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Resumo

Existem evidéncias sugerindo que o coragdo de pacientes chagasicos
cronicos esta exposto ao estresse oxidativo, e que este fator contribui para a
progressao da doenga. O benzonidazol (BZN) é a unica terapia etioldgica disponivel
no Brasil, sendo que seu mecanismo de agao reside na modificacdo covalente de
macromoléculas do parasita através de espécies reativas geradas durante seu
metabolismo nitroredutor. Entretanto, além do mecanismo tripanocida, seu
metabolismo pode acarretar efeitos oxidativos deletérios ao hospedeiro. O presente
projeto € uma sequéncia de estudos anteriores, realizado nos mesmos pacientes
chagasicos crénicos, os quais demonstraram um aumento do estresse oxidativo
proporcional ao grau de severidade da doenga (OLIVEIRA et al., 2007), o qual foi
atenuado através da suplementacdo com vitaminas E e C (MACAO et al., 2007).
Portanto, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da suplementagédo antioxidante
com vitamina E (800 Ul/dia) e vitamina C (500 mg/dia), apos a terapia com BZN
durante 2 meses (5 mg/Kg/dia), com o intuito de minimizar os efeitos deletérios que
essa terapia ocasiona no hospedeiro. Os pacientes foram classificados e divididos
em quatro grupos, de acordo com a classificagdo clinica e hemodinamica de Los
Andes modificada, em grupos IA (n=10); IB (n=20); Il (n=7) e Ill (n=4). As atividades
da superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx),
glutationa transferase (GST) e glutationa redutase (GR), além dos conteudos de
glutationa reduzida (GSH), vitaminas E e C, os marcadores de estresse oxidativo,
como as substancias reagentes ao acido tiobarbiturico (TBARS) e proteina
carbonilada (PC), e os marcadores inflamatérios adenosina deaminase (ADA),
mieloperoxidase (MPO) e o6xido nitrico (NO), foram determinados no sangue dos
pacientes, antes e apds a terapia com BZN, e apds a suplementagcdo com a terapia
antioxidante. Comparag¢des entre os diferentes grupos foram realizadas usando
ANOVA (andlise de variancia), complementada pelo teste de Tukey—Kramer,
enquanto o teste t de Student foi usado para comparagédo pareada, antes e apos
alguma intervencao, admitindo um nivel minimo de significancia de p<0,05. Os
resultados revelaram que apds dois meses de tratamento com BZN, as atividades
das enzimas antioxidantes: GPx aumentaram em todos os grupos IA (p=0,0004), 1B
(p<0,0001), Il (p=0,0087) e Ill (p=0,0008); da enzima SOD nos grupos IA (p<0,0001),
IB (p=0,0007) e Il (p=0,0087), CAT (IA (p=0,0390), IB (p=0,0001) e Il (p=0,0068) e
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GST nos grupos IA (p<0,0001), IB (p<0,0001), Il (p=0,0090), foram aumentadas em
todos os grupos, exceto no grupo lll; e os niveis de PC foram elevados nos grupos IA
(p=0,0046), IB (p=0,0025) e Il (p=0,0041), novamente exceto o grupo Ill, além da
deplecédo de vitamina E nos grupos IA (p=0,0057), IB (p=0,0137) e Il (p=0,0230).
Apoés a suplementacao antioxidante, a atividade da SOD nos grupos IA (p<0,0001);
IB (p<0,0001); Il (p=0,0002); da GPx nos grupos IA (p=0,0064), IB (p=0,0003), Il
(p<0,0001) e Il (p=0,0108) e da GR nos grupos IA (p=0,0395) e IB (p=0,0345) foram
diminuidas; os conteudos de PC nos grupos IA (p=0,0034), IB (p=0,0003) e I
(p=0,0014); TBARS nos grupos IA (p<0,0001), IB (p=0,0007), Il (p=0,0011) e Il
(p=0,0341); NO nos grupos IA (p=0,0443), IB (p=0,0214) e Il (p=0,0402); ADA nos
grupos IA (p=0,0113) e IB (p=0,0022); e GSH nos grupos IA (p=0,0002), IB
(p=0,0006), Il (p=0,0211) foram diminuidos, enquanto que os niveis de vitamina E
foram aumentados nos grupos IA (p=0,0006), IB (p=0,0118) e Il (p=0,0061). Em
resumo, o tratamento com BZN promoveu um insulto oxidativo em pacientes
chagasicos crénicos demonstrado através dos aumentos das atividades de enzimas
antioxidantes, aumentos dos niveis de PC e deple¢des de vitamina E, os quais foram
atenuados através da suplementacdo antioxidante com vitaminas E e C durante seis
meses, demonstrado pela diminuicdo das atividades das enzimas SOD, GPx e GR,
menores niveis de PC, além de restaurar e aumentar os niveis de vitamina E. Além
disso, a suplementacdo também diminuiu os niveis de TBARS e marcadores
inflamatdrios (NO e ADA) nos estagios com menor comprometimento cardiaco.

Palavras-chave: cardiopatia chagasica crénica, benzonidazol, estresse oxidativo,

suplementacéao antioxidante
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Abstract

Effect of benznidazole treatment and antioxidant therapy in chagasic chronic
cardiopaty

There is evidence to suggest that chagasic myocardial patients are exposed to
oxidative stress that contributes to the disease progression. Benzonidazole (BZN) is
the only etiologic treatment available in Brazil and its action involves the covalent
modification of parasite macromolecules by reactive species generated during the
nitroreductor drug metabolism. However, beside to its tripanocide mechanism, its
metabolism generates de deleterious oxidative effects in the host. The present study
is a sequence of related publications on the same subjects, who showed an
increased oxidative stress associated with the severity of the disease (OLIVEIRA et
al., 2007), which was attenuated by supplementation of vitamins E and C (MACAOQO et
al., 2007). The objective of the present study was to evaluate the effect of antioxidant
supplementation with vitamins E (800 Ul/day) and C (500 mg/day) during six months,
after BZN therapy (5 mg/Kg/day) during two months, in order to minimize the
deleterious effects that this therapy promotes in the host. Patients were classified and
divided according to the modified Los Andes clinical hemodynamic classification, in
groups IA (n=10), IB (n=20), Il (n=7) and Il (n=4). The activities of superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), glutathione S-
transferase (GST) and glutathione reductase (GR), as well as the contents of
reduced glutathione (GSH), vitamin E and C, biomarkers of oxidative stress such as
thiobarbituric acid reactive species (TBARS) and protein carbonyls (PC), and the
inflammatory markers myeloperoxidase (MPO), nitric oxide (‘NO) and adenosine
deaminase (ADA), were all determined in the blood of patients. Comparisons among
the different chagasic groups were carried out by ANOVA, with post hoc analysis
using the Tukey test, and the Student t-test was used to compare each chagasic
group before and after the treatments. The results revealed that after two months of
BZN treatment the antioxidant enzymes activities of GPx were enhanced in all
groups: |IA (p=0.0004), IB (p<0.0001), Il (p=0.0087) and lll (p=0.0008); the enzymes
SOD in groups IA (p<0.0001), IB (p=0.0007) and Il (p=0.0087), CAT IA (p=0.0390),
IB (p=0.0001) and Il (p=0.0068) and GST IA (p<0.0001), IB (p<0.0001) and Il
(p=0.0090) were enhanced in all groups, except in group lll; PC levels were elevated
in all groups, IA (p=0.0046), IB (p=0.0025) and Il (p=0.0041), except in group llI;
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vitamin E contents were decreased in groups IA (p=0.0057), IB (p=0.0137) and II
(p=0.0230). After supplementation, the activities of SOD in groups IA (p<0.0001); IB
(p<0.0001) and Il (p=0.0002); GPx in groups IA (p=0.0064), IB (p=0.0003), Il
(p<0.0001) and Il (p=0.0108); GR in groups IA (p=0.0395) and IB (p=0.0345) were
decreased. The contents of PC were decreased in groups IA (p=0.0034), IB
(p=0.0003) and Il (p=0.0014); TBARS in groups IA (p<0.0001), IB (p=0.0007), Il
(p=0.0011) and Ill (p=0.0341); NO in groups IA (p=0.0443), IB (p=0.0214) and Il
(p=0.0402); ADA in groups IA (p=0.0113) and IB (p=0.0022); and GSH levels were
decreased in groups IA (p=0.0002), IB (p=0.0006) and Il (p=0.0211), while vitamin E
levels were enhanced in groups IA (p=0.0006), IB (p=0.0118) and Il (p=0.0061). In
conclusion, BZN treatment promoted an oxidative insult in chronic chagasic patients
with cardiopathy demonstrated through enzymatic activity enhancements of
antioxidant enzymes, increased PC and decreased levels of vitamin E contents,
which were all attenuated by the antioxidant supplementation with vitamins E and C,
evident by the decreased activities of SOD, GPx and GR, lowered levels of PC and
restoring of vitamin E levels. In addition, the antioxidant supplementation also
decreased TBARS levels and inflammatory markers such as *NO and ADA, mainly at
stages with lower cardiac commitment.

Key words: chronic chagasic cardiopathy, benznidazole, oxidative stress, antioxidant

supplementation
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1. Introducéo

1.1. Doenga de Chagas
1.1.1. Consideracdes Gerais

A Doencga de Chagas foi descoberta em 1909 pelo médico sanitarista Dr.
Carlos Justiniano Ribeiro das Chagas, durante as pesquisas realizadas em uma
campanha contra a malaria no Estado de Minas Gerais. Também denominada de
Tripanossomiase Americana € uma das patologias de mais larga distribuicdo no
continente americano e esta distribuida desde o sul dos Estados Unidos até a
Argentina e o Chile (REY, 2001).

Segundo dados dos 21 paises onde a doenga é endémica, cerca de 15
milhdes de pessoas estao infectadas pelo parasita, deixando cerca de um quarto da
populagdo da América Latina) de pessoas sob o risco de contaminagdo. A
ocorréncia de novos casos anuais € de cerca de 41.200 casos, com cerca de 12.500
mortes  anuais decorrentes dessa enfermidade (VINHAES;DIAS,2000;
GUHL,G.;LAZDINS-HELDS, 2006). Segundo dados epidemioldgicos, a endemia teve
uma diminuicdo desde o ano de 1990, porém, dentre as doencas tropicais de
ocorréncia nas Américas, ainda é a segunda patologia com maior frequéncia, sendo
este, um dado considerado extremamente significativo. No Brasil, a doenca esta
disseminada em 2.450 municipios, sendo que, a populagao infectada chega a 4,3%
da populagao total, ou seja, aproximadamente 7 milhdes, sendo que 60% presentes
na area urbana (DIAS, 2000).

1.1.2. Agente Etioldgico e Formas de Transmisséo

O agente causal Trypanossoma cruzi, € um protozoario hemoflagelado da
familia: Tripanosomatidae, ordem: Kinetoplastida. A enfermidade é transmitida por
insetos pertencentes a familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, popularmente
conhecidos como barbeiros. Na luz do intestino médio do inseto vetor, o T. cruzi
diferencia-se em tripomastigotas metaciclicas, a forma infectante para o homem. Os
tripomastigotas metaciclicos invadem diversos tipos de células do hospedeiro,
transformam-se em amastigotas, multiplicam-se e, apés um periodo aproximado de

quatro dias, se diferenciam em tripomastigotas, que rompem as células infectadas e
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sao liberados no meio extracelular. Esses tripomastigotas podem invadir células
adjacentes ou cair na circulagdo sanguinea, onde serao ingeridos pelo inseto vetor
durante a alimentagdo, mantendo o ciclo doméstico da doenga, ou irdo iniciar novos
ciclos multiplicativos em outros tecidos. Em humanos, o parasita mostra preferéncia
por células musculares e nervosas. Esse tropismo preferencial parece estar
associado tanto a caracteristicas intrinsecas das células invadidas, como também ao
tipo de cepa do parasita (TANOWITZ et al., 1992).

As formas habituais de transmissdo humana s&o aquelas ligadas diretamente
ao vetor, que ocorre através da deposicao de fezes e urina do triatomineo infectado
sobre a pele danificada e pelas mucosas do hospedeiro no momento do repasto
sanguineo, a transfusdo de sangue, a via congénita, e mais recentemente, as que
ocorrem via oral, pela ingestdo de alimentos contaminados. Mecanismos menos
comuns envolvem acidentes de laboratério, manejo de animais infectados,
transplante de 6rgaos e pelo leite materno (GONTIJO;SANTOS, 2009).

1.1.3. Formas Clinicas

Na fase aguda da doencga, os sinais clinicos s&o usualmente brandos e
inespecificos tais como: febre, mal estar, mialgia, edema, hepatomegalia,
esplenomegalia, miocardite e menos frequentemente meningoencefalite
(PUNUKOLLU et al., 2007). Nesta fase ocorre uma caracteristica tipica da doenca, a
inflamac&o no sitio da picada do inseto denominado de chagoma (pele) ou sinal de
Romana (conjuntiva ou palpebra), além da elevada concentragdo de parasitas na
corrente sanguinea (GIORDANENGO et al., 2002; ZACKS et al., 2005).

A fase subsequente é denominada de indeterminada, a qual pode apresentar
uma miocardite focal branda durante anos sem sinais de danos acumulativos ou
apenas assintomatica (ANDRADE, 1999). Cerca de 30% destes pacientes
chagasicos desenvolvem sintomas da fase crénica da doenga, caracterizada pela
presenca de miocardite ou disturbios patolégicos no sistema nervoso periférico e
sistema gastrointestinal. As manifestagdes intestinais sdo aumento progressivo do
es6fago ou colon, causado por inflamacédo crénica e destruicdo de neurbnios
parassimpaticos (DIAS, 2006). Nos pacientes que desenvolvem os sintomas da fase
crénica, ha um decréscimo da expectativa de vida de aproximadamente nove anos
(PRATA, 2001, BERN et al., 2007).
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1.2. Cardiopatia Chagasica Crbénica

A cardiopatia chagasica cronica (CCC) é a forma mais grave da doenga e
manifesta-se em cerca de 20 a 30% dos individuos infectados pelo Trypanosoma
cruzi (SOARES et al., 2001). Segundo a Organizacdo Pan-Americana da Saude, a
miocardite chagasica é a principal causa de morte por doengas do miocardio na
América Latina (DIAS, 1993; WHO, 2002; TDR, 2003). Apesar da incidéncia da
doenga de Chagas ter diminuido nas ultimas duas décadas, a questao prioritaria
hoje esta voltada para o contingente de pessoas ja infectadas, do qual uma parcela
importante ira desenvolver a cardiopatia chagasica crénica, maior determinante de
gravidade da doenga (DIAS, 1993, 2002; DIAS; SCHOFIELD, 2002; TDR, 2003;
GUH et al., 2007). Com isso, o foco dos estudos deveria ser direcionado para os
pacientes crénicos e para o desenvolvimento das lesdes que evoluem durante a fase
indeterminada e crénica da infecgao pelo Trypanosoma cruzi.

No Brasil estima-se de 3 a 5 milhdes o numero de pacientes chagasicos
cronicos (TDR, 2003; DIAS, 2007). Acredita-se que 10% a 40% dos pacientes
soropositivos apresentem alteracbes eletrocardiograficas compativeis com a
cardiopatia chagasica crénica (MARIN-NETO et al., 1999; WHO, 2002; DIAS, 2002;
TDR, 2003; DIAS, 2007) e, em algumas areas, a prevaléncia dessa cardiopatia
dentre os infectados pode chegar a 50% (MAGUIRE et al., 1982; MOTA et al., 1990).
Para 2000, estimava-se que no Brasil existiam mais de 191.000 cardiopatas
chagasicos, sendo que 19.100 com quadro grave (SCHMUNIS, 2000).

A histéria natural da cardiopatia chagasica na doenga de Chagas inicia
quando ha uma destruicdo de fibras miocardicas pelo processo inflamatoério e a sua
substituicao por tecido fibroso atingem um limite critico, obrigando os ventriculos a
remodelar-se frente & perda gradativa dos elementos contrateis (GUIMARAES,
1997). Uma inflamacgao crénica (miocardite) progressiva e fibrosante é o substrato
morfolégico fundamental dos mecanismos patogénicos responsaveis pela
miocardite. Os trés folhetos cardiacos e o sistema de conducdo ficam
comprometidos na doenga de Chagas (ANDRADE, 1999), sendo que, inumeros
achados na doenga de Chagas experimental e humana sugerem o envolvimento de
linfécitos T na formagao da lesdo chagasica, associado a presenga do parasita e/ou
seus antigenos (GUIMARAES, 1997), sendo que, a atividade da adenosina
deaminase (ADA) esta relacionada com a proliferacdo e diferenciagcéo linfocitica,

sendo considerada um marcador de imunidade celular, ja que esta elevada em
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doengas com uma resposta imune celular predominante. Logo, em se tratando de
CCC, a atividade dessa enzima poderia ser um indicativo de progressédo da doenca,
no que se refere a imunidade celular (EREL et al., 1998; LEE et al., 2007).

O remodelamento ventricular ocorre de duas maneiras: inicialmente, ocorre
hipertrofia das fibras integras e, posteriormente, dilatagdo da cavidade ventricular.
Essa hipertrofia extrinseca restaura temporariamente o volume sistdlico ja
comprometido, mas a dindmica do processo leva a dilatagdo cardiaca crescente,
com perda progressiva da capacidade de ejecéo ventricular em virtude da evolugéo
da miocardite e da sobrecarga mecanica. Nos estagios mais avangados, além do
componente sistolico, também se intensifica um componente de restricdo diastdlica,
devido a dilatacdo e ao enrijecimento pela fibrose. Contribuem ainda para o
agravamento da cardiopatia as arritmias ventriculares complexas, o
tromboembolismo pulmonar repetido e a insuficiéncia das valvulas mitral e tricuspide
(GUIMARAES, 1997).

Embora a doenga tenha sido intensamente estudada, tanto em seres
humanos como em modelos animais, o mecanismo de patogénese da CCC ainda
nao é completamente elucidado (SOARES et al., 2001). Sendo assim, surgiram
hipoteses para explicar a patogenia da cardiopatia associada a doenca de Chagas,
porém, ainda que existam dados e argumentos suportando estas teorias, elas nao
sdo mutuamente excludentes e os mecanismos imunopatogénicos que as sustentam
podem contribuir coletivamente para o quadro final da CCC (ZACKS et al., 2005;
VIEIRA, 2007).

1.2.1. Hip6tese da Auto Imunidade

A gravidade das lesdes cardiacas durante a fase crbnica e a baixa
concentragdo parasitaria sanguinea e tecidual, levantou a possibilidade de que
existam outros fatores além da resposta imune diretamente contra a infecgao
(DUTRA et al., 2005).

Foi sugerido que ha um mimetismo molecular, onde, o parasita apresenta
epitopos similares aos componentes do hospedeiro, especialmente do tecido
cardiaco, desencadeando uma producdo de anticorpos e células efetoras com

reatividade cruzada entre parasita e hospedeiro, sendo esse 0 mecanismo
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responsavel pelas lesdes cardiacas (PEDROSA, 1998; ANDRADE, 1999; CUNHA-
NETO et al.,1996; GARCIA et al., 2005; MEDEI et al., 2007; VIEIRA, 2007).

1.2.2. Hip6tese da Persisténcia do Parasito

A ligacédo entre a persisténcia do parasito e os sitios inflamatorios da fase
crénica € sustentada através de estudos que mostraram a presenca de DNA do T.
cruzi em amostras cardiacas de pacientes que tiveram CCC e a auséncia de DNA
em amostras de pacientes soropositivos que nao tinham sinais de cardiopatia
(TARLETON, 2001). Outros estudos também mostraram em pacientes que tiveram
faléncia cardiaca e que foram submetidos ao transplante de coracdo, o
desenvolvimento de miocardite no coracido transplantado, com parasitas T. cruzi
novamente detectados no sangue e tecidos, apds a imunossupressao, com
reativagao da doenca (BESTETTI et al., 2004; FAVALORO et al., 2006). Benvenuti e
colaboradores (2008) mostraram em bidpsias cardiacas de pacientes com CCC, que
houve associagao significativa entre persisténcia do parasita e alto grau de

miocardite.
1.2.3. Hip6tese neurogénica ou acometimento do sistema nervoso autbnomo

A teoria neurogénica parte da premissa que na fase aguda da doenga ha um
dano irreversivel nos neurbnios parassimpaticos e consequentemente, uma ativagao
excessiva permanente do sistema simpatico, promovendo efeitos cardiotoxicos pelas
catecolaminas, com progressao para o dano cronico e remodelamento cardiaco
(DAVILA et al., 2002; MARIN-NETO et al., 2007).

