade da CAT no grupo
II, indicando que a suplementacédo antioxidante reverteu a situacdo neste grupo,
acompanhado de uma tendéncia de recuperacdo da atividade determinada
inicialmente também nos grupos | e IV. Uma diminuicdo na atividade da CAT foi
constatada em hemacias de ratos deficientes em vitamina E (Chow, 1980; 1992),
indicando que a vitamina E confere protecdo contra inativacdo da CAT sob
condicOes experimentais (Chow, 1980). A diminuicdo na atividade da CAT poderia
determinar um aumento dos niveis de peroxido de hidrogénio intracelular, elevando
0 risco de um estresse oxidativo e desencadeando processos apoptoticos (Boveris &
Cadenas, 1997; Nebert et al., 2000). A suplementacdo antioxidante revelou ser
capaz de aumentar a atividade da CAT no grupo Il, além de tendéncia nos pacientes
pertencentes aos grupos | e IV, sugerindo uma certa recuperacédo do poder redutor
ao nivel eritrocitério.

A SOD apresentou um aumento estatisticamente significante para o grupo |
apos 1 ano, o que pode estar refletindo uma necessidade inicial das defesas

antioxidantes manterem-se elevadas, para tentar combater a agresséao causada pela



doenca de Chagas. No trabalho anterior, Oliveira (2004) ndo observou diferencas na
atividade da SOD com a progressao da doenca. Ja Péres-Fuentes e colaboradores
(2003) observaram uma diminuicdo da atividade da SOD sérica com o0
desenvolvimento da doenga de Chagas. Wen e colaboradores (2004) encontraram
um consistente declinio na atividade da MnSOD mitocondrial durante a progressao
da infeccdo no miocardio chagasico de camundongos infectados. Em estudo com
pacientes chagasicos, Wen e colaboradores (2006) observaram também uma
diminuicdo da atividade da SOD no sangue destes pacientes, sugerindo que 0s
pacientes chagasicos estariam expostos a uma progressiva toxicidade do O,". Apés
a suplementacao antioxidante foi observada uma tendéncia de aumento na atividade
da SOD em todos os grupos estudados, o que poderia sugerir que a suplementacao
aumentou, a exemplo do resultado da CAT, o poder redutor no sangue destes
pacientes. Segundo Hirose e colaboradores (1990), a inducdo da SOD também
protege as ceélulas contra o dano oxidativo associado a citocinas proinflamatorias,
como a IL-1 e o TNF-a..

A GPx nao apresentou diferencas entre os diferentes grupos na analise
realizada cerca de um ano ap0s a primeira avaliacdo (Oliveira, 2004). Entretanto,
engquanto o grupo Il mostrou aumento, pacientes do grupo Il mostraram diminui¢cado
da atividade ap6s 1 ano. No entanto, em paralelo com os resultados obtidos nas
analises da CAT e da SOD, a GPx apresentou atividades aumentadas no grupo | e
tendéncias de aumento nos demais grupos, apos a suplementacao antioxidante. A
GPx possui agdo muito semelhante a CAT, no sentido de neutralizar o H>O,, e
outros hidroperdxidos, com oxidacdo da GSH para formar a GSSG (Chance et al.,
1979). Além disso, ela pode estar associada as membranas em que atua contra os
hidroperdxidos originados pela lipoperoxidacdo (Gaté et al., 1999). A GPx também
tem um papel importante na protecdo contra a citotoxicidade do *NO, tanto para o
hospedeiro quanto para o parasita (Romao et al., 1999; Péres-Fuentes et al. 2003).
Péres-Fuentes e colaboradores (2003) encontraram deplecdo nos niveis séricos de
GPx em pacientes cardiopatas chagasicos crénicos com a evolu¢édo da doenca. Wen
e colaboradores (2006) também observaram diminuicdo na atividade da GPx no
sangue periférico de pacientes chagasicos. Resultado semelhante foi observado por
Oliveira (2004), que verificou diminuicdo na atividade desta enzima no grupo 1V,
mais comprometido pela doenca.
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Aumento estatisticamente significante foi constatado para os grupos | e Il na
atividade da GR ap6s 1 ano. Como ha uma tendéncia de deplecdo da GSH com a
progressdo da doenca entre os diferentes grupos (Oliveira, 2004), e aparentemente
dentro de cada grupo (vide discussdo dos niveis de GSH adiante), a GR estaria
sendo induzida para compensar este consumo continuo de GSH, tentando prover os
tecidos com um poder redutor maior, evitando aumentos da GSSG, a qual é muito
toxica (Halliwel & Gutteridge, 1999). Esta tendéncia de aumento acentuou-se apos a
suplementacdo, em que foram detectados aumentos estatisticamente significantes
para os grupos | e lll, e fortes tendéncias nos grupos Il e IV, indicando que a
suplementacdo antioxidante interferiu nos niveis de GR. Estes aumentos na
atividade da GR, de forma semelhantes ao verificado nas demais enzimas estaria
contribuindo com o aumento do poder redutor do sangue desses pacientes. A GR é
uma flavoproteina que permite a continua conversdo de GSSG para GSH via
oxidacdo do NADPH para NADP, reacéo € importante na biodisponibilidade da GSH
(Halliwell & Gutteridge, 1999).

A enzima GST protege as células contra varios agentes carcinogénicos e
toxinas eletrofilicas (Halliwell & Gutteridge, 1999). A GST, apos o periodo de cerca
de 1 ano, ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos, caracterizando um
perfil de continuo aumento paralelo & progressao da doenca, contrariando o perfil
observado por Oliveira (2004), que verificou decréscimo na atividade desta enzima
no grupo IV. J& no presente trabalho, a excecédo do grupo I, foi evidenciada uma
consistente diminuicdo da atividade desta enzima apés a suplementacdo nos demais
grupos, revertendo o perfil anterior de aumento paralelo a progresséo da doenca. A
concentragcdo da GSH € um importante fator associado a atividade da GST
(Kumaraguruparan et al., 2002; Ouaissi et al., 2002) e, dessa forma, os niveis de
GSH também influenciam a expressao da GST. Isto poderia explicar, pelo menos em
parte, a tendéncia de aumento da atividade da GST encontrada em todos os grupos
apos 1 ano, ja que esta tendéncia também foi observada na GSH, ambas com um
perfil muito semelhante. Como a GST estd também envolvida na eliminacado de
hidroperéxidos produzidos pelo processo de lipoperoxidacdo (Halliwell & Gutteridge,
1999), a diminuicdo acentuada dos niveis de TBARS nos grupos I, Ill e IV
provavelmente estaria relacionada com a diminuicdo de sua atividadeapds a
suplementacdo antioxidante. E interessante observar que a Unica enzima

antioxidante aqui analisada que apresentou diminuicdo ap6s a suplementacao
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antioxidante foi a GST, comportamento oposto ao encontrado nas demais
atividades. Yang e colaboradores (2001) sugeriram que as GSTs da classe Alfa tém
um importante papel na regulacdo das concentracdes intracelulares de produtos da
peroxidacgéo lipidica, que podem estar envolvidos nos mecanismos sinalizadores da
apoptose.

