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‘... melhorar a resisténcia humana e ndo mais
consentir que o nosso camponés tenha como abrigo
a cafua primitiva, infestada pelo inseto que Ihe

suga o sangue e |lhe injeta o parasito, cafua as vezes
imprestavel como habitagdo de suinos e de

todo incompativel com a civilizagdo de um povo...”

Carlos Chagas, 1934
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RESUMO

O desequilibrio entre os mecanismos que causam condi¢cdes oxidativas e as
defesas antioxidantes provoca uma variedade de mudangas fisiologicas, chamadas
coletivamente de estresse oxidativo. A cardiopatia chagasica € uma patologia com
caracteristicas de inflamacéo crénica muito proxima a uma doenga auto-imune que tem
mecanismo de agdo ainda obscuro. O objetivo deste trabalho foi analisar as enzimas
antioxidantes nos eritrocitos de pacientes cardiopatas chagasicos cronicos puros,
classificados em 4 grupos nomeados de | a IV (cada grupo contendo n=10), variando
entre estes grupos o grau de comprometimento cardiaco, segundo classificagdo de Los
Andes modificada. Cada um dos quatro grupos chagasicos foi igualado a individuos
saudaveis pela idade, formando 4 grupos-controle, e ainda, um grupo V formado por 10
pacientes ndo chagasicos com insuficiéncia cardiaca de etiologia orovalvar com
sobrecarga de pressdo e volume, perfazendo um total de 90 pacientes. Foram
examinadas as enzimas antioxidantes catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), glutationa S-transferase (GST) e
ainda os ti6is ndo proteicos (GSH), (GT) e (GSSG). As atividades da SOD, CAT, GR e os
niveis de GT e GSSG essencialmente ndo apresentaram diferengas entre os grupos
chagasicos. A concentracdo de GSH diminui com a progressao da doenga e apresentou
aumento em relagcdo aos controles nos grupos |, Il e lll. As atividades da GST e GPx
estiveram aumentadas no grupo lll e diminuidas no grupo Il e IV, indicando uma
diminuicdo destes antioxidantes com a progressdo da doenga. O grupo V, excegao as
atividades da SOD e da CAT que foram semelhantes, mostrou aumentos das enzimas em
relagdo ao grupo |V, constituindo um comportamento diferenciado neste sentido. Esses
resultados sugerem a existéncia de um quadro de estresse oxidativo com o aumento das
condi¢des oxidativas paralelamente a evolugdo da doenga, ou seja, pacientes com grau
mais elevado de acometimento cardiaco tém uma capacidade antioxidante diminuida, o
que sugere uma perda grande das defesas antioxidantes. Os dados do presente trabalho
tém grande importéncia quanto ao sistema antioxidante relacionado com os mecanismos
de agressao do parasita nesta patologia crénica.

Palavras chaves: doencga de Chagas, estresse oxidativo, defesas antioxidantes.
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ABSTRACT

The imbalance between prooxidants and antioxidant defenses is known as oxidative
stress, and is a common phenomenon associated with inflammatory processes of many
diseases. Chagas’ disease is a pathology characterized by chronic inflammation similar to
autoimmune pathologies, the ultimate mechanisms of which are unknown. The present
work measured some components of antioxidant systems present in the blood of patients
with chagasic cardiopathy. Antioxidant enzymes in erythrocytes and contents of reduced
and total glutathione were analyzed in four groups of chagasic cardiopathy patients (n=10
each group) with different degrees of severity of the disease, according to the classification
of Los Andes. Each group was compared to four groups of healthy subjects and one more
group (called group V) composed of 10 patients with heart failure of orovalve origin with
significant pressure and volume overload, in a total of 90 subjects. Superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), and glutathione reductase (GR) activities as well as total and
oxidized glutathione (GT and GSSG) concentrations showed essentially no significant
differences among the four groups. However, the reduced glutathione (GSH) concentration
exhibited lowered values with the progression of Chagas’ disease but was higher in groups
[, I'and Ill compared to controls. In addition, the glutathione S-transferase and glutathione
peroxidase (GPx) activities were higher in group Ill and lower in groups Il and IV,
suggesting an antioxidant depletion with the progression of the disease. Except in SOD
and CAT activities, the other antioxidants showed higher levels compared to group IV. The
results indicate an increase in oxidative conditions with the severity of Chagas’ disease,
the patients with higher disease severity showing generally a decreased antioxidant
capacity. These results have great importance regarding the antioxidant system which is
affected by parasite aggression in this chronic pathology.

