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RESUMO



Pimentel WS. O papel do betabloqueador na miocardiopatia chagasica
experimental: avaliacdo morfo-funcional [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2008.

A doenca de Chagas, descrita ha quase 100 anos por Carlos Chagas,
continua sendo um problema de saude publica na América Latina, com
15 milhdes de infectados e 28 milhdes de individuos susceptiveis. Varios
mecanismos fisiopatologicos foram propostos para a progressdao da
miocardiopatia chagasica cronica, entre eles a denervacao simpatica. O uso
do betabloqueador na insuficiéncia cardiaca congestiva diminuiu morbidade
e mortalidade. Entretanto, nenhum trabalho conclusivo incluiu a
miocardiopatia chagasica como etiologia. OBJETIVO: Avaliar o papel do
carvedilol na sobrevida e remodelamento miocardico na miocardiopatia
chagasica experimental. MATERIAL E METODOS: Foram avaliados
55 Hamsters Sirius, divididos em grupo controle, grupo infectado com
Trypanosoma cruzi com 10° formas tripomastigotas via intraperitoneal e
grupo infectado, tratado inicialmente com carvedilol 10 mg/Kg/dia e apos 6
meses com 15 mg/Kg/dia em dose unica por gavagem. Foi analisado o peso
do animal; os didmetros ventriculares, fungao sistolica e diastdlica obtidas
pelo ecocardiograma; a frequéncia cardiaca, a duragdo do QRS, a presenca
de extra-sistoles e o ritmo cardiaco usando o eletrocardiograma e a
avaliacdo da mortalidade. Apés 12 meses os animais sobreviventes foram
sacrificados e realizada a quantificagdo da fracdo do volume de colageno
intersticial e perivascular no miocardio. RESULTADO: A razao dos didmetros

diastdlico e sistélico pelo tamanho da tibia ndo mostrou diferencas



estatisticas, apesar de maiores nos grupos infectados. A fracdo de
encurtamento também nao mostrou diferenga estatistica, apesar de menor
nos grupos infectados. A fracdo do volume de colageno do ventriculo
esquerdo e perivascular mostrou maior acumulo nos grupos infectado e
carvedilol em relagdo ao controle de forma significativa (p<0,001), mas sem
diferenca nos grupos infectados tratados ou ndo. A mortalidade foi maior nos
grupos infectado e carvedilol (p = 0,001) e ndo ocorreu diferenga entre estes
grupos apos 12 meses. Na fase aguda (até 100 dias) o grupo carvedilol
apresentou melhor sobrevida (p = 0,001) em relacdo ao infectado.
CONCLUSAO: O carvedilol ndo mostrou atenuagdo no remodelamento
miocardico e demonstrou beneficio na mortalidade na fase aguda da doenca

nesse modelo de miocardiopatia chagasica cronica experimental.

Descritores: doencga de Chagas, cardiomiopatia chagasica, cardiomiopatias,
beta-antagonistas adrenérgicos, colageno, modelos animais,

Mesocricetus



SUMMARY



Pimentel WS. The role of betablockade on experimental chagasic
cardiomyopathy: morpho-functional evaluation [thesis]. Sao Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo; 2008.

Chagas’ disease was described 100 years ago by Carlos Chagas and
nowadays it is a public health problem in Latin America yet. There are about
15 million infected people and another 28 million at risk to be infected.
Several pathophysiologic mechanisms are suggested to be responsible for
the progression of chronic Chagas’ cardiomyopathy. Among them the
sympathetic denervation seems to be an important issue. The use of beta
blockade regarding heart failure has been proving to improve morbidity and
mortality. However, none of these papers included Chagas’ cardiomyopathy
as etiology. OBJECTIVES: To evaluate the role of carvedilol upon survival
and myocardial remodeling in a Chagas’ cardiomyopathy animal model.
MATERIAL AND METHODS: 55 Hamsters Sirius were studied and divided
into control group, intraperitoneously infected group with Trypanosoma cruzi
and infected group treated with carvedilol 10 mg/Kg/day by gavage which
was increased to 15 mg/Kg/day after 6 months. Ventricular diameters,
systolic and diastolic left ventricular function were evaluated by
2D-echocardiogram. The heart rate, QRS lasting, premature ventricular
complex and cardiac rhythm were analyzed by ECG. We evaluated clinical
parameters as the case for body weight. The survival curve was also studied.
After 12 months the survivors were sacrificed and the myocardial interstitial
and perivascular collagen volume fraction were analyzed. RESULTS: The

ratio of diastolic or systolic diameters over tibia length did not show statistical



differences although it was larger on infected groups. The fractional
shortening also did not show statistical differences although it was decreased
on infected groups. The left ventricular collagen volume fraction at the
interstitial and perivascular area showed a higher accumulation on infected
groups compared to control (p<0.001) but no differences were observed
between infected and carvedilol treated animals. The mortality was higher in
the infected groups compared to control (p = 0.001) but no differences were
observed between infected and carvedilol group during the total time of the
experiment. However, when we divided in acute phase (until 100 days) the
carvedilol significantly attenuated mortality compared to infected group
(p = 0.001). CONCLUSION: Carvedilol did not show benefits regarding
myocardial remodeling or total mortality and it did demonstrate a mortality
reduction on acute phase of the disease in this experimental model of

Chagas’ cardiomyopathy.

Keywords: Chagas disease, Chagas cardiomyopathy, cardiomyopathies,
adrenergic  beta-antagonists, collagen, models animal,

Mesocricetus



INTRODUCAO



A doenga de Chagas foi descrita no inicio do século XX por Carlos
Ribeiro Justiniano Chagas. Suas observacodes iniciais foram em sangue de
sagui, espécies comuns de macacos na regiao de Lassance, Minas Gerais.
Tais descobertas foram realizadas em um vagao de trem durante uma
campanha de combate a malaria, o que resultou na identificagcdo de um novo
protozoario: o Trypanosoma cruzi, assim denominado em homenagem ao
cientista Oswaldo Cruz. Estudos que se seguiram, realizados no Instituto de
Manguinhos, atual Instituto Oswaldo Cruz, revelaram a etiopatogenia e a
evolugao clinica, tornando conhecida a importancia dos insetos hematoéfagos

da familia Triatominae .

A pesquisa de DNA do Trypanosoma cruzi realizada em mumias do
Atacama, regiao sul do Peru e norte do Chile, mostra que a doenca de
Chagas ja atingia essa regiao ha nove mil anos. A reagao de polimerase em
cadeia para o DNA do Trypanosoma cruzi mostrou-se positiva em 40,6% dos
casos, nao havendo diferenca significativa entre os diversos grupos culturais
que se sucederam com os anos 2. Existe a possibilidade de Charles Darwin
ter contraido essa doenga em sua expedicdo para América do Sul, dado o
relato feito por ele a respeito do incidente com o vetor transmissor e das

duvidas existentes sobre a doenca que o levou & morte >

Baseado em dados soroldgicos, estima-se que esta doenga atinja
15 milhdes de latino-americanos que vivem em 21 paises dessa regidao, com
41.200 novos casos e 12.500 mortes anuais. E mais, 28 milhdes de
individuos estdo suscetiveis para contrair a doenca. Estes dados

apresentaram melhora significativa nos ultimos anos devido a interrupgéo da



transmissdo da doenca em algumas regides do continente **.

A real prevaléncia da doenga de Chagas é desconhecida; ndo existem
estudos epidemioldgicos precisos realizados em todos os paises atingidos
pela doenca. Trabalhos epidemioldgicos do Brasil e da Venezuela avaliaram
a prevaléncia das manifestagdes clinicas e da mortalidade. O peso da
doengca de Chagas, quando comparado a outras enfermidades
transmissiveis da América Latina e do Caribe, medido por anos de vida
ajustados a incapacidade, ¢é superado apenas pelo conjunto de
enfermidades diarréicas, infecgdes respiratérias e AIDS, correspondendo a
mais do que o dobro da soma de malaria, esquistossomose, leishimaniose e

hanseniase ’.