A diminuicdo da GSH no plasma de pacientes com cardiomiopatia dilatada e
insuficiéncia cardiaca de etiologia idiopatica e isquémica ja foi demonstrada em
outros trabalhos (Belch et al., 1991; McMurray et al., 1993). Por outro lado, Ylcel e
colaboradores (1998) mostraram uma diminuicio da GSH no sangue total de
pacientes com cardiomiopatia dilatada e insuficiéncia cardiaca. A deplecdo da
concentracdo da GSH poderia estar envolvida com o aumento dos niveis
plasmaticos de TNF-a, relacdo ja encontrada também em cultura de células (Ishii et
al., 1992; Phelps et al., 1995), sendo que de modo coerente, os niveis de TNF-a
plasmaticos mostraram-se elevados em pacientes cardiopatas chagasicos crénicos
(Péres-Fuentes et al., 2003). Wen e colaboradores (2006) também observaram
niveis diminuidos de GSH no sangue de pacientes chagasicos. A diminuicao
encontrada na concentragdo de GSH no grupo |, ap6s o periodo de um ano,
corrobora aqueles dados de literatura. Ap0s a suplementacdo, o aumento da
concentracdo da GSH verificado no grupo |, seguido por tendéncia de aumento no
grupo I, poderia traduzir uma recuperacdo parcial do poder redutor no sangue
destes pacientes, fortemente ameacado pela progressdao da doenca e pela
manutencdo de um processo inflamatorio crénico. Chow (1992) demonstrou que 0s
niveis de GSH diminuiram mais rapido nas células de ratos com dieta deficiente em
vitamina E, e no grupo IV (insuficiéncia cardiaca) houve uma tendéncia a deplecéo
deste tiol e um maior consumo de vitamina E neste mesmo grupo. Estes resultados
combinados sugerem uma acéo sinérgica entre os niveis de GSH e vitamina E,
aspecto ja demonstrado na literatura (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Houve um aumento nas concentracfes de vitamina E nos pacientes
suplementados, como resultado da suplementacao, a excecao do grupo IV. Como os
pacientes do grupo IV estdo mais comprometidos com a severidade da doenca,
provavelmente houve uma necessidade maior de consumo destes antioxidantes
nutricionais (vitaminas C e E) na tentativa do organismo de reverter ou contornar o
quadro de estresse oxidativo sistémico. Pode-se observar um consumo progressivo

de vitamina E ap0s a suplementacdo, de acordo com a evolugdo da doenca. Em
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outras palavras, o perfil de consumo da vitamina E nos pacientes suplementados
sugere gue este importante antioxidante lipossolivel mostrou uma deplecéo
diretamente proporcional a gravidade da doenca e a progressdo do estresse
oxidativo. Em trabalho recente, Carvalho e colaboradores (2006) demonstraram que
a deficiéncia de vitamina E em ratos infectados agudamente pelo T. cruzi acentuou a
miocardite, denervacdo simpatica, leucopenia e diferenciacdo de mondcitos em
macrofagos. Varios estudos em outros modelos experimentais tém mostrado que
animais suplementados com vitamina E tém diminuido consistentemente o niumero
de mondcitos/macrofagos, enquanto que a deficiéncia de vitamina E aumenta
componentes da resposta inflamatdéria, como a secrecdo de citocinas
proinflamatérias pelos macréfagos (Bech, 1997; Grimble, 1998; Rimbach et al.,
2002). O tocoferol, além de um potente antioxidante, como evidenciado pela
diminuicdo da suscetibilidade de oxidacdo da LDL e F2-isoprostanos, tem um
pronunciado efeito antiinflamatorio, capaz de diminuir a liberagdo de citocinas pelos
mondcitos e diminuir a PCR (proteina-C reativa) no plasma (Singh & Jialal, 2004).

A concentracdo de TBARS, determinada como avaliacdo da peroxidagéo
lipidica, mostrou uma queda extremamente significativa nos pacientes
suplementados, em todos os grupos, provavelmente como consequéncia do efeito
da suplementagdo antioxidante em inibir aquele processo oxidativo. A vitamina E é
considerada o mais efetivo antioxidante lipossolivel ndo enzimatico presente nas
células aerdbias (Pryor, 2000). Assim, o a-tocoferol, componente predominante da
vitamina E, em diversos estudos tem seu papel evidenciado na reducdo da
concentracdo de TBARS em diferentes modelos (Halliwell & Gutteridge, 1999).
Sutken e colaboradores (2006) encontraram diminuicdo nos niveis de MDA em
jovens hiperlipidémicos tratados com vitamina E sozinha ou associada ao
gemfibrosil. A administracdo oral de vitamina E também diminuiu o estresse
oxidativo em pacientes com Hanseniase, evidenciado pela diminuicdo da
peroxidacao lipidica e da proteina carbonilada (Vijayaraghavan et al., 2005). Jialal e
colaboradores (1995), verificaram que suplementacdo com 800 ou 1200 Ul/dia de
vitamina E diminuiram significativamente a suscetibilidade do LDL em sofrer
oxidacdo. Um grande numero de evidéncias indica que o estresse oxidativo esta
envolvido na patogénese de varias doencas neurodegenerativas, como mal de
Parkinson, doenca de Alzheimer e esclerose lateral amiotrofica (ELA), sendo que a
vitamina E poderia bloquear a morte de neurfnios in vitro e ter propriedades
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terapéuticas em modelos animais envolvidos com essas doencas (Esposito et al.,
2002).

A exemplo dos niveis de TBARS, o dano oxidativo a proteinas, avaliado pela
determinacdo do conteudo da proteina carbonilada (Dalle-Done et al., 2003),
igualmente sofreu uma queda acentuada nos pacientes suplementados em todos 0s
grupos. Os resultados conjuntos verificados nos conteudos de TBARS e proteina
carbonilada confirmaram fortemente a eficacia da suplementacdo antioxidante em
diminuir os danos teciduais e moleculares causados pelo estresse oxidativo.

Wen e Garg (2004) demonstraram um aumento substancial na peroxidacéo
lipidica e carbonilacdo de proteinas em mitocondria de coracdo de camundongos
infectados por T. cruzi, comparados com controles. Aumentos da lipoperoxidagao e
deposicdo de proteina carbonilada em mitocondria paralelos a severidade da
doenca, além de modificacdes oxidativas de subunidades do complexo mitocondrial,
constituem forte evidéncia de um quadro sustentado de estresse oxidativo de origem
mitocondrial no coracdo chagéasico (Zacks et al., 2005). Apesar de especulativo, é
possivel sugerir que a suplementacao antioxidante provavelmente permitiu reverter
este quadro ao nivel do miocardio, pelo menos nos estadios menos avancados da
doenca.

Estudos recentes tém sugerido que a GGT sérica poderia constituir-se em um
marcador precoce de estresse oxidativo (Lim et al., 2004; Lee et al., 2004). Todavia,
no presente trabalho ndo foram encontradas diferencas significativas entre os
diversos grupos estudados, tanto antes como apos a suplementacdo antioxidante.
Lim e colaboradores (2004) verificaram que a concentracdo da GGT foi
inversamente proporcional a concentra¢do dos antioxidantes a-caroteno, f-caroteno,
B-criptoxantina, zeaxantina/luteina, licopeno e vitamina C. No entanto, a vitamina E
aparentemente nao demonstrou associagcdo com o efeito da GGT, o que foi
constatado também no presente trabalho. Ha evidéncias que a GGT celular tem um
importante papel no sistema de defesa antioxidante (Kugelman et al., 1994; Lee et
al., 2004). A GGT celular tem um papel central na homeostase, por iniciar a
degradacdo da GSH extracelular, um antioxidante critico para o sistema de defesa
celular (Lim et al., 2004). Entretanto, o perfil dos niveis de GSH, seja antes ou apés
a suplementacdo, comparativamente aos niveis da GGT, prévia ou posteriormente a
suplementacdo antioxidante, ndo evidenciou nenhuma interacdo entre ambos

parametros. Paradoxalmente, ha estudos que indicam que a GGT ectoplasmatica
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também estd envolvida na geracdo de EROs. Este efeito parece ocorrer quando a
GGT é expressa na presenca de ferro ou outros metais de transicao (Stark et al.,
1994; Lim et al., 2004).