Key words: Chagas’ disease, oxidative stress, antioxidant defenses.
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1 INTRODUGAO:

1.1 DOENCA DE CHAGAS

1.1.1 HISTORIA:

A doencga de Chagas (tripanossomiase americana) € uma zoonose causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) (Cohen & Guirtler,
2001). A tripanossomiase americana foi descoberta em 1909 no Brasil pelo médico e
pesquisador Dr. Carlos Ribeiro Justiano Chagas (Chagas, 1909), integrante da equipe de
Oswaldo Cruz. Carlos Chagas foi encarregado de chefiar os trabalhos de combate a
malaria em Minas Gerais, onde estava sendo construida a Estrada de Ferro Central do
Brasil. Entre 1907 e 1909, Chagas ficou morando em um vagéo de trem onde também era
seu laboratério e consultério. Como bom cientista e em busca de informagdes sobre
patologia na regido, investigou o sangue de animais e pessoas. Em um mico (Callithrix
penicillata) encontrou um hemoflagelado e, posteriormente encontrou, 0 mesmo em
‘chupdes” ou “barbeiros” (inseto comum na regido). No laboratorio de Oswaldo Cruz, Rio
de Janeiro, alguns barbeiros conseguiram infectar os micos, comprovando a suspeita de
Chagas que esse hemoflagelado chamado “Trypanosoma” era uma espécie nova que
circulava entre barbeiros, mamiferos e, talvez, até no homem.

Dois anos mais tarde, em 14 de abril de 1909 e, apds uma busca incessante do
protozoario no homem, encontrou 0 mesmo hemoflagelado ao examinar uma crianga
febril de 2 anos de idade. A mae informou que sua filha tinha sido picada por um barbeiro.
A sintomatologia conferia com os animais infectados no laboratério, o grande cientista
ainda estudou a morfologia e a biologia do parasito no hospedeiro vertebrado e
invertebrado, e denominou-o de Tripanosoma cruzi. (Lana & Tafuri, 2003)

A doencga de Chagas comegou sua expansé&o no fim do século XIX e alcangou seu
pico na metade do século XX. Hoje, a doenga de Chagas € endémica na maioria dos
paises do continente americano (América do Sul e Central), a tal ponto que estimativas
apontam entre 16 e 18 milhdes de pessoas infectadas pelo Trypanosoma cruzi (Kirchoff et



al., 1987; Moncayo, 1999; WHO, 2000). Estima-se que estéo infectados por T. cruzi 7%
da populagéo na Argentina, 22% na Bolivia, e 1,3% do total da populagdo no Brasil, sendo
4,2% da populagao rural em 1995 (Schmuiis, 2000).

Dados do Ministério da Saude indicam que aproximadamente 30% das pessoas
infectadas desenvolvem cardiopatias, destas 10% na forma grave. Nos anos 80 estavam
estimados em 1200000 pacientes com problemas cardiacos e 200000 com megaesb6fago
e/ou megacolon. No Brasil nesta mesma década a mortalidade da doenga de Chagas
chegava 1 a 5 por 100000 habitantes (Prata, 2001), nos anos 90 a mortalidade foi de
3,9/100000 (Schmuiis, 2000). O Banco Mundial estima que a doenca de Chagas é
responsavel pela morte de 23000 pessoas todo o ano (WHO, 1991; Prata, 2001). O grau
de incapacitagdo que a enfermidade causa em comparacdo com a perda de vida foi
medido para criar o 6nus da doenga em AVAI (anos de vida ajustado por incapacidade)
(figura 01). Neste critério o custo da enfermidade produzido pela doenca de Chagas é
maior que o produzido pela leishmaniose, tripanossomiase africana, hanseniase, filariose
ou oncocercose (Schmuris, 2000). Na América Latina somente infecgbes respiratorias
agudas, diarréia e AIDS produzem maior gasto socioeconémico (Prata, 2001).