E importante salientar que a doenca de Chagas é uma enzootia,
havendo sempre o risco de domiciliagédo de vetores a partir do ambiente
silvestre, além da possibilidade de infeccdo humana acidental. Esses fatores
colaboram para que a doenca n3o seja erradicavel ® e apresente o risco de
surtos ocasionais e localizados. O primeiro relato de surto ocorreu em 1965,
no Rio Grande do Sul, e desde entdo a literatura registra varios outros
episédios, geralmente associados a ingestdo oral acidental de grande
numero de parasitas, como ocorreu no Estado do Para por meio do acai e

em Santa Catarina, através do caldo de cana, em 2005 %',

A andlise do programa brasileiro de controle da doenga estima que
tenham sido prevenidas 2.339.000 novas infecgcdes, 334.000 obitos e

11.486.000 anos de vida ajustados para incapacidade entre 1975 e 1995.



Estes dados indicam gastos prevenidos de cerca de US$ 17,00 para cada

US$ 1,00 aplicado em atividades de controle da doenga .

Dados soroldgicos no Brasil, que mostravam 4,2% de soropositivos na
populagao rural entre 1975 e 1980, contrastam com 0,2% de soropositivos
entre escolares de 7 a 14 anos em regides onde a transmissédo estaria
interrompida 2. O melhor controle epidemiolégico da doenca reflete-se com
a diminuicdo da mortalidade verificada nos ultimos anos, talvez devido a

auséncia de reinfeccdo pelo Trypanosoma cruzi '

. As hospitalizagbes
também diminuiram e ocorreu mudanca na faixa etaria de mortalidade,
passando de 35 a 55 anos, para maiores de 60 anos. Algumas
possibilidades para justificar tais fatos sdo o diagndstico precoce, melhor

politica assistencial de satide e menor intensidade da infeccao inicial ™ '°.

Do ponto de vista clinico, a doenga de Chagas é dividida em fase
aguda e cronica. A fase aguda é caracterizada por parasitemia, inflamacéao e
lesdo miocardica. Os pacientes apresentam sintomas cardiovasculares
somente em 10% dos infectados '® . Os achados histopatolégicos desta
fase consistem em miocardite aguda com marcante presenga do
Trypanosoma cruzi no miocardio, com intenso infiltrado inflamatério formado
predominantemente por células T CD8 e CD4. Sao encontrados também
macrofagos ativados e leséo direta dos midcitos, com reposigéo por fibras de

colageno ",

Na fase cronica, aproximadamente 70% das pessoas infectadas

evoluem para a forma indeterminada, que se caracteriza por auséncia de



sintomas e sinais de comprometimento do coragao e do aparelho digestivo,

sem alteragdes em exames n3o invasivos habituais 4.

A miocardiopatia chagasica crbénica atinge cerca de 30% dos
infectados, sendo que 10% desses pacientes podem evoluir para cardiopatia
grave * ' '8 Os achados histoldgicos da miocardiopatia chagasica crénica
mostram miocardite cronica focal, que promove destruicdo progressiva das
fibras miocardicas. Esta miocardite € caracterizada por infiltrado de
macréfagos (50%), células B (10%) e células T (40%) com predominio de
CDs. Linhagens destas células T produzem IFN-y e TNF-a, que promovem
mais danos ao miocardio e evolugdo da sua disfuncdo '°. Também sao
liberadas quimoquinas e oxido nitrico, que participam da agressao tecidual.
Estes mecanismos de agressao, associados a presenca do Trypanosoma
cruzi no miocardio de pacientes portadores de miocardiopatia chagasica
cronica, fato que ja foi demonstrado por técnicas de biologia molecular e
imunoistoquimica, perpetuam a intensa miocardite, provocando perda de
midcitos com consequente substituicido por colageno e intensa fibrose
reparativa %°. Esta fibrose leva a desorganizacéo estrutural do miocardio com
perda de alinhamento e conexdao entre midcitos vizinhos, diminuicdo da
transmissao de forcas de contracdo para toda a cédmara cardiaca,
provocando reducédo funcional do érgao e sintomas de insuficiéncia cardiaca

21

congestiva As lesdes também acometem o sistema de condugao,

causando bloqueios e arritmias cardiacas.

Véarios mecanismos fisiopatolégicos foram propostos para o

desenvolvimento e progressao da miocardiopatia chagasica crbénica, mas



nenhum mecanismo definitivo foi identificado. Certamente a associagao

deles é a causa maior dessa progress&o .

Na fase crbnica nao era dada importancia a presenca do
Trypanosoma cruzi devido ao fato da existéncia de miocardite linfocitica e
necrose miocardica em areas sem a presenga do parasita, e a baixa
freqiéncia de parasitemia nesta fase da doenca de Chagas. Mais
recentemente, estudos envolvendo técnicas de imunoistoquimica em
bidpsias endomiocardicas, encontraram relagéo entre antigenos do parasita
e focos inflamatdrios. Técnicas de biologia molecular detectaram antigenos
circulantes do Trypanosoma cruzi em numero bem maior de pacientes que
os trabalhos anteriores que nao utilizaram essa técnica ' 2. O estudo que
avaliou a presenca do DNA do Trypanosoma cruzi detectado por reagao de
polimerase em cadeia (PCR) em sangue periférico e progressao da doenca
de Chagas mostrou que a PCR positiva para o DNA do Trypanosoma cruzi é
uma variavel independente para a piora da miocardiopatia chagasica
crénica. Portanto, a presengca do parasita ou de antigenos dele parece

importante na fisiopatologia da progressao da cardiopatia chagasica .

Outro possivel mecanismo envolvido nessa progressdao sao
alteracdes ocorridas na microcirculacdo coronaria. A distribuicido focal de
fibrose intersticial e lise do midcito, que também ¢é observada em modelos
experimentais de isquemia, € compativel com a hipoperfusdo transitéria
envolvendo a microcirculagdo. A presenca de trombos ocluindo pequenas
artérias coronarias epicardicas e intramurais sugere disturbios da

microcirculacdo semelhantes aos produzidos por isquemia 2°. Associado a



esses dados, um estudo com perfusdo miocardica usando Thallium®"
mostrou defeitos de perfusdo, tanto transitéria quanto persistente, e defeito
de perfusdo paradoxal em pacientes com coronarias normais a
cineangiocoronariografia. Esse trabalho envolveu pacientes da forma

indeterminada e com miocardiopatia chagasica crénica 2°.

A agressao inflamatéria e autoimune na miocardiopatia chagasica
crbnica parece ser mecanismo de destaque na patogénese dessa doenca,
estando associada a disturbios autondmicos e isquemia microvascular,
contribuindo para aumentar a lesdao miocardica. Alguns estudos
demonstraram que antigenos do Trypanosoma cruzi e do miocardio
apresentam reagao cruzada, tendo, assim, anticorpos direcionando-se
contra os antigenos do hospedeiro. Este dado justifica a desproporgao entre
a quantidade de antigenos do parasita e a intensidade da lesdo miocardica
encontrada. Em modelo experimental foi identificado o linfécito T CD4+
miosina-especifico, que provoca lesao miocardica apds sua injecado em ratos
nao infectados. A proteina B13, identificada no Trypanosoma cruzi, € uma
proteina que apresenta reacdo cruzada com a cadeia pesada da miosina
cardiaca. Anticorpos antimiosina de 100% dos pacientes cardiopatas
reconheceram a proteina B13 do Trypanosoma cruzi contra apenas14% dos
assintomaticos, confirmando assim essa resposta. A transferéncia de soro
de pacientes portadores de miocardiopatia chagasica crénica tem a
capacidade de diminuir a atividade elétrica do coragao de coelhos, sugerindo
a presenca de anticorpos que reagem contra o sistema de condugao e

receptores cardiacos %°.