O aumento do processo inflamatério em patologias crbénicas pode ser ativado
pela EROs via modulacao de fatores transcripcionais como NF-kB e AP-1 (Sukkar &
Rossi, 2004). Nao obstante, o estado de estresse oxidativo na patologia chagasica
pode ser importante via de inducdo inflamatdria. A importancia da inflamacgéo e da
atuacdo do NF-kB no desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca congestiva de
etiologia chagasica foram demonstradas no miocardio miocardio humano com esta
insuficiéncia (Valen et al., 2001). O fator transcripcional AP-1 contribui para o
desenvolvimento de fibrose, deposi¢cdo de colageno e hipertrofia cardiaca, como
observado em miocardio de camundongos infectados por T. cruzi (Huang et al.,
2003) e humanos (Zacks et al., 2005).

O °*NO tem importancia fundamental nas fungdes do sistema cardiovascular,
bem como a regulacao do tdnus vascular (Palmer et al., 1987) e na manuntencéo da
integridade endotelial (Mellion et al., 1981). Além disso, o 6xido nitrico pode reagir
com o anion superoéxido e formar peroxinitrito, molécula altamente difusivel e reativa
envolvida na modificacdo oxidativa de LDL e proteinas (Beckman et al., 1990; Hogg
et al., 1993). Segundo Péres-Fuentes e colaboradores (2003), a concentracdo de
*NO aumenta, induzida pelo aumento dos niveis de TNF-a, com a progressdo da
cardiopatia chagasica, favorecendo a evolucdo da doenca e agravando o quadro de
estresse oxidativo. No presente estudo, ndo foi verificada diferenca estatistica nos
niveis de °NO entre os pacientes suplementados. JA nos pacientes nao
suplementados observou-se uma deplecao de "NO nos grupos lll e IV, que sdo os
mais comprometidos com a progresséo da doencga, contrariando os dados obtidos
por Péres-Fuentes e colaboradores (2003). Segundo Vanderheyden e colaboradores
(2004), a insuficiéncia cardiaca altera os niveis de "NO, sendo que em pacientes
com insuficiéncia cardiaca a expressao da INOS esta associada com a formacéo de
nitrotirosina, caracterizando um aumento do volume do ventriculo esquerdo e fungao
deprimida. Nestes pacientes, a preservacao da geragdo de *‘NO, mesmo na forma de
nitrotirosina, parece estar associada a um maior trabalho cardiaco e uma maior
funcionalidade do ventriuculo esquerdo. O autor cita, ainda, que ha uma relacéo

inversa entre a evolucdo da insuficiéncia cardiaca e expressdo da iNOS, com uma
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diminuicdo da producédo de °*NO durante a transicdo da fase compensada para a
descompensada da doenca. Interessante observar que pacientes com cardiopatia de
origem orovalvar também mostraram niveis mais elevados de °‘NO, enquanto os
pacientes normais mostraram niveis comparativamente diminuidos (Oliveira, 2004),
mas ambos maiores do que os verificados nos pacientes chagasicos do presente
trabalho. Coerentemente, Naviliat e colaboradores (2005) também observaram que
aumento da nitracdo de proteinas (3-nitrotirosina), detectadas em processos
inflamatorios no miocardio de camundongos chagasicos, como consequéncia do
aumento do *NO, pareceu diminuir o parasitismo, mas promove igualmente aumento
do dano colateral ao miocérdio.

A suplementacdo antioxidante diminuiu a expressao da MPO nos pacientes
dos grupos Il e lll e, mesmo sem ocorrer significaAncia estatistica, pode-se observar
uma tendéncia diminuicdo no grupo I, sugerindo uma atenuagdo No processo
inflamatorio, provavelmente como consequéncia da recuperacdo da capacidade
antioxidante apos o tratamento com as vitaminas E e C. Curiosamente, 0s pacientes
do grupo IV (insuficiéncia cardiaca), em que o processo inflamatério deveria ser mais
cronico ndo apresentaram diferenca na expressdao da MPO. De qualquer modo, a
suplementacdo antioxidante permitiu atenuar o processo inflamatério, notadamente
nos grupos Il e lll, contribuindo, desta forma, para igualmente atenuar o quadro de
estresse oxidativo nestes pacientes. A MPO é uma enzima encontrada nos
neutroéfilos, que apresenta uma atividade peroxidase nédo-especifica, sendo capaz de
oxidar um grande numero de substratos (Halliwell & Gutteridge, 1999). Na presenca
H.O, e do anion cloreto (CI) ela forma o acido hipocloridico (HOCI). O HOCI
apresenta intensa acao toxica sobre as bactérias, sendo que, em muitas patologias
inflamatdrias, como fibrose cistica e artrite reumatoide, também causa lesédo tecidual
(Goldblum et al., 1985). A MPO depleta moléculas antiinflamatérias, como °*NO, e
gera pré-oxidantes como HOCI, radicais tirosil ou NO®,, demonstrando propriedades
pro-inflamatoérias, sendo que estudos recentes a tem considerado criticamente
envolvida na patogénese de doencas vasculares inflamatorias, como a aterosclerose
(Lau & Baldus, 2006). A MPO, na presenca de H,O, pode oxidar a tirosina em
radicais tirosil, o que poderia contribuir para a oxidacdo da LDL (Halliwell &
Gutteridge, 1999).
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Em resumo, um quadro crescente de estresse oxidativo parece acompanhar
0s pacientes chagasicos crénicos, aspecto ja evidenciado em estudo anteriormente
realizado por nosso grupo (Oliveira, 2004). Num intervalo de 1 ano as defesas
antioxidantes examinadas nos mesmos pacientes deste trabalho anterior estao
aparentemente diminuidas, ou seja, Seus niveis seriam inversamente
correlacionados com a progresséao da doenca.

Por outro lado, a suplementacdo antioxidante, utilizando concomitantemente
doses de 800 Ul diarias de vitamina E e 500 mg de vitamina C, conferiu uma
protecdo redutora nesses mesmos pacientes, sendo que o perfil de consumo
apresentado pela vitamina E foi diretamente proporcional a evolucdo da doenca.
Salientamos que o grupo IV (insuficiéncia cardiaca chagasica), que é o mais
comprometido pela gravidade da doenca, também foi o menos responsivo a
suplementacdo, apresentando maior consumo de vitamina E, além de uma
tendéncia de queda na concentracdo da GSH e da atividade da MPO. Ao contrario,
0s pacientes do grupo |, menos comprometidos com a doenca, apresentaram, de
uma maneira geral, melhor resposta a suplementacdo. A suplementacdo permitiu
diminuir os processos de lipoperoxidacao e oxidacdo de proteinas essencialmente
em todos os pacientes enquanto que a atividade da MPO ficou diminuida nos grupos
Il e lll, atenuando o processo inflamatério. E importante frisar que todas estas
alteracdes foram detectadas no sangue, implicando que 6rgdos mais afetados pelo
parasita provavelmente estejam expostos a uma condicdo de maior estresse
oxidativo, conforme jA demonstrado anteriormente em tecidos necrosados de
pacientes crénicos com insuficiéncia cardiaca (Belch et al,,1991).