Com ajuda da Organizagdo Mundial da Saude na implementagao de programas de
eliminacdo do vetor (uso de inseticidas) e melhoria do controle da transmissao
transfusional, a situagdo epidemioldgica da doencga esta sob controle em alguns paises
como o Chile, o Uruguai, Brasil e Argentina (WHO, 2004). No entanto, a vigilancia
epidemiologica deve ser constante e, em fungao do ciclo silvestre e do grande numero de
vetores e reservatérios naturais, a triponossomiase ainda n&o foi erradicada e novos
casos de infeccdo humana podem ocorrer sempre que houver um deslocamento do
homem em diregdo ao parasita no seu habitat natural (Coura et al., 2002).

Com as campanhas de erradicagao do vetor, os casos agudos tornaram-se raros e
praticamente inexistentes em centros urbanos de areas originalmente ndo endémicas
(Xavier, 1999). Com isso, o foco dos estudos deve, necessariamente, ser direcionado
para os pacientes crénicos e para o desenvolvimento das lesdes que evoluem durante a
fase indeterminada da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi Mesmo com a quase
erradicagdo da doenga, seguramente teriamos, por mais de 30 anos, milhares de
pacientes necessitando de cuidados médicos, principalmente na forma cronica cardiaca

da doencga (Dias et al., 1985; Higuchi, 1995; Pedrosa et al., 1996), essencialmente pela



sua alta prevaléncia e alta morbi-mortalidade (Malta, 1996; Prata, 2001). Estima-se que
no Brasil, em 1995, de um total de 1,91 milhdo de contaminados, cerca de 10% seriam
com cardiopatia e aproximadamente 1% com cardiopatias graves (Schmuriis, 2000).
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Figura 01 - Onus de doenga em AVAI (anos de vida ajustados por incapacidade ) para distintas
enfermidades transmissiveis nas Américas. DRA = doenca respiratéria, DIA = diarréia, HIV = SIDA, CHAG =
doenca de Chagas, TUB = tuberculose, HTML = helmintiase intestinal, MAL = malaria, ESQ =
esquistossomose, LEP = hanseniase, LEISH = leishmaniose. Fonte: Schmuiis, 2000.

1.1.2 TRANSMISSAO:

A doenca de chagas caracteriza-se por trés fases: aguda, indeterminada e crénica,
e € transmitida pelo hemiptero hematéfago da familia dos Reduviidae, um vetor natural,
bem como pela transfusdo, pela forma congénita, oral e acidentes laboratoriais
(Rabinovich et al., 1990).

A transmissao natural ou primaria da doenga de Chagas é vetorial. Os triatomineos
vetores infectam-se ao ingerir as formas tripomastigotas presentes na corrente circulatoria
do hospedeiro vertebrado. No estdbmago do inseto eles se transformam em formas
arredondas e epimastigostas. No intestino médio, os epimastigotas multiplicam-se por
divisdo binaria simples. No reto, por¢cédo terminal do tubo digestivo, os epimastigotas se
diferenciam em tripomastigotas (infectantes para os vertebrados). A infec¢cdo do T. cruzi



ao homem, um hospedeiro acidental, ocorre pelos tripomastigotas metaciclicos eliminados
nas fezes e urina do vetor, durante ou logo apds o repasto sanguineo, geralmente a noite
(Prata, 2001; Lana & Tafuri, 2003).

O tripanossoma, um parasita intracelular obrigatorio, estava primitivamente restrito
aos pequenos mamiferos das matas e campos da América (desde o México, ao norte, até
Argentina e Chile, ao sul). Esses animais (tatus, gambas, roedores, morcegos, entre
outros) conviviam com os vetores “barbeiros” silvestres e, entre eles, circulava o
Tripanosoma cruzi, constituindo uma zoonose (ciclo selvagem). Com a chegada do
homem e os processos de colonizagdo, em muitos lugares aconteceram desequilibrios
ecologicos (desmatamentos, queimadas), os barbeiros foram desalojados, invadindo as
habitagbes rusticas e pobres dos lavradores, permitindo que a doenga chegasse ao
homem e aos mamiferos domésticos (ciclo domiciliar) (Dias, 1999; Cohen & Gurtler,
2001).