A teoria neurogénica da miocardiopatia chagasica cronica sugere que
a doenca decorre de um longo desequilibrio autonémico, sendo as
catecolaminas importante causa da progressao da miocardiopatia chagasica
crénica. Necropsias realizadas em humanos portadores de doenga de

Chagas, em diversos estagios da patologia, mostraram intensa denervacéao

17 27

cardiaca ', sendo este achado reproduzido em modelos animais
Trabalho experimental realizado em ratos mostrou afinidade para receptores
beta-adrenérgicos cardiacos semelhantes para infectados e nao infectados,
mas mostrou menor densidade desses receptores em animais chagasicos
quando comparados com os controles sadios. Nesse trabalho o tratamento
com propanolol ndo alterou essa densidade de receptores . Outro estudo
experimental realizado com ratos, mas com inoculagao de menor numero de
parasitas € maior duragao, mostrou que a afinidade e a densidade dos beta-
receptores cardiacos estdo alterados durante as fases aguda, indeterminada
e crbnica 28; variando de acordo com a evolugao da infeccdo. Além disso,
anticorpos circulantes contra receptores adrenérgicos e colinérgicos
cardiacos ja foram demonstrados causando danos ao coragdo. A
gamaglobulina de ratos chagasicos € capaz de interagir com os receptores
beta-adrenérgicos, reduzindo o numero de sitios de ligacdo e inibindo a
resposta contratil do coragéo a norepinefrina exdgena, sugerindo a presenca
de anticorpos circulantes contra estes receptores. A deposicdo cronica
destes auto-anticorpos pode promover a dessensibilizacdo, internacdo e/ou
degradacao intracelular do receptor, levando a progressiva denervagao
29.

simpatica A cintilografia miocardica com meta-iodobenzilguanidina



(MIBG) para avaliacao do sistema nervoso simpatico mostra freqientemente
areas com denervagao simpatica em pacientes com a forma indeterminada
da doenga de Chagas. Esta € uma evidéncia funcional de alteragao
simpatica precedendo qualquer anormalidade de contragdo miocardica °.
Portanto, é de se discutir que a agao de farmacos que atuem nos receptores

beta-adrenérgicos, como 0 caso dos betabloqueadores, poderia estar

modificada nesse cenario de denervacao simpatica.

O bloqueio beta-adrenérgico passou a ser considerado na
insuficiéncia cardiaca congestiva devido a demonstracdo da ativacao
simpatica e niveis elevados de noradrenalina nessa sindrome, promovendo
assim a progressao da disfungado miocardica e pior prognodstico. O carvedilol
€ a 32 geracao de betabloqueadores ndo seletivos e apresenta acédo em
receptores adrenérgicos B+, B2 € a4, provocando melhora da fungdo e do
remodelamento miocardico, além de diminuir a resisténcia vascular
periférica®’. Esse farmaco também possui propriedade antioxidante .
Diversos ensaios clinicos realizados com diferentes farmacos, notadamente
carvedilol, metoprolol e bisoprolol, mostraram melhora dos sintomas, da
funcao ventricular e da capacidade funcional, além de diminuir mortalidade e
morbidade em pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca

congestiva 34,

O uso do betabloqueador na miocardiopatia chagasica crbnica ainda &
controverso, com trabalhos mostrando resultados distintos. Estudo realizado
por Davila et al. ** demonstrou melhora da classe funcional e da fracdo de

ejecao apos dez semanas de uso de metoprolol, mas este trabalho nao
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possuia grupo placebo, foi realizado com apenas nove pacientes e a
freqiiéncia cardiaca média inicial era de 115 bpm . Entretanto, outro estudo
duplo-cego randomizado que associou carvedilol ou placebo apos
otimizagdo do inibidor da enzima conversora de angiotensina demonstrou
que o uso desse farmaco é seguro em miocardiopatas chagasicos crénicos,
mas nao verificou diferencas entre estes grupos na fragdo de ejecao,
diametros do ventriculo esquerdo e peptidio natriurético cerebral (BNP).
Outro estudo que avaliou qualidade de vida em pacientes com
miocardiopatia chagasica, através do Minnesota Living with Heart Failure
Questionnaire, mostrou que o uso do carvedilol piorou a qualidade de vida®’.
Por outro lado, trabalho recente que avaliou preditores de mortalidade em
miocardiopatia chagasica crénica indicou que a auséncia do uso de

betabloqueador é fator de pior prognéstico .

Dada a importancia da doenga de Chagas em nosso pais e
considerando sua fisiopatologia no que se refere a denervagao simpatica e
as consequéncias deletérias dessa alteragdo, desenvolveu-se este estudo
com a hipdtese do bloqueio beta-adrenérgico, com o uso do carvedilol,
apresentar beneficio reduzido no que diz respeito ao remodelamento

miocardico e sobrevida na miocardiopatia chagasica experimental.

Trabalho realizado com Hamsters Sirius inoculados com 10° formas
tripomastigotas do Trypanosoma cruzi demonstrou que esse modelo
experimental desenvolve miocardiopatia chagasica semelhante a do ser
humano. Apresenta miocardite intensa na fase aguda com agresséo

evidente e evolui, na fase cronica em parte dos animais, com miocardite
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cronica focal, depésito intenso de colageno, dilatagdo de camaras cardiacas
e piora da func&o ventricular ao ecocardiograma . Este mesmo modelo, na
fase crbnica, foi usado para avaliar o efeito de outros tratamentos na
miocardiopatia chagasica e demonstrou seu efeito nesta fase da doenca,
com menor acimulo de colageno intersticial *°. Portanto, nos pareceu um

modelo experimental apropriado para o estudo da miocardiopatia chagasica

cronica.
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OBJETIVO
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Avaliar o papel do carvedilol na mortalidade e no remodelamento

miocardico em modelo experimental de miocardiopatia chagasica.
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MATERIAIS E METODOS
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Foram avaliados 55 Hamsters Sirius fémeas. Os animais foram
obtidos do Biotério do Centro de Veterinaria da Universidade de Sao Paulo
(USP) e mantidos em gaiolas com cinco animais recebendo alimento e agua
ad libitum no Biotério do Instituto de Moléstias Tropicais da Faculdade de

Medicina da USP (FMUSP). Estes animais foram divididos em trés grupos:
1-  Grupo controle com 15 animais normais
2-  Grupo infectado com Trypanosoma cruzi com 20 animais

3- Grupo infectado com Trypanosoma cruzi com 20 animais tratados com

carvedilol 10 mg/kg/dia desde a inoculagao.

[ 55 Hamsters ]

Controles Infectados Infectados
sadios 105 parasitas 105 parasitas

[ Agua por ] [ Agua por ] Carvedilol

gavagem gavagem 10 mg/Kg/dia
por gavagem

Apods 6 meses ﬂ

Carvedilol
15 mg/Kg/dia
por gavagem

Os animais foram sacrificados apds 12 meses, sob anestesia com

tribromoetanol 2 mg/kg intraperitoneal. Foi realizada laparotomia mediana,
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com dissec¢ao e puncdo da veia cava e administracdo de solugdo com
cloreto de potassio (soro fisioldgico 0,9% 80ml + KCI 19,1% 20 ml) até a

parada cardiaca.

O coracgao foi removido por toracotomia mediana e dividido em trés
partes; a base e a ponta foram congeladas em nitrogénio liquido, a porgéao
média foi mantida em formol 10% e, posteriormente, montada em parafina.
Apos a retirada do coragao, também foi dissecada a tibia. Todos os 6rgaos

foram pesados logo apds sua retirada e a tibia foi medida.

O protocolo seguiu os critérios de cuidados com os animais definidos
pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Estudos com Animais) e UFAW
(Universities Federation for Animal Welfare) " *?. O protocolo foi aprovado
pela Comissdo de Etica do Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da
FMUSP (InCor-HC-FMUSP, SDC: 2432/04/052) e pela Comissdo de Etica

para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq, no. 473/04).

Inoculagao

Os Hamsters foram infectados com 100.000 formas tripomastigotas
de Trypanosoma cruzi cepa Y, via intraperitoneal %. Os parasitas foram
obtidos do sangue de animais A/J infectados sete dias antes. Foi realizada a

sangria dos animais apds a sedagao adequada com éter.