1.2.4. Hip6tese de Alteracdes Microvasculares

Segundo essa hipdtese, é possivel que alteragdes microvasculares que
resultem de processos trombo-embdlicos desempenhem papel relevante na génese
da doencga. Segundo Higuchi e colaboradores (2003), as alteragdes microvasculares
poderiam ser consequéncia da agao de substancias vasodilatadoras como resultado
do processo inflamatério ou da presenca do parasito, levando a processos

isquémicos, ocasionando as lesdes fibroticas (MARIN-NETO et al., 2007).
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1.2.5. Classificacéo Clinica

As manifestagdes cardiacas geralmente iniciam com alteragdes no sistema de
conducgao, mais frequentemente com bloqueio do ramo direito ou bloqueio fascicular
anterior e anormalidades vasculares do segmento ventricular esquerdo.
Posteriormente, manifestagdes tardias incluem extra sistoles complexas
ventriculares e taquicardia ventriculares, disfungdo e/ou doenca do nodo sino atrial,
alto grau de bloqueio cardiaco, fendmeno tromboembdlico pulmonar e sistémico
devido a formacao de trombos no ventriculo dilatado esquerdo ou aneurisma e,
finalmente, a cardiomiopatia progressiva dilatada com insuficiéncia cardiaca
congestiva (ICC) (BERN et al., 2007). Essas anormalidades desencadeiam
palpitacbes, pré sincope, sincope e alto risco de morte subita (RASSI, 2007). Em
vista desse polimorfismo clinico, varios esquemas de classificacdo sao utilizados na
América Latina para facilitar o manejo clinico desses pacientes, bem como para a
avaliacdo prognostica e terapéutica, sendo que, as mais importantes discriminam
alteragdes no eletrocardiograma (ECG) e presenga ou auséncia de ICC (BERN et
al., 2007). A classificacdo adotada para o presente trabalho é a Classificagao de Los
Andes Modificada por Xavier (1999), a mesma classificagao utilizada pelos trabalhos
anteriores desenvolvidos com esses mesmos pacientes (OLIVEIRA et al., 2007
MACADO et al., 2007).

A classificagao de Los Andes modificada por Xavier (1999) define estagios
evolutivos de acometimento cardiaco na doenga de Chagas, baseado na analise
clinica, eletrocardiografica e ecocardiografica, conforme segue:

e Grau IA: infeccdo com ECG normal ou boderline, fungéo ventricular normal ou
apenas discretamente deprimida;

e Grau IB: infeccao com ECG anormal e disfungao sistélica ventricular esquerda
moderada;

e Grau ll: infeccdo com ECG anormal e disfungao sistélica ventricular esquerda
grave;

e Grau lll: infeccdo com insuficiéncia cardiaca.

Nesta classificacdo, os pacientes com eletrocardiograma normal e os com
evidéncias clinicas de insuficiéncia cardiaca (IC) sao classificados nos grupos IA e
lll, respectivamente, sem necessidade de realizagdo de estudo ecocardiografico. Os

pacientes restantes (com eletrocardiograma alterado e sem IC) séo classificados de
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acordo com a sua fungao ventricular, avaliada pela ecocardiografia. Os pacientes
com fungdo normal ou apenas levemente deprimida também sao classificados no
grupo IA, em fungdo de suas curvas de sobrevida semelhantes. Os pacientes com
disfungdo moderada constituem o grupo IB, e aqueles com disfun¢ao grave, o grupo
Il (XAVIER, 1999; BERN et al., 2007).

1.2.6. Tratamento Etiologico - Benzonidazol

No Brasil, o Benzonidazol (BZN) é a unica terapia atualmente disponivel para
o tratamento etiolégico, que possui acédo direta contra as formas tripomastigotas
circulantes e amastigota intracelulares, sendo que sua eficacia varia em relagéo ao
tempo e dose do medicamento, bem como a fase da doenga (MARIN-NETTO et al.,
2008).

Figura 1: Estrutura quimica do Benzonidazol (BUSCHINI et al., 2007)

1.2.6.1. O tratamento com benzonidazol na fase crénica da doenca de Chagas

Na fase crénica, estudos experimentais em camundongos demonstraram que
a terapia com BZN promoveu diminuicdo de alteragdes eletrocardiograficas, além de
diminuir areas de fibrose no tecido cardiaco em relagdo ao grupo controle (GARCIA
et al., 2005; BUSTAMANTE et al., 2007). Viotti e colaboradores (2006) em ensaio
terapéutico controlado em chagasicos, monitorados em meédia durante oito anos,
demonstrou que o tratamento especifico com BZN diminui o aparecimento de novas
lesbes eletrocardiograficas no grupo tratado em relagdo ao grupo controle,
diminuindo também a frequéncia de pacientes com deterioragao clinica cardiaca.
Outro estudo demonstrou que apds o tratamento com BZN, houve uma negativagao
de 88,8% das hemoculturas durante um periodo de dois anos, em pacientes com
CCC, indicando seu efeito tripanocida nessa fase (CASTRO et al., 2006).
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1.2.6.2. Farmacocinética

O BZN a admininstrado por via oral, é rapida e quase completamente
absorvido pelo trato gastrointestinal, sua ligagédo a proteinas plasmaticas € da ordem
de 44%, atingindo sua concentragdo maxima (2,22 a 2,8ug/ml) em 2 a 4 horas. Sua
biotransformagao é parcial, sendo que a principal forma encontrada no organismo é
a sua forma inalterada; sua meia vida plasmatica € de aproximadamente 12 horas,
sendo excretado pela urina e fezes tanto na forma inalterada como de seus
metabolitos (KOROLKOVAS, 1997).

1.2.6.3. Mecanismo de agéo

O mecanismo de acao especifico do BZN ainda ndao é completamente
elucidado, porém, varios estudos evidenciararam que o mecanismo consiste na
reducdo do grupamento nitro, resultando na formagdo do radical nitroanion
(esquema n°1), através do sistema NADPH citocromo P-450, e sua re-oxidagao em
menor propor¢ao, resulta em formacado de espécies reativas de oxigénio (EROs)
como o anion superoxido (O2") e o perdxido de hidrogénio (H202) (esquema n°2), os
quais, podem fazer ligagdes covalentes com macromoléculas vitais do parasita e
promover dano oxidativo ao T. cruzi (TEMPERTON et al.,1998; PEDROSA et al.,
2001). Alguns estudos comparativos entre o BZN e o nifurtimox (NFX), um outro
farmaco anti chagasico, mostraram que o NFX produz EROs em uma proporgéao
muito maior que o BZN, através do processo de ciclizagdo redox (redox cycling), o
que, provavelmente justificaria a grande intensidade de efeitos colaterais
relacionados a sua terapia, a qual ndo é mais utilizada em nosso pais devido a sua
alta toxicidade. Portanto, o principal mecanismo atribuido a acdo do BZN seria a
formagao de derivados reativos intermediarios, ou seja, a formacao do radical
nitroanion e compostos eletrofilicos (derivados nitroso e hidroxilamina) (esquemas n°
3 e 4), os quais, também séo espécies toxicas tanto para o parasita quanto para o
hospedeiro. Desta forma a formacao de EROs ocorreria em menor proporcdo como
processo secundario ao processo de biotransformacéao via sistema citocromo P4z
(MORENO, 1982; DOCAMPO; MORENO, 1984; MAYA et al., 2007). No entanto, a
formagao conjunta dessas espécies deletérias € responsavel por danos celulares e
geracao de estresse oxidativo, tanto no parasita quanto no hospedeiro (PEDROSA
et al., 2001; HANEL; RAETHER, 2003).
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1. RNO, + NADPH = RNO;" + H" (Gerac&o do radical nitroanion, sendo que, o
NADPH é o doador de elétrons)

2. RNO; + O, = RNO; + O," = H,0, = HO' (Geracao de EROs = processo
secundario, em menor propor¢cao)

3. RNO; + RNO; + 2H" = RNO, + RNO; +H,0 (Geracéo de derivado nitroso)

4. RNO + 2NAD(P)H & RNHOH + 2NAD(P)" & RNH, (Geracdo de amina

correspondente: hidroxilamina)

Esquema 1: Mecanismo de agédo do benzonidazol

Outro mecanismo atribuido ao BZN que vem sendo estudado, é a inibicao da
enzima NADH-fumarato redutase, a qual esta presente no T.cruzi e catalisa a
reducdo do fumarato gerando succinato. A atividade dessa enzima é importante no
processo de geragdo de energia do parasita e também na eliminagdo de
equivalentes redutores. Tem sido demonstrado que, na auséncia de fumarato, essa
enzima produz O," e que a inibigdo incompleta da enzima pode transferir elétrons
para reagir com oxigénio molecular e gerar EROs (TURRENS et al.,, 1996;
CHRISTMAS; TURRENS, 2000).

A sensibilidade dos parasitas as EROs frequentemente depende de uma
deficiéncia nas defesas bioquimicas contra o dano provocado pelas mesmas
(LOCATELI et al., 2004; TURRENS, 2004). Aparentemente, o T. cruzi apresenta
baixos niveis de glutationa reduzida e carece de catalase e glutationa peroxidase,
tornando o parasita extremamente vulneravel ao ataque das EROs, com capacidade
limitada de detoxificar o peréxido de hidrogénio (BOVERIS et al., 1980). A defesa
antioxidante do T. cruzi € mediada pela enzima tripationina redutase, que € uma
flavoenzima NADPH-dependente que cataliza a redugao do antioxidante tripationina.
Esse sistema é responsavel por combater o estresse oxidativo intracelular do
parasita. Além disso, varios estudos genéticos associaram essa enzima com fatores
de viruléncia e de crescimento do parasita (JOCKERS-SCHERUBL et al., 1989;
CZECHOWICZ et al., 2006).

Portanto, a interacido destes metabdlitos e espécies reativas com DNA,
proteinas, lipidios e outros componentes celulares promovem seus efeitos
quimioterapéuticos contra o T. cruzi, entretanto, tais mecanismos sao responsaveis
também pelos efeitos adversos que esta terapia pode acarretar no hospedeiro
(PEDROSA et al. 2001; CASTRO et al., 2006).
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1.2.6.4. Efeitos adversos e toxicidade

As manifestagbes mais comuns incluem tremores, nauseas, vémitos, cefaléia,
anorexia, perda de peso, eritema, deplecdo das células vermelhas, podendo até
levar ao desenvolvimento de discrasia sanguinea, com quadros de leucopenia
(STOPPANI, 1999).

Sua toxicidade foi comprovada em modelos experimentais, sendo mutagénico
em bactérias e toxicos para protozoarios (GOIJMAN et al.,, 1985; NAGEL, 1987),
além de apresentar efeito clastogénico em macrofagos de animais(LACAVA; LUNA,
1994). Além disso, ha varias evidéncias de carcinogenicidade ligadas a este
farmaco, devido a relagdo de seu uso com o aparecimento de neoplasias malignas
em coragdes chagasicos transplantados (BOCCHI et al., 1994) e, em animais, foi
observado alta prevaléncia de linfomas malignos em coelhos infectados com T. cruzi
apos o tratamento com BZN (TEIXEIRA et al.,1990).

Neste sentido, Pedrosa e colaboradores (2001) demonstraram que
hepatdcitos de ratos tratados com BZN, sofrem um estresse oxidativo, proporcional
ao tempo do tratamento.

Em estudo realizado em nosso grupo de pesquisa por Oliveira (2004), foi
verificado que durante a CCC (em seres humanos), ha um estresse oxidativo
proporcional ao grau de comprometimento da doencga. Portanto, € possivel que o
tratamento com BZN, através de seu metabolismo oxidativo, acentue o estresse
oxidativo que os pacientes ja apresentam em virtude do proprio processo

inflamatorio crénico ligado ao desenvolvimento da CCC.

1.3. Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e Nitrogénio (ERNSs)

As espécies reativas sao moléculas contendo um ou mais elétrons
desemparelhados em seus ultimos orbitais atdmicos, sendo essa, a caracteristica
que confere sua alta reatividade (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001). As espécies
reativas de oxigénio (EROs) sdo formadas através da reducao parcial do oxigénio
até a agua, constituindo a classe mais importante de espécies radicalares geradas
em organismos aerdbicos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001; INOUE et al., 2003;
VALKO et al., 2007). A redugao univalente do O, produz o primeiro intermediario
reativo, o radical superéxido (O,"), sendo que, sua geragdo ocorre principalmente na

cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, onde cerca de 2% dos elétrons que
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participam das reacdes de transferéncia, escapam dos complexos mitocondriais e
acabam reagindo com o oxigénio molecular gerando esta espécie reativa,
constituindo a principal fonte de EROs (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001).

Outras fontes incluem a ativacdo inflamatéria através da enzima NADPH
oxidase na membrana de fagdcitos, ativacdo da enzima xantina oxidase durante a
produgcao de acido urico, através das oxigenases dependentes do citocromo P450
durante a metabolizagdo de xenobitticos, entre outros processos (PUNTARULO;
CEDERBAUM,1998; BERRY; HARE, 2004; CATHCART, 2004). O O," pode sofrer
dismutagdo espontdnea ou mediada pela enzima superoxido dismutase (SOD) a
peréxido de hidrogénio (H203), o qual, embora n&do seja uma espécie radicalar, ou
seja, nao apresenta elétrons desemparelhados em seu ultimo orbital, apresenta uma
meia vida longa e um alto poder de difusdo em grandes disténcias celulares antes
de sofrer uma reagdo (JENSEN, 2003). Além dos sitios que formam o O,", os
peroxissomas sdo grande fonte de produgdo de HyO, (VALKO et al., 2007). A
quebra das ligagdes do H,O, entre os atomos de O, forma o radical hidroxil ("OH),
catalisada por metais de transigdo (reagao de Fenton), ou pela combinagado do O™
com o H,0, (reagdo de Haber Weiss) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001). O radical
hidroxil € a ERO que apresenta a mais alta reatividade contra constituintes celulares,
e possui destarte menor meia-vida. Durante a ativagdo inflamatéria a enzima
mieloperoxidase converte o H,O; e cloreto em acido hipocloroso (HOCI), sendo que
essa espécie também em combinagdo com o O," da origem ao *“OH (CANDEIAS et
al.,1993; WINTERBOURN; KETTLE, 2000).

O oxigénio singlete ('0,) é um estado eletrénico excitado do oxigénio
molecular, que também possui capacidade oxidante e esta envolvido principalmente
nas reagdes de fotossensibilidade (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001).

A acdo dessas EROs promove oxidagcao de carboidratos, residuos de
aminoacidos, alterando forma e funcionalidade de proteinas e enzimas, e também
levar a uma alteragdo quimica das bases puricas e pirimidicas, promovendo
mutacdes ou até ruptura da fita de DNA. Pode ainda atacar os lipidios de membrana,
produzindo uma peroxidacao lipidica, alterando assim a organizagdo da membrana
celular (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001).

O oxido nitrico ("NO) é um importante sinalizador celular que participa de

varios processos fisiologicos, tais como: vasodilatagdo, inibicdo da agregacgéo
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plaquetaria, neurotransmissdao e regulacdo imune. Além disso, essa molécula
também possui um elétron ndo pareado em seu orbital mais externo, constituindo
uma espécie radicalar. Assim sendo, o *NO é o principal representante e precursor
de compostos coletivamente denominados de espécies reativas de nitrogénio (ERN).
O peroxinitrito (NOOQ’), apesar de n&do ser um radical por ndo apresentar elétrons
desemparelhados, € a ERN mais reativa e altamente difusivel, sendo formado
através da reacdo do ‘NO com o O,", promovendo dano através de oxidacdo e
nitracdo de acido nucléicos, proteinas e lipidios, apresentando assim potencial
patogénico em doengas inflamatdrias (NAVILIAT et al., 2005, SAWA; OHSHIMA,
2006).

Além desses mecanismos enddgenos de geracdo de EROS e ERNS, existem
fontes exdgenas tais como: farmacos, poluentes ou xenobibticos, tabagismo,
radiacado, além de toxinas bacterianas e fungicas, entre outras (CECARINI et al.,
2007).

1.4. Antioxidantes

Antioxidantes sao substancias que quando presentes em baixas
concentracdes, comparada com a concentracdo do substrato oxidavel, evita ou
previne significativamente a oxidagdo do substrato (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2001). A exposicdo a uma variedade de radicais livres tem levado ao longo do
tempo, os organismos a desenvolver uma série de mecanismos de defesas
antioxidantes, sendo que, esses mecanismos podem ser enzimaticos e nao

enzimaticos (enddgenos ou nutricionais) (CADENAS, 1997).
1.4.1. Antioxidantes Enziméaticos

A enzima superéxido dismutase (SOD) promove a dismutagédo do O, a H,O,
e O,, conferindo protecao celular contra essa espécie reativa, constituindo umas das
mais importantes e primeiras linhas de defesa antioxidante do organismo (McCORD;
FRIDOVICH, 1969). A SOD compreende uma familia de enzimas divididas em trés
isoformas, de acordo com a localizagdo: Cu, Zn-SOD (mitocondrial), a Mn-SOD
(citosdlica) e a EC-SOD (extracelular) (ZELKO; MARIANI; FOLZ, 2002).

A catalase (CAT) é uma enzima localizada principalmente nos peroxissomas

da célula e é responsavel pela detoxificagdo especifica de H,O, a agua e Oy,
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apresentando uma das mais altas taxas de turnover, comparado as demais enzimas.
De modo semelhante, a glutationa peroxidase (GPx), além do H,O,, metaboliza
outros hidroperoxidos organicos que também podem servir como substrato para a
reacdo de Fenton, além de fosfolipidios hidroperdxidos, inibindo a reacdo de
peroxidagao lipidica em membranas celulares (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001;
VALKO et al., 2006). Existem quatro isoformas de GPx selenoproteinas, as quais
sdo: a fragdo gastrointestinal (GI-GPx), fracdo plasmatica (pGPx), a fosfolipidio
hidroperdxido glutationa peroxidase (PHGPXx) e a classica GPx (cGPx) (BRIGELIUS-
FLOHE, 1999). A enzima glutationa S-transferase metaboliza também
hidroperdxidos organicos, pois participa da biotransformagdo de xenobidticos,
conjugando glutationa reduzida (GSH) a esses compostos, conferindo menor
reatividade e maior solubilidade para sua excrecdo renal (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2001; BURAK CIMEN, 2008). A enzima glutationa redutase (GR) é a
enzima responsavel pela regeneragao da glutationa reduzida (GSH) de sua forma
oxidada (GSSG), promovendo a manutengdo das concentragbes ideais desse
tripeptidio em sua forma reduzida e mantendo o status redox celular (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2001; PASTORE et al., 2003).

1.4.2. Antoxidantes Nao Enzimaticos

A GSH é o antioxidante ndo enzimatico mais importante envolvido na defesa
celular antioxidante, apresentando altas concentragbes intracelulares em todos
organismos aerobicos (0,1 a 10mM) (WILHELM FILHO et al., 2000; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2001). A relacdo GSH/ GSSG é um determinante critico para as
células, sendo a GSH um indicador sensivel de fungao e viabilidade celular. Além
de atuar diretamente contra espécies quimicas reativas, também é o substrato de
enzimas antioxidantes como a GPx e GST (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001;
PASTORE et al., 2003).

Outros antioxidantes nao enzimaticos produzidos in vivo incluem a bilirrubina,
os a-cetoacidos, hormdnios sexuais, hormdnio melatonina, acido lipdico, coenzima Q
e, notadamente, o acido urico (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001).
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1.4.3 Antioxidantes Nutricionais

Os antioxidantes nutricionais sao representados principalmente pelas
vitaminas E e C, os carotendides e os flavonoides.

A vitamina E é o mais importante antioxidante celular lipossoluvel,
abrangendo um grupo de tocoferdéis (a,B,y,0) e tocotriendis (a,B,y,0), sendo o a-
tocoferol, sua forma mais abundante em mamiferos, sendo também forma
majoritaria encontrada em tecidos e plasma humano, ja que essa é a unica forma
reconhecida pela proteina hepatica de transferéncia de a-tocoferol (a-TTP), a qual é
responsavel pela manutengdo de seus niveis séricos. (BRIGELIUS-FLOHE;
TRABER, 1999; MUSTACICH et al., 2007). Sua atividade antioxidante consiste
principalmente em sequestrar radicais peroxil (ROQO®) junto as membranas, mais
rapidamente do que esses radicais podem reagir com acidos graxos adjacentes ou
com membranas protéicas, inibindo as reacdes em cadeia de peroxidacao lipidica,
impedindo a auto-oxidagdo de acidos graxos poliinsaturados em membranas
celulares ou lipoproteinas (TRABER, 2007). Em adi¢cdo, os tocoferdis reagem e
eliminam o 102, conferindo protecdo ao organismo contra essas espécies
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001).