Algumas limitagbes impedem conclusdes mais consistentes. Em primeiro lugar,
a amostra estudada é pequena. Este tamanho amostral impede a realizacdo de
analise multivariavel. Seria interessante para afastar a possibilidade de interferéncia
de variaveis confundidoras nos parametros analisados. No entanto, a robustez dos
resultados ameniza esta limitacdo. Também ndo foi possivel avaliar padrées de
normalidade para os varios exames realizados nos pacientes chagasicos por nao
haver grupos controle para estes exames. Na verdade este néo foi, desde o inicio, 0
objetivo do estudo.

Tratou-se de um estudo transversal, em que todos o0s pacientes foram
avaliados em um determinado momento, captando-se assim apenas o0s resultados

naquele instante estudado. E possivel que diversos dos parametros avaliados
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possam sofrer modificacdes com a evolucdo da doenca. Afinal, a doenca de Chagas,
em sua fase cronica, é progressiva e pode haver mudancas substanciais com a sua
evolugao.

Em relagdo aos testes de estresse oxidativo, a dieta muito provavelmente
influenciou os resultados obtidos. Na verdade, ndo ha instrumentos totalmente
adequados para populacées com nivel nutricional tdo reduzido. A doenca de Chagas
€ doenca da extrema pobreza, atingindo individuos excluidos das minimas
condicdes de assisténcia do Estado, a comecar pelas precarias condi¢cdes de
moradia que propiciaram a infeccdo. O nivel nutricional nas regides endémicas da
doenca de Chagas, como esperado pela auséncia do Estado, também é baixo, o

gue gera cidadaos triplamente excluidos da sociedade.
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6 CONCLUSOES

e Os dados obtidos 1 ano apés a primeira avaliacdo mostraram que 0s niveis
de algumas enzimas estdo aparentemente diminuidos, confirmando dados
anteriores de uma progressiva diminuicdo da atividade enzimética com a
evolucdo da doenca de Chagas, notadamente no grupo IV (insuficiéncia

cardiaca).

e De uma maneira geral, observou-se aumento, ou tendéncia de aumento, das
defesas antioxidantes enzimaticas apos a suplementacdo antioxidante, exceto
para a GST, nos estadios iniciais da doenca (grupos I, Il e Ill), o que sugere

gue a vitamina E aumentou o poder redutor no sangue destes pacientes.

e A vitamina E foi mais consumida com a progressdao da doenca de Chagas
(grupo 1V), em que existe uma menor compensacao antioxidante, confirmando
uma deficiéncia do organismo em manter estas defesas face ao estresse

oxidativo decorrente da agressao inflamatéria cronica.

e A suplementacdo antioxidante diminuiu os processos de lipoperoxidacéo e
oxidacdo de proteinas, essencialmente em todos 0s grupos, atenuando 0s

danos causados pelo estresse oxidativo.

e A diminuicdo da atividade da MPO nos grupos Il e Ill sugere que a
suplementacdo antioxidante estaria atenuando o processo inflamatério e,

consequentemente, os danos causados pelo estresse oxidativo.

e A suplementacédo antioxidante permitiu elevar os niveis de *NO sanguineo nos
estadios mais avancados da doenca, provavelmete auxiliando no combate ao

parasita.



7 PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam varias possibilidades

futuras, tanto na melhor avaliagdo dos efeitos de suplementacao antioxidante, como

na eventual utilizacdo do BZN associado a esta suplementacdo. Desta forma, seria

oportuno averiguar:

O efeito de suplementacdo antioxidante (vitaminas E e C) associada ao
tratamento com Benzonidazol em pacientes cardiopatas chagasicos, no sentido
de avaliar o quadro de estresse oxidativo provocado pelo préprio farmaco no
hospedeiro (modelo animal em ratos; De Bem, 2001; Pedrosa et al., 2001),
juntamente com o beneficio da terapia antioxidante, conforme verificado neste

estudo.

O dano ao DNA (teste cometa ou aductos de DNA como a 8-oxoguanina) e a
nitracdo de proteinas (niveis de 3-nitrotirosina), como marcadores de dano

adicionais.

As defesas antioxidantes enzimaticas no plasma dos pacientes cardiopatas

chagasicos, uma vez que utilizamos os eritrocitos no presente trabalho.

A capacidade antioxidante total (FRAP) dos pacientes cardiopatas chagasicos, se
possivel, antes e ap0s a suplementacdo antioxidante, como ferramenta mais
pratica e acessivel, no sentido de monitorar a evolucdo da doenca e o status

antioxidante dos pacientes, notadamente em numero elevado de amostras.
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9 ANEXOS

Anexo 1 - PROGRAMA CARDIO/CHAGAS /HU-UFRJ
* IDENTIFICACAO

01- Nome

02- N° Prontuério T Y Y

03- Data de Nascimento I T A

04-Raca ||
(1) Negra (2) Outra

05- Sexo ||
(1) Masculino (2 )Feminino

06-Naturalidade

07-Data da Avaliacéo Inicial Y Y Y

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

* SINAIS E SINTOMAS CLINICOS

09-Diag. de Insuf. Cardiaca Esquerda (escore clinico maior ou igual a 3)

(1)-Sim (2)-Néo
Dispnéia / dificuldade de respirar
-caminhando depressa no plano ou em aclive leve 1
-em passo usual no plano 1

-obrigado a parar por falta de ar, caminhando no plano, passo normal 2
-obrigado a parar por falta de ar, ao caminhar 100m no plano
FreqUéncia cardiaca 91 a 110 bpm

mais de 111 bm
Estertores nas bases pulmonares
Estertores nas bases e apices pulmonares
Presséo venosa jugular aumentada isolada
Presséo venosa jugular aumentada associada a edema
Pressdo venosa jugular aumentada associada a hepatomegalia
Distensao dos vasos dos lobos superiores no Rx de Torax
Edema intersticial pulmonar
Edema intersticial pulmonar + derrame pleural

NNEFENNENENEDN

10-Diag de Insuf. Card. Direita (PVC elevada + 2 e/ou 3) ||
1-Pressao venosa jugular aumentada isolada
2-Pressédo venosa jugular aumentada associada a edema ou ascite
3-Presséao venosa jugular aumentada associada a hepatomegalia

11-Diag. de | C Biventricular (fadiga + PVC T efou 1 efou 2 elou 3) |_|
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Presenca de fadigabilidade e aumento da presséo venosa jugular
associada a:

1-edema e/ou ascite

2-hepatomegalia

3-dispnéia e/ou estertores crepitantes

12-Diag. de Insuficiéncia Cardiaca Biventricular predominio a Direita |__|
13-Diag. de Insuficiéncia Cardiaca Biventricular predominio a Esquerda|__|

14-Diag. de Hipoatividade simpatica |
-auséncia de ansiedade, auséncia de transpiracao, bradicardia,
hipotensao

15-Diag. de Hiperatividade simpéatica |
-taquicardia, sudorese, palidez cutaneo-mucosa, pele fria, ndo-hipotensao

16-Arritmias Cardiacas (presenc¢a de uma ou mais resposta positiva) |__|
-Palpitacéo

Vocé sente ocasionalmente batedeira no coragdo, mesmo sem estar
cansado, em repouso e sem estar nervoso?