O citrato foi o anticoagulante usado para armazenar esse sangue
momentaneamente. Apds esse procedimento foi realizada a contagem dos

tripomastigotas em uma amostra isolada desse material. Essa contagem
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definiu a quantidade de parasitas que estavam disponiveis para a infecgao.
Posteriormente foi realizada diluicdo com solugao salina que permitiu afirmar
que em 0,5 ml da solugdo existiam 10° parasitas. S6 entdo foi realizada a
inoculagao de 0,5 ml intraperitoneal em cada animal. Os animais do grupo

controle foram inoculados com solugéao salina.

Tratamento

Os animais receberam como tratamento o carvedilol na dose de
10 mg/kg/dia ***°* em uma tomada Unica diaria, por meio de gavagem. Os
grupos controle sadio e infectado foram tratados com agua comum no
mesmo volume que o grupo infectado tratado com carvedilol. Apds seis
meses de tratamento, depois da andlise da frequéncia cardiaca e

tolerabilidade, a dose do carvedilol foi aumentada para 15 mg/Kg/dia.

Ecocardiograma

Ecocardiograma transtoracico modo M, bidimensional e Doppler
pulsado foi realizado utilizando-se o aparelho Acuson, modelo Sequdia 512,
com transdutor de 9 mm e frequéncia de 13 MHz. O padréao de contracio
regional e global foi avaliado em tempo real nos cortes paraesternal
longitudinal e transverso do ventriculo esquerdo (VE). As dimensdes
cardiacas sistolicas e diastolicas foram analisadas pelo modo M e
normalizadas pelo tamanho da tibia X 100 no momento final do estudo, apos

o sacrificio. A funcdo ventricular sistélica foi calculada pela fragdo de
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encurtamento do VE: AD(%) = [(DD-DS)/DD] x 100. O tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV) foi avaliado para a analise da funcao diastdlica através
do Doppler pulsado na medida do fluxo entre as valvas mitral e adrtica. O
TRIV corrigido pela frequéncia cardiaca foi baseado na férmula:
TRIV/\B0/freqiiéncia cardiaca. O indice de performance miocardica (IPM) foi
analisado pela férmula: (a — tempo de ejegao) / tempo de ejegéo, sendo “a” o
intervalo entre o fechamento e a abertura da valva mitral. Esse indice foi
usado para avaliagdo da fungdo global do coragdo. O ecocardiograma foi
realizado de acordo com as recomendacdes da Sociedade Americana de
Ecocardiografia “°. Os animais foram submetidos a esse procedimento antes
do inicio do estudo e a cada quatro meses, sendo previamente anestesiados
com tribromoetanol na dosagem de 2 mg/kg via intraperitoneal. O exame foi
realizado de acordo com a sua padronizagao em pequenos roedores, sendo
considerados como normais os valores dos ecocardiogramas de animais

sadios do grupo controle. A anadlise desse exame foi realizada por

examinador que n&o conhecia a que grupo o animal pertencia.

Eletrocardiograma

O eletrocardiograma foi realizado a cada quatro meses, juntamente
com o ecocardiograma. Esse exame foi realizado no aparelho Dixtal -
Eletropagina (eletrocardiografo trés canais EP-3) conectando-se os eletrodos
nas patas dianteiras e traseiras do animal, respeitando as referéncias: braco

direito, braco esquerdo, perna esquerda e perna direita. Foram realizadas as
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derivagdes DI, DII, DIll, aVR, aVL e avF, em ganho de 2N e velocidade de
50 mm/s. O papel usado foi o ECG recording paper series 4700AH da
Hewlett Packard. As variaveis analisadas foram ritmo, frequéncia cardiaca,
duracdo do QRS e presencga de extra-sistoles. A analise desse exame foi

realizada por examinador que nao conhecia a que grupo o animal pertencia.

Analise morfolégica

Apos a remogao do coragdao, o mesmo foi fixado em formol 10% e
emblocado em parafina, sofreu cortes transversais em secgdes de 5 um ao
nivel do equador do coracdo, de modo a analisar ventriculo direito e
esquerdo. Os cortes foram corados com Picrosirius red e utilizados para
analise morfométrica para quantificagdo da fragdo do volume de colageno
intersticial no miocardio. Para isso, um corte de cada coracao foi analisado
pelo programa Quantimet 570 Image Analyser, LeicaQwin (Cambridge, UK)
acoplado a microscopia Optica. A quantificacdo da fragdo do volume de
colageno intersticial foi determinada calculando-se a percentagem de area
de colageno sobre a area total de miocardio, analisando-se todos os campos
de um corte, utilizando-se a objetiva de 10X, sendo que as fragdes do
volume de colageno intersticial do ventriculo esquerdo e direito foram
determinadas separadamente. O colageno perivascular foi determinado pela
percentagem de area de colageno perivascular sobre a area da luz do vaso,
medido em todos os vasos do corte. Esta analise foi realizada por

examinador que n&o conhecia a que grupo o animal pertencia.
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Avaliacao clinica

Os animais foram avaliados diariamente em relacdo a pelagem,
comportamento, alimentacdo e secregdes, sendo a pesagem realizada

mensalmente.

Analise estatistica

As variaveis classificatérias foram descritivamente apresentadas em
graficos. A associagao entre elas foi avaliada com o teste qui-quadrado ou

teste da razéo de verossimilhanga ou teste exato de Fisher.

As variaveis quantitativas foram apresentadas descritivamente em
tabelas e graficos contendo média e desvio padrdao. As variaveis que
apresentaram distribuicdo normal foram comparadas com anadlise de
variancia e teste de Tukey, caso contrario utilizou-se o teste de
Kruskal-Wallis e teste de Dunn. Nos casos em que somente dois grupos
foram comparados utilizou-se o teste de Mann-Whitney. Utilizou-se o método
de Kaplan-Meier para construgdo das curvas de sobrevida e comparadas
com o teste log-rank. Os valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.
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RESULTADOS
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Caracteristicas clinicas

Quanto as caracteristicas clinicas, subjetivamente, observamos no
grupo infectado e no grupo carvedilol animais mais doentes e prostrados
com perda na pelagem e aglomerados na gaiola. Objetivamente, o peso dos
animais dos diferentes grupos era semelhante no inicio do protocolo. No
primeiro més do estudo, os animais do grupo controle apresentavam peso
significantemente maior que os outros grupos (p = 0,003). No 4° més do
protocolo nao ocorreu diferenga estatistica entre os grupos, mas o peso do
grupo carvedilol foi menor, seguido pelo grupo infectado e controle. No 8° e
12° meses o grupo infectado passou a ter maior peso, com diferenca

significativa para o grupo carvedilol (figura 1).
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Figura 1 - Peso médio dos animais. *p<0,05 vs controle e carvedilol e **p<0,05 vs
carvedilol (i = inicial, 4° = quarto més, 8° = oitavo més, 12° = décimo segundo
més)
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Eletrocardiograma

O eletrocardiograma inicial ndo apresentou diferenga entre os grupos
em relagcdo ao ritmo sinusal, frequéncia cardiaca, duracdo do QRS
e presenca de extra-sistoles. Os eletrocardiogramas realizados no 4°, 8°
e 12° meses mostraram diminuicdo da frequéncia cardiaca no grupo
carvedilol, mas sem diferenca estatisticamente significativa, quando
comparado aos grupos controle e infectado (figura 2). Ocorreu, no grupo
carvedilol, diminuigdo da frequéncia cardiaca média de 8,51% no 12° més
em comparagdo ao grupo infectado. Quando consideramos tempos
diferentes dentro do mesmo grupo, verificamos que a frequiéncia cardiaca do
grupo controle permaneceu estavel nos 12 meses, sofrendo aumento
de apenas 0,35%. O grupo infectado sofreu aumento de 11,5%; no grupo
carvedilol, a frequéncia cardiaca elevou-se apenas 4,0%, menos da metade
em relacdo ao infectado (figura 3). Em relagdo ao ritmo sinusal, duragao
de QRS e presenca de extra-sistoles, nado ocorreram diferengas

significativas (figura 4).
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Figura 4 - Eletrocardiograma dos animais dos grupos controle (A) com ritmo
sinusal, infectado (B) e carvedilol (C), ambos com bigeminismo
ventricular
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Remodelamento cardiaco