Quando o processo migratorio das populagbes rurais para as cidades se
intensificou, o parasita acompanhou o homem e a forma de transmissdo passou a ser,
com frequéncia, pelo sangue transfundido. A transfusdo sanguinea € a segunda via de
transmissdo mais importante (Schmufis, 1999), responsavel por aproximadamente 10%
dos casos da doencga (Prata, 2001). Em 1995, considerando todos os paises da América
Latina, 1 de cada 240 doagdes originou 1 nova unidade contaminada e 1 de cada 1255
produziu infeccdo, mesmo com a implementagéo da triagem para doenga de Chagas em
bancos de sangue por muitos paises latinos (Schmufiis, 2000). O intenso fluxo migratorio
ocorrido nos ultimos anos de paises da América Latina para paises mais desenvolvidos
tem colaborado com o aparecimento da doenga de Chagas na América do Norte, Europa
e Asia, o que tem preocupado as autoridades sanitarias de paises como os Estados
Unidos com a possibilidade de transmissdo transfusional em bancos de sangue. Estes
paises ndo usam a triagem sorolégica para doenga de Chagas no banco de sangue
(Kirchoff et al., 1987, Schmuiis, 1999). A Organizagdo Mundial de Saude recomenda que
o diagnéstico sorolégico da doenca de Chagas seja realizado utilizando sempre dois
testes sorolégicos diferentes para obtengédo de resultados mais precisos (Lana & Tafuri,
2003).



1.1.3 FORMAS CLINICAS DE APRESENTACAO DA DOENGCA DE CHAGAS

Logo apds a infecgdo do hospedeiro, a fase aguda da doenga tem inicio. A principal
caracteristica desta fase € a presenca de altos niveis de parasitos circulantes e tissulares.
Os pacientes infectados apresentam sintomas gerais como febre, tonteiras, dor de cabeca
e mal estar. Uma caracteristica marcante apresentada por parte dos pacientes € o sinal
de Romanfa, que consta de edema subcutaneo na palpebra, embora a infec¢édo possa
também ocorrer em outras regides de picada no corpo, o que € conhecido como chagoma
de inoculagdo. Dentre as alteragcdes sistémicas observadas destacam-se: o edema
subcutéaneo, o aumento do volume dos linfonodos, a hepatomegalia e a esplenomegalia,
manifestagdes de comprometimento cardiaco, e a meningoencefalite também podem ser
descrita (Marcondes & Rassi, 1994).

Terminada a fase aguda, que tem duracdo entre dois a quatro meses, observa-se a
fase cronica. Esta fase € marcada inicialmente por um periodo latente, o periodo
indeterminado, onde ndo sido detectadas alteragdes clinicas através da utilizacdo de
técnicas convencionais como o eletrocardiograma, o raio X e o exame clinico. Entretanto,
varios estudos ja detectam neste periodo da doenga a miocardite focal, bem como
alteracgdes no sistema excito-condutor cardiaco e deficiéncia de contratilidade. Alteragdes
estas que podem ser evidenciadas com o uso de testes mais sensiveis como o exame
eletrocardiografico de longa duracgao, o teste de esforgo ou o ecocardiograma (Ribeiro &
Rocha, 2000).

Seguindo deste periodo indeterminado, observa-se um retorno a sintomatologia em
aproximadamente 35% dos pacientes infectados. Esse retorno ocorre mesmo na auséncia
ou escassez de observagao de parasitos nos 6rgéos internos que sdo acometidos como o

esotfago, cdlon, o sistema nervoso e, predominantemente, o coracao (Brener, 2000).