-Pré-sincope

Vocé ja teve algum desmaio subito e momentaneo sem perda da
consciéncia e do tbnus postural seguido de recuperagao espontanea sem
sequelas neuroldgicas?

-Sincope

Vocé ja teve alguma perda subita e momentanea da consciéncia e do
tdnus postural seguido de recuperacao espontanea sem sequelas
neurologicas?

-Morte Subita Ressuscitada

Vocé ja teve alguma perda subita e momentanea da consciéncia e do
tbnus postural que necessitou de manobras de ressuscitacao?

17-Diagnostico de Disfungdo do Nodulo Sinusal (qualquer um destes) |__|
-Bradicardia Sinusal persistente e inapropriada
-Pausas sinusais prolongadas
-Bloqueio sinoatrial
-Ritmo juncional de escape
-Sindrome taqui-bradicardia

18-Morte Subita Ressuscitada (ver definicdo acima + a presenca de uma

OU mais resposta positiva) |
1-Morte Subita como primeira manifestacao de cardiopatia
2-Portadores de Taquicardia Ventricular Sustentada Recorrente
3-Portadores de ICC que tem a Morte Subita como evento final

19-Diagndstico de Embolia Sistémica ou Pulmonar ||

20-Diagnéstico de AVC ||
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Presenca de inconsciéncia fugaz associada a sinais neuroldgicos focais
mesmo que transitorios e de curta duragéo (afasias, paralisias ou
parestesias, etc.)

21-Dor toracica |

1-Angina Tipica: Todas as respostas positivas

2-Angina Atipica : 2 das 3 respostas positivas

3-Dor N&o Anginosa: 1 resposta s6 positiva
-desconforto toracico é sub-esternal e de curta duracao ?
-sintomas séo previsiveis ?
-sintomas aliviam dentro de 30 minutos apds repouso ou
nitrato sub-lingual?

22-Comprometimento Digestivo (presenca de uma ou mais resposta
positiva) |
-Odinofagia / Disfagia / soluco

Vocé sente dor ou dificuldade para engolir alimentos ou solu¢os?
-Regurgitacéo

Vocé costuma trazer de volta para a boca o alimento depois de engolido?
-Tosse

Vocé costuma tossir muito a noite?

-Constipacao

Como é o funcionamento do seu intestino, diariamente, uma a cada 2
dias ou mais de 2 dias sem?

-Sialose

Vocé costuma ter salivagéo excessiva principalmente durante
alimentacao?

-Meteorismo

Presenca incbmoda de gases/plenitude e/ou distensdo abdominal
-Disquezia

Vocé tem dificuldade para evacuar (sensagcao de anus estreitado)
-Dores no Abdome

* HABITOS

23-Diagndstico de Tabagismo |
1-Nunca Fumou
2-Fumante (1 ou mais maco/dia)
3-Ex-fumante (ndo fuma nos ultimos 6 meses)
4-Eventualmente

24-Alcoolismo Cronico (presenca de duas ou mais respostas positivas)

||
(2)-Sim (2)-Néo
-Se alguma vez sentiu que deveria diminuir a quantidade de bebida ou
parar de beber
-Se as pessoas 0 aborrecem porque criticam o seu modo de beber
-Se se sente culpado pela maneira com que costuma beber
-Se costuma beber pela manha para diminuir 0 nervosisimo ou ressaca
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25-Vocé atualmente pratica alguma atividade fisica regular |
de duracéo de 20 min por 3 vezes na semana?

26-Vocé esta trabalhando atualmente ? |
(1)-Sim (2)-dona de casa (3)-estudante (4)-aposentado
(5)-incapacitado (6)-afastado (em beneficio) (7)-desempregado

27-Seu grau de atividade fisica no trabalho é ]
(1) leve (2) moderado (3) pesado (4) Nao se aplica

28- Vocé esta fazendo algum tipo de dieta ? |
(1)-Sim , com restri¢cao ao sal (2)-Sim , para emagrecer

(3)-Sim, 1+2  (4)-Sim , vegetariana (5)-Sim , de outro tipo

(6)-Nao , mas ja fez dieta (7)- Nunca fez dieta

* HISTORIA DE RESIDENCIA

29- Numero de Locais de residéncia ..........
Pergunte sobre os locais de residéncia desde o nascimento

30-Vocé ja morou em casa com: telhado de palha ou palmeira, chdo de
terra batida e paredes de barro? ( ou similar) ||
(1) Sim no Rio; (2) Sim em outro estado; (3) Se (1)+(2); (4) Nao

* ESCOLARIDADE

31-Que nivel de escolaridade vocé chegou a completar? ||
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

* HISTORIA FAMILIAR

32-Familiares que vocé tem ou teve com : |
(1)-Doenca do Coragao (2)-Acidente Vascular Cerebral

(3)-Dilatacdo do esofago/ intestino (4)-Alcoolismo (5)-Se 1+2 (6)-Sel+3
(7)-Se 1+4 (8)-Se 2+3 (9)-Se 2+4 (10)-Se 3+4 (11)-Se 1+2+3 (12)-Se
1+2+4 (13)- Se Outra-especifique (14) ..cccceveiieeeeeeieieeeeeeee e

33-Na sua familia alguém morreu de : |
(1)-Doenca do Coracédo (2)-Morte subita (3)-Derrame (4)-Doenca mal
definida (5)-Tem alguém na sua familia com marcapasso ?

34-Quantas vezes vocé recebeu transfusao de sangue ? ||
(1) Nunca (2) <deb (3) >deb5



35-Vocé se lembra de ja ter tido alguma doenca depois de uma
transfusdo de sangue ? |
(1)-Néao se aplica (2)-Nao teve (3)-Hepatite (4)-Doenca de Chagas
(5)-HIV (6)-Sifilis (7)-Outra

* MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

36-Peso ............ ||| kg 41 -Altura............ || _Jecm

37-indice de massa corporal (peso/altura®) ||
(1)-Peso normal (2)-Sobrepeso (3)-Obeso

38-Relagao cintura/quadril ||

39-Pressdao arterial sistélica  1la............... || | __| mmHg
“ “ diastdlica la.............. ||| | mmHg
“ “  sistOlica 2a............. | || | mmHg
“ “ diastdlica 2a............. || |__| mmHg

40-Pressao de pulso
* EXAME FISICO
(1) Sim (2) Nao

41-Ritmo Cardiaco ( ausculta durante 1 min) |
(1)-regular (2)-extrasist < 10/min (3)-extrasist > 10/min
(4)-irregular (5)-presenca de amplo desdobramento deB;

42-Sopros regurgitante Mitral e/ou Tricuspideo ||
* AVALIACAO RADIOLOGICA

(1) Sim (2) Nao

43-Cardiomegalia: Presengca dos parametros 1+2 ou somente 3 ou 4
||

1-Indice cardio-toracico = 0,50

2-Volume cardiaco no homem = 550 e na mulher = 500

ou

3-Indice do diametro diastolico final de VE = 34mm

4-Indice do diametro do atrio esquerdo = 25mm
44-Normal |
45-Compativel com ICC |

*ALTERACOES NO ECG DE REPOUSO CONVENCIONAL

(1)-Sim (2)-Néao
46-Normal |
47-BAV l1°grau+Alt de ST-T |
48-BRE ||



49-Aea Eletricamente Inativa

50-BRD

51-HBAE

52-Disturbio condugéao AV ( 2 e/ou 3 grau )
53-Bradicardia sinusal
54-Extra-SistolesVentriculares
55-Fibrilacao Atrial