A vitamina C possui sua principal propriedade antioxidante ao fato de ser um
doador de elétron, regenerando potentes antioxidantes como a vitamina E e GSH
para suas formas reduzidas, atuando na manutencdo de seus niveis séricos e
prevenindo processos oxidativos (WINKLER; ORSELLI; REX, 1994; HALPNER et
al., 1998).

lipoperoxidaciio radical tocoreroxil acido ascérbico
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Figura 2: a-tocoferol inibe a reagdo em cadeia de propagacgéo de lipoperoxidacao, neutralizando os
radicais peroxil e gerando o radical tocoferoxil. Este, por sua vez é regenerado pelo acido ascérbico a
sua forma reduzida.
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1.5. Estresse Oxidativo

O desequilibrio entre os mecanismos que causam condi¢cdes oxidativas e das
defesas antioxidantes celulares presentes nos organismos vivos, provoca uma
variedade mudancas fisiologicas, chamadas coletivamente de estresse oxidativo
(SIES, 1985; SCANDALIOS, 1997). A citotoxicidade do estresse oxidativo esta
relacionada ao potencial de EROs e ERNs em oxidar os constituintes celulares,
incluindo proteinas, lipidios e DNA, os quais levam a deterioragcdo da estrutura e
funcao e até a morte celular (WEN et al., 2004). Essas alteragdes ao longo do tempo
estdo associadas ao desenvolvimento de muitas condi¢gdes patoldgicas, destacando
as seguintes: cancer, arterosclerose, artrite, doengas neurodegenerativas, doencgas
inflamatdrias crénicas, cardiomiopatia chagasica (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001;
ZACKS et al., 2005; VALKO et al., 2006).

1.5.1. Dano ao DNA

O radical "OH é conhecido por reagir com todos os componentes da molécula
de DNA, causando alteracdes tanto em bases puricas e pirimidicas, quanto na fita de
desoxirribose, podendo ocasionar defeitos no processo de replicagdo de DNA,
levando a mutacdes e erros de transcricdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001).
Essa alteragdo permanente no material genético resultante de dano oxidativo,
representa o primeiro passo envolvido em mutagénese, carcinogénese e processo
de envelhecimento. A reagdo de ‘OH com a guanina, da origem a 8-hidroxiguanina,
sendo que, sua dosagem urinaria € um excelente marcador de estresse oxidativo e
indicador de carcinogénese (ZACKS et al., 2005; VALKO et al., 2006).

1.5.2. Dano protéico

Algumas diferentes modificagbes oxidativas em proteinas podem ser
induzidas por ataque direto e indireto de EROS e ERNS e produtos secundarios de
estresse oxidativo (ZACKS et al., 2005). A oxidacdo de proteinas ocorre
principalmente pelo ataque de radicais O, e ‘OH e pode ocorrer através de
mecanismos, tais como: oxidagao do sitio catalitico, oxidag¢ao induzindo a quebra da
cadeia polipeptidica, oxidagdo de aminoacidos e conjugacdo de produtos de
peroxidacgao lipidica. A principal consequéncia da oxidagao protéica é a geragao de

proteina carbonilada (PC), podendo ocorrer reagdes com produtos de
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lipoperoxidagao lipidica, agucares ou metabdlitos oxidados, sendo que, a principal
consequéncia é que esse grupamento pode promover a ligagao intra ou inter
molecular e formar agregados protéicos. Esses agregados séo incapazes de sofrer
degradagdo via mecanismos proteoliticos, causando inibicdo desses processos e
consequentemente promover acumulo de proteinas oxidadas com aumento de
disfungao celular, afetando processos como sinalizagao celular, estrutura celular e
processos enzimaticos. A determinagao de proteina carbonilada € um marcador de
estresse oxidativo proteico (BERLETT; STADTMAN,1997; CECARINI et al., 2007,
VALKO et al., 2007). Outro importante marcador de estresse nitro-oxidativo é a
mensuracao de nitrotirosina, que € uma modificagdo poés translacional, durante o
ataque de ERNSs, especialmente o NOOO™ em residuos de tirosina (NAVILIAT et al.,
2005).

1.5.3. Dano lipidico

O processo de oxidacao de lipidios € denominada de peroxidagao lipidica ou
lipoperoxidagdo (LPO), constituindo o maior evento conseqliente do estresse
oxidativo de lipidios poliinsaturados em membranas celulares. Esse processo pode
causar alteracbes na fluidez e permeabilidade da membrana citoplasmatica,
alteragdes de transporte i6nico e inibicdo de processos metabdlicos (NIGAM;
SCHEWE, 2000). A LPO comega com a fase de iniciagao, onde uma espécie reativa
ataca o acido graxo poliinsaturado, abstraindo um atomo de hidrogénio do
grupamento metileno, formando um radical de carbono (L*). Em meio aerébico, o
radical alquila, inicialmente formado, se combina com o oxigénio formando o radical
peroxil (ROO®), o qual pode abstrair um hidrogénio de outro acido graxo, gerando um
hidroperéxido lipidico (LOOH), este, ainda pode sofrer quebra por metais produzindo
radicais alcoxil (LO®), sendo que ambos os radicais promovem a etapa de
propagacao, sequestrando hidrogénios de acidos graxos adjacentes. A terceira e
ultima etapa da reacdo, a fase de terminacdo, da-se pelo desmembramento dos
radicais formados originando aldeidos reativos, com grande capacidade de difusao,
como o malondialdeido (MDA), 4-hidroxi-2-noneal (4-HNE), 4-hidro-2-hexenal
(CATALA, 2006; 2009).
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1.6. O Estresse Oxidativo na Cardiopatia Chagéasica Cronica
1.6.1. Estresse Oxidativo e Disfuncédo Mitocondrial

Na doenca de Chagas, o estresse oxidativo € um mecanismo de defesa
empregado pelo hospedeiro para controlar a parasitemia na fase aguda, entretanto,
existem evidéncias que demonstram que o estresse oxidativo prolongado também
contribui para o desenvolvimento da CCC (WEN; VYATKINA; GARG, 2004; ZACKS
et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2007).

A mitocdndria representa 30% do volume total de cardiomidcitos e fornece em
torno de 90% da energia celular através da fosforilacdo oxidativa (ZACKS et al.,
2005). Inicialmente, com a entrada do parasita na célula cardiaca, ha uma elevacéao
dos niveis de calcio (Ca®*), promovendo a abertura de poros de transigdo de
permeabilidade mitocondrial, levando a dissipagdo do gradiente de prétons e
causando comprometimento da organela (KANNO et al., 2002; ZACKS et al., 2005).
Estudos anteriores em modelos animais mostraram que ha a repressao da
expressdo de genes relacionados a funcdo mitocondrial, com acumulo de
mitocondrias aberrantes na célula cardiaca inflamada (GARG; POPOQV;
PAPACONSTANTINOU, 2003). Andlises posteriores demonstraram que o0s
complexos | e lll das mitocéndrias foram identificados como os principais sitios de
liberagao de elétrons que reagem com o oxigénio para dar origem as EROs e que a
taxa de produgdo de EROs aumenta exponencialmente quando os niveis desses
complexos ndo estdo em concentragdes ideais (IDE et al., 1999; LESNEFSKY et al.,
2001; CHEN et al., 2003).

Adicionalmente, Vyatkina e colaboradores (2004) demonstraram em coragdes
de animais infectados com T. cruzi, um declinio das atividades dos complexos |
(NADH-ubiquitona oxiredutase) e Ill (Ubiquinol-citocromo c redutase), sugerindo que
os coragbes chagasicos estdo mais expostos a toxicidade de EROs, via mitocondrial.
As lesdes desses complexos mitocdndriais podem ainda ser decorrentes de estresse
oxidativo que ocorre em resposta da infecgao ao T.cruzi, promovendo modificagdes
oxidativas nas suas subunidades, comprometendo suas atividades (WEN; GARG,
2004). Além disso, Wen, Vyatkina e Garg (2004), demonstraram que as defesas
antioxidantes diminuem ao longo da progressao da doenga, logo, a diminuigao de

MnSOD aumenta ainda mais a liberagdo de EROs via mitocondrial, ultrapassando a
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capacidade antioxidante das células cardiacas, promovendo a manutencdo de

estresse oxidativo e contribuindo assim, para a progressao das lesdes cardiacas.
1.6.2. Estresse Oxidativo e Processo Inflamatorio

O estresse oxidativo é o principal mecanismo do sistema imune contra
infeccbes parasitarias (SCHIRMER et al.,, 1987). Estudos histopatolégicos
demonstraram que as principais células envolvidas na CCC sdo as células T CD 8+
seguidas pelas CD4+ e os macroéfagos, linfocitos B, células NK e polimorfonucleares
(HIGUCHI, 1993; 2003; LANNES-VIEIRA, 2009).

As propriedades de defesa dos macréfagos envolvem em parte, a expressao
da NO sintase (iINOS), a qual é principalmente estimulada por interferon gama (IFN-
y) e fator de necrose tumoral (TNFa), levando a uma subsequente producdo de
oxido nitrico ("NO) por essas células (TARLETON, 1991; PEREZ, 2005). Abel e
colaboradores (2001) demonstraram que durante a CCC ha um aumento significativo
de IFN-y, indicando que essa citocina pode ter um papel relevante na suscetibilidade
ao desenvolvimento da forma cronica cardiaca. Conforme ja mencionado, o *NO em
combinagao com O, leva a formagao do NOOO’, um potente oxidante biolégico que
elimina o T. cruzi em um mecanismo dose-dependente (DENICOLA et al., 1993).
Além disso, os granulocitos apresentam a enzima NADPH oxidase que catalisa a
formagéo do O,", a partir de O, e NADPH, como mecanismo de defesa do sistema
imune contra agentes patogénicos ao organismo (BABIOR, 2004). A
mieloperoxidase € uma enzima presente principalmente em neutréfilos, mondcitos e
alguns subtipos de macrofagos, a qual participa das reagbes de defesa imune,
através da formacédo do radical acido hipocloroso (HOCI) como mecanismo de
defesa (NICHOLLS; HAZEN, 2005).

Esses potentes oxidantes formados durante a ativagcao celular inflamatoéria
podem contribuir coletivamente para o desenvolvimento de lesdes celulares que

atuam na progressao da CCC.
1.6.3. Diminuicéo das Defesas Antioxidantes

As células do miocardio quando sofrem dano oxidativo, podem exibir

diminuicdo das defesas antioxidantes, perda da homeostasia redox intracelular,
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alteracao na sinalizacao celular e inducao de processos patoldgicos (ZACKS et al.,
2005).

Alguns trabalhos mais recentes tém demonstrado em modelos animais e
também pacientes que desenvolveram a CCC, uma menor capacidade antioxidante,
demonstrada pela baixa atividade enzimatica antioxidante ou por niveis reduzidos de
antioxidantes ndo enzimaticos, que é proporcional a progressao da doenca (PEREZ-
FUENTES et al., 2003; WEN et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007).

Pesquisas recentes demonstraram que os biomarcadores de estresse
oxidativo no sangue e coragao de camundongos infectados, apresentam as mesmas
tendéncias patolégicas (WEN et al., 2008). Como ja citado anteriormente, Oliveira e
colaboradores (2007), de nosso grupo de pesquisa, verificaram que ha um aumento
do estresse oxidativo em eritrécitos de pacientes chagasicos crénicos que é
proporcional ao grau de comprometimento da doenga. Posteriormente, para dar
continuidade ao projeto, Macao e colaboradores (2007) demonstraram que a terapia
antioxidante a capaz de atenuar o quadro de estresse oxidativo nesses mesmos
pacientes, principalmente naqueles incluidos nos estagios mais iniciais da doenca.
Visando dar continuidade as etapas anteriormente bem sucedidas de nosso grupo
de pesquisa, o presente trabalho avaliou os biomarcadores de estresse oxidativo
apods a terapia com BZN e, em continuidade, apds a terapia antioxidante, instituida
com o intuito de amenizar os danos oxidativos que o tratamento com BZN causa ao
hospedeiro, através de seu metabolismo nitroredutor, no sangue de pacientes com
CCC divididos em quatro grupos evolutivos, de acordo com o grau de

comprometimento cardiaco.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Analisar o efeito do tratamento com benzonidazol (BZN) e posteriormente a
terapia antioxidante com vitaminas E e C, nas defesas antioxidantes e no estresse
oxidativo associados a diferentes estagios evolutivos da cardiopatia chagasica

cronica.

2.2. Objetivos Especificos

e Verificar as diferencas das defesas antioxidantes enzimaticas (SOD, CAT,
GPx, GR e GST) intraeritrocitarias de pacientes com cardiopatia chagasica cronica,
divididos em diferentes estagios evolutivos, através da classificagdo de Los Andes
modificada, antes e depois da administracdo do farmaco BZN (2 meses), e

posteriormente a suplementacdo com as vitaminas E e C (6 meses).

o Verificar as diferengas das defesas antioxidantes ndo enzimaticas (GSH e
vitaminas E), presentes respectivamente no sangue e plasma desses pacientes,
antes e depois da administracdo do farmaco BZN (2 meses) e posteriormente, das

vitaminas E e C (6 meses).

e Avaliar indicadores de estresse oxidativo como proteinas carboniladas, bem
como nos niveis de lipoperoxidagao (concentracédo de TBARS), presentes no plasma
desses pacientes, antes e depois da administragcdo do farmaco BZN (2 meses) e

posteriormente, das vitaminas E e C (6 meses).

¢ Avaliar os niveis de oxido nitrico, mieloperoxidase e adenosina deaminase no
soro destes pacientes, antes e depois da administracdo do farmaco BZN (2 meses) e

posteriormente das vitamina E e C (6 meses).
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3. Casuistica e Métodos

3.1. Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo de intervencdo terapéutica de uma amostra
pertencente a uma coorte aberta constituida de pacientes, acompanhados no
Instituto do Coragdo Edson Saad (ICES)-Servico de Cardiologia do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho-UFRJ desde Janeiro de 1990 até Janeiro de
2008.

3.2. Selecao de Pacientes

Os pacientes selecionados para o presente trabalho sdo os mesmos que
participaram de avaliagcbes em trabalhos anteriores desenvolvidos por nosso grupo
de pesquisa (OLIVEIRA et al.,, 2007; MACAO et al.,, 2007). Os pacientes s&o
provenientes do Ambulatério de Cardiopatia Chagasica do ICES/HUCFF-UFRJ. O
ambulatério é de responsabilidade do Dr. Roberto Coury Pedrosa constituido de
cerca de 280 pacientes com sorologia positiva para doenca de Chagas.

Durante o processo de selecdo, os pacientes mantiveram-se estaveis
clinicamente durante 15 a 21 dias anteriores a sua inclusdo. Durante este periodo,
exames laboratoriais foram realizados para satisfazer os critérios bioldgicos de
exclusao e confirmar os critérios de inclusao (bioldégicos e clinicos). Apods
enquadramento quanto aos critérios de inclusao/exclusdo, os pacientes eram

informados sobre o estudo e o consentimento livre esclarecido era obtido.
3.2.1. Critérios de inclusao

Foram incluidos principalmente os pacientes que tiveram o estresse oxidativo
estudado previamente no ano de 2003 com os seguintes critérios:
e Homens ou mulheres com idade entre 21 a 75 anos, afastados da zona
endémica ha mais de 20 anos, sem outras doengas associadas;
eEm acompanhamento ativo e regular em servigo de cardiologia com

diagnostico etiolégico de doenca de Chagas.

e Pacientes que nao se utilizaram de tratamento especifico para doenca

de Chagas.

e Caso do sexo feminino, o sujeito ndo pode ter potencial de engravidar,

obedecendo aos seguintes critérios: pds menopausa por pelo menos um ano,
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cirurgicamente estéril (ligadura tubaria bilateral, oferectomia bilateral ou
histerectomia) ou teste de gravidez negativo na ocasiao da seleg¢ao, caso ainda
tenha potencial de engravidar.

A inclusdo ou n&o no projeto foi de esponténea 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).

3.2.2. Critérios de exclusado

Os pacientes eram excluidos do presente estudo se apresentassem alguma
das seguintes caracteristicas:

A - Estados fisiologicos, condi¢des médicas prévias e/ou concomitantes:

o pacientes que nao completaram o protocolo inicial de admissao;
° pacientes tratados previamente com carvediol;

o pacientes que foram tratados especificamente para chagas;

o pacientes com dados clinicos ou laboratoriais sugestivos de

doencga renal ou hepatica grave ou disfungao tireoideana;

° pacientes com historia prévia de doenga pulmonar obstrutiva
cronica (todas as formas), alcoolismo cronico ou tabagismo;

o pacientes portadores de anemia crénica, obesidade, cardiopatia
hipertensiva, diabetes mellitus ou outra doenca sistémica;

o presenca de outras afecgdes, tais como infecgdes ou neoplasias,
desordens auto-imunes, doenga neurodegenerativa;

o pacientes com sinais, sintomas ou histéria clinica de cardiopatia

isquémica confirmada apds investigagao.

o pacientes com conhecida ou suspeita de hipersensibilidade a
farmacos;

. histdria de acidente vascular cerebral nos ultimos 6 meses;

o pacientes que estavam participando de outros estudos;

B- Critérios de exclusao cardiovascular

o pressao sistolica mantida abaixo de 90mmHg e/ou sintomas de

hipotensao arterial, tais como sincope, tonteira, fraqueza;
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o histéria de infarto agudo do miocardio nos ultimos 3 meses;
o pacientes portadores de doencgas orovalvares;
o fatores associados causando insuficiéncia cardiaca: hipo ou

hipertireoidismo (incluindo tirotoxicose), anemia, hipertensao arterial de dificil
controle;

° arritmias cardiacas graves que poderiam causar instabilidade
hemodinamica: taquiarritmias atriais (Flutter e/ou fibrilagdo rapida) ou

ventriculares, bloqueios de 2° e 3° grau.

C- Critérios biologicos de exclusao

e niveis de creatinina sanguinea > 2 mg/100ml;

¢ niveis de potassio sérico > 5,5 mEq/L ou < 3,5 mEq/L;

e anemia (hemoglobina < 9 g%);

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

e hiponatremia (Na* < 130 mEg/L).
3.2.3 Dados obtidos dos pacientes

A- Anamnese e exame fisico completos

o Dados constitucionais: data de nascimento (idade), sexo, altura e
peso corporal, pressdo arterial, freqiéncia cardiaca;

o Dados socio-econémicos: local de nascimento e perfil migratorio,
situagdo conjugal, escolaridade, renda familiar, profissdo, vinculo
empregaticio e ocupagdo, uso de fumo e de bebidas alcodlicas, dieta e
atividade fisica. Historia reprodutiva das mulheres;

o Complicagdes: megaesdfago e colopatia, arritmias, insuficiéncia
cardiaca, fenbmenos tromboembdlicos e acidente vascular cerebral;

o Histdria patoldgica pregressa: outras doengas associadas.

B - Bases de dados padronizada de exames complementares:

Hemograma, glicemia, creatinina, acido urico, potassio, proteinas totais e

fracionadas, exame parasitolégico de fezes, urindlise, avaliagdo radioldgica,
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eletrocardiografia de repouso, colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol,
trigliceridios (exames realizados no Servigo de Cardiologia do HUCFF-UFRJ). Os
dados acima referidos foram registrados em ficha apropriada, contendo
instrucdes detalhadas para seu preenchimento correto, incluindo os critérios

diagndsticos a serem utilizados (Anexo ).

3.2.4. Avaliacéo Clinica

A avaliagao clinica foi realizada para permitir a verificagcdo de sinais e
sintomas cardiovasculares e digestivos, compativeis com a doenca de Chagas,
assim como para fazer o diagnostico diferencial com outras cardiopatias ou doengas
nao cardiacas que afetassem o sistema cardiovascular. Os dados coletados foram
registrados em um questionario padrao (Anexo 1). Todos os pacientes responderam
a um questionario relacionado a atividade fisica e habitos alimentares (Anexo 2).

Insuficiéncia Cardiaca foi definida segundo os critérios da Sociedade
Européia de Cardiologia (The Task Force for the Diagnosis and Treatment of Chronic
Heart Failure, 2001):

1-Sinais e sintomas de insuficiéncia cardiaca (em repouso e com exercicio);

2-Evidéncia objetiva de disfungéo cardiaca (em repouso);

3-Resposta ao tratamento direcionado para insuficiéncia cardiaca.

Os pacientes foram examinados por uma unica pessoa durante as consultas

ambulatoriais (Dr. Roberto Coury Pedrosa).

3.2.5. Definicdes

O diagndstico etiolégico de doenca de Chagas na fase crbnica é realizado

pela presenca de sorologia positiva.
Avaliagao sorolégica:

A avaliagado sorolégica dos pacientes foi realizada no setor de imunologia do
laboratério do ICES/HUCFF-UFRJ. O soro dos pacientes foram testados
independentemente para anticorpos (IgG) contra o T. cruzi, pela imunofluorescéncia
indireta e hemaglutinacdo indireta- A soropositividade de cada paciente foi
confirmada quando dois dos testes sorolégicos para anticorpos T. cruzi, em pelo

menos dois exames sorolégicos diferentes, foram positivos. Havendo discrepancia
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entre os resultados, as amostras de soro desses casos foram retestadas com o teste

de imunofluorescéncia.