1.1.4 ESTAGIOS CLINICOS EVOLUTIVOS DA CARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA

Existe uma grande variabilidade de critérios de classificagdo da doenga usada nos
trabalhos de pesquisa, tanto basica como clinica, citados como mais de 25 por Storino
(1994). Em 1974, a OMS propds uma classificagdo da cardiopatia em 4 graus, mas esses
critérios ndo incorporam informacdes sobre a fungdo ventricular, hoje considerada
bastante relevante (Xavier, 1999), pois a curva de sobrevida do paciente diminui a
propor¢ao que sua fungéo ventricular decresce (Guimaraes, 1997; Xavier, 1999).

Os quase mil trabalhos que podem ser encontrados na literatura estudando
pacientes chagasicos utilizam estes critérios de modo arbitrario. A falta de um referencial
comum dificulta a interpretagdo global dos resultados. Para efeito o presente trabalho,
utilizou-se a classificagdo de Los Andes, modificada por Xavier (1999), definindo os varios
estagios evolutivos de acometimento cardiaco na doenca de Chagas como:

Grau I: infecgdo com ECG normal ou boderline, fungéo ventricular normal ou apenas

discretamente deprimida;

Grau lI: infecgdo com ECG anormal e disfuncéo sistélica ventricular esquerda

moderada;

Grau llI: infecgdo com ECG anormal e disfungéo sistolica ventricular esquerda grave;

Grau IV: infeccdo com insuficiéncia cardiaca.

Nessa classificacdo os pacientes dos grupos | e IV sao identificados pelo ECG
normal, sem necessidade de ecocardiograma ou pela presenca de insuficiéncia cardiaca,
respectivamente. Os pacientes dos grupos Il e lll (com ECG alterado e sem clinica de
insuficiéncia cardiaca) sao classificados de acordo com sua fung&o ventricular, avaliada

pelo ecocardiograma (Xavier, 1999).



1.1.5 MECANISMOS PROPOSTOS PARA EXPLICAR A EVOLUCAO DA
INSUFICIENCIA CARDIACA NOS PACIENTES CHAGASICOS

A historia natural da insuficiéncia cardiaca na cardiopatia chagasica comega quando
a destruicdo de fibras miocardicas pelo processo inflamatério e a sua substituicdo por
tecido fibroso atinge um limite critico, obrigando os ventriculos a remodelar-se frente a
perda gradativa dos elementos contrateis (Guimaraes, 1997). Uma inflamag&o cronica
(miocardite) progressiva e fibrosante € portanto o substrato morfologico fundamental dos
mecanismos patogénicos responsaveis pela miocardite. Os trés folhetos cardiacos e o
sistema de condugédo ficam comprometidos (Andrade, 1991), e inumeros achados na
doenca de Chagas experimental e humana sugerem o envolvimento de mononucleares
(linfécitos T) na formagao da lesdo chagasica, associado a presenga do parasita e/ou
seus antigenos. O remodelamento ventricular ocorre de duas maneiras: hipertrofia
extrinseca das fibras integras e dilatacdo da cavidade ventricular (Guimaraes, 1997).
Essa chamada 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 ejecdo ventricular, em virtude da evolugdo da
miocardite e da sobrecarga mecénica. Nos estagios mais avangados, além do
componente sistdlico, também se intensifica um componente de restricdo diastdlica,
devido a grande dilatagdo e ao enrijecimento pela fibrose. Contribuem ainda para o
agravamento da insuficiéncia cardiaca as arritmias ventriculares complexas, o
tromboembolismo pulmonar repetitivos, e a dilatacdo dos anéis valvares traduzidos
clinicamente por insuficiéncia das valvulas mitral e tricuspide.

Para explicar a destruicdo de cardiomiocitos e a fibrose progressiva, quatro teorias
principais encontram suporte anatomo-patolégico em pacientes e em modelos
experimentais (Rossi, 1995; Pedrosa, 1998): (1) destruicédo direta pelo T. cruzi; (2) teoria
neurogénica, com destruicdo de células ganglionares e lesdes do sistema de conducéo
(D’Avila et al., 2002); (3) reagdes auto-imunes anti-coragdo (humorais e/ou celulares); (4)
comprometimento microvascular (microespasmos, microtrombos, disfungdo de células
endoteliais e aumento de atividade plaquetaria). Rossi (1995) acredita que o
desenvolvimento da miocardite dependa de processos focais de necrose celular,
sucessivos e progressivos, que levam a uma fibrose miocardica reativa e reparativa, com

hipertrofia de cardiomidcitos adjacentes. Essa necrose poderia ser iniciada e perpetuada



por fatores imunes e/ou alteragdes isquémicas da microcirculagao.