56-Sobrecarga Ventricular esquerda

57-Duas alteracdes eletrocardiograficas no mesmo tracado |

58-Trés alteracdes eletrocardiograficas no mesmo tracado

* MONITORIZACAO CONTINUA DO ECG DURANTE EXERCICIO

(1)-Surgiu (2)-Ausente (3)-Aumentou (4)-Diminuiu (5)-Mantida

59-Ext Vent Polimorfica
60-Ext Vent Pareada
61-Taqui Vent Monomorfica
62-Bigeminismo Ventricular

N&o Sustentada

*ELETROCARDIOGRAFIA DINAMICA (HOLTER)

63-Total de batimentos analisados

64-Total de batimentos ndo analisados
65-Minutos analisados

66-Numero Total de Ext. Vent. ........ccccceeeeeeennnn.
67-Numero de Ext. Vent. por hora
68-Numero de Ext. Vent. pareadas..................c......
69-Numero de Taquicardia Ventriculares..............
70-Taqui Ventr-FC Minima
71-Taqui Ventr-FC Maxima
72-Taqui Ventr-FC Mais longa (>5 bts)................
73-Numero Total de Ext. Supra-Vent ...................
74-Numero de TPSV
75-TPSV-FC Méaxima
76-FC Média

77-FC Minima

78-FC Maxima
79-Bloqueio sinoatrial
80-Pausa sinusal
81-Bloqueio AV 2° grau Mobitz Tipo 1
82-Bloqueio AV 2° grau Mobitz Tipo 2

* ECOCARDIOGRAMA Bi-Doppler

(2)-Sim (2)-Néao
83-Normal

84-Déficit segmentar localizado
85-Déficit segmentar difuso
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86-Disfuncéo sistélica de VE leve

87-Disfuncéo sistblica de VE moderada

88-Disfuncéo sistolica de VE grave

89-Regurgitacao Mitral

90-Regurgitacéo Tricuspide

91-Aneurisma Apical

92-Hipertrofia concéntrica

93-Disfuncao Diastolica
(1)-Ausente (2)-Padrao de déficit de relaxamento
(3)-Padrao Restritivo (4)-Padréo Pseudo-normalizacao

94-Variabilidade R-R
(1) Baixa (2) Alta
95-Indices Parassimpaticos
(1) Normais (2) Alterados
96-Arco Reflexo Baroreceptores (Tilt)
(1) Integros (2) Exarcerbados (3) Paradoxal
97-Cintilografia Miocardica marcada com leucdcitos

(1) Normal (2) Anormal (3) Nao Fez
98-Cintilografia Miocardica com MIBG

(1) Normal (2) Anormal (3) Nao Fez
99-Eletrocardiograma de Alta Resolucéo

(1) Normal (2) Anormal  (3) Nao Fez
100-Estudo Eletrofisioldgico

(1) Normal (2) Anormal

*MEDICAMENTOS

(2)-Sim (2)-Nao
101-Diurético
102-Digital
103-Vasodilatador
104-Espirolonactona
105-Anticoagulante Oral
106-Antiarritmico
107-Beta bloqueador
108-Reabilitacdo Cardiaca

* Doencas Associadas Cardiacas
(1)-Sim (2)-Nao
109-Cardiopatia Isquémica
110-Cardiopatia Hipertensiva
111-Marca-passo
112-Cardio/desfibrilador
113-Valvopatias
114-Cardiopatia Dilatada Nado Chagas
115-Cardiopatia Congénita

* Doencas Associadas Nao Cardiacas
116-Diabetes
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117-Disfuncéo Tireoidiana
118-Disfun¢éo Respiratoria
119-Doenca péptica
120-Nefropatia
121-Neoplasias
122-Dislipidemia

* EXAMES LABORATORIAIS :

123-Hematdcrito (%)
124-Saédio (mEg/!)
125-Glicose(mEqg/l)
126-Creatinina (mEg/l)
127-Colesterol Total (mEg/l)
128-HDL-Colesterol
129-LDL-Colesterol
130-Triglicérideo
131-Albuminas
132-Globulinas

133- Via de infeccao

(1)-Natural (2)-Transfusédo (3)-Congénita (4)-Laboratério (5)-Outros

134-Diagndstico laboratorial

(1)-Imunofluorescéncia (2)-Hemaglutinacao (3)-Elisa (4) Se 1+2

(5) Se 1+3 (6) Se 2+3

* IMPRESSAO FINAL

(1)-Sim (2)-Nao

135-Cardiopatia Chagasica Dilatada
136-Cardiopatia Chagasica Nao-Dilatada

137-Esb6fagopatia
138-Colopatia

139-Forma Clinica

1-Crobnica Indeterminada

2-Cardiopatia Cronica sem ICC (Disfuncéo de VE)
3-Cardiopatia Cronica com ICC

140-Classificacéo de Los Andes (estadio evolutivo)
1- Grupo IA
2- Grupo 1B
3- Grupo |l
4- Grupo lI

Comentarios:
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Anexo 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do estudo: Deter minacao do estresse oxidativo na car diopatia chagasica cr énica

apoés ter apéutica antioxidante

Instituicdo: Hospital Universitario C.F.F-UFRJ-Servico de Cardiologia
Investigador: Dr. Roberto Coury Pedrosa (Inscricdo no CRM n° 5244441-3 RJ)
Telefone: 25622618 / 25622434

Introducéo

Vocé esta sendo convidado para participar voluntariamente de uma pesquisa clinica.
Antes de decidir a respeito de sua participacdo nesse estudo, € importante que vocé leia e
entenda esse documento e o que esta envolvido nesta pesquisa clinica (também chamada de
estudo clinico). Esse documento, chamado de “termo de consentimento livre e esclarecido”
descreve os objetivos, os procedimentos, os riscos, os beneficios, os pagamentos e os
desconfortos do estudo. Esse documento também descreve outros tratamentos que vocé
podera utilizar, bem como, o seu direito de deixar o estudo a qualquer momento. Nenhuma
promessa ou garantia sobre resultados dessa pesquisa pode ser feita. Por favor, pergunte
quantas vezes vocé achar necess&rio para decidir se vocé quer participar deste estudo. Se
estiver de acordo com as informagdes deste documento, vocé ird assin&|o e receberd uma das

copias assinadas para que possa guarda-la com voceé.

Descricao/objetivos do estudo

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo clinico porque vocé tem uma
doenca chamada doenca de Chagas com grau de comprometimento variavel nos diferentes
orgdos, principamente o coracdo. O objetivo deste estudo é avaiar se vocé que recebeu a
terapia antioxidante (Suplementacdo de vitaminas E e C) ao find de 6 meses de
acompanhamento terd uma atenuagdo ou retardo do estresse oxidativo (relagdo entre o dano no

Seu coracdo e as suas defesas antioxidantes).
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Desenho do estudo/dur acdo/numer o de pacientes

Esse estudo caracteriza-se por ser um estudo clinico, prospectivo, aberto (tanto seu
médico quanto vocé terdo conhecimento sobre qual tratamento vocé estard tomando). E
importante que vocé tome o medicamento de acordo com as instrucdes dadas pelo médico do
estudo (Dr Roberto Coury Pedrosa). A duragdo do tratamento do estudo também dependerd
dos efeitos colaterais que vocé desenvolver. Caso vocé interrompa a tomada do medicamento
do estudo, vocé serd acompanhado pelo seu médico (Dr Roberto Coury Pedrosa) para ver a
evolucdo no seu estado geral de salide. Podemos antecipar que aproximadamente 40 pacientes

iréo participar deste estudo.