3.2.6. Exames Adicionais

Na semana de inclusdo para o presente estudo, todos os pacientes fizeram
uma avaliagdo laboratorial incluindo: hemograma completo, glicemia, uréia e
creatinina, acido urico, colesterol total, LDL, HDL, trigliceridios, sodio, calcio e
potassio, proteinas totais e fragdes, provas de fungédo hepatica e tireoidiana, exame
parasitologico de fezes e exame parcial de urina. Nos 30 primeiros dias apds a
inclusdo foram realizados os seguintes exames: o ECG convencional de repouso
com 12 derivagdes; monitorizagao eletrocardiografica ambulatorial dinamica de 24
horas (sistema Holter); telerradiografia de torax pdstero-anterior e perfil, o
ecocardiograma uni e bidimensional com Doppler. Todas as informagdes foram

obtidas, diretamente dos pacientes ou de seus prontuarios.

3.2.7. Acompanhamento Clinico

As intervencgdes diagndsticas e terapéuticas seguiram as recomendacgoes das
diretrizes especificas para acompanhamento e tratamento das complicacbes da
cardiopatia chagasica crénica, atualizadas pelo Consenso Brasileiro de doenga de

Chagas (2005) no que se refere a insuficiéncia cardiaca.

» Eletrocardiograma

O ECG foi realizado com 12 derivagdes, em repouso, analisado conforme os
critérios da NYHA, utilizando-se o cdédigo de Minnessota (ROSE et al.,, 1982)
modificado para a cardiopatia chagasica (MAGUIRE et al., 1982), a fim de
padronizar a interpretacdo do ECG, sendo classificados como normal, anormal ou

limitrofe.

» Eletrocardiograma dinamico continuo (sistema Holter)

Todos os pacientes do estudo foram submetidos a monitorizagao
eletrocardiografica continua por 24 horas, como parte da avaliagdo clinica rotineira
no ambulatorio de cardiopatia chagasica. A leitura do Holter foi feita duas vezes, em

momentos diferentes, sendo que a primeira, logo apds a realizagdo dos exames e 0s
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resultados foram utilizados para a conducéo clinica dos pacientes. A segunda foi
realizada durante a coleta de dados para este estudo, quando as fitas foram

reavaliadas, para diagnostico das arritmias ventriculares.
» Avaliacdo Radiold6gica

A radiografia de torax foi realizada nas posigdes poéstero-anterior e perfil
esquerdo. A identificagdo de cardiomegalia foi feita pelo indice cardio-totacico (ICT)
superior a 0,50. O didmetro da artéria pulmonar e o padrao de distribuicdo vascular
pulmonar foram avaliados. A analise das radiografias foi realizada por um
observador independente, radiologista, de forma cega, sem conhecimento de dados

clinicos ou de outros métodos complementares.
» Ecocardiograma (ECO)

A avaliagdo da ecocardiografia consistiu na analise 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 e Kreulen (1976).
Consideradas como alteragdes ecocardiograficas: alteracbes da contratilidade
miocardica com padrao difuso ou segmentar, presenca de aneurismas apicais,
acometimento fibroso-necrético da parede infero-posterior basal e do segmento

basal do septo anterior.

3.2.8. Estagios evolutivos na cardiopatia chagasica cronica

Neste trabalho, utilizou-se a classificacdo de Los Andes (CARRASCO et al.,
1982; CARRASCO, 1983; CARRASCO et al., 1987; BERN et al., 2007), modificada
por Xavier (1999), definindo o acometimento cardiaco na doenga de Chagas como
sendo constituido de quatro estagios descritos abaixo:
- Grupo I|A: eletrocardiograma normal e ecocardiograma normal.
Funcéo ventricular normal ou apenas discretamente deprimida;
- Grupo IB: eletrocardiograma anormal e ecocardiograma normal.
Disfuncgao sistélica ventricular esquerda moderada;
- Grupo IlI: eletrocardiograma anormal e ecocardiograma anormal.

Disfuncgao sistdlica ventricular esquerda grave, sem relato de ICC .
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- Grupo lll: eletrocardiograma anormal e ecocardiograma anormal.

Disfungao sistélica ventricular esquerda grave e insuficiéncia cardiaca

congestiva compensada.

Apos a confirmagdo do diagndstico de cardiopatia chagasica sem qualquer
outra cardiopatia associada (critério soroldgico, clinico, epidemioldgico,
eletrocardiografico), os pacientes realizaram o ecocardiograma, com finalidade de
estabelecer o estagio evolutivo da cardiopatia chagasica crbnica, e foram
classificados em quatro grupos distintos, perfazendo um total de 41 pacientes no
presente estudo, conforme o grau de comprometimento cardiaco, através da
classificagado de Los Andes modificada (XAVIER, 1999; BERN et al., 2007;). Devido
a ocorréncia de obitos de alguns pacientes durante o estudo iniciado em 2003, sete
pacientes que ainda nao tinham sido avaliados, foram recrutados para fazer parte
desse estudo, sendo que os demais pacientes eram aqueles que haviam participado
de trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa (OLIVEIRA et al., 2007; MACAO
et al., 2007). Considerando que os pacientes avaliados anteriormente ndo alteraram
sua classificacdo de acordo com comprometimento cardiaco desde o inicio do
projeto, e a inclusao de sete novos individuos, os grupos ficaram divididos em:

e Grupo IA: 10 pacientes;
e Grupo IB: 20 pacientes
e Grupo ll: 7 pacientes;

e Grupo lll: 4 pacientes

3.2.9. Acompanhamento durante o Tratamento e Coleta de Amostras

Um esquema de consultas médicas foi determinado para monitorar o
acompanhamento dos pacientes durante o tratamento, sendo que foram realizadas
visitas médicas apds: 11 £ 2 dias, 3 semanas + 3 dias, 2 meses (final do periodo de
tratamento com benzonidazol) e 6 meses (final do periodo de tratamento com
Vitaminas E e C). Além disso, amostras de sangue para exame hematoldgico
(hemograma) foram realizadas a cada duas ou trés semanas durante o tratamento
com BZN e marcadores de avaliagdo da funcédo hepatica, e da fungao renal (AST,
ALT, bilirrubinas, creatinina, uréia) foram coletadas nas visitas de trés semanas e
dois meses iniciais correspondente ao periodo de tratamento com o benzonidazol.

Os pacientes foram monitorados para evitar a ocorréncia de dermatite durante 10
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dias ap6s o inicio do tratamento com BZN e foi orientado evitar a utilizagdo de alcool,
para evitar reagdes tipo dissulfiram/alcool. Todos estes exames foram executados
nos laboratérios do ICES/HUCFF-UFRJ.

Na ocasido da coleta de amostras para a determinagao dos biomarcadores,
todos os pacientes em uso de medicamentos tiveram os mesmos suspensos 48

horas precedendo os exames.

As defesas antioxidantes e os biomarcadores de estresse oxidativo no
presente trabalho foram determinados em trés ocasides, ou seja: a primeira
determinagao precedendo o tratamento com BZN; a segunda determinacéo apds 2
meses de tratamento com BZN (5mg/kg/dia); e, finalmente, a ultima apds 6 meses

de terapia antioxidante com vitaminas E 800Ul/dia e C 500 mg/dia.

Foram coletadas amostras de sangue em um tubo seco para a obtencéo de
soro e dois tubos com heparina para a obtengédo de plasma e sangue total nas trés
ocasides. O material bioldgico, apds processado (obtengdo imediata de extratos
acidos e separagcdo de plasma e eritrocitos; ver adiante), foi armazenado em
nitrogénio liquido e usado apenas para realizagdo dos exames propostos. Foram
observados os mesmos cuidados técnicos de coleta e conservagcao do material
bioldgico até a analise laboratorial final. Esta etapa, foi realizada no ICES/HUCFF-
UFRJ, sob a responsabilidade do Dr. Roberto Coury Pedrosa (co-orientador do

projeto).
3.3.  Fluxo de Participantes

Dos 200 pacientes acompanhados no ambulatorio de cardiopatia chagasica
do ICES/HUCFF-UFRJ, 77 foram excluidos do presente estudo por fazerem uso
prévio de carvedilol. Dos 123 pacientes restantes, 21 pacientes apds a realizacao
dos exames admissionais optaram por ndo manter acompanhamento no
ICES/HUCFF-UFRJ (6 devido a dificuldades financeiras, 5 retornaram ao servigo
médico de origem), 7 pacientes solicitaram o desligamento da coorte por motivos
pessoais ou mudanga para outro estado, 3 pacientes tiveram o diagndstico de
insuficiéncia renal crénica sendo 2 em programa de didlise, 18 pacientes tiveram o
diagnostico de diabetes mellitus tipo Il, 24 pacientes tiveram evidéncias de
cardiopatia hipertensiva (diagnostico por dados clinicos e ecocardiograficos).

Cinquenta pacientes tiveram previamente estabelecidos o estresse oxidativo no ano
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de 2003. Houve 8 6bitos informados pelos familiares e confirmados pelo banco de
dados do SUS-2005 e 1 desisténcia. O presente trabalho foi constituido por 41
pacientes dos quais 7 pacientes tiveram seu estresse oxidativo estabelecido no
presente ano. Nao houve mudanga de grupo entre os 41 pacientes do estudo. A
seguir o fluxograma que descreve o fluxo dos participantes em cada etapa do

estudo.

Pacientes Elegiveis

200
77 uso prévio de carvedilol
28 nao puderam ficar na coorte
45 co-morbidades (DM, HA,
Estresse oxidativo IRC)
50
8 Obitos, desisténcias,
- inclusédo de 7 pacientes.
populagao
41
Grupo IA Grupo IB Grupo Il Grupo lll
10 20 7 4

Figura 3: Fluxograma com a selegéo e o fluxo dos participantes em cada etapa do estudo.

3.4. Consideracbes Eticas

Para a realizacido deste ensaio clinico, o presente trabalho foi encaminhado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Clementino Fraga Filho da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, em 12 de abril de 2007, protocolo N°.
053/07-CEP (Anexo IllI). O protocolo experimental atendeu ao que determina a
Resolugao n° 196/1996, do Conselho Nacional de Saude, sobre pesquisas clinicas
bem como principios éticos, cientificos e técnicos consoantes com os padrbes de
aceitagao internacional para ensaios clinicos (normas de “Good Clinical Practice”).
Cada paciente preencheu o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo
V).

3.5. Protocolo Experimental

Primeiramente, logo apdés a coleta de amostra venosa, em tubo contendo

heparina (ou tubo seco para obtengdo do soro), aliquotas de sangue total foram
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precipitadas em acido tricloroacético (TCA) 12% (1:4, viv) e estocadas
imediatamente em nitrogénio liquido (-170°C) para a analise de GSH. Em seguida,
foi realizada através de centrifugagdo (3000 g durante 3 min) a separagado dos
eritrécitos, plasma e soro, os quais foram utilizados para os ensaios dos marcadores
de estresse oxidativo/defesas antioxidantes e marcadores inflamatérios. As amostras
foram estocadas em nitrogénio liquido até seu envio para o laboratério de
Ecofisiologia Respiratoria, da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), onde
foram analisadas. Esta etapa de preparacdo das amostras foi realizada no
ICES/Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, da Universidade Federal do Rio
de Janeiro (UFRJ), pela equipe do Dr. Roberto Coury Pedrosa.

ApOs a chegada das amostras no Laboratério de Ecofisiologia Respiratoria, o
hemolisado foi preparado através de lavagem com agua destilada 2 vezes e
posteriormente centrifugados (3000 g por 3 min) para entdo, sofrerem lise por

sucessivos congelamentos e descongelamentos.

3.6. Farmaco e Vitaminas

O farmaco Benznidazol (N-benzyl-2-nitro-1-imidazole acetamide), caixas com
100 capsulas (100mg), foi comprado diretamente do LAFEPE (Laboratodrio
Farmacéutico do Estado de Pernambuco Governador Miguel Arraes). As vitaminas E
e C (E-Tabs e Energil C respectivamente) foram gentilmente fornecidas pelo grupo
EMS Sigma Farma.

3.7. Interesse de Conflitos
Nao houve interesse de conflitos no presente trabalho por parte dos membros
participantes e nem das empresas fornecedoras dos medicamentos e reagentes

para execucao de analises.

3.8. Equipamentos

A avaliagdo das defesas antioxidantes enzimaticas, conteudos de GSH e
outros marcadores de estresse oxidativo foi realizada com o auxilio de um
espectrofotometro UV-visivel duplo feixe marca/modelo GBC 916 acoplado a um
software apropriado. A avaliagdo 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
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Coulochem Il (eletroquimico). As determinagdes de NO, ADA e MPO foram
realizadas em Leitor de ELISA Plate Reader 210 (Organon-Tecknica, Roseland, New
Jersey, E.U.A))

3.9. Reagentes
Os reagentes referentes as analises de biomarcadores de estresse oxidativo
foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA). O restante foi de grau

analitico provenientes de empresas nacionais como a Vetec, Merk e Reagen.

3.10. Defesas Antioxidantes e Marcadores de Estresse Oxidativo

3.10.1. Defesas antioxidantes enzimaticas
3.10.1.1. Catalase (CAT)

A atividade da enzima catalase foi determinada segundo o método descrito
por Aebi (1984), o qual, baseia-se na velocidade de degradagdao do perdxido de
hidrogénio (10 mM) em tampao fosfato 50 mM pH 7,0. Adicionou-se 2 mL desta
solugdo em cubeta, com acréscimo de 20uL do lisado para realizar a leitura da
queda da absorbancia em 240 nm durante 20 segundos. Todas as amostras foram

analisadas em duplicatas e os valores expressos em mmol. min~". ml™",
3.10.1.2. Superdéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi realizada de acordo com o método de Misra &
Fridovich (1972), modificado por Boveris e colaboradores (1983), mediante a
oxidagdo da adrenalina (mudanga de pH 2,0 para pH 10,0) que produz o anion
superoxido e um cromoforo réseo, o adrenocromo, o qual € mensurado em 480 nm.
A amostra adicionada na cubeta com a solugdo de adrenalina retardou a oxidagao e
consequentemente a produgao de adrenocromo através da enzima SOD. Em uma
cubeta contendo 1,95 ml de glicina 50 mM, pH 10,2, foram adicionados 50 pl de
adrenalina 60 mM (pH em torno de 2,0, gelo e frasco ambar). A velocidade inicial de
formagao do adrenocromo foi monitorada durante cerca de 100s do inicio da reacéo,
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 20 a
50 pl, dependendo da concentracéo e atividade da enzima presente nesta aliquota,
totalizando um tempo de aproximadamente 3 min. Curvas de 3 ou 4 pontos

permitiram avaliar indiretamente a atividade enzimatica da SOD. Os valores da SOD
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(U SOD ml™") foram expressos em termos de atividade da enzima, onde uma
unidade arbitraria de SOD ¢é definida como a quantidade de SOD necessaria para
diminuir @ metade a velocidade de formagédo do adrenocromo. As amostras foram
previamente lavadas com solu¢do de cloroférmio:etanol (3:5 v:v), com o intuito de
eliminar a interferéncia da hemoglobina e impedir a geragdo do anion superéxido

artefatual no ensaio.
3.10.1.3. Glutationa peroxidase (GPx)

Para a analise enzimatica de GPx, o método de Flohé & Gunzler (1984) foi
utilizado, no qual a reacdo é baseada na redugao de o tBuOOH pela oxidacido de
GSH e formacao de GSSG, catalisada pela GPx, e consequente regeneragao de
GSH através da enzima GR, com oxidacdo de NADPH em 340 nm. Portanto, a
velocidade de oxidacdo do NADPH é proporcional a atividade de GPx na amostra.
Para a realizagao da técnica, foi preparado um meio de reacdo contendo 25 ml de
tampao fosfato 0,1 M pH 7,0, 86 mg de NADPH, 10 ml de 4&cido
dietilenotriaminopentacético (DPTA) 5 mM pH 7,0, 15 ml de agua destilada, 24 mg
de GSH, e 5 U de GR, no momento do ensaio. Em seguida, foram adicionados 10 pl
de amostra e 10 ul de tert-butilhidroperéxido (t-BuOOH) em 1 ml de um meio de
reagdo na cubeta. Os valores foram expressos em umol. min~". mI~". KCN 50 mM foi
adicionado ao ensaio para evitar superavaliagdo da enzima devido a oxidacdo da

hemoglobina presente nos lisados.
3.10.1.4. Glutationa redutase (GR)

A GR foi determinada pelo método de Calberg & Mannervick (1985), o qual,
verifica em 340 nm a taxa de oxidagdo do NADPH devido a formacao de GSH, a
partir da GSSG, pela acido desta enzima presente na amostra. Um meio de reacao
contendo tampao fosfato 0,1 M pH 7,0; 8,6 mg de NADPH; 30,6 mg de glutationa
oxidada e DPTA 5 mM, foi adicionado na cubeta (0,95ml), e a adicdo de 50ul de
amostra deu inicio a reacdo que foi monitorada durante 3 minutos, gerando uma
curva descendente. Os valores da atividade desta enzima foram também expressos

em pmol.min™". miI™,
3.10.1.5. Glutationa S-transferase (GST)

A atividade da GST foi determinada espectrofotometricamente de acordo com

Habig e colaboradores (1976). A reacdo baseia-se na capacidade da GST em
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conjugar GSH no substrato, formando uma substancia mensuravel em 340 nm,
monitorada durante 3 minutos. A amostra foi adicionada a um meio contendo 10 pl
de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1 M (CDNB) (substrato), 10 ul de GSH 0,1 M e 970
ul de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, além da cubeta de referéncia, na qual foram
adicionados 0os mesmos reagentes, com exce¢cdo da amostra. As analises foram
feitas em duplicatas e os valores expressos em pmol. min~".mI"". O hemolisado
utilizado para a determinacdo dessa enzima foi diluido 1:10, diferentemente das
demais, para evitar densidades Opticas elevadas na cubeta, o que interferia na

avaliagao da cinética enzimatica.
3.10.2. Analise das defesas antioxidantes ndo enzimaticas
3.10.2.1. Glutationa reduzida (GSH)

A concentracdo de GSH intraeritrocitaria foi determinada através dos tidis néo
protéicos, ja que a GSH representa aproximadamente 95% destes tidis (BEUTLER
et al., 1963). Para avaliar a concentragdo eritrocitaria de pequenos tidis em
precipitado acido (TCA 12%, 1:4, v:v), foi empregado o método de Beutler e
colaboradores (1963), onde a adi¢ao de 0,2 ml de acido 2-nitrobenzéico 2,5 mM nas
cubetas contendo 1,9 ml de tampé&o Tris-HCL 0,2M pH 8,0 e 0,1 ml da amostra,
permite, apds cerca de 3 min e agitagdo da cubeta, a obtengdo maxima de formagao
do anion tiolato de cor amarela, mensuravel em A4q2. Os valores foram expressos

em pmol mL™".
3.10.2.2. Vitamina E

A determinacdo dos niveis de o-tocoferol foi realizada através de
quantificagdo por cromatografia liquida de alta pressao (HPLC), com detecgao UV,
em 292 nm, pelo método descrito por Nicoletti e colaboradores (2001). Inicialmente,
foram adicionados 100 ul de plasma em 100 pul de etanol e agitado em vortex por
10s. Em seguida, foi adicionado 100ul de hexano e agitado em vortex por mais 45s,
seguido de uma centrifugacdo a 800 g por 5 min. Posteriormente, 75 ul do
sobrenadante (fase hexano) foi transferida para um tubo e o hexano foi evaporado
em nitrogénio. Foram adicionados 25 ul de dietileter e 75 ul de metanol, com injecéo
desse extrato no sistema cromatografico. As colunas foram eluidas isocraticamente

com metanol e o fluxo foi de 1 ml/min. A concentragao plasmatica de a-tocoferol foi
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determinada através de uma curva-padrao, sendo que os valores foram expressos

em pmol I”.
3.10.2.3. Vitamina C

A determinagdo quantitativa do acido ascérbico foi realizada através de
cromatografia liquida de alta pressao (HPLC) com detecgéo eletroquimica, segundo
o método descrito por Lykkesfeldt e colaboradores (1995). Além da mensuracao
(DHAA) de acido ascorbico total, foi necessario reduzir o dehidroascorbato presente
nas amostras. Uma aliquota do plasma foi misturada com igual volume de acido
metafosférico 10% no momento da coleta. Durante o ensaio, essa aliquota foi
centrifugada a 4000 g por 10 min, em 4 °C. O acido ascorbico total foi medido apds
reducdo do DHAA (forma oxidada do acido ascoérbico), por adicdo de 100 ul da
amostra a 50 ul de tampao Tris 0,5 M, pH 9,0, contendo dithiothreitol 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 ul da mistura foi injetada no HPLC. A fase movel foi
fosfato de hidrogénio dissddico (Na,HPO,) 0,1 M, EDTA 2,5 mM e cloreto de

dodeciltrimetilamdnio 2,0 mM, pH 3,0. O fluxo foi 1,2 ml/min.