A deteccdo de amastigotas ou de antigenos do parasita € mais frequente no septo
intracavitario e pode estar associada a infiltrados inflamatorios de diferentes intensidades
(Higuchi, 1999). Isso favorece a idéia de que os antigenos do parasita disparam uma
resposta de hipersensibilidade contra fibras do coragdo. Por outro lado, quando muitos
ninhos de amastigotas sdo encontrados, ndo estdo associados a infiltrado inflamatorio,
sugerindo mecanismos de redugdo ou controle da resposta imune naquele
microambiente. O grupo de Teixeira da UnB defende a hipétese de que o parasita integra
parte de seu DNA ao genoma da célula hospedeira, de modo que antigenos do parasita
poderiam permanecer no hospedeiro, mesmo depois de um controle da carga parasitaria
com atividade proliferativa e imunogénica (Teixeira et al., 1987, 1989, 1994; Simdes-
Barbosa et al., 1999; Nitz et al., 2004).

A chamada hipétese do “mimetismo molecular”, na qual o parasita apresenta
muitos epitopos similares a componentes do hospedeiro (especialmente dos tecidos
cardiaco, muscular e nervoso), propde explicar a existéncia, tanto de anticorpos como de
células efetoras com reatividade cruzada entre parasita e hospedeiro, e possui muita base
experimental de suporte, mas ainda n&o recebeu comprovacgao direta pela transferéncia
de doenga por meio de tais elementos (Tarleton & Zhang, 1999; Andrade, 2000).

Higuchi (1999) defende a idéia de que a cardiopatia € resultante de uma intima
interacdo entre o parasita e o hospedeiro, onde as lesbes dependem de uma resposta
imune exacerbada contra o parasita, causando lesdo ao miocardio. Segundo esta autora,
uma resposta hiperérgica induz certa imunodepressao no paciente, com consequente
recirculacao periodica dos parasitas e forte resposta de hipersensibilidade retardada, com
manutencao de miocardite e fibrose gradativa. Como resultado da inflamacgao, ocorre um
acumulo denso de colageno em torno de cada fibra ou grupo de fibras e um
remodelamento da matriz extracelular, que permite dilatacdo na microcirculacao
miocardica e lesdes isquémicas devido a estase e areas de hipoperfusdo, podendo gerar
necrose em zonas especificas, como a ponta e a parede posterior do ventriculo esquerdo,
os nodulos sino-atrial e atrio-ventricular e o feixe de His, com comprometimento do
sistema de conducéo e a génese de arritmias.

O comprometimento do sistema de conducdo pode ser estrutural, pela perda das
células do sistema marca-passo, ou funcional, pelo efeito de anticorpos anti-receptores



cardiacos. Além disso, o comprometimento do sistema nervoso auténomo, conhecido
como disfungdo autonémica, é uma das caracteristicas marcantes da cardiopatia
chagasica crbnica, por lesbes que ocorrem nos corpos celulares intracardiacos e dos
plexos cervico-toracicos, levando a despopulagédo neuronal (Bestetti, 1997).

A unificagdo das diferentes teorias explicam melhor os eventos fisiopatolégicos da
cardiopatia. No entanto, a base da miocardite chagasica, que implica na lise de midcitos
normais associada a inflamacao e fibrose e a auséncia de lise em fibras infectadas,
continua a colocar as seguintes questdes para a pesquisa basica nos dois processos
celulares centrais: como morrem os cardiomidcitos e demais células do coragao, por qual

ou quais mecanismos? Anticorpos estdo envolvidos? (Tarleton & Zhang, 1999).