Utilizamos o peso do coragao e sua razao sobre o tamanho da tibia
para obtermos uma medida grosseira do remodelamento. Observamos
que o0 peso desse 6rgao nado apresentou diferenga estatisticamente
significativa, mas o grupo controle tem menor peso quando comparado aos
outros grupos (controle: 0,60 * 0,081 g; infectado: 0,62 = 0,119 g;
carvedilol: 0,66 + 0,270 g; p = 0,920). De forma semelhante, a razdo do
coragao pela tibia também nao mostrou diferenga estatistica significativa
(controle: 0,022 £ 0,003; infectado: 0,024 + 0,005; carvedilol: 0,026 + 0,011;
p = 0,804) (figura 5), mas quando consideramos o valor da razdo associado
ao desvio padrdao notamos que o0s grupos carvedilol e infectado
apresentaram maior heterogeneidade que o controle, sugerindo serem

compostos de animais com maior variagao do peso do coragao (figura 6).
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Figura 5 - Razao do peso do coragao sobre o tamanho da tibia (p = 0,804)
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Figura 6 - Desvio padrdo da razdo do peso do coragido sobre o tamanho da tibia
(p =0,804)

A anadlise do indice do didametro diastdlico do ventriculo esquerdo
possibilitou a avaliagdo do remodelamento geométrico do coragdo. Os
animais apresentavam os seguintes didametros diastélicos no momento
inicial: controle: 0,44 + 0,05 cm; infectado: 0,42 + 0,04 cm; carvedilol:
0,39 = 0,03 cm. Observamos que no 8° e 12° meses ha aumento do
diametro diastdlico do ventriculo esquerdo nos grupos infectado e carvedilol
em comparagdo com O grupo controle, mas sem diferenca estatistica

(controle 8° més: 0,54 + 0,04 cm; infectado 8° més: 0,56 + 0,04 cm;
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carvedilol 8° més: 0,58 + 0,12 cm; p = 0,519; controle 12° més: 0,52 + 0,06
cm; infectado 12° més: 0,58 + 0,10 cm; carvedilol 12° més: 0,57 + 0,05 cm;
p = 0,190). Os animais que foram sacrificados ao final do experimento
também apresentavam aumento da razdo do diametro diastélico do
ventriculo esquerdo pelo tamanho da tibia x 100 (figura 7) nos grupos
infectados em comparacdo com o grupo controle, mas sem diferenca
estatistica. O didmetro sistélico do ventriculo esquerdo, de forma similar ao
didmetro diastoélico, também mostrou aumento no 8° e 12° meses, mas sem
diferenca estatistica entre os grupos (controle inicial: 0,27 + 0,05 cm;
infectado inicial: 0,25 + 0,04 cm; carvedilol inicial: 0,25 + 0,04 cm; p = 0,163;
controle 8° més: 0,39 + 0,05 cm; infectado 8° més: 0,41 + 0,06 cm; carvedilol
8° més: 0,47 + 0,14 cm; p = 0,112; controle 12° més: 0,36 = 0,05 cm;
infectado 12° més: 0,42 + 0,13 cm; carvedilol 12° més: 0,43 + 0,07 cm; p =
0,084). Os animais sacrificados ao final do experimento também néo
apresentavam diferencga estatisticamente significativa quando se comparava
a razao do diametro sistdlico do ventriculo esquerdo pelo tamanho da
tibia x 100, mas os grupos infectados apresentavam aumento desta razao

em relagao ao grupo controle (figura 8).
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Figura7 - Razido do didmetro diastélico do ventriculo esquerdo (DDVE) pelo
tamanho da tibia x 100 dos animais sacrificados (p = 0,238)

2,50 -

2,00 -

1,50 -

1,00 -

0,50 |

DSVE / tamanho da tibia x 100

0,00 -
Controle Infectado Carvedilol

Figura 8 - Razdo do diametro sistélico do ventriculo esquerdo (DSVE) pelo
tamanho da tibia x 100 dos animais sacrificados (p = 0,065)

A quantificacao da fracdo do volume de colageno no miocardio do
ventriculo esquerdo demonstrou grande acumulo de colageno no intersticio

dos animais do grupo infectado e carvedilol, com diferenga estatisticamente
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significante entre estes grupos, quando comparado ao grupo controle.
A quantificagcao da fragao do volume de colageno intersticial no miocardio do
ventriculo direito também mostrou diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos controle e infectado. Ainda, a quantificacdo da fracdo do
volume de colageno perivascular mostrou diferenca estatistica entre os
grupos carvedilol e infectado quando comparado ao controle (tabela 1). Foi
possivel recuperar o coragdo de alguns animais (no total de 11 coracdes)
que morreram durante o estudo, e nestas pecas a analise da fragdo do
volume de colageno intersticial do ventriculo esquerdo e direito ndo mostrou
diferencas significativas entre os grupos carvedilol e infectado
(infectado VE: 2,163 % 0,759; carvedilol VE: 1,809 + 0,761; p = 0,361;
infectado VD: 2,509 + 1,14; carvedilol VD: 5,111 + 6,836; p = 0,715).
A analise do colageno perivascular entre estes animais também n&o mostrou
diferenca estatistica (infectado: 0,551 = 0,286; carvedilol: 0,671 = 0,31;
p = 0,584). E importante lembrar que ndo ocorreram 6bitos no grupo controle

no decorrer do estudo (figura 9).
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Tabela1 - Fracdo do volume de colageno intersticial nos ventriculos
esquerdo, direito e perivascular dos animais sacrificados no final

do experimento

Grupos
Controle Infectado Carvedilol P
Ventriculo
esquerdo 0,812 £ 0,356* 4,242 + 1,435 3,607 £ 1,951 *p<0,001
%
Ventriculo *p = 0,002
direito 1,284 +0,605  5208+2511* 4,428 +2,353 Vs
% controle
Perivascular
o 0,810 £ 0,489* 1,490 £ 0,385 1,412 £ 0,597 *p=0,013
(1]
A B C
& J |: I|’
T i r’\ |
D E) i F

Figura 9 - Fotomicrografia do miocardio corado com picrosirius red (10X): em

vermelho o colageno

A - grupo controle; B - grupo infectado; C - grupo carvedilol
Vaso intramiocéardico: D - grupo controle; E - grupo infectado; F - grupo

carvedilol
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Funcao cardiaca

A funcao sistélica do ventriculo esquerdo foi avaliada pela fracdo de
encurtamento (AD). No inicio do estudo, antes da infec¢cdo, ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos. Os exames realizados no 8° e 12°
meses mostraram AD menor nos grupos infectado e carvedilol,
principalmente neste ultimo, em relagdo ao controle, mas sem significancia
estatistica (figura 10). Para avaliar a fungao global do ventriculo esquerdo
usamos o indice de performance miocardica (IPM), que no momento inicial
nao mostrou diferenca entre os grupos (controle: 0,37 = 0,09; infectado:
0,36 = 0,11; carvedilol: 0,44 = 0,19; p = 0,217). Este indice também néo
mostrou diferengas entre os grupos nos demais ecocardiogramas
(controle 4° més: 0,49 = 0,13; infectado 4° més: 0,48 = 0,10;

carvedilol 4° més: 0,52 + 0,13; p = 0,736; controle 8° més: 0,63 = 0,15;

infectado 8° més: 0,51 £ 0,08; carvedilol 8° més: 0,89 * 0,62; p = 0,101;

controle 12° més: 0,67 = 0,12; infectado 12° més: 0,58 + 0,11;

+

carvedilol 12° més: 0,62 + 0,17; p = 0,365).