Descricéo do estudo

Procedimentos na avaliacdo inicial

Se vocé decidir participar do estudo, vocé realizara determinados testes e procedimentos
para gjudar a descobrir se vocé € elegivel para entrar nesse estudo. Esses testes e
procedimentos sdo chamados “procedimentos da avaliacdo inicid” Os procedimentos da
avaliagdo inicial pode ocorrer até uma semana antes que vocé inicie o tratamento. Vocé seréa
solicitado a assinar esse termo de consentimento antes que qualquer teste especifico do estudo
possa ser realizado. O seu médico precisara obter uma amostra de sangue antes de iniciar o
tratamento, outra no meio do tratamento e finalmente uma terceira amostra ao final do
tratamento, ou sgja, ao final de 6 meses. O seu médico perguntara sobre a sua histéria médica.
Isto pode incluir doengas que vocé teve no passado, doengas diferentes da doenca de Chagas
gue voceé tem atualmente ( por exemplo, diabetes, hipertensdo, asma) e todos os medicamentos
gue vocé tomou nas ultimas semanas. A histéria de tratamento anteriores que vocé utilizou
para o tratamento da sua doenca de Chagas bem como quaisquer efeitos colaterais em
andamento desses tratamentos anteriores serdo registrados. Seréo também realizados. exame
fisico (incluindo a medida do seu peso, altura, pressdo arterial sanguinea, frequencia cardiacae
temperatura corporal), um eletrocardiograma (ECG- um teste que produz um quadro gréfico da
atividade elétrica de seu coracdo), ecocardiograma (um teste que mede a funcdo de
bombeamento de sangue do seu coragdo). Radiografias de torax serdo realizados caso n&o
tenham sido realizadas recentemente. Ao longo do curso do estudo, seréo obtidas e enviadas

para 0 seu prontuario copias dessas avaliagoes.
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Na vigita de avaliacdo inicial, serdo coletadas aproximadamente trés colheres de sopa de
sangue de uma de suas veias parareadlizar os testes de laboratorio. Alguns dos exames de sangue
que estdo sendo realizados sdo exames de rotina e gjudardo 0 seu médico a monitorar 0 seu
sangue em relacdo a qualquer mudanca. Alguns exames de sangue estdo sendo realizados com
0s propésitos da pesguisa e ndo seriam redlizados caso vocé ndo estivesse recebendo o
tratamento do estudo. O seu sangue, apds processado, sera armazenado em nitrogénio liquido e
usado apenas para realizacdo dos exames propostos, sendo posteriormente desprezados. Ser&o
observados os mesmos cuidados técnicos de coleta e conservacdo do seu sangue até a andlise
laboratorial final.

E possivel que, apos todos os testes terem sido revisados, vocé ndo possa fazer parte desse
estudo. Da mesma forma, pode haver outras razdes, pelas quais vocé ndo pode participar €,
nesse caso, 0 seu médico discutira todas essas razdes com VOcé.

Durante os 7 dias anteriores a tomada da sua primeira dose do tratamento do estudo, uma
avaliacdo de sua sallde sera realizada, incluindo exame fisico como também uma andlise do seu
estado geral. Alguns exames de sangue, realizados na visita de avaliag@o inicial, podem precisar
ser repetidos, mas apenas caso 0 seu médico avalie que esses exames SA0 Necessarios.  Sera
solicitado a vocé que informe qualquer medicamento que vocé estga tomando na semana
anterior a primeira dose do tratamento. Também sera solicitado que vocé responda uma série de

perguntas rel acionadas a sua sallde e ao seu bem-estar global .

Tratamento

Caso voceé se qualifique para o estudo e concorde em participar, VOcé recebera o seguinte
tratamento: vitamina E 800Ul/dia + vitamina C 500mg/dia, tomada Unica, por 6 meses. O
fornecimento da medicagéo do estudo serafeito a vocé no consultorio do seu médico, juntamente
com as instrugdes sobre como tomar os compimidos em casa. Vocé e/ou um membro de sua
familia, sera solicitado a contatar 0 seu médico caso vocé desenvolva qualquer efeito colatera
mental ou fisico ou caso vocé tenha qualquer pergunta sobre a vitamina C ou sobre a vitamina E
fornecida a vocé. Vocé deve tomar as doses da vitamina C e E imediatamente antes da sua
principa alimentaco.

Vocé também sera solicitado a trazer todos os frascos de tratamento deste estudo a cada
visita. Se vocé continuar no andamento do estudo, entdo vocé recebera uma nova prescricao

através do consultério de seu médico.
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Procedimento do estudo

Enquanto estiver tomando a medicacdo do estudo vocé sera solicitado a seguir a
programacao de visitas clinicas do estudo para monitorar sua seguranca e se 0s tratamentos estéo
funcionando

No fina de 3 meses sera coletado amostras de seu sangue, para monitorar sua contagem
de celulas sanguineas. Aproximadamente uma colher de sopa de sangue sera coletada de uma
de suas veias. Nesta data, vocé também tera uma consulta com seu médico de estudo. Apos
esta coleta de sangue, vocé terd uma nova coleta de sangue ao final de 6 meses para monitorar
sua contagem sanguinea e verificar seu status oxidativo (relagdo dano no seu coragdo/suas
defesas antioxidantes. Nesta data vocé também serd avaliado clinicamente pelo seu medico do
estudo (Dr Roberto Coury Pedrosa). O seu médico do estudo pode solicitar testes de sangue
adicionais, a qualquer momento, se ele achar que é necessario.

A partir do dia de sua primeira dose de medicacdo do estudo, vocé tera visitas
programadas a cada 2 meses enquanto estiver participando do estudo.

Durante cada visitavocé irareaizar as seguintes avaliacoes:
- Exame fisico que inclui a medida do seu peso, presséo arterial sanguiinea, freqliéncia cardiaca
e temperatura corporal e uma avaliagéo de sua progressao no estudo
- Vocé deve informar quaisguer sintomas que vocé desenvolver desde o inicio do estudo ou
gualquer mudanca nos sintomas que voceé relatou durante as visitas prévias
- Vocé também deve informar sobre quaisquer medicamentos que vocé tomou desde o inicio
do estudo ou sobre qualquer mudanca no medicamento que vocé tenha relatado nas visitas
anteriores
- Depois que vocé interromper sua participacdo no estudo, o seu médico assistente (Dr Roberto
Coury Pedrosa) continuara seu acompanhamento clinico.

Se, em qualquer momento, vocé desenvolver efeitos colaterais, vocé deve deixar que
0 seu médico do estudo saiba 0 mais cedo possivel para que a assisténcia médica possa ser

fornecida, caso necessaria.

Riscos associados com o estudo

O principal risco para vocé nesse estudo € que pode receber um medicamento em que nés
ndo conhecemos todos os efeitos colaterais do mesmo ou todos os efeitos colaterais que
poderiam acontecer quando o medicamento do estudo é combinado com outros medicamentos
ou com acool. Reacbes podem acontecer com este medicamento. Dessa forma vocé deve

discutir sempre a possibilidade de uso de dcool ou de quaisquer outros medicamentos (que ndo
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necessitam de prescricéo, que necessitam de prescricdo) ou uso de drogas ilicitas com 0 seu
meédico enquanto vocé estiver participando deste estudo. Vocé também deve notificar qualquer
outro profissona da area de sallde que o examine, que vocé esta participando deste estudo,
especia mente caso vVocé estgja a ponto de realizar um procedimento cirdrgico, um procedimento
dental ou qualquer outro tratamento medicamentoso.