3.10.3. Determinacao dos marcadores de dano
3.10.3.1. Lipoperoxidacao tecidual — TBARS

A avaliacdo do dano oxidativo lipidico foi realizada através da detecgao no
plasma de substancias que reagem com o acido tiobarbiturico (TBARS), destacando-
se o malondialdeido, ou MDA, produzindo uma base de Shiff de coloracéo rosa, os
quais séo produtos derivados de oxidagao do processo de lipoperoxidagao (BIRD;
DRAPER, 1984). O método consiste na precipitagdo de plasma com acido
tricloroacético a 12%, seguido da incubagéo em tampao Tris-HCI 60 mM 7,4 (0,1 mM
DPTA) e acido tiobarbiturico 0,73% durante 60 min a 100 °C. Posteriormente, o
material é resfriado durante 30 min a 5 °C, centrifugado (5 min a 10000 g) e a
mensuracdo do cromoéforo rosa foi detectada 535nm, com valores calculados

expressos em nmol ml™".
3.10.3.2. Proteina carbonilada

O dano oxidativo a proteinas por carbonilacdo foi determinado pelo método
descrito por Levine e colaboradores (1990). Inicialmente foram adicionados 100 uL

do plasma em 600 uL de DNPH (2,4-dinitro fenil hidrazina), seguido de uma
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incubagao durante 1 hora a temperatura ambiente protegido da luz, com agitagéo a
cada 15 min. Seguidamente, foi adicionado 600 uL de TCA 20 %, com agitacdo e
banho de gelo durante 10 min, seguido de centrifugacao (5 min a 800 g). O pellet foi
lavado por trés vezes consecutivas (centrifugacédo por 5 min a 800 g), com 600 uL de
etanol-acetato de etila. Finalmente, o excesso de etanol-acetato de etila foi retirado
com auxilio de um cotonete e foram adicionados de 600 uL de guanidina, seguido de
incubagcdo em banho-maria a 37 °C por 60 min, para posteriormente proceder a
leitura a 360 nm. A concentracdo de proteinas totais foi determinada segundo o
método de Lowry et al., (1951), usando como padréao a albumina. A concentragéo de
proteina carbonilada foi expressa em nmol mg™".

3.10.4. Determinacdo dos Marcadores Inflamatérios

3.10.4.1.Determinacao de Adenosina Deaminase

Para a determinacido da atividade da enzima, adenosina deaminase,
inicialmente, amostras padrdes para a curva padrao foram preparadas em diferentes
concentragdes: NaH;PO4-H20 (35 mM), NasHPO4-H20 (15 mM) e NH3SO4(15 mM),
variando a entre 10-50 U/l. Em seguida, aliquotas de 20ul de soro foram
adicionadas ao tampao adenosina fosfato pH 6,5 (500ml), composto por NaH,-
PO4-H20 (35 mM), Na;HPO4-12H,0 (15 mM) e adenosina (0,5mM), seguido de uma
incubacédo durante 1 hora a 37°C. Em seguida, a reagao foi interrompida com a
adicdo de uma solucdo de fenol (1mM), nitroprussiato (0,17mM) e tampao alcalino
(1000 ml: NaOCl, 11 mM). Finalmente, a leitura foi realizada em 630 nm, os valores

foram calculados através da curva padrdo e expressos em Ul
3.10.4.2. Andlise quantitativa do 6xido nitrico ("NO) pelo nitrito/nitrato

O ¢6xido nitrico ("NO) foi quantificado pela formagdo de seus metabdlicos
estaveis nitrato (NO3’) e nitrito (NOy), utilizando-se a reacdo de Griess (GREEN et
al., 1982; DI ROSA et al., 1996). Inicialmente, as amostras foram desproteinizadas,
adicionando-se hidréxido de sodio (2,5 N) e sulfato de zinco (10%). A seguir, 300 uL
da amostra foram diluidos em uma solugdo contendo formato de aménio (30 ulL),
fosfato de sodio (30 ulL) e suspensao de Escherichia coli EC ATCC 25922 (30 ulL)
diluida (1:10) em tampéao PBS. Apoés a incubacao durante 2 horas, em estufa a 37°C,
e seguida centrifugacao (2500 g por 5 min), 250 uL do sobrenadante foi transferido

para uma cubeta, onde o mesmo volume de solugdo de Griess [sulfanilamida 1%
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(p/v), acido fosférico 5% (v/v) e N-(1-naftil) etilenodiamina 0,1% (p/v)] foi adicionado
e incubado durante 10 min, a temperatura ambiente.

A reagdo de NO, com esse reagente produz uma coloragédo rosea, que foi
quantificada através da medida das densidades d6ticas em 540 nm. A curva-padrao
com concentragbes previamente conhecidas de NOz e NO; (0-150 uM) foi
preparada para a quantificacdo dos valores de nitrato/nitrito (‘"NO) em pM. (FRODE-
SALEH et al., 1999).
3.10.4.3. Determinacao da Mieloperoxidase

A determinacao da atividade de MPO foi realizada segundo o método descrito
por Rao e colaboradores (1993). Inicialmente, 40 uL da amostra ou do padrédo (MPO
de neutrdfilos humanos 0,7-140 mU mL™") foram transferidos para cubetas e a
reacdo iniciada com a adicdo de 360 pL de meio tampao (0,167 mg mL™" de o-
dianisidina 2HCI e 0,0005% de H;0,). Apos 15 min de incubagdo a temperatura
ambiente, a reagdo enzimatica foi interrompida com a adigdo de 30 uL de azida
sédica 1%. A seguir, as amostras foram centrifugadas (3000 g, por 5 min), e o
sobrenadante transferido para cubetas, para posterior leitura das densidades dticas
a 450 nm. A curva-padrao com concentragdes conhecidas da MPO (0,7-140 mU
mL‘1) foi determinada, permitindo a quantificacdo. Os valores da MPO foram
expressos em mU mL™", com o auxilio da equacdo de reta (FRODE; MEDEIROS,
2001).

3.11. Anédlise Estatistica

Comparacbes estatisticas dos marcadores de estresse oxidativo e
inflamatdrios dentro dos diferentes grupos foram realizadas usando ANOVA (analise
de variancia), complementada pelo teste de Tukey—Kramer, enquanto o teste t de
Student foi usado para comparagdo pareada entre 2 grupos especificos da
classificagdo de Los Andes, antes e apds alguma intervengao, admitindo um nivel

minimo de significancia de p < 0,05.
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4. Resultados

4.1. Caracteristica da Amostra da Populacdo Estudada

Os 41 pacientes com diagnéstico de doenca de Chagas crénica apresentaram
idade média de 58,8 + 10,3 anos (31 a 67 anos), sendo 16 pacientes do sexo
masculino (39%) e 25 do sexo feminino (61%). O indice de massa corporal (IMC) foi
24,3 + 51 Kg/mz. Quando comparados os 4 grupos, em relagao a atividade fisica, o
grupo Il apresentou uma proporgdo maior de individuos sedentarios, com
significancia estatistica (p=0,030), podendo ser justificada pela limitagdo da condigcéo
clinica dos mesmos. A tabela 1 mostra as caracteristicas demograficas e
laboratoriais dos 4 grupos. As variaveis continuas foram relatadas pela média +

desvio padrao e as categoricas pelo numero absoluto ou percentual.

Tabela 1 — Caracteristicas demogréficas e laboratoriais dos pacientes chagasicos nos quatro grupos
de comprometimento cardiaco

Variavel 1A IB [l 11l
(n=10) (n=20) (n=8) (n=4)
ldade 58,9+10,2 61,8+11,2 58,8+11,1 59+10,6
Sexo Masculino 5 (50%) 6 (30%) 4 (57%) 1(25%)
Sexo Feminino 5 (50%) 14 (79%) 3 (43%) 3 (75%)
IMC (Kg/m?) 25,5142 24,131 24,3+4,3 23+3,8
Atividade fisica 78% 75% 60% 25%
Constipacao>3 dias 0% 12,5% 35% 42%
Disfagia 47,8% 37% 88% 91%
Hemoglobina(g/dl) 13,3+1,2 13,8+1,1 12,8+1,6 10+1,8
Creatinina(mg/dl) 0,940,6 1,1+0,3 0,910,4 1,0+0,3
TSH(UI/ml) 2+1,2 2,810,9 3,2+0,7 3,1+
Leucdcitos(cel/mm®) | 12x10%+1,2 | 11x10°+1,1 | 13x10°+0,9 | 13x10°+0,8
Medicamentos
Amiodarona (n) 0 0
Captopril (n) 0 20

Sintomas potencialmente relacionados a esofagopatia ocorreram com maior
freqUéncia nos grupos Il e lll, com significancia estatistica (p<0,001). Em relagdo ao

sintoma potencialmente relacionado a colopatia (constipagao intestinal > 3 dias) sé
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houve diferenga significativa do grupo IA (no qual 100% dos individuos nao
apresentavam tal sintoma) em relacao aos grupos Il e Ill.

A avaliagdo radiolégica mostrou que o indice cardio-toracico aumentou a
medida do avango no grau de comprometimento cardiaco (p=0,0001). Nao foram
realizadas radiografias de eséfago e/ou enema opaco. O ecocardiograma mostrou
que fracao de ejecao (FEVE) nos pacientes do grupo lll foi significativamente menor
do que nos demais grupos (p=0,0001). O didmetro diastdlico final do ventriculo
esquerdo foi corrigido para a area da superficie corporal, e valores acima de 32
mm/m? foram considerados anormais. Com base nesse critério, 12 pacientes
apresentaram dilatacdo do ventriculo esquerdo. O comprometimento miocardio a
direita, expressado pela hipertensdo pulmonar, esteve presente nos pacientes do
grupo Il e lll. O monitoramento eletrocardiografico dindmico ambulatorial (Holter)
mostrou instabilidade elétrica proporcional ao comprometimento miocardico. Os
dados referentes a

radiologia, eletrocardiografia e ecocardiograma estao

sumarizados na tabela 2.

Tabela 2 — Variaveis radiolégicas,eletrocardiograficas e ecocardiograficas dos pacientes nos quatro
grupos de comprometimento cardiaco

Variavel IA (n=10) IB (n=20) | Il (n=8) [l (n=4)
Radiografia de Torax
-indice 0,45+0,02 | 0,45+0,02 | 0,48+0,04 | 0,52+0,02
cardiotoracico(mzdp) 0% 0% 20% 100%
-Compativel com ICC
Eletrocardiograma
-repouso 12 derivagdes
BRD 0% 55,7% 62,3% 97,8%
BRD+HBAE 0% 68,9% 72,1% 99,1%
Area inativa 0% 2% 55% 89,3%
-ambulatorial de 24h
ESV isoladas (n/24h) | 417+213 678+411 | 1423+899 | 2841+121
TVMNS 0% 4%% 41% 93%
Ecocardiograma
FEVE 65,2% 61,6% 42,4% 37,6%
IDAfVE (mm/m?) 28,3+1,8 29,2+1,2 | 32,3+4,8 35,9419
Hipertensao pulmonar 0% 0% 25% 44%
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4.3. Determinagdes das enzimas antioxidantes

4.3.1. Atividade da Glutationa Peroxidase

A atividade da GPx foi aumentada apods a terapia com BZN em todos os
grupos: IA (92,3%; p=0,0004), IB (102,2%; p<0,0001), Il (113,1%; p=0,0087) e Il
(140,6%; p=0,0008), através do teste t de Student pareado (figura 4).
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Figura 4 - Atividade da GPx no hemolisado de pacientes chagasicos crénicos em quatro estagios de
evolugédo do comprometimento cardiaco, segundo a classificagdo de Los Andes modificada, antes e
depois da terapia com BZN durante dois meses. O emprego do teste t de Student foi realizado entre a
determinagdo antes e apds suplementagdo dentro de cada grupo e a diferenga estatistica foi
simbolizada por *(p<0,05), **(p<0,01) e ***(p<0,001) . O teste para comparagao entre os 4 grupos foi
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey, e a diferenga estatistica foi simbolizada
or %(p<0,05), “*(p<0,01) e *““(p<0,001) para as diferencas em relagdo ao grupo IA, por "(p<0,05),
P(p<0,01) e PP*(p<0,001) para as diferencas em relagdo ao grupo IB e por Y(p<0,05) para as
diferengas em relagao ao grupo |Il.

Apos a suplementacdo, a atividade da GPx previamente aumentada, foi
significativamente diminuida, em todos os grupos: IA (24,3%; p=0,0064), IB (26,4%;
p=0,0003), Il (33,1%; p<0,0001) e Il (31,7%; p=0,0108) (figura 5).
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Figura 5 - Atividade da GPx no hemolisado de pacientes chagasicos crénicos em quatro estagios de
evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificacdo de Los Andes modificada, pods
BZN e depois da terapia antioxidante com vitaminas E e C durante 6 meses.

4.3.2. Atividade da Superdxido Dismutase (SOD)

Da mesma forma, a SOD, ndo mostrou diferenga estatistica entre os 4 grupos
nos trés momentos de analise, através do emprego da ANOVA. Entretanto, a
atividade de SOD ap0ds a terapia com BZN, aumentou significativamente nos grupos
IA (98,1%; p<0,0001), IB (56,2%; p=0,0007) e Il (59,5%; p=0,0087), através do
pareamento do teste t. O grupo lll, apesar de uma tendéncia de elevagdo, nao

apresentou diferenga estatistica (figura 6).
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Figura 6 - Atividade da SOD no hemolisado de pacientes chagasicos crénicos em quatro estagios de
evolugao do comprometimento cardiaco, segundo a classificagdo de Los Andes modificada, antes e
depois da terapia com BZN durante 2 meses.

A suplementagdo antioxidante diminuiu significativamente o aumento da

atividade enzimatica da SOD, promovida pelo tratamento com BZN, ou seja,
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reconstituiu os valores basais nos grupos IA (48,0%; p<0,0001); IB (39,2%;
p<0,0001); Il (42,1%; p=0,0002), além de uma forte tendéncia de diminuicdo no
grupo Ill, com p= 0,0561 (figura 7).
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Figura 7 - Atividade da SOD no hemolisado de pacientes chagasicos crénicos em quatro estagios de
evolugao do comprometimento cardiaco, segundo a classificacdo de Los Andes modificada, p6s BZN
e depois da terapia antioxidante com vitaminas E e C durante 6 meses.

4.3.3 Atividade da catalase (CAT)

Apos o tratamento com BZN, a atividade da CAT mostrou aumento
significativo, segundo o teste t de Student pareado, nos grupos IA (35,3%;
p=0,0390), IB (54,8%; p=0,0001) e Il (44,2%; p=0,0068) (figura 8)
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Figura 8 — Atividade da CAT no hemolisado de pacientes cardiopatas chagasicos cronicos divididos
em quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a Classificagdo de Los
Andes modificada, antes e depois da terapia com BZN durante 2 meses.

Contrariamente, apds a terapia antioxidante, a atividade da CAT foi a unica

enzima que mostrou aumento significativo nos grupos IA (17,5%; p=0,0020) e grupo
IB (26,0%; p=0,0095) através do teste t de Student pareado (figura 9).
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Figura 9 — Atividade da CAT no hemolisado de pacientes cardiopatas chagasicos cronicos divididos
em quatro estagios de evolugcdo do comprometimento cardiaco, segundo a Classificacao de Los
Andes modificada, pés BZN e depois da terapia antioxidante durante 6 meses.

4.3.4. Atividade da Glutationa Redutase (GR)

A atividade da GR foi aumentada apenas no grupo IB (26,8%; p=0,0076), com
uma tendéncia de elevagcdo no grupo IA (p=0,0522), apos o tratamento com BZN
(figura 10).
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Figura 10 — Atividade da GR no hemolisado de pacientes cardiopatas chagasicos crbnicos divididos
em quatro estagios de evolucdo do comprometimento cardiaco, segundo a Classificacdo de Los
Andes modificada, antes e depois da terapia com BZN durante 2 meses.

Interessantemente, nesses mesmos grupos, Nnos quais ocorreu 0 aumento de
atividade enzimatica de GR com o tratamento etiolégico, foi observada uma inibicéo
significativa apds a terapia antioxidante, reconstituindo os valores basais da
atividade enzimatica (IA: 19,2%; p=0,0395 e 1B:13,8%; p=0,0345), segundo teste t
de Student. (figura 11).



58

8-
@ Apos BZN
a 3 Apos Suplementagédo
—_— 6-
@ ‘_'E * *
E < = -
3 E 4
S o
S E
Z5
< p 24
(O]
0-

L) L) L)
Grupo IA Grupo IB Grupo Il  Grupo Il

Figura 11 — Atividade da GR no hemolisado de pacientes cardiopatas chagasicos cronicos divididos
em quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificagdo de Los
Andes modificada, pés BZN e depois da terapia antioxidante durante 6 meses.

4.3.5. Atividade da Glutationa Transferase (GST)

Similarmente, o pareamento do teste t, mostrou que a atividade da GST foi
fortemente aumentada apos a terapia com BZN nos grupos IA (123,4%; p<0,0001),
IB (105,3%; p<0,0001), I (137,1%; p=0,0090), porém, o grupo lll apresentou

elevagao sem significancia (p= 0,1043) (figura12).
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Figura 12 — Atividade da GST no hemolisado de pacientes cardiopatas chagasicos crénicos divididos
em quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificagdo de Los
Andes modificada, antes e depois da terapia com BZN durante 2 meses.

Entretanto, apds a suplementagdo antioxidante, a atividade da GST n&o foi

diminuida, ou seja, ndo apresentou diferencas significativas com a atividade

determinada apods a terapia com BZN, apenas tendéncias de diminuigao (figura 13).
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Figura 13 — Atividade da GST no hemolisado de pacientes cardiopatas chagasicos crénicos divididos
em quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificagdo de Los
Andes modificada, pés BZN e depois da terapia antioxidante durante 6 meses.

4.4. Determinacdes dos antioxidantes ndo enziméticos e nutricionais
4.4.1. Concentracdes de Pequenos Tiois Nao Protéicos (GSH)

Os niveis de GSH apds a terapia com BZN nao apresentaram diferenca
estatistica entre o pareamento de grupos, porém, apds a terapia, o grupo Il
apresentou niveis significativamente menores em relagcdo ao grupo I|A, segundo

analise de variancia ANOVA seguida pelo teste de Tukey (figura 14).
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Figura 14 — Niveis de GSH em sangue total de pacientes cardiopatas chagasicos cronicos divididos
em quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificagdo de Los
Andes modificada, antes e depois da terapia com BZN durante 2 meses.

Contudo, apdés a suplementacdo antioxidante, os niveis de GSH
apresentaram-se diminuidos nos grupos IA (35,9%; p=0,0002); IB (29,6%;
p=0,0006); Il (26,0%; p=0,0211), segundo o teste t de Student (figura 15).
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Figura 15 — Niveis de GSH em sangue total de pacientes cardiopatas chagasicos cronicos divididos
em quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificacdo de Los
Andes modificada, pés BZN e depois da terapia antioxidante durante 6 meses.
4.4.2. Concentragao de vitamina E

O tratamento com BZN promoveu uma deplecdo da vitamina E com
significancia, nos grupos IA (27,00%; p=0,0057), IB (20,30%; p=0,0137) e Il (44,2%;
p=0,0230). A analise de varidncia entre grupos, a exemplo do trabalho anteriormente
realizado em nosso laboratério (MACAO et al., 2007), mostrou que os grupos Il e lll
(com maior comprometimento cardiaco), apresentam niveis menores de vitamina E

em relagao aos grupos IA e IB (figura 16).
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Figura 16— Niveis de Vitamina E em plasma de pacientes cardiopatas chagasicos cronicos divididos
em quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificagdo de Los
Andes modificada, antes e depois da terapia com BZN durante 2 meses.

A terapia antioxidante foi capaz de restaurar e aumentar os niveis de vitamina
E, com aumentos significativos nos grupos: 1A (43,8%; p=0,0006); IB (24,0%;

p=0,0118); Il (63,3%; p=0,0061), sem apresentar esse efeito no grupo Il com maior
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comprometimento cardiaco, o qual novamente mostrou menores niveis através da

ANOVA seguida pelo teste de Tukey, comparado aos demais grupos (figura 17).
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Figura 17 — Niveis de Vitamina E em plasma de pacientes cardiopatas chagasicos crénicos divididos
em quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificacdo de Los
Andes modificada, pés BZN e depois da terapia antioxidante durante 6 meses.