A analise da funcédo diastélica do ventriculo esquerdo foi avaliada
apenas por um indice, o tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido
(TRIV corrigido) e ndo mostrou diferengas significativas entre os grupos, nos

quatro ecocardiogramas realizados (figuras 11 e 12).
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Figura 11 -Tempo de relaxamento isovolumétrico corrigido (TRIV corrigido)
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Figura 12 -Ecocardiograma modo M em animais do grupo controle (A) e do grupo
infectado (B). Doppler pulsado da via de entrada do ventriculo esquerdo
(C) e Doppler pulsado entre as valvas mitral e adrtica para
determinacgao do TRIV (D)

Sobrevida

Analisando-se as curvas de sobrevida e comparando os trés grupos,
observamos sobrevida significativamente maior no grupo controle em
relacdo aos grupos infectado e carvedilol (p <0,001, figura 13) mas né&o
observamos essa diferenga entre os grupos infectado e o grupo tratado
durante os 12 meses do protocolo. Entretanto, quando separamos a
evolugdo da doenca em duas fases, sendo a aguda considerada até o 100°
dia apds a infeccdo, e a crbnica apds esse periodo, observamos maior

mortalidade no grupo infectado quando comparado ao grupo carvedilol na
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fase aguda (p< 0,001). Neste periodo da fase aguda ocorreram 14 ébitos no
grupo infectado, 9 6bitos no grupo carvedilol € nenhum 6bito no controle. Ja
na fase crénica ocorreram 3 6bitos no grupo carvedilol e nenhum 6bito nos
outros grupos. Portanto, chegaram ao final do experimento 6 animais no

grupo infectado e 8 no grupo carvedilol.
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Figura 13 -A — Kaplan-Meier no periodo total do estudo: *p <0,001 vs grupo
infectado e grupo carvedilol
B — Kaplan-Meier na fase aguda, até 100 dias de infecgao: *p <0,001 vs
grupo infectado e grupo carvedilol e **p <0,001 vs grupo infectado
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DISCUSSAO
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Estudos clinicos ja demonstraram o beneficio do betabloqueador na
insuficiéncia  cardiaca secundaria a diferentes  miocardiopatias,
principalmente de etiologia isquémica e idiopatica, entretanto, esta agao
ainda nao foi comprovada na miocardiopatia chagasica. Este estudo foi
desenhado exatamente para avaliar, em um modelo experimental, o papel
do betabloqueio neste cenario. Vale a pena ressaltar que os escassos
estudos com pacientes chagasicos foram de curta duracdo e com numero
reduzido de pacientes, e alguns sem controle placebo ou cego e com
resultados conflitantes. Esses estudos precederam dados experimentais que
indicassem o beneficio e a seguranca do uso do farmaco. Sabemos da
maior incidéncia de bloqueios atrioventriculares e intraventriculares na
cardiopatia chagasica, além do papel da denervagao simpatica na evolugao
da doenca. Portanto, o uso do betabloqueador poderia ndo ser benéfico e
até causador de maior incidéncia de bloqueios. Entdo, os dados
apresentados neste estudo podem direcionar ou facilitar o desenho de novos

estudos experimentais ou clinicos.

No presente estudo a analise do peso dos animais mostrou que no
1° més o grupo controle apresentava peso maior que 0s outros grupos
(p = 0,003), possivelmente devido a agresséo pela infecgdo aguda. Apos
este periodo os pesos se equilibraram, mas com maior ganho de peso pelo
grupo infectado, podendo corresponder a maior retencdo hidrica por
insuficiéncia cardiaca. Ja no 8° e 12° meses o grupo carvedilol passou a ter
menor peso que o grupo infectado, da mesma forma essa diferenga pode

estar associada a alguma melhora no quadro hidrépico.
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4345 \tilizarem as doses de

Apesar de outros estudos com roedores
carvedilol variando de 2 a 30 mg/Kg/dia, optamos pela dose de 10 mg/kg/dia
inicialmente. Entretanto, apds a analise da frequéncia cardiaca definimos
aumentar a dose para 15 mg/Kg/dia objetivando melhor bloqueio beta-
adrenérgico. Sendo assim, a frequéncia cardiaca foi menor no grupo
carvedilol em todas as medidas apds o inicio do tratamento, apesar de nao
apresentar diferenca estatistica mesmo apos reajuste da dose. Os estudos

que utilizaram doses mais elevadas ** *

caracterizavam-se por serem
estudos agudos, de curta duragdo e nenhum com modelo de Chagas, dai
nossa opg¢ao em nao atingir doses mais elevadas. Quanto aos parametros
eletrocardiograficos avaliados ndo houve diferenca entre os grupos. Apesar
de maior numero de animais com arritmias ventriculares nos grupos
infectados, elas também estiveram presentes em alguns animais do grupo
controle e nado foram atenuadas pelo carvedilol, ndo apresentando
diferencas estatisticas entre os grupos. Outros estudos com
betabloqueadores mostraram redugao de arritmias e de morte subita em
pacientes com insuficiéncia cardiaca, porém ndo em chagasicos 3" 3 34 E
possivel que na miocardiopatia chagasica a fisiopatologia das arritmias

possa estar relacionada a miocardite intensa e a grande fibrose miocardica,

maior que em outras cardiopatias *’.

A analise do didmetro diastdlico do ventriculo esquerdo, realizada
antes da infeccdo, mostrou parametros semelhantes aos encontrados por
Salemi et al. “® em estudo realizado em Hamsters Sirius saudaveis. Este

mesmo parametro ndo mostrou diferenga estatistica apdés a infeccdo e o
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inicio do tratamento, mesmo tendo o grupo controle diametros menores no
8° e 12° meses. Resultado semelhante, porém com diferenca estatistica, foi
encontrado por Bilate et al. no mesmo modelo experimental *°. A razéo do
diametro diastolico pelo tamanho da tibia x 100 também nao mostrou
diferencas significativas nos animais que foram sacrificados ao final do
experimento, apesar de maior valor nos grupos infectados. O didmetro
sistolico do ventriculo esquerdo apresentou evolugdo semelhante ao
diastdlico, nao tendo diferengas estatisticas detectaveis entre os grupos. No
caso desta ultima variavel o p = 0,065 pode nao ter atingido significancia
estatistica devido ao numero reduzido de sobreviventes ou a um tempo
reduzido do experimento, porém, essa diferenga ficou mais proxima da
significAncia comparando os grupos infectados com o controle mas nao
entre os infectados. Quando observamos a razdo do peso do coragao pela
sua tibia, e seu desvio padrao, notamos que os grupos carvedilol e infectado
sao mais heterogéneos, com maior desvio padrao e provavelmente
compostos de animais com e sem dilatagcao cardiaca. Sabidamente, apenas
10% dos individuos evoluem para cardiopatia dilatada, talvez dai a média
dos grupos infectados, apesar de mais alta e com maior desvio padrao, nao
apresentar diferenca estatistica. Outro ponto a ser observado é o fato dos
animais sobreviventes serem os menos doentes, e 0os animais com maior
dilatacdo cardiaca poderem ter morrido durante o experimento. O trabalho
original feito por Bilate et al. % difere neste ponto, por apresentar diferenca
estatistica entre o grupo controle e os infectados, mostrando a eficiéncia do

modelo.



40

O remodelamento reverso com redugcdo do tamanho da cavidade
ventricular esquerda e a melhora da fungéao sistdlica em pacientes tratados
com betabloqueador j& foram anteriormente demonstrados *®. Ainda mais, a
atenuacdo do remodelamento estrutural com diminuicdo da fibrose

miocardica também foi evidenciada previamente “°.