O riscodavitaminaC

Alguns efeitos colaterais podem ser preditos, mas nem todos os efeitos colaterais que vocé
poderia ter podem ser preditos. Em estudos prévios realizados em voluntérios saudaveis que
receberam a vitamina C, a maioria dos efeitos colaterais foi leve e com pouca inconveniéncia
Alguns dos efeitos colaterais observados foram: dor de cabeca, sintomas gastrointestinais
(flatuléncia, inchago, nauseas, vomitos, diarréia, constipacdo, indigestdo), erupcdo cutanes,
cansaco, perda de apetite, sintomas de gripe, insdnia, vermelhidéo na face, aftas orais, gosto
metdlico e aumento nos testes que medem as fungdes normai s do figado.

O risco davitamina E

Os efeitos colaterais relacionados a vitamina E podem também ser leves e com pouca
inconveniéncia. Em estudos prévios realizados em voluntarios saudaveis que receberam a
vitamina E aguns dos efeitos colaterais observados foram: cansago, perda de apetite, sintomas
de gripe, insbnia e as vezes flatuléncia

Tendo em vista que a vitamina E teve sua dose aumentada, isto é, 800Ul/dia e ndo sendo a
dose usualmente usada, podem ser observados outros efeitos colaterais dos quais ainda ndo se
tem conhecimento até esse momento. Vocé serd acompanhado de perto em relacdo a qualquer

efeito colateral e 0 medicamento sera interompido caso ocorram efeitos colaterais graves.

Riscos associados com procedimentos

Alguns dos testes que serdo redizados em vocé (radiografias) irdo |he expor a
quantidades controladas de radiacdo. A coleta de sangue pode causar dor, edema, trauma
local, irritacdo ou vermelhid&o local; vocé pode si sentir mal ou desenvolver infecgdo no local
da puncdo da agulha. E importante que vocé informe qualquer efeito colateral o mais cedo
possivel ao seu médico do estudo. Vocé ndo deve esperar até a sua proxima visita agendada

Enquanto participar neste estudo, vocé néo deve doar sangue. O seu meédico do estudo
revisara a lista de medicamentos que vocé estd tomando atualmente para determinar se algum
destes medicamentos ndo pode ser tomado em combinagdo com o medicamento do estudo.
Caso vocé queira quaisguer destes medicamentos e um substituto satisfatorio ndo seja

identificado, vocé ndo sera elegivel para participar neste estudo. N&o serd solicitado que vocé
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deixe de tomar qualquer medicamento de que vocé necessite. Vocé deve relatar qualquer uso
de medicamentos (que ndo necessite de prescricdo, que necessite de prescricdo) ou uso de
drogasilicitas, que vocé esteja tomando em qual quer momento durante este estudo.

Gravidez/controle da natalidade

Por néo se ter muitas informagdes sobre os efeitos da vitamina C e E em criangas ainda
por nascer ou criancas em amamentacdo, vocé ndo sera incluida no estudo se estiver gravida
ou amamentando ou plangjando ficar gravida durante o estudo. Se voceé tiver potencial de
engravidar e decidir participar neste estudo, vocé deve aderir a métodos aceitaveis de controle
de natalidade enquanto esiver participando do estudo.

Se aqualguer momento durante o0 estudo, vocé engravidar ou achar que esta gravida, ou
descobrir mais tarde que engravidou durante o estudo, vocé deve cntatar seu médico de estudo

imediatamente para receber instrugdes de como proceder.

Possiveis beneficios associados com o estudo

N&o ha nenhuma garantia de que vocé se beneficiara ao fazer parte neste estudo. Um
possivel beneficio para vocé em participar neste estudo pode incluir a melhoria dos seus
sintomas e/ou de sua doenca. Nenhum beneficio adicional sera fornecido a vocé como
resultado dos testes de pesquisa realizados em suas amostras de sangue. Entretanto, caso vocé
ndo segja beneficiado pessoalmente, o0 conhecimento acumulado com a sua participacdo neste

estudo pode beneficiar outros pacientes no futuro

Confiabilidade

As informages de seu histérico médico sdo confidenciais e seréo tomadas todas as
precaucdes para preservéa-las. A menos gque requerido judicialmente, apenas o investigador, e
auditores terdo acesso a dados confidenciais de seu prontuario médico e dados que o
identifiquem pelo nome.

Os resultados do estudo poderdo ser publicados em revistas médicas, apresentados em
congressos ou eventos cientificos ou as autoridades sanitarias, sem que seu nome sga
mencionado em parte alguma.

Assinando este consentimento vocé estara autorizando para estas pessoas 0 acesso a0 Seu
prontuério médico e aos seus dados

Todo o material biologico coletado sera utilizado apenas neste estudo para realizacéo dos
exames laboratoriais especificos no préprio protocolo. Este material ndo sera utilizado em

outros estudos ou para outros fins.
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Novos achados

Durante o estudo voceé sera informado de qualquer nova descoberta significante sobre os

resultados de exames, que possa alterar sua vontade de continuar participante deste estudo.

Respostas as per guntas sobr e este estudo

Se durante o estudo clinico vocé tiver problemas ou queira esclarecer alguma diavida
sobre a conduta deste estudo, entre em contato com o: Dr.Roberto Coury Pedrosa - pelo
telefone:2562-2618 ou 2562-2436.

Participacéo voluntéria

Sua participacéo neste estudo € voluntaria. Vocé pode se recusar a participar bem como
desistir do mesmo a qualquer momento, antes ou durante o periodo do estudo sem qualquer
prejuizo ao seu tratamento. Caso vocé decida descontinuar do estudo apds seu inicio, para sua
propria seguranca vocé devera retornar ao hospital para conversar com o medico do estudo

para que ele possa orienté-10 sobre as possiveis opcoes.

Consentimento para participar deste estudo

Li, ou alguém leu para mim, as informagdes contidas neste documento antes de eu
assinar este termo de consentimento. Minha participacdo neste estudo € voluntaria. Poderei
retirar-me deste estudo a qualquer momento sem causar mal-estar ou comprometer meu
atendimento médico neste hospital, e nem violar meus direitos. Minha participagdo neste
estudo pode também ser encerrada pel os médicos envolvidos, por razdes que serdo explicadas.
Tive chance de fazer perguntas e recebi respostas que me satisfizeram plenamente. Entendo
também que posso contatar os individuos abaixo mencionados no caso de qualquer
preocupagao relativa a este estudo.

Por meio deste, decido voluntariamente participar deste estudo.

Afirmo que recebi uma coOpia assinada deste acordo de consentimento livre e
esclarecido e que a minha assinatura neste consentimento, como participante, ndo significa que
estou renunciando aos 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 estudo de pesquisa acima. Atesto por meio deste que, segundo meu melhor
entendimento, a pessoa que assinou este termo de consentimento entende a natureza, os
requisitos, os beneficios e os riscos de participar e que sua assinatura é vaida. Nenhum

problema médico ou de linguagem prejudicou seu entendimento.

Nome do investigador (letra de forma)

Assinatura data

Informacg&o para contato com os membros da equipe da pesquisa

Titulo: Nome: Telefone:

Assinatura do coordenador da pesqguisa-M édico investigador data