4.4.3. Concentracéo de vitamina C

As concentragdes de vitamina C ndo permitiram sua inclusdo nos resultados,
devido a problemas da reprodugdo da metodologia no HPLC com detector
eletroquimico. O método de escolha inicial foi o descrito por Lykkesfeldt e
colaboradores (1995), porém, o protocolo de extragdo ou a propria composi¢cao da
amostra, ocasionou problemas durante a corrida analitica no equipamento,
impossibilitando analisar as amostras. Magao e colaboradores (2007), também nao
conseguiram reproduzir a técnica, pois niveis de vitamina C eram muito baixos ou
indetectaveis nas amostras, apesar da redugao prévia das amostras para contornar

eventuais oxidagdes das mesmas.
4.5. Determinacao de marcadores de dano oxidativo
4.5.1. Lipoperoxidacado Tecidual — Determinacao de TBARS

A analise pareada ndo mostrou diferengas significativas nos niveis de TBARS

apos a terapia com BZN, bem como diferengas entre os diferentes grupos pela
ANOVA (figura 18).
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Figura 18 — Niveis de TBARS em plasma de pacientes cardiopatas chagasicos crénicos divididos em
quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificagdo de Los Andes
modificada, antes e depois da terapia com BZN durante 2 meses.

Semelhante a ultima suplementacdo nos mesmos pacientes em estudo
anterior (MACAO et al., 2007), os niveis de TBARS diminuiram significativamente
em todos os grupos: IA (64,0%; p<0,0001); IB (64,5%; p=0,0007); Il (71,6%;
p=0,0011) e lll (61,4%; p=0,0341), atraves do teste t de Student (figura19).
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Figura 19 — Niveis de TBARS em plasma de pacientes cardiopatas chagasicos crénicos divididos em
quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificagdo de Los Andes
modificada, pés BZN e depois da terapia antioxidante durante 6 meses.

4.5.2. Proteina Carbolinada (PC)

O pareamento com teste t revelou que os niveis de PC foram elevados
significativamente, apds o tratamento etioldgico nos grupos: IA (61,8%; p=0,0046),
IB (64,6%; p=0,0025), group Il (100%; p=0,0041), e novamente nao significativa no
grupo Il (figura 20).
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Figura 20 — Niveis de PC em plasma de pacientes cardiopatas chagasicos crénicos divididos em
quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificagdo de Los Andes
modificada, antes e depois da terapia com BZN durante 2 meses.

O aumento nos niveis de dano protéico promovido pelo tratamento com BZN
foi minimizado significativamente com a terapia antioxidante, nos grupos IA (20,5%;
p=0,0034); IB (35,0%; p=0,0003) e Il (35,94%; p=0,0014) e novamente sem

significancia no grupo Il (figura 21).
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Figura 21 — Niveis de PC em plasma de pacientes cardiopatas chagasicos crénicos divididos em
quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificagdo de Los Andes
modificada, pés BZN e depois da terapia antioxidante durante 6 meses.

4.6. Determinacdo de Marcadores Inflamatdrios

4.6.1. Atividade da Adenosina Deaminase (ADA)

A determinagdo da ADA n&o sofreu alteragéo significativa apos o tratamento
com BZN (figura 22).
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Figura 22 — Atividade da ADA no soro de pacientes cardiopatas chagasicos cronicos divididos em
quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificagdo de Los Andes
modificada ,antes e depois da terapia com BZN durante 2 meses.

Entretanto, pelo teste t de Student, apds a terapia antioxidante, a atividade de
ADA diminuiu nos grupos IA (40,7%; p=0,0113) e IB (28,0%; p=0,0022) (figura 23).

15-
E @ Apos BZN
[ 7 ~
o 2 104 . *% T I 3 Apos Suplementagéo
T c
=
- E
2§
s4
T O
[2]
o
c
()
2
(O

I
Grupo IA Grupo IB Grupo Il  Grupo Il

Figura 23 — Atividade da ADA no soro de pacientes cardiopatas chagasicos crbnicos divididos em
quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificacdo de Los Andes
modificada, pdés BZN e depois da terapia antioxidante durante 6 meses.

4.6.2. Concentracdo de Oxido Nitrico ("NO)

A determinacao de *NO nao foi alterada apds o tratamento com BZN, porém,
apesar da auséncia de significancia estatistica pela ANOVA seguida pelo teste de
Tukey, foi possivel observar uma tendéncia de aumento de "NO proporcional ao grau
de comprometimento cardiaco nas duas determinagdes (p=0,0966, apdés BZN)
(figura 24).
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Figura 24 — Niveis de "NO em soro de pacientes cardiopatas chagasicos cronicos divididos em quatro
estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificagdo de Los Andes
modificada, antes e depois da terapia com BZN durante 2 meses.

Por outro lado, apds a terapia antioxidante, a analise pareada demonstrou um
decréscimo significativo nos niveis de NO nos grupos: IA (32,5%; p=0,0443); 1B
(33,4%; p=0,0214) e 1l (28,9%; p=0,0402) (figura 25).
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Figura 25 — Niveis de NO em soro de pacientes cardiopatas chagasicos cronicos divididos em quatro
estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificagdo de Los Andes
modificada, pés BZN e depois da terapia antioxidante durante 6 meses.

4.6.3. Atividade da Mieloperoxidase (MPO)

A atividade de MPO néo evidenciou diferengas apos o tratamento com BZN

(figura 26).
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Figura 26 — Atividade da MPO no soro de pacientes cardiopatas chagasicos crénicos divididos em
quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificacdo de Los Andes
modificada, antes e depois da terapia com BZN durante 2 meses.

Da mesma maneira, apés a suplementacdo nao houve interferéncia dessa
terapia na atividade de MPO, porém, a analise de varidncia ANOVA, seguida pelo
teste de Tukey entre grupos mostrou que o grupo Il apresentou maior atividade
comparada ao grupo IA. Seguindo o mesmo perfil, apesar de nao ser significante, o
grupo lll também teve uma tendéncia menor de atividade, comparada ao grupo |IA
(figura 27).
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Figura 27 — Atividade da MPO no soro de pacientes cardiopatas chagasicos crénicos divididos em
quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco, segundo a classificagdo de Los Andes
modificada, pés BZN e depois da terapia antioxidante durante 2 meses.
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5. Discusséao

Nossos resultados mostraram que o tratamento com BZN promoveu um
aumento das atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx, GST e GR
(apenas no grupo IB), principalmente nos estagios mais iniciais da doenga, ja que o
grupo lll s6 apresentou aumento significativo na atividade da enzima GPx. Aumentos
enzimaticos frente a terapia com BZN, caracterizam um mecanismo compensatorio
devido a provavel elevagdao da geracdo de EROs e ERNs, decorrente do
metabolismo oxidativo do BZN, provavelmente através do sistema microssomal
P450 (MASANA; TORANZO; CASTRO, 1984). As enzimas do CYP450 tém grande
importancia no metabolismo oxidativo de xenobidticos, sendo que, a utilizagado do
oxigénio molecular combinado com a oxidagdo do NADPH reflete 0 mecanismo pelo
qual estes compostos sao biotransformados, sendo as EROs um produto secundario
deste processo enzimatico (SEVANIAN et al., 1990). Hepatécitos de ratos tratados
com BZN mostraram uma indug¢ado do sistema P450, sub-familia fase 1Al (CYP1A1),
com inducao de estresse oxidativo, sendo que esse processo foi revertido pela
administracdo de um inibidor de CYP1A1, indicando que o estresse oxidativo
mediado pelo tratamento com BZN ocorreu através da metabolizagdo do farmaco
através desse sistema enzimatico (DE BEM, 2001; BOTELHO, 2003).

Adicionalmente, um estudo mostrou que o aumento da expressao da isoenzima
Fe-SOD B1 em T.cruzi aumenta a sensibilidade de medicamentos como BZN e
violeta genciana, devido ao acumulo de H,O,, indicando a importancia do papel da
geracdo de EROs na biotransformacdo e na atividade antiparasitaria de BZN
(TEMPERTON et al., 1998).

Os aumentos concomitantes da CAT e GPx, provavelmente refletem uma
compensagao a elevada producdo de H,0O,, e outros hidroperoxidos, pois em
eritrécitos a GPx é responsavel pela detoxificacdo de H,O,, enquanto que o aumento
da atividade da CAT soO ocorreria quando altas concentragdes de H,O, sao
produzidas sistemicamente (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001).

Além disso, outra possivel fonte de geracdo de espécies reativas durante o
tratamento etiolégico com BZN poderia residir na ativagao fagocitaria, pois alguns
estudos recentes mostraram que o BZN promoveu um efeito de ativagcao celular com
geracao de EROs, a partir da ativagdo de NADPH-oxidase, além de ERNs, com
ativacdo de macrofagos e subsequente da enzima oxido nitrico sintase e producéo
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de citocinas prd/anti inflamatérias, sendo esse efeito atribuido como um mecanismo
responsavel pelo beneficio do tratamento etiolégico (SATHLER-AVELAR, 2006;
2007).

Por outro lado, a relativa incapacidade dos pacientes pertencentes ao grupo
lll, o qual compreende individuos com maior comprometimento cardiaco e
insuficiéncia cardiaca, em compensar o estresse oxidativo através de enzimas
antioxidantes, ja havia sido demonstrada em estudos prévios (PEREZ-FUENTES et
al., 2003), e inclusive pelos trabalhos anteriores desenvolvidos por nosso grupo de
pesquisa com esses mesmos pacientes (OLIVEIRA et al., 2007; MACAO et al,
2007).

Paralelamente a esse aumento das atividades das enzimas antioxidantes
apoés a terapia com BZN, houve um aumento nas concentragdes de oxidacdo de
proteinas (PC), novamente com excegado do grupo lll, o qual apresentou apenas
uma tendéncia de elevacado. Pedrosa e colaboradores (1997) mostraram que em
pacientes chagasicos em fase avangada de comprometimento cardiaco, houve um
aumento do metabolismo anaerdbico, com menor utilizagdo de oxigénio, paralelo ao
aumento de remodelamento ventricular (OLIVEIRA et al., 2000). Considerando que a
geracao de EROs ¢é diretamente proporcional quase linear a utilizagao de oxigénio
(BOVERIS; CHANCE, 1973; WILHELM FILHO et al.,, 2000), é esperado uma
diminuicdo da geragdo de EROs nesses individuos, sendo que esse mecanismo
pode ser uma justificativa para a auséncia de elevagao significativa de PC nesse
grupo de maior comprometimento. Entretanto, ha certa limitagdo relativamente as
inferéncias ao grupo Ill, no que se refere ao numero amostral, o qual é
consideravelmente menor em relagado aos demais grupos (devido principalmente aos
Obitos ocorridos ao longo do projeto), sendo isso umas das possiveis causas para a
menor significancia estatistica observada tanto para a proteina carbonilada, como
para algumas atividades enzimaticas analisadas, onde se observam diferengas que
nao apresentaram significancia estatistica. Mais especificamente, no inicio do projeto
no ano de 2003, o grupo lll era composto por dez pacientes. Entretanto, ao longo
desses ultimos quatro anos, alguns pacientes foram a o6bito ou abandonaram o
projeto, diminuindo consideravelmente a sua amostragem, sendo que, devido a
resposta limitada desse grupo frente a terapia antioxidante (MACAO et al., 2007),
nao foram recrutados mais pacientes classificados com grau lll para o presente

estudo.
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Com relagao ao aumento de PC nos demais grupos, este biomarcador estaria
refletindo o aumento na oxidacao protéica promovido pelo tratamento com BZN no
hospedeiro. A elevagao de niveis de PC é observada em varios animais e culturas
celulares, seguido de sua exposicdo a condigdes que desencadeiam o estresse
oxidativo (BERLETT; STADTMAN, 1997). Alguns trabalhos em modelos animais
mostraram que metabdlitos reativos de BZN ligam-se covalentemente em diferentes
tecidos para provocar injuria celular em 6rgdos como: testiculos, ovarios, adrenais,
colon, es6fago, com aumento de dano oxidativo em organelas e proteinas devido ao
seu metabolismo nitroredutor (CASTRO et al., 1989; CASTRO et al., 2003; DIAZ et
al., 2001; CASTRO et al., 2006). Destarte, a toxicidade do BZN seria consequéncia
da interacdo de seus metabdlitos reativos com DNA, proteinas, lipidios, além de
outros componentes celulares (CASTRO et al.,, 2006). Independentemente do
mecanismo envolvido na agao deste farmaco, o tratamento com BZN promoveu um
dano oxidativo protéico no hospedeiro.

Contrariamente, o processo de lipoperoxidacdo avaliado pela determinagcao
de TBARS, ndo apresentou diferenca apos o tratamento com BZN. E provavel que
os aumentos nas atividades das enzimas GPx, GST e CAT foram responsaveis por
evitar o aumento de dano lipidico mensurado através do niveis de TBARS. A via
primaria de detoxificacdo de aldeidos citotoxicos, tais como o 4-hidroxi-trans-2-
nonenal, produzidos durante o processo de peroxidagao lipidica € a sua conjugagao
com GSH catalisada pela enzima GST (TJALKENS et al., 1998; LIU; TSAI, 2002).
Além disso, a glutationa peroxidase fosfolipidio hidroperéxido, € uma fragao
enzimatica da GPx que é capaz de reagir com fosfolipidios, inibindo o processo de
lipoperoxidagcdo de membranas (ARTHUR, 2000; IMAI; NAKAGAWA, 2003).
Contrariamente, em hepatdcitos de ratos tratados com BZN, houve uma diminuicao
da atividade de GST ao longo de um més de tratamento (PEDROSA et al., 2001).
Além disso, houve também inibicdo das atividades de GR e CAT e nao ocorreu
alteracao na atividade de SOD, ao final do tratamento. Estes resultados em conjunto
evidenciaram que o perfil dos biomarcadores de estresse oxidativo em sangue de
pacientes chagasicos crénicos apds o tratamento com BZN nao foi semelhante ao
perfil dos mesmos biomarcadores em hepatdcitos de ratos tratados com o mesmo
farmaco (PEDROSA et al., 2001). Como consequéncia, inferéncias a partir de
modelos animais aparentemente nao sao necessariamente validadas para humanos

quanto ao uso deste farmaco anti-chagasico.
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Apos o tratamento com BZN, repetindo a excegéo envolvendo o grupo lll, os
niveis de vitamina E foram consumidos significativamente, indicando que a terapia
com BZN promoveu uma diminuicdo desse antioxidante nutricional. Esse consumo
também poderia ter sido responsavel pela manutencéo dos niveis de TBARS, ja que
a vitamina E é o principal antioxidante lipossoluvel com capacidade de inibir as
reagcdes de propagacao da lipoperoxidacdo (BURTON;JOYCE;INGOLD, 1982;
TRABER; ATKINSON, 2007). A analise estatistica antes da terapia com BZN revelou
que os grupos Il e Il apresentaram niveis mais baixos de vitamina E, quando
comparados aos grupos com menor comprometimento cardiaco. Esses grupos com
estagios mais avancados de comprometimento cardiaco apresentaram um grau de
estresse oxidativo maior em relagdo aos demais grupos, aspecto ja demonstrado
anteriormente nestes pacientes (OLIVEIRA et al., 2007). Deste modo, confirmaria a
inferéncia ja levantada neste estudo anterior, de que o consumo de antioxidantes
nutricionais € proporcionalmente mais acentuado em estagios mais avancados, no
sentido de minimizar os efeitos oxidativos deletérios que acompanham a progresséo
da doenca. Reiterando, o decréscimo dos niveis de vitamina E foi correlacionado ao
grau de severidade da doencga, corroborando os resultados do estudo realizado
anteriormente com esses mesmos individuos (MACAO et al., 2007).

Com relacdo as concentragdes de GSH, apds a terapia com BZN, a unica
diferencga estatistica encontrada foi em relagéo ao grupo lll, o qual apresentou niveis
significativamente menores em relagdo ao grupo IA. Esses resultados sugerem uma
relacdo sinérgica entre vitamina E e GSH em pacientes com um elevado grau de
estresse oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001).

Da mesma maneira, apds a suplementacao antioxidante com as vitaminas E e
C, todos os grupos apresentaram uma elevagao das concentragdes de vitamina E,
com excecao do grupo lll, que apresentou niveis significativamente menores em
relacdo aos demais grupos. O comprometimento esofagico e intestinal mais
acentuado nos pacientes pertencentes ao grupo lll, também poderia acarretar em
menor absor¢ao da vitamina E, o que justificaria a manutengao da vitamina E nesse
grupo apos a suplementacao.

A importéncia da vitamina E na doenga chagasica foi mostrada em um
estudo, onde ratos infectados com T. cruzi que apresentavam deficiéncia de vitamina
E, apresentaram aumento de miocardite, denervacdao simpatica, leucopenia e

aumento de diferenciacdo de mondcitos em macrofagos (CARVALHO et al., 2006).
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Além disso, varios estudos em diferentes paises tem demonstrado uma
correlagcao inversa entre os niveis de vitamina E e o risco para desenvolvimento ou
morte de doengas cardiovasculares (KUSHI et al, 1996; BOAZ et al., 2000; PRYOR,
2000; SIDANI; ZIEGLER, 2008). Logo, considerando que a suplementacao foi capaz
de restaurar os niveis de vitamina E depletados pela terapia com BZN, essa
associacdo de suplementacdo apos a terapia com BZN poderia, adicionalmente,
além de diminuir a agressao oxidativa causada pelo tratamento, restaurar os niveis
de alfa tocoferol depletados, e ainda, promover uma diminuicdo do risco desses
pacientes com menor comprometimento cardiaco ao desenvolvimento de eventos
cardiovasculares mais graves.

Da mesma forma, o aumento das concentracbes de PC promovido pelo
tratamento com BZN foi atenuado pela suplementagdo, com diminuicéo significativa
em todos os grupos com excegado do grupo lll, sendo que, a terapia antioxidante
também foi efetiva em diminuir os niveis de PC e TBARS nesses mesmos pacientes
dois anos atras, durante a avaliagdo de seu efeito isolado na CCC (MACAO et al,
2007). A repeticdo deste resultado é um forte indicio de que a associagcdo da
suplementacao antioxidante com vitaminas E e C apds a terapia com BZN, pode
atenuar os efeitos deletérios do metabolismo nitroredutor que o BZN gera no
hospedeiro, e igualmente, assegurando a eficacia do efeito protetor desta forma de
suplementacdo antioxidante. Um estudo citogenético mostrou um aumento de
aberragdes cromossOmicas em macrofagos de animais tratados com BZN, sendo
que a terapia antioxidante com vitamina E diminuiu significativamente essas
aberragdes, indicando que esse efeito clastogénico do BZN provavelmente ocorreu
através de processos oxidativos, que podem ser prevenidos pelo a-tocoferol
(LACAVA; LUNA, 1994).

Apesar de ndao haver um aumento do processo de lipoperoxidagdo apds o
tratamento com BZN, os resultados obtidos mostraram que novamente a terapia
antioxidante foi capaz de diminuir os niveis de TBARS em todos os grupos,
reforcando o papel protetor da vitamina E contra o processo de oxidacao de lipidios.
Considerando os biomarcadores de estresse oxidativo, a terapia com vitaminas E e
C novamente foi capaz de minimizar o insulto oxidativo lipidico e protéico inerente
aos pacientes chagasicos cardiopatas crénicos, resultado ja obtido anteriormente por
nosso grupo (MACAO et al., 2007).
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Com relagdo as enzimas antioxidantes, o aumento de suas atividades,
provavelmente promovidos pelo tratamento com BZN, foi atenuado pela
suplementacdo antioxidante. Mais especificamente, isto ficou evidenciado pela
diminuicdo da atividade das enzimas GPx (em todos os grupos) SOD (todos os
grupos, com excegao do grupo lll), e GR (grupos IA e IB), sugerindo que o provavel
mecanismo responsavel pela suas elevagbes, foi a producdo maior de EROs
ocorrida durante o tratamento com o farmaco. O acido ascérbico € um agente
antioxidante fraco (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2001) que, todavia, pode neutralizar
varias EROs, além de atuar no processo de regeneragao de outros antioxidantes,
notadamente o radical tocoferoxil, conforme ja mencionado (PADAYATTY et al.,
2003). O alfa tocoferol, além se suas propriedades antioxidantes, causa inibicdo da
proteina quinase C (PKC), comprometendo a liberacdo de NADPH-oxidase e
inibindo a produgdo de O," por mondcitos e macrofagos (REITER; JIANG;
CHRISTEN, 2007). Como discutido anteriormente, a estimulagdo de produgao de
EROs por fagdcitos via NADPH-oxidase, € um dos mecanismos que poderia elevar a
producdo de tais espécies durante o tratamento com BZN, além da sua producéao
durante seu metabolismo. Devaraj e Jialal (2000) mostraram que mondcitos ativados
de individuos com diabetes tipo Il suplementados com vitamina E, produziram menor
quantidade de O, e H,0..