Entretanto, tais
alteragdes nao foram estudadas na cardiopatia chagasica. No presente
estudo a anadlise da fracdo do volume de colageno intersticial no miocardio
dos ventriculos esquerdo, direito e perivascular mostrou que a agressao
miocardica provocada pela doenga de Chagas foi semelhante nos grupos
infectado e carvedilol, e estes diferem de forma significativa do grupo
controle. Portanto, é possivel que, diferente de outras etiologias, o papel da
inflamacao, agressao auto-imune e, principalmente a denervagao simpatica,
sejam mecanismos fundamentais na fisiopatologia da miocardiopatia
chagasica, maior que em outras cardiopatias e que, entao, o tratamento com
betabloqueador ndo apresente o mesmo efeito protetor. O trabalho realizado

por Nastari °

, estudando pacientes com miocardiopatia chagasica e
isquémica, mostrou nivel muito menor de norepinefrina no miocardio dos
chagasicos. Entdo, mais uma vez, o efeito central do bloqueio beta-
adrenérgico no coragao neste modelo de miocardiopatia chagasica teria o
menor beneficio justificado. Apesar da auséncia de dilatagdo ventricular com
significancia estatistica neste modelo, sabemos que em pacientes na forma
indeterminada da doenga, com geometria e fungdo sistdlica normais, a

fibrose miocardica ja é detectada *'. Os dados obtidos no presente estudo

sugerem que o tratamento com carvedilol ndo modificou o acumulo de
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colageno em nenhum dos compartimentos do coracédo (intersticio e
perivascular), nem nas diferentes camaras (esquerda e direita) deste modelo

experimental.

A confirmagdo de maior agressao da doenca nos animais que
morreram no decorrer do estudo fica prejudicada por serem recuperados
poucos coragdes devido a caracteristica canibal dessa espécie, e por nao
ocorrerem mortes no grupo controle para compararmos a histologia.
Entretanto, nos poucos coragdes recuperados nao havia atenuacao do
acumulo do colageno entre os dois grupos infectados. A sugestdo que,
nesses animais cujos coragdes foram recuperados, as mortes nao foram por
maior fibrose ou insuficiéncia cardiaca e sim mortes subitas por arritmias,

também nao pode ser confirmada com a metodologia aplicada.

Em relacéo a funcao sistolica e diastolica do ventriculo esquerdo, em
repouso, observamos que o AD foi maior no grupo controle no 8° e 12°
meses, mas sem diferenca estatistica, quando comparado com outros
grupos. Esta semelhanga estatistica pode ser devido a morte dos animais
mais doentes, que poderiam ter pior fungao cardiaca. Fato semelhante pode
ter ocorrido com IPM, que avaliou a fungéo global do ventriculo esquerdo, e
com o TRIV corrigido, que avaliou a funcdo diastélica. Entretanto, pode-se
observar que os valores do AD dos grupos infectados estdo abaixo dos
valores de referéncia publicados anteriormente “® e o uso do carvedilol ndo
atenuou essa alteragdao representativa da funcao sistélica do ventriculo

esquerdo.
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Analisando a sobrevida dos animais, observamos maior mortalidade
nos grupos infectados, quando comparados ao controle, principalmente na
fase precoce da doenga, quando ocorreram 70% de mortes no grupo
infectado e 45% no grupo carvedilol contra nenhuma no grupo controle. Este
dado sugere, como possivel causa de morte, a intensa miocardite nesta fase
aguda, com maior incidéncia de arritmias pelo intenso processo inflamatério.
Se compararmos a sobrevida em 12 meses dos grupos infectado e
carvedilol, ndo observamos diferenca de mortalidade, sugerindo que o
betabloqueio, com o uso deste farmaco, nao apresentou efeito protetor sobre
este modelo experimental de miocardiopatia chagasica. Mas quando
dividimos a evolugcdo da doenca em fase aguda, até 100 dias, e crdnica,
apos este periodo observamos que a mortalidade no grupo carvedilol foi
menor que a do grupo infectado, mostrando beneficio do betabloqueador
nesta fase da doenca. Sterin-Borda et al. %, pesquisando receptores beta-
adrenérgicos, auto-anticorpos e sua relagdo com atenolol em camundongos
BALB/c chagasicos mostraram menor mortalidade no grupo tratado com
atenolol até a 92 semana, por reducdo na fixagdo de anticorpos nos
receptores cardiacos. Fernandez et al. >’ em trabalho realizado em ratos
albinos suigos, mostrou menor parasitemia na 12 semana no grupo infectado
tratado com propanolol em comparagdo com o grupo infectado nao tratado.
Portanto, menor intensidade na miocardite secundaria a possivel reducédo da
agressao parasitaria, associada a menor agressdo por agao de auto-
anticorpos, justificaria a menor mortalidade na fase aguda observada em

nosso estudo com o uso do carvedilol. A prevencao de morte subita com uso
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de betabloqueadores é descrita na literatura por varios pesquisadores 3> 3%

%2 Com a metodologia aplicada n3o foi possivel determinar se a redugdo da
mortalidade na fase aguda foi decorrente da reducdo da morte subita

prevenida pelo carvedilol ou por atenuagao da insuficiéncia cardiaca aguda.

Apos quase 100 anos de sua descrigao, a miocardiopatia chagasica
continua tendo uma fisiopatologia complexa, e em alguns pontos obscura,
com prognostico reservado, necessitando de maiores intervengdes sociais,
melhores cuidados meédico-assistenciais e novas pesquisas com o intuito de
melhorar sua evolugdo. Os nossos dados sugerem que o betabloqueador
carvedilol ndo tem efeito benéfico na miocardiopatia chagasica crénica
experimental, apresentando certo grau de protecdo na fase aguda da

doenca.
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CONCLUSOES



45

Neste modelo experimental de miocardiopatia chagasica:

o tratamento com carvedilol n&o reduziu a mortalidade no periodo total

do estudo;
o uso do carvedilol reduziu a mortalidade na fase aguda da doenca;

o uso do carvedilol ndo atenuou o remodelamento estrutural com

fibrose miocardica ou perivascular.
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LIMITACOES DO ESTUDO
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Devido a alta mortalidade na fase aguda da doenga o numero de

animais a serem analisados no final do estudo foi reduzido.

Devido ao canibalismo da espécie em estudo, a maior parte dos
coragdes dos animais que morreram durante o projeto ndo pode ser

recuperada para analise.

Quanto aos dados de fungao diastdlica, os mesmos ficaram limitados
devido a nado adequagao do software em relagao a frequéncia cardiaca

elevada dos animais.

A nao reducgao, com significancia estatistica, da frequéncia cardiaca

limitou o poder de algumas conclusdes.
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APENDICES



APENDICE A-1 - Banco de dados — Grupo controle

Controle Peso inicial peso 4 peso 8 peso 12 | FC inicial FC4 FC 8 FC 12
3775 106 145 159 137 428 428 500 428
4ADD 106 145 151 150 428 375 375 375
54DE 117 166 170 150 428 230 500 428
5150 111 148 168 XX 428 375 375 428
D41B 116 164 181 XX 428 333 428 375
6369 131 158 170 167 428 375 375 375
3260 111 147 166 140 375 428 375 428
A540 110 140 158 154 500 333 333 428
263B 119 149 169 151 428 333 333 428
XXXX 118 144 160 156 375 333 375 272
2F16 123 155 165 150 428 428 375 500
3AB2 105 143 162 161 375 333 428 428
27A3 130 160 160 152 375 333 428 428
3A6B 103 147 164 153 375 300 375 500
YYYY 128 165 172 154 375 333 333 375




APENDICE A-2 — Banco de dados — Grupo controle

Controle | Peso coragao | DDVE inicial DDVE 4| DDVE 8| DDVE 12| DSVE inicial | DSVE 4| DSVE 8| DSVE 12
3775 0,58 0,45 0,43 0,55 0,44 0,31 0,32 0,41 0,29
4ADD 0,47 0,44 0,53 0,46 0,47 0,23 0,41 0,32 0,33
54DE 0,82 0,45 0,55 0,53 0,57 0,33 0,35 0,45 0,34
5150 0,65 0,42 0,48 0,53 0,5 0,26 0,32 0,41 0,43
D41B 0,61 0,44 0,52 0,52 0,55 0,3 0,35 0,38 0,34
6369 0,59 0,43 0,53 0,53 0,52 0,22 0,3 0,3 0,35
3260 0,64 0,38 0,55 0,55 0,59 0,22 0,45 0,43 0,38
A540 0,48 0,34 0,5 0,57 0,54 0,19 0,3 04 0,35
263B 0,67 0,52 0,5 0,52 0,53 0,32 0,35 0,38 0,38
XXXX 0,61 0,51 0,65 0,62 0,61 0,33 0,52 0,45 0,42
2F16 0,62 0,42 0,63 0,54 0,53 0,24 0,43 0,34 0,38
3AB2 0,57 0,41 0,44 0,59 0,58 0,24 0,2 0,44 0,4
27A3 0,6 0,47 0,55 0,57 0,47 0,31 04 04 0,3
3A6B 0,56 0,43 0,55 0,54 0,42 0,27 0,36 0,34 0,27
YYYY 0,61 0,53 0,5 0,55 0,55 0,34 0,31 0,34 0,41