1.1.6 TRATAMENTO

Com base nas evidéncias atuais da participacdo do parasita na patogenia da
cardiopatia chagasica, tem-se dado énfase a terapéutica parasiticida. A fase aguda é a
ocasiao onde o tratamento é realmente efetivo, sendo consenso de que o mesmo deve
ser instituido nessa fase, uma vez que cerca de 50% a 70% dos pacientes podem ser
efetivamente curados (Brener, 1979; Malta, 1996; Dias, 1999; Brener, 2000). O unico
parasiticida atualmente no mercado é o benzonidazol (BNZ), ja que o nifurtimox (NFX)
esta fora do mercado brasileiro devido a sua alta toxicidade. Além da fase aguda, o BNZ &
utilizado em pacientes imunossuprimidos (AIDS) com reativagdo parasitaria, e em preé-
operatério para transplantes cardiacos. Na fase crbnica da doenga o mesmo néo é
eficiente, portanto n&o utilizado (Brener, 2000).

A insuficiéncia cardiaca chagasica é tratada de acordo com as regras desta
sindrome, isto é, restricdo de sodio e uso de diuréticos e digitalicos. O uso de inibidores
da ECA é a base do tratamento de outras doengas cardiacas, e alguns investigadores o
recomendam para cardiopatia chagasica, porém, somente quando livres de moderada
disfuncado ventricular (Marin-Neto et al., 2000; Prata, 2001).

O transplante de coragdo, apesar da reativacdo e possibilidade de neoplasias
(Bocchi et al., 1994; Bocchi et al., 2001) e rejeicao (Sousa et al., 2001), tem demonstrado
beneficios aos pacientes chagasicos cronicos quando comparado com outras cardiopatias
(Prata, 2001).
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1.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ERO)

Acredita-se que ha cerca de 3 bilhdes de anos atras o oxigénio molecular n&o
existia em nossa atmosfera e que os seres vivos que habitavam a Terra naqueles
primordios eram essencialmente anaerdbios (Gilbert, 1981). A existéncia do oxigénio
parecia ser possivel somente através de moléculas como monoxido de carbono (CO),
dioxido de carbono (CO,), dioxido de silicio (SO2) ou formando vapor (H.O) com o
hidrogénio (Fridovich, 1997). Posteriormente, surgiram organismos fotossintetizantes, as
cianoficeas, e possivelmente pela falta de outra fonte de energia, estas células usaram a
energia solar para quebrar a molécula de H,O. Com a fotossintese instalada na natureza
houve condi¢gdes para o aparecimento do oxigénio molecular em maior abundanica
(Fleschin et al., 2000).

O oxigénio tornou-se indispensavel para a grande maioria dos seres vivos na
biosfera. Através das mitocOndrias, esta molécula permite obtengdo de energia,
convertida quase universalmente em forma de ATP. O ATP majoritariamente é formado
pela redugdo do O, em H,O no metabolismo oxidativo. Paradoxalmente esta molécula
que sustenta a vida em organismos aerdbios é também toxica (Fridovich, 1997).
Conforme originalmente descrito pela pesquisadora argentina Rebeca Gershman e
colaboradores (1954), a toxicidade do oxigénio € um fenbmeno complexo que ocorre
associado aos estados de hiperoxia e radiacdo ionizante. Este estudo foi duramente
criticado por anos, mas em 1969, quando McCord & Fridovich descobriram a fungcédo da
enzima superoxido dismutase, ficou bastante evidente o paradoxo desta molécula
essencial para o organismo humano e sua importancia biologica e clinica. Posteriormente
ficou evidente que esta toxicidade € um fendbmeno continuo e presente nos estados de
normoxia em organismos aerébios sadios (Wilhelm Filho, 1994).

A relatada toxicidade do oxigénio € devida aos seus intermediarios reativos, ou as
suas espécies reativas de oxigénio (EROs), formadas pelas chamadas reag¢des de
iniciagdo. A primeira espécie a ser formada pela adicdo de um elétron é o O, (anion
superoéxido), e sequencialmente, pela adicdo de mais um elétron ou pela agdo enzimatica
da superoxido dismutase (SOD), temos o H,O, (peroxido de hidrogénio), e este, por nova
adicdo de um elétron, ou catalizado pelo sistema Fe*?/Fe™ ou Cu*¥/Cu*3, forma o "OH