Por outro lado, a atividade da enzima GST, ndo exibiu diferenca estatistica
apés a suplementagcdo. Um trabalho recente mostrou que camundongos
suplementados com vitamina E (1000 Ul) durante 4 meses, apresentaram aumento
da expressdo génica de enzimas envolvidas no metabolismo e excregdo de
xenobiontes, incluindo a GST, modulando suas proprias concentragbes no
organismo. Embora especulativo, é possivel sugerir que a atividade de GST, que
também foi aumentada apods o tratamento com BZN, ndo apresentou diminuicdes
significativas apos a suplementagcéo através desse provavel efeito atribuido ao a-
tocoferol (MUSTACICH et al., 2008).

Contrariamente, a CAT foi a unica enzima que apresentou aumento de sua
atividade nos grupos IA e IB, apos a suplementagdo. Um experimento realizado em
ratos mostrou que eritrocitos deficientes de vitamina E apresentaram grande
deficiéncia de CAT. Apods a suplementagao com vitaminas E, houve um aumento da
atividade da CAT, sem, entretanto, alterar as atividades de SOD e GPX.

Corroborando nossos resultados, esses dados indicam que a suplementacdo com
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vitamina E aparentemente fornece uma protecédo contra a inativacdo da CAT em
condigdes experimentais (CHOW, 1980; 1992). Além disso, um estudo demonstrou
que a o alfa e o gama-tocoferol podem aumentar a expresséo do receptor ativador
de proliferagdo do peroxissoma (PPAR-y e PPAR-a),0s quais estdo envolvidos na
ativacdo da [(-oxidacao lipidica em peroxissomas. Levando em consideragao que
durante o processo de (B-oxidagao de lipidios nessa organela, ocorre a producao de
H>0O2, com consequente aumento da atividade da CAT, esse também poderia ser um
mecanismo envolvido no aumento da atividade dessa enzima apds a suplementacao
antioxidante nesses pacientes (LATRUFFE et al., 2000; CAMPBELL et al., 2003;
GONZALEZ et al., 2007).

Os niveis de GSH diminuiram apds a suplementacdo com as vitaminas E e C
nos grupos IA, IB e Il. Pesquisas em cobaias oxidativamente estressados,
mostraram que a ingestdo de vitamina C diminuiu, compensatoriamente as
concentragcbes de GSH pulmonar e hepatica (SHANG et al.,, 2002). Em outro
trabalho desenvolvido por esses mesmos pesquisadores, a incubacao de células
deficientes de GSH com vitaminas E e C promoveu uma tendéncia a diminuicdo de
GSH, e, paralelamente, diminuiu significativamente a concentragcdo de GSSG,
aumentado o status redox celular. Esses pesquisadores sugeriram que a
suplementagado com vitaminas E e C poderia suprimir a sintese endégena de GSH,
afetando a expressao da atividade da enzima gamaglutamilcisteina sintetase, a qual
promove a sintese de GSH, sugerindo que esse € uma mecanismo celular que
manteria a homeostase antioxidante. Esses dados sugerem que células e tecidos
podem regular os niveis de GSH adaptativamente, em resposta a mudangas em sua
capacidade intracelular antioxidante (SHANG et al.,, 2003, HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2001).

Em revisdo recente, Brigelius-Flohé (2009) sugeriu que as propriedades
benéficas da vitamina E provavelmente n&o estariam relacionadas a sua atividade
antioxidante, devido a falta de evidéncias cientificas in vivo que comprovem a
eficacia dessa suplementagcdo em relacdo ao estresse oxidativo. O presente
trabalho apresenta resultados concretos de que o efeito protetor da vitamina E
provavelmente esta relacionado com a sua capacidade antioxidante em pacientes
com CCC apds a terapia com BZN. Além disso, os resultados obtidos com os
mesmos pacientes em estudo anterior (MACAO et al., 2007), quando foi avaliado o

efeito isolado dessa terapia antioxidante, de forma semelhante ao presente estudo,
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mostrou que o tratamento com a suplementacdo com vitaminas E e C, promoveu
uma atenuacado do dano oxidativo no sangue nesses pacientes relacionada com a
progressdo da doenga. De forma analoga, outro trabalho recente realizado por
nosso grupo de trabalho, mostrou a eficacia da combinagéo das vitaminas E e C em
atenuar o estresse oxidativo relacionado com o tratamento de pacientes com
hepatite C tratados com ribavirina e interferon (FARIAS, 2009).

Além de suas propriedades antioxidantes, varios trabalhos tém ressaltado as
propriedades anti-inflamatérias da vitamina E (SINGH; DEVARAJ; JIALAL, 2005;
REITER; JIANG; CHRISTEN, 2007). Apés a suplementagdo com vitaminas E e C, as
concentragdes de "NO foram diminuidas nos grupos IA, IB e Il. Embora as analises
entre grupos, nas determinagdes basal e apos BZN, ndo tenham demonstrado
diferenca estatistica, houve uma tendéncia de aumento de °NO, proporcional ao
comprometimento da doencga. Pérez-Fuentes e colaboradores (2003), reportaram o
aumento de °NO paralelo ao grau de comprometimento cardiaco em pacientes
chagasicos crénicos. Naviliat e colaboradores (2005) observaram que o aumento da
nitracdo de proteinas (3-nitrotirosina), detectadas em processos inflamatérios no
miocardio de camundongos chagasicos, que ocorrem em consequéncia do aumento
de °*NO, pareceu diminuir o parasitismo, mas promoveu igualmente dano colateral ao
miocardio. Da mesma maneira, Dhiman e colaboradores (2008), mostraram que
animais infectados com T. cruzi apresentam aumento da expressdao de ‘NO e
estresse nitrosativo, demonstrado pelo aumento da nitragdo de proteinas,
proporcional ao grau de comprometimento do miocardio. Assim sendo, essa
propriedade da suplementagdo em diminuir os niveis de ‘NO, poderia resultar numa
menor formagdo de ERNs e minimizar seus efeitos deletérios ao miocardio, nos
grupos com menor comprometimento cardiaco.

Paralelamente, a atividade da enzima ADA apresentou uma diminuicdo nos
grupos IA e IB. A ADA é considerada um indicador inespecifico de ativagao de
linfécitos T (LEE et al., 2007). Considerando a importéncia dessas células na
progressdo da CCC (GUIMARAES, 1997), é possivel sugerir através dos resultados
obtidos, que a terapia antioxidante foi capaz de minimizar o processo inflamatério
mediado por células T, nos estagios mais iniciais de comprometimento cardiaco.

Entretanto, a atividade da enzima MPO n&o foi alterada apods a

suplementacdo. Porém €& importante ressaltar que a analise de variancia entre os
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grupos mostrou que o grupo |l apresentou valores de atividade de MPO maiores em
relacdo ao grupo IA. A MPO, assim como seus derivados reativos, esta implicada em
condigdes inflamatorias. Além disso, alguns estudos ja mostraram que essa enzima
poderia estar envolvida em disfungbes do miocardio e remodelamento anormal
ventricular ap6s lesdes isquémicas (NICHOLLS; HAZEN, 2005). Houve uma
tendéncia de aumento do grupo Illl em relagdo ao grupo IA, sendo assim, em
estagios mais comprometidos da doenga, essa enzima aparentemente possui maior
atividade. Contrariamente aos nossos resultados, a determinacdo da MPO, realizada
apdés a suplementacdo desses mesmos pacientes ha dois anos, mostrou uma
diminuicdo dessa enzima. E possivel que este tipo de parametro analisado sofra
modificagdes com a evolugdo da doencga. Afinal, a doenga de Chagas, em sua fase
cronica € uma doenga progressiva, podendo ocorrer mudangas em sua evolugéo, e
que a mesma necessite de uma massa critica de comprometimento para ter
manifestacdes laboratoriais. Apesar disso, os dados do presente trabalho confirmam,
em geral, aqueles resultados anteriormente obtidos nesses pacientes (OLIVEIRA et
al., 2007; MACAO et al., 2007), no sentido de um progressivo aumento do estresse
oxidativo relacionado com o fator temporal na cardiopatica chagasica cronica.

Em resumo, o tratamento com BZN promoveu dano oxidativo, evidenciado
pelo aumento das concentragcdes de PC, além do consumo de vitamina E e pelo
aumento da atividade de varias enzimas antioxidantes. Provavelmente, os aumentos
das atividades da GPx e GST foram capazes de evitar aumento do processo de
lipoperoxidacao (TBARS) relacionado com o tratamento com o BZN. Entretanto, os
marcadores GSH, *NO, MPO e ADA permaneceram inalterados apés o tratamento.

Por outro lado, a terapia antioxidante com vitaminas E (800Ul/dia) e vitamina
C (500mg/dia), foi capaz de minimizar esse dano oxidativo, através da diminui¢cao
dos niveis de PC, aumento dos niveis plasmaticos de vitamina E, e a diminuicdo das
atividades de algumas das enzimas que foram aumentadas apds o tratamento
etiolégico. Além disso, como evidenciado com a mesma suplementacdo ha dois
anos nesses pacientes (MACAO et al., 2007), os niveis de TBARS, mesmo tendo
permanecido inalterados com a terapia com BZN, diminuiram acentuadamente com
a suplementacao.

Coerentemente, o grupo lll, a exemplo dos outros trabalhos desenvolvidos por
nosso grupo (OLIVEIRA, 2004; OLIVEIRA et al., 2007; MACAO, 2006; MACAO et

al., 2007), na determinacao basal, apresentou niveis de vitamina E mais baixos em
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relacdo aos grupos IA e IB, e apds a terapia com BZN, niveis de GSH menores em
relacdo ao grupo |A, s6 apresentando resposta compensatoria frente a terapia com
BZN, através de aumento da atividade enzimatica da GPx. Da mesma forma, esse
grupo, constituido por pacientes com insuficiéncia cardiaca, apds a suplementagéo
com vitamina E e C, apresentou niveis mais baixos de vitamina E em relacdo aos
demais grupos, e, com exce¢ao da inibicdo da enzima GPx e da diminuigdo dos
niveis de TBARS, os demais parametros ndo obtiveram resposta nesse grupo com a
suplementacdo antioxidante, na mesma proporgdo que 0s demais grupos menos
comprometidos.

Nao foi possivel avaliar os padroes de normalidade para os parametros
analisados, pela falta de um grupo controle, no entanto, este ndo foi, desde o
principio, o objetivo do presente estudo, tampouco daquele anteriormente
desenvolvido em nosso laboratério (MACAO, 2006). Trata-se de um estudo de
intervengao terapéutica de uma amostra pertencente a uma coorte aberta
constituida de pacientes, acompanhados no ICES/Servico de Cardiologia do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho-UFRJ. Logo, o objetivo do estudo foi
avaliar a intervencdo em um dado momento, e ndo o de comparar estes pacientes
com um grupo de individuos sadios, aspecto que foi contemplado no trabalho inicial
do projeto sobre Chagas (OLIVEIRA, 2004; OLIVEIRA et al., 2007).

Em relagdo aos parametros de estresse oxidativo analisados, a dieta € um
fator determinante para os resultados, bem como sua interpretacdo. Porém, nesse
caso, ha uma caréncia de instrumentos adequados para populagbes com nivel
nutricional tdo reduzido. A doenca de Chagas atinge individuos excluidos das
minimas condi¢des de assisténcia do Estado, a comecar pelas precarias condigdes
de moradias, aspecto que muito caracteriza o perfil sécio-econémico da doenca, e

que provavelmente podem ter contribuido para a infecgao.
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6. Conclusodes

1. O tratamento com BZN promoveu um dano oxidativo evidenciado pelo
aumento das concentracbes de PC, além da deplecdo de vitamina E e
aumentos das atividades das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e GST,

principalmente nos grupos com menor comprometimento cardiaco.

2. A suplementacao antioxidante foi capaz de atenuar o dano oxidativo em
proteinas, causado pelo tratamento com BZN, evidenciado pela diminuigao
de PC, além de restaurar e aumentar os niveis de vitamina E, com exce¢ao
do grupo lll e diminuir a atividade das enzimas, SOD, GPx e GR, portanto,
sendo eficaz em atenuar o dano oxidativo causado por aquele tratamento,
principalmente nos estagios iniciais da doenca. Além disso, da mesma
maneira que o projeto anterior (MACAO et al., 2007), a suplementagao
causou uma diminuicdo do processo de lipoperoxidacdo, através da
diminuicdo dos niveis de TBARS, e, no que se refere aos marcadores
inflamatodrios, essa terapia também promoveu uma diminuicdo dos niveis de

*NO e ADA nos estagios menos comprometidos da doenca..

3. Conjuntamente, esses dados sugerem que a associagdo da terapia
antioxidante apés o tratamento etiolégico da Doenca de Chagas com BZN, é
eficaz em atenuar os efeitos deletérios que a terapia acaba gerando no
hospedeiro, provavelmente devido a mecanismos oxidativos, principalmente

em pacientes incluidos nos estagios de menor comprometimento cardiaco.
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7. Perspectivas

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam possibilidades futuras,
tanto na melhor avaliacdo dos efeitos de suplementagdao antioxidante, como na
utilizacdo de outros medicamentos que possam ter acdo antioxidante, associados ou

nao a essa suplementacdo. Consequentemente, seria oportuno:

e Realizar uma analise geral do perfil desses pacientes que estao
sendo estudados desde o ano de 2003, e verificar as mudangas ocorridas
dentro desse periodo, bem como o efeito a longo prazo dessas intervencdes
antioxidantes.

e Verificar o efeito do B-bloqueador do carvedilol isoladamente, o
qual apresenta evidéncias de possuir atividade antioxidante, no sentido de
avaliar sua acdo nos biomarcadores de estresse oxidativo, uma vez que
esse farmaco é utilizado como terapéutica para a cardiopatia.

e Verificar a associacao desse farmaco com a terapia antioxidante
com vitaminas E e C para avaliar a existéncia de eventual sinergismo entre
as duas terapias.

e Determinar biomarcadores de estresse oxidativo mais sensiveis
e especificos tais como: malondialdeido como determinagcdo de
lipoperoxidacao lipidica, 3-nitrotirosina, para avaliacdo de nitragdo de
proteinas, bem como avaliagdo de dano ao DNA (teste do cometa ou
aductos de DNA, como a 8-oxoguanina). Realizar a técnica de FRAP, o qual
€ um importante indicador de estresse oxidativo, quando associado aos
demais parametros analisados.

e Melhorar a extracdo e padronizacdo do procedimento para a
determinacao de vitamina C, que se adapte as caracteristicas das amostras
e determinacio deste analito.

e Devido a menor resposta, novamente comprovada nos
individuos classificados como grupo lll, verificar a possibilidade da excluséo

desse grupo nos préximos projetos.
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9. Anexos

Anexo 1 — Ficha de Dados do Paciente

PROGRAMA CARDIO/CHAGAS /HU-UFRJ
. IDENTIFICACAO
01 - Nome
02- N° Prontuario N Y Y A

03- Data de Nascimento N O
04-Etinia |__| (1)Negra (2)Branca (3)Mulata (4 ) Outra
05- Sexo || (1) Masculino (2 )Feminino

06-Naturalidade

07-Data da Avaliagéo Inicial N Y Y

08-Afastado da zona endémica ha

* HISTORIA CLINICA RELEVANTE
09-Diag de Insuf Cardiaca Esquerda (escore clinico maior ou igual a 3) |__|
(1)-Sim (2)-Nao (3) Ignora
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, camihando no plano, passo normal 2
Obrigado a parar por falta de ar, ao caminhar 100m no plano 2
Dificuldade de respirar / falta de ar
Frequéncia cardiaca 91 a 110 bpm
mais de 111 bm
Estertores nas bases pulmonares

Estertores nas bases e apices pulmonares

2
1
2
1
2
Pressao venosa jugular aumentada isolada 1
Presséo venosa jugular aumentada associada a edema 2
Presséo venosa jugular aumentada associada a hepatomegalia 2
Distens&o dos vasos dos lobos superiores no Rx de Torax 1
Edema intersticial pulmonar 2

2

Edema intersticial pulmonar + derrame pleural
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10- Classe Funcional da NYHA ||
(1) Classe | (2) Classe Il (3) Classe lll (4) Classe IV

11-Internacgéo prévia devido a Insuficiéncia Cardiaca ||
12-Desfibrilador Cardiaco Intracavitario ||
13-Taquicardia Ventricular Sustentada ||
14-Diag de Disautonomia (necessario presenca dos 3 itens
||
a-auséncia de ansiedade
b-auséncia de transpiracéo
c-bradicardia e/ou hipotenséo

15-Morte Subita Ressuscitada ||
Vocé ja teve alguma perda subita e momentanea da consciéncia e
do ténus postural que necessitou de manobras de ressuscitacio?
A-Taquicardia Ventricular Sustentada
B-Fibrilacdo Ventricular
C-Assistolia
D-Atividade elétrica sem pulso-a-BAV 3° grau
b-outra bradiarritmia

c-outro ritmo

16-Diagndstico de Embolia Pulmonar |
17-Diagnéstico de Embolia Sistémica ||
18-Diagnéstico de AVC / TIA ||
19-Sincope ||
20-Marca-passo ||
21-Fibrilagao Atrial ||

*DOENCAS ASSOCIADAS NAO CARDIACAS
22-Diabetes |__|

23-Doenca vascular periférica ||

24-Disfuncéo Respiratoria ||



25-Doencga coronariana
26-Insuficiéncia Renal Crénica
27-Doenga vascular cerebral
28-Dislipidemia

29-Cancer

30-Hipertensao

31-Outros

*HABITOS
32-Diagnostico de Tabagismo
a-Nunca Fumou

b-Fumante (1 ou mais maco/dia)
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c-Ex-fumante (ndo fuma nos ultimos 6 meses)

d-Eventualmente

33-Alcoolismo Crénico (presenca de duas ou mais respostas positivas) |__|

(1)-Sim (2)-Nao

-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 o nervosisimo ou ressaca

* ESCOLARIDADE

34-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

* MEDIDAS ANTROPOMETRICAS

Pes.|_ | | _|kg Altura |||

| cm



mmHg

36-Pressao arterial sistdlica| | | |mmHg diastdlical__| |

35-Relagao cintura |_|_|_|cm

* AVALIACAO RADIOLOGICA

(1) Sim (2) Nao

37-Normal ||

38- Indice cardio-toracico > 0,50 |

39-Sinais de congestédo pulmonar |

*ALTERACOES NO ECG DE REPOUSO CONVENCIONAL

(1)-Sim (2)-Nao

40-Normal ||

41-Bradicardia sinusal <50bpm ou pausa sinusal > 3,0 seg |__|
42-BAV 1°grau ||

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

44-Alteragdes primarias de ST-T ||

45-Baixa voltagem (<0,5 Mv todas as derivagdes frontais) | |
46-Fibrilacao Atrial ||

47-Extra-SistolesVentriculare ||
48-BRE ||

49-Area Eletricamente Inativa (Q > 40ms 2 derivagdes continuas)|__|

(a) anterior (b) inferior (c) posterior (d) lateral (e) antero-lateral
50-BRD ||

51-HBAE ||
52-Marcapasso ]
* MONITORIZACAO CONTINUA DO ECG DURANTE EXERCICIO
(1)-Surgiu (2)-Ausente (3)-Aumentou (4)-Diminuiu (5)-Mantida

de registro

Considerar o maior n° de arritmias durante 30 segundos qualquer

53-Ext Vent ||

54-Taqui Vent Monomorfica Nao Sustentada ||

55-Disturbio de condugéo atrioventricular |
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56-Disturbio de conducéo intraventricular ||
*ELETROCARDIOGRAFIA DINAMICA (HOLTER)
(1) Sim (2) Nao
57-Taquicardia com QRS estreito > 150 bpm > 30 seg |
58-Taquicardia com QRS estreito > 150 bpm < 30 seg |
59-Taquicardia com QRS estreito < 150 bpm > 30 seg ||
60- Taquicardia com QRS estreito < 150 bpm < 30 seg ||
61-Taquicardia com QRS alargado>150 bpm duragao>bat |__|
62-Taquicardia com QRS alargado < 150 bpm duragédo > 4 bat |__|
63-Bradicardia sustentada < 35 bpm ||
64-Bloqueio sinoatrial ||
65-Pausa sinusal > 3 segundos ||
66-Ritmo escape juncional |
67-Bradicardia sinusal inapropriada ||
68-Taqui-bradicardia ||
69-Bradiarritmia pos-parada cardiaca ||
70-Bloqueio AV 2° grau Mobitz Tipo 1 ||
71-Bloqueio AV 2° grau Mobitz Tipo 2 ||
72-Bloqueio AV 3° grau |
73-Fibrilagao e/ou Flutter atrial ||
74-Disturbio de conducgao intraventricular ||
75-Falha de marcapasso ||
76-Desfibrilador - qualquer documentada descarga ||
77-Sincope - qualquer relato ||
78-Arritmia ventriculares complexa multiforme > 10/hora ||
* ECOCARDIOGRAMA Bi-Doppler
(1)-Sim (2)-Nao
79-Normal ||
80-Evidéncia de anormalidade contratil segmentar ||
(a) anterior (b) inferior (c) posterior (d) lateral (e) apical
81-Alteragao de contratilidade difusa ||
82-Disfuncgéo sistdlica de VE leve |