APENDICE A-3 — Banco de dados — Grupo controle

Controle colageno VE delta D inicial delta D 4 deltaD 8 delta D 12
3775 1,19 0,31 0,26 0,25 0,34
4ADD 0,74 0,48 0,23 0,30 0,30
54DE 0,63 0,27 0,36 0,15 0,40
5150 0,69 0,38 0,33 0,23 0,14
D41B 0,67 0,32 0,33 0,27 0,38
6369 1,15 0,49 0,43 0,43 0,33
3260 0,79 0,42 0,18 0,36 0,36
A540 1,06 0,44 0,40 0,30 0,35
263B 0,83 0,38 0,30 0,27 0,28
XXXX 0,30 0,35 0,20 0,27 0,31
2F16 0,71 0,43 0,32 0,37 0,28
3AB2 0,43 0,41 0,55 0,25 0,31
27A3 0,25 0,34 0,27 0,30 0,36
3A6B 1,51 0,37 0,35 0,37 0,36
YYYY 1,22 0,36 0,38 0,38 0,25




APENDICE B-1 - Banco de dados — Grupo infectado

Infectado Peso inicial peso 4 peso 8 | peso 12 FC inicial FC 4 FC 8 FC 12
EB2A 118 428
5347 93 428
6E 71 116 178 175 170 375 300 375 428
EEOE 125 375
TF3E 120 428
86 E4 105 156 153 156 428 375 375 428
727C 115 174 170 166 375 375 428 500
391C 100 138 141 143 375 428 333 375
753B 105 375
2779 124 428
569A 119 375
99B4 120 375
4DE1 120 375
3540 108 333
5B89 116 333
2A47 118 375
52F1 17 375
6E 96 116 375
2CC8 122 168 185 186 428 500 375 428
9918 113 154 168 175 375 375 375 428




APENDICE B-2 — Banco de dados — Grupo infectado

Infectado | Peso coracéo | DDVE inicial| DDVE 4| DDVE 8 | DDVE 12[DSVE inicial DSVE 4| DSVE 8| DSVE 12
EB2A 0,38 0,26
5347 0,4 0,29
6E 71 0,69 0,42 0,53 0,62 0,73 0,28 0,4 0,46 0,63
EEOE 0,5 0,41 0,23
7F3E 0,5 0,41 0,24
86 E4 0,56 0,42 0,51 0,51 0,48 0,23 0,34 0,3 0,35
727C 0,65 0,46 0,55 0,53 0,52 0,28 0,35 | 042 0,39
391C 0,5 0,43 0,49 0,56 0,48 0,27 0,28 | 044 0,26
753B 0,42 0,3
2779 0,9 0,38 0,2
569A 0,42 0,25
99B4 0,36 0,22
4DE1 0,7 0,44 0,23
3540 0,6 0,41 0,21
5B89 0,38 0,18
2A47 0,38 0,21
52F1 0,51 0,34
6E 96 0,42 0,26
2CC8 0,67 0,4 0,59 0,59 0,67 0,22 0,41 0,4 0,49
9918 0,58 0,49 0,5 0,56 0,58 0,32 0,31 0,42 0,39




APENDICE B-3 — Banco de dados — Grupo infectado

Infectado colageno VE delta D inicial delta D 4 delta D 8 delta D 12
EB2A 0,32
5347 0,28
6E 71 5,21 0,33 0,25 0,26 0,14
EEOE 3,07 0,44
7TF3E 1,68 0,41
86 E4 2,11 0,45 0,33 0,41 0,27
727C 5,07 0,39 0,36 0,21 0,25
391C 3,20 0,37 0,43 0,21 0,46
753B 0,29
2779 1,64 0,47
569A 0,40
99B4 0,39
4DE1 1,52 0,48
3540 2,91 0,49
5B89 0,53
2A47 0,45
52F1 0,33
6E 96 0,38
2CC8 5,95 0,45 0,31 0,32 0,27
9918 3,91 0,35 0,38 0,25 0,33




APENDICE C-1 - Banco de dados — Grupo carvedilol

Carvedilol Peso inicial peso 4 peso 8 peso 12 | FC inicial FC 4 FC 8 FC 12
6F70 123 375
3E50 116 428
2F32 105 141 147 132 428 375 333 375
2627 103 137 135 127 375 333 428 428
9D67 126 159 155 428 333 375
804B 108 428
4489 138 375
3D95 98 375
5354 161 88 105 116 375 333 375 375
9D1B 91 103 105 375 300 375
45B4 95 164 160 151 428 375 333 300
54FD 121 375
C63B 113 196 168 167 375 375 333 428
9DCE 104 375
AF43 103 300
956C 105 175 167 158 428 428 375 500
A98E 102 169 170 162 375 428 333 375
4BC3 122 172 375 375
BE78 91 142 131 124 214 300 375 375
5463 118 375




APENDICE C-2 - Banco de dados — Grupo carvedilol

Carvedilol | Peso coracao [DDVE inicial DDVE 4| DDVE 8 | DDVE 12 DSVE inicia‘ DSVE 4| DSVE 8| DSVE 12
6F70 15 0,39 0,22
3E50 0,37 0,31
2F32 0,52 0,45 0,52 0,52 0,52 0,32 0,47 0,41 0,39
2627 0,46 0,42 0,52 0,57 0,51 0,21 0,34 0,48 0,35
9D67 0,4 0,75 0,88 0,22 0,64 0,81
804B 08 0,36 0,22
4489 08 0,43 0,28
3D95 08 0,41 0,24
5354 0,46 0,39 0,47 0,59 0,65 0,21 0,38 0,5 0,54
9D1B 0,32 0,46 0,58 0,21 0,3 0,52
45B4 0,55 0,39 0,56 0,52 0,53 0,24 0,38 0,33 0,41
54FD 0,43 0,32
C63B 0,6 0,38 0,54 0,59 0,55 0,22 0,36 0,47 0,4
9DCE 0,6 0,42 0,29
AF43 0,7 0,4 0,25
956C 0,57 0,39 0,53 0,48 0,6 0,23 0,35 0,35 0,51
A98E 0,55 0,38 0,59 0,6 0,62 0,22 0,4 0,48 0,45
4BC3 0,39 0,52 0,24 0,43
BE78 0,45 0,36 0,4 0,46 0,55 0,22 0,3 0,31 0,36
5463 0,4 0,28




APENDICE C-3 — Banco de dados — Grupo carvedilol

Carvedilol colageno VE delta D inicial delta D 4 delta D 8 delta D 12
6F70 317 0,44
3E50 0,16
2F32 2,40 0,29 0,10 0,21 0,25
2627 1,38 0,50 0,35 0,16 0,31
9D67 0,45 0,15 0,08
804B 1,17 0,39
4489 1,62 0,35
3D95 1,16 0,41
5354 2,79 0,46 0,19 0,15 0,17
9D1B 0,34 0,35 0,10
45B4 1,75 0,38 0,32 0,37 0,23
54FD 0,26
C63B 7,13 0,42 0,33 0,20 0,27
9DCE 2,15 0,31
AF43 1,58 0,38
956C 4,45 0,41 0,34 0,27 0,15
A98E 5,34 0,42 0,32 0,20 0,27
4BC3 0,38 0,17
BE78 3,62 0,39 0,25 0,33 0,35
5463 0,30




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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