(radical hidroxil).
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Das espécies acima mencionadas, duas sao formas radicalares: O, e "OH; o H,0
€ uma ERO pouco reativa ndo radicalar (pois ndo possui um elétron desemparelhado no
seu ultimo orbital como as duas outras mencionadas), atuando quimicamente como um
redutor suave, enquanto o radical hidroxil (HO") € a ERO de maior reatividade quimica e
capaz de proporcionar as principais reagdes de propagag¢ao (como a peroxidagao lipidica,
carbonilagdo de proteinas e dano ao DNA), possibilitando até a desintegragdo e morte
das células. O H;O, é uma molécula bastante difusivel e estavel, e, conforme ja
mencionado, tem capacidade de reagir com metais de transicdo como o Fe? livre nos
sistemas bioldgicos, produzindo o radical hidroxil através da reagao de Fenton:

H,O, + Fe** —» Fe® + HO + HO'

devendo, por isso, ser considerado um radical livre “encoberto”. Outra ERO importante € o
oxigénio singlete ('O2), um estado eletrénico excitado do oxigénio molecular que possui
alta reatividade e capacidade oxidante. Paralelo e mais recentemente, ficou evidenciada a
contribuicdo deletéria de espécies reativas de nitrogénio (ERN) nos sistemas bioldgicos,
pela agcdo do mondxido de nitrogénio, ou mais conhecido como o6xido nitrico (NO),
principalmente através de sua combinagdo com o Oy formando peroxinitrito (ONOQO"), o
qual, mesmo ndo sendo um radical, € uma forma muito difusivel e reativa (Halliwell &
Gutteridge, 1999; Nordberg & Arnér, 2001). O ONOO" é um importante mediador da
peroxidacéo lipidica e nitracdo de proteinas, incluindo a oxidagdo da LDL (Romero et al.,
1999; Griendling & FitzGerald, 2003).

Ha varios sitios de geragdo destas espécies reativas, sendo que alguns deles
merecem atencdo especial, como majoritariamente, a cadeia transportadora de elétrons
da mitocdndria, e, secundariamente o sistema de [3-oxidagao peroxissomal, as reag¢des do
citocromo P-450 (CYP 450) e a geragdo de NO" e HOCI" nos processos inflamatérios
através das enzimas NADPH-oxidase (na membrana dos fagodcitos) e da
mieloperoxidase. Outras enzimas que produzem &anion superoxido séo lipoxigenases,
ciclooxigenases e xantina oxidases (Boveris & Cadenas, 1982; Finkel & Holbrook, 2000),
além da oxidacdo de diversas moléculas como a adrenalina e diversos aminoacidos
(Halliwell & Gutteridge, 1999).
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1.3 ESPECIES REATIVAS DE NITROGENIO (ERN)

O radical NO’ (6xido nitrico) é produzido pela oxidagao de um grupamento terminal
guanido-nitroso do atomo de nitrogénio da L-arginina (Palmer et al., 1988; Droge, 2002).
Este processo € catalisado pela enzima NOS (NO sintase). Dependendo do
microambiente onde este radical NO" se encontra, ele pode se converter em outras
espécies reativas de nitrogénio (ERN), tais como, cation nitrosono (NOY), anion nitroxil
(NO") ou peroxinitrito (ONOQO") (Gow & Stamler, 1998). O NO" possui efeitos fisioldgicos
importantes no organismo humano, tais como relaxamento da musculatura lisa
(antigamente conhecido como fator relaxante endotelial no controle do ténus vascular),
regulagdo da pressao arterial, molécula microbicida junto a macréfagos, fator importante
na agregacao plaquetaria, no balango entre crescimento e diferenciacdo das células
vasculares da musculatura lisa, e outras fungdes GMPc-dependentes (como um regulador
de fatores transcripcional) (Palmer et al., 1987; Griendling & FitzGerald, 2003). Os
mecanismos para regular fatores transcripcionais poderiam ocorrer através da diminui¢ao
de ligantes em regies promotoras via dano oxidativo no DNA (Nordberg & Arnér, 2001).
Conforme acima referido, um dos papéis importantes do NO" junto com