83-Disfuncao sistdlica de VE moderada ||
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84-Disfuncao sistolica de VE grave ||
85-Trombo em VE ||
86-Aneurisma
(a) anterior (b) inferior (c) posterior (d) lateral (e) apical
87-Diametro diastolido de VE mm -
88-Diametro sistélico de VE mm L]
89-FEVE % ]
90-Disfungéo Diastdlica |
(a)-Ausente (b)-Padrao de Deficit de Relaxamento (c)-Padréao Restritivo
(d)-Padrao Pseudo-normalizacao
*MEDICAMENTOS
(1)-Sim (2)-Nao
91-Diurético de alca ||
92-Diuréticos outros ||
93-Digital ||
94-IECA ||
95-ARBs ||
96-Espirolonactona |
97-Anticoagulante Oral ||
98-Amiodarona ||
99-Outros antiarritmico ||
100-Aspirina |_|
101-Beta bloqueador ||
* IMPRESSAO FINAL
102-Forma Clinica Cardiaca (estagios evolutivos) ||
1-Cardiopatia Chagasica Cronica leve (grupo IA)
2-Cardiopatia Chagasica Crénica moderada (grupolB)
3-Cardiopatia Chagasica Cronica grave sem ICC (grupo Il)
4-Cardiopatia Chagasica Crdnica grave com ICC (grupo lll)
(1) Sim (2) Nao
103-Esdbfagopatia ||
104-Colopatia |_|

Comentarios:
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Anexo 2 — Ficha de acompanhamento nutricional e fisico do paciente
PROGRAMA CARDIO/CHAGAS /HU-UFRJ
. IDENTIFICACAO
0 N [ T SO
02- N° Prontuario A

03- Data de Nascimento T I

04-Etinia ||
(1) Negra (2)Branca (3 ) Mulata (4 ) Outra
05- Sexo || (1) Masculino (2 )Feminino

06-Naturalidade
07-Data da Avaliacéo Inicial T Y

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

HISTORIA ALIMENTAR

09-Quantas refeicbes vocé faz regularmente?. Lembre-se de todas as
refeicbes-café da manha, almogo,janta e lanches que vocé faz em casa ou fora
de casa:

( )2 ( Y3 () ()5 ( )6oumais
10-Vocé tem uma alimentacido saudavel?
( )Sim ( )Nao ( )as vezes

Justifique:

11-Marque com (X) nos alimentos que vocé gosta de comer ou beber:

( )frango ( )legumes ( )bolo

( )peixe ( )verduras ( )pao

( )carne de boi ( )frutas ( )hamburger

( )ovo ( )suco ( )pizza

( )feijao ( )eite ( )cachorro-quente
( )arroz ( )queijo ( )biscoito

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



12-Marque um (X) nos alimentos que vocé come sempre (pelo menos uma vez
por semana):

( )frango ( )legumes ( )bolo

( )peixe ( )verduras ( )péao

( )carne de boi ( )frutas ( )hamburger

( )ovo ( )suco ( )pizza

( )feijao ( )eite ( )cachorro-quente
( )arroz ( )queijo ( )biscoito

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

13-Vocé come com mais frequéncia alimentos:
()fritos ( )cozidos ( )grelhados ou assados

( )alteranando todas as formas de preparo

14-Com que frequéncia mensal vocé costuma comer fast foods (Mac Donalds,
Bobs etc)

( Jnunca ( )quasenunca ( )1 ( )2 ( )3 ( ) ( )5oumais

15-0O que vocé costuma levar de lanche para o trabalho?
16-Vocé come doce com frequencia?
( )Ntododia ( )umavezporsemana ( )2 vezes por semana

( )3 vezesporsemana ( )nunca

17-Vocé se acha:

( )gordo ( )magro ( )no peso ideal ( )acima do peso ideal (
)abaixo do peso ideal

18-Vocé pratica atividade fisica?

( )sim ( )ndo Qual? Quantas vezes por
semana?
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Anexo 3 — Aprovacéo do Conselho de Etica

DE @ CARDIOLOGIA HUCFF

FAX : 25622759 89 mMAal.

[Dlalice Helrw Dupa Viokre:
iedion - Proll* Associads

Secvethrin:

Mo Teneea Aeenks
Furnandition - Fpeuilsn

Menbres Thaubire:

Dunehm Abeide Hom

[Ohviz Caris Duane de
Mirandu

2887 11:31

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

CEP - MEMO - n.° 319/07 Rio de Janeiro, 27 de abril de 2007,
Da: Coordenadora do CEP
A (0): Sr. (a) Pesquisador (a): Dr. Roberto Coury Pedrosa

Assunto: Parecer sobre projeto de pesquisa

Sr. (a) Pesquisador (a),

Vo e
[ Luvia daCarnoiock Ao Informo a V. Sa que o CEP constituido nos Termos da
e m Resolugao n. © 196/96 do Conselho Nacional de Saude ¢, devidamente
C]mﬁ.'nc Adiro registrado na Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa, recebeu, analisou e
I:IF Regire: de Fiermu Riveli emitiu parecer sobre a documentagdo . referente ao protocolo e seu
ngm,,w respectivo Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme abaixo
st~ fausey discriminado:
[ Zusrara Rodriges da Siva
Frikezom .
Membros Supkonies Protocolo de Pesquisa: n® 053/07- CEP
(JBets Moriz 1npe
Madioo » Duaora i .
[JCestmiade Asts Matimusy Titulo: “Efeito do tratamento com o benzonidazol e da terapia
Dmam antioxidante na cardiopatia chagasica cronica”
m-mcmm ) .
t mﬁmm" Pesquisador (a) responsavel: Dr. Roberto Coury Pedrosa
[CIMeria de Fitina Gusino | ppes
Dwmd?::f?m Data de apreciagdo do parecer: 12/04/2007
Enfenncing
U E:‘,’,;,,m“:;““ Parecer: "APROVADO™
Dm@mcnm .
[Dverin e gg‘;."m Informa ainda, que V. Sa. deverd apresentar relatoriq
Asaesoid semestral, previsto para 12/10/2007, anual ¢/ou relatério final para este

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

Alenciosamente,

Prof*, Alice Helena Dutra Violante
Coordenadora do CEP

Pdg. 2
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Anexo 4 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do estudo: Efeito do tratamento com o benzonidazol e da terapia antioxidante

na cardiopatia chagasica crénica

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

Introducao

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 0 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 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 necessario para decidir se vocé quer participar deste estudo. Se
estiver de acordo com as informacdes deste documento, vocé ira assina-lo e recebera

uma das copias assinadas para que possa guarda-la com vocé.

Descrigcao/objetivos do estudo

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo clinico porque vocé tem uma
doenga chamada doenga de Chagas com grau de comprometimento variavel nos
diferentes orgaos, principalmente o coragdo. O objetivo deste estudo é verificar se a
administracdo do benzonidazol, um medicamento antiparasitario (capaz de matar o
parasita) vai ajudar vocé que ja tém problemas no coracgao. Isto €, se matando o parasita,
vocé ficara com a doenca paralisada, podendo até mesmo apresentar melhora de seu
quadro clinico. Também, o estudo vai verificar se a administragdo das vitaminas C e E
(medicamentos antioxidantes) vao te ajudar aumentando suas defesas antioxidantes
(defesas contra os radicais livres-substancias que sao prejudiciais ao seu corpo).
Atualmente, o benzonidazol & utilizado nos raros casos em que a pessoa procura o

médico na fase aguda da doencga (logo apds ser picado pelo barbeiro ou logo apos



104

transfusdo de sangue contaminado). O tratamento também é realizado quando o
paciente adquiriu o parasita ha poucos anos e ainda ndo apresenta lesbes no coragao;
por exemplo, em criangas. Nessas situacdes o indice de cura é de 60-70%. Para os
pacientes adultos que ja tém alteragdes no coragdo como vocé, os médicos geralmente
nao receitam este remédio porque néo se sabe se ele ajuda ou ndo. Apenas com uma
investigacdo como esta, que incluira 45 chagasicos com comprometimento no coracgao,
sera possivel determinar se o Benzonidazol assim como as vitaminas C e E serdo

benéficas ou ndo nesta fase da doenca.

Desenho do estudo/duracdo/nimero de pacientes

Esse estudo caracteriza-se por ser um estudo clinico, observacional, aberto (tanto
seu meédico quanto vocé terdo conhecimento sobre qual tratamento vocé estara
tomando). E importante que vocé tome o medicamento de acordo com as instrucées
dadas pelo médico do estudo (Dr Roberto Coury Pedrosa). A duragdo do tratamento do
estudo também dependera dos efeitos colaterais que vocé desenvolver. Caso vocé
interrompa a tomada do medicamento do estudo, vocé sera acompanhado pelo seu
médico (Dr Roberto Coury Pedrosa) para ver a evolugao no seu estado geral de saude.
Podemos antecipar que aproximadamente outros 45 pacientes como vocé irdo participar

deste estudo.
Descricao do estudo

Procedimentos na avaliagéo inicial

Se vocé decidir participar do estudo, vocé realizara determinados testes e
procedimentos para ajudar a descobrir se vocé € elegivel para entrar nesse estudo.
Esses testes e procedimentos sdo chamados “procedimentos da avaliagao inicial’.
Os procedimentos da avaliagao inicial pode ocorrer até uma semana antes que vocé
inicie o tratamento. Vocé sera solicitado a assinar esse termo de consentimento
antes que qualquer teste especifico do estudo possa ser realizado. O seu médico
perguntara sobre a sua histéria médica. Isto pode incluir doengas que vocé teve no
passado, doencgas diferentes da doenga de Chagas que vocé tem atualmente (por
exemplo, diabetes, hipertensdo, asma) e todos os medicamentos que vocé tomou
nas ultimas semanas. A historia de tratamento anteriores que vocé utilizou para o
tratamento da sua doenga de Chagas bem como quaisquer efeitos colaterais em

andamento desses tratamentos anteriores serdo registrados. Serdo também
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realizados: exame fisico (incluindo a medida do seu peso, altura, pressao arterial
sanguinea, frequencia cardiaca e temperatura corporal), um eletrocardiograma
(ECG- um teste que produz um quadro grafico da atividade elétrica de seu coragéo),
ecocardiograma (um teste que mede a fungdo de bombeamento de sangue do seu
coragao). Radiografias de torax serdo realizados caso ndo tenham sido realizadas
recentemente. Ao longo do curso do estudo, seréo obtidas e enviadas para o seu
prontuario copias dessas avaliagbes. ApoOs esta consulta inicial, sera coletado
sangue de uma veia (10 ml de sangue igual a quantidade de 1 colher de sopa) e ai
entdo vocé devera iniciar o medicamento (benzonidazol) durante 60 dias, duas
vezes ao dia. Nesse periodo vocé devera retornar em consulta médica 3 vezes. A
primeira vez depois de 11 dias que estiver tomando os comprimidos, uma segunda
vez depois de 3 semanas e uma terceira vez depois de 60 dias (final do tratamento
com o benzonidazol). Na segunda e terceira consultas sera coletado sangue de
uma veia de seu braco para verificar se surgem complicacées nos glébulos brancos
causados pelo benzonidazol. Caso ocorram alteragdes importantes, o tratamento
podera ser suspenso. Nova consulta médica sera marcada apdés 6 meses da
administragcado das vitaminas C e E. Nesta visita de final do tratamento com as

vitaminas sera novamente coletado sangue de uma veia de meu braco.

Alguns dos exames de sangue que estao sendo realizados s&o exames de rotina e
ajudarao o seu médico a monitorar o seu sangue em relagdo a qualquer mudanga. Alguns
exames de sangue estao sendo realizados com os propésitos da pesquisa € nao seriam
realizados caso vocé nao estivesse recebendo o tratamento do estudo. O seu sangue,
apos processado, sera armazenado em nitrogénio liquido e usado apenas para
realizacdo dos exames propostos, sendo posteriormente desprezados. Seréao
observados os mesmos cuidados técnicos de coleta e conservagao do seu sangue até a
analise laboratorial final.

E possivel que, apds todos os testes terem sido revisados, vocé ndo possa fazer
parte desse estudo. Da mesma forma, pode haver outras razdes, pelas quais vocé nao
pode participar e, nesse caso, o seu meédico discutira todas essas razbes com voce.

Alguns exames de sangue, realizados na visita de avaliagao inicial, podem precisar
ser repetidos, mas apenas caso 0 seu medico avalie que esses exames Sao necessarios.
Sera solicitado a vocé que informe qualquer medicamento que vocé esteja tomando na

semana anterior a primeira dose do tratamento.
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Tratamento

Caso vocé se qualifique para o estudo e concorde em participar, vocé recebera o
seguinte tratamento: Benzonidazol 5mg/kg/dia em duas tomadas no dia durante 60 dias
seguido de vitamina E 800ui/dia + vitamina C 500mg/dia, tomada unica, por 6 meses. O
fornecimento da medicacdo do estudo sera feito a vocé no consultério 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 o seu médico caso vocé desenvolva
qualquer efeito colateral mental ou fisico ou caso vocé tenha qualquer pergunta sobre o
benzonidazol, a vitamina C ou sobre a vitamina E fornecida a vocé. Vocé deve tomar as
doses do benzonidazol e das vitamina C e E imediatamente antes da sua principal
alimentacao.

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

prescri¢cao através do consultério de seu médico

Procedimento do estudo

Enquanto estiver tomando a medicagcédo do estudo vocé sera solicitado a seguir a
programacao de visitas clinicas do estudo para monitorar sua seguranga e se 0s
tratamentos estao funcionando

Durante cada visita vocé ira realizar as seguintes avaliagdes:

-Exame fisico que inclui a medida do seu peso, pressdo arterial sanguinea,
frequéncia cardiaca e temperatura corporal e uma avaliagdo de sua progressao no

estudo

-Vocé deve informar quaisquer sintomas que vocé desenvolver desde o inicio do
estudo ou qualquer mudanga nos sintomas que vocé 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 participagao no estudo, o seu médico assistente

(Dr Roberto Coury Pedrosa) continuara seu acompanhamento clinico.



107

Se, em qualquer momento, vocé desenvolver efeitos colaterais (efeitos nao
desejaveis), vocé deve deixar que o seu médico do estudo saiba o 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 nos nao conhecemos todos os efeitos colaterais do mesmo ou todos os efeitos
colaterais que poderiam acontecer quando o medicamento do estudo € combinado com
outros medicamentos ou com alcool. Reagbes podem acontecer com este medicamento.
Dessa forma vocé deve discutir sempre a possibilidade de uso de alcool ou de quaisquer
outros medicamentos (que n&o necessitam de prescricdo, que necessitam de prescri¢cao)
ou uso de drogas ilicitas com o seu médico enquanto vocé estiver participando deste
estudo. Vocé também deve notificar qualquer outro profissional da area de saude que o
examine, que vocé esta participando deste estudo, especialmente caso vocé esteja a ponto
de realizar um procedimento cirdrgico, um procedimento dental ou qualquer outro

tratamento medicamentoso.

O risco do benzonidazol

Todos os medicamentos podem causar efeitos colaterais. O medicamento
deste estudo (benzonidazol) pode causar reagdes alérgicas na pele, problemas de
estdmago, principalmente ansia de vémito, formigamentos em bragos e pernas e
febre. Também nao existem beneficios clinicos garantidos com a minha participagéao
nesse estudo e que, independentemente ou nao de fazer parte do mesmo, receberei

o tratamento médico padrdo que meu meédico julgar apropriado.

O risco da vitamina C

Alguns efeitos colaterais podem ser preditos, mas nem todos os efeitos colaterais
que vocé poderia ter podem ser preditos. Em estudos prévios realizados em voluntarios
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 cabega,
sintomas gastrointestinais (flatuléncia, inchago, nauseas, vOmitos, diarréia, constipacéo,

indigestdo), erupgdo cutédnea, cansago, perda de apetite, sintomas de gripe, insénia,
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vermelhidao na face, aftas orais, gosto metalico e aumento nos testes que medem as

fungdes normais do figado
O risco da vitamina 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 foram observados alguns efeitos colaterais tais como: cansaco,
perda de apetite, sintomas de gripe, insbnia e as vezes flatuléncia

Tendo em vista que a vitamina E teve sua dose aumentada, isto €, 800mg/dia e n&o
sendo a dose usualmente usada, podem ser observados outros efeitos colaterais dos quais
ainda nao se tem conhecimento até esse momento. Vocé sera acompanhado de perto em
relacao a qualquer efeito colateral e 0 medicamento sera interrompido caso ocorram efeitos

colaterais graves.
Riscos associados com procedimentos

Alguns dos testes que serdo realizados em vocé (radiografias) irdo lhe expor a
quantidades controladas de radiagdo. A coleta de sangue pode causar dor, edema,
trauma local, irritacdo ou vermelhiddo local; vocé pode si sentir mal ou desenvolver
infeccdo no local da puncdo da agulha. E importante que vocé informe qualquer efeito
colateral o mais cedo possivel ao seu médico do estudo. Vocé nao deve esperar até a

sua préxima visita agendada

Enquanto participar neste estudo, vocé ndo deve doar sangue. O seu médico do
estudo revisara a lista de medicamentos que vocé esta tomando atualmente para
determinar se algum destes medicamentos n&o pode ser tomado em combinagdo com o
medicamento do estudo. Caso vocé queira quaisquer destes medicamentos e um
substituto satisfatorio ndo seja identificado, vocé nao sera elegivel para participar neste
estudo. Nao sera solicitado que vocé 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 drogas ilicitas, que vocé esteja

tomando em qualquer momento durante este estudo.

Gravidez/controle da natalidade
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Por nao se ter muitas informagdes sobre os efeitos do benzonidazol, da vitamina C
e E em criangas ainda por nascer ou criangas em amamentagao, vocé nao sera incluida
no estudo se estiver gravida ou amamentando ou planejando ficar gravida durante o
estudo. Se vocé tiver potencial de engravidar e decidir participar neste estudo, vocé deve
aderir a métodos aceitaveis de controle de natalidade enquanto estiver participando do

estudo.

Se a qualquer momento durante o estudo, vocé engravidar ou achar que esta
gravida, ou descobrir mais tarde que engravidou durante o estudo, vocé deve contactar

seu médico do estudo imediatamente para receber instru¢gdes 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 nao seja beneficiado pessoalmente, o conhecimento acumulado

com a sua participacao neste estudo pode beneficiar outros pacientes no futuro

Confiabilidade

As informacdes de seu historico médico sdo confidenciais e serdo tomadas todas
as precaugdes para preserva-las. A menos que 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
gue seu nome seja mencionado em parte alguma.

Assinando este consentimento vocé estara autorizando para estas pessoas o
acesso ao seu prontuario medico e aos seus dados

Todo o material biolégico coletado sera utilizado apenas neste estudo para
realizacao dos exames laboratoriais especificos no proprio protocolo. Este material ndo

sera utilizado em outros estudos ou para outros fins.
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Novos achados

Durante o estudo vocé sera informado de qualquer nova descoberta significante
sobre os resultados de exames, que possa alterar sua vontade de continuar participante

deste estudo.

Respostas &s perguntas sobre este estudo

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

Participacao voluntaria

Sua participacdo neste estudo é 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 prépria seguranga vocé devera retornar ao hospital para conversar com o

meédico do estudo para que ele possa orienta-lo sobre as possiveis opcdes.

Consentimento para participar deste estudo

Li, ou alguém leu para mim, as informacdes contidas neste documento antes de eu
assinar este termo de consentimento. Minha participacdo neste estudo é voluntaria.
Poderei retirar-me deste estudo a qualquer momento sem causar mal-estar ou
comprometer meu atendimento meédico neste hospital, € nem violar meus direitos. Minha
participacdo neste estudo pode também ser encerrada pelos médicos envolvidos, por
razdes que serao 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 preocupacao relativa a este estudo.

Por meio deste, decido voluntariamente participar deste estudo.

Afirmo que recebi uma copia assinada deste acordo de consentimento livre e
esclarecido e que a minha assinatura neste consentimento, como participante, nao
significa que estou renunciando aos meus direitos legais, de acordo com as leis vigentes
no Brasil.

Nome do participante (letra de forma)

Assinatura data
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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

valida. Nenhum problema médico ou de linguagem prejudicou seu entendimento.

Nome do investigador (letra de forma)
Assinatura data

Informacao para contato com os membros da equipe da pesquisa

Titulo: Nome: Telefone:

Assinatura do coordenador da pesquisa-Médico investigador data
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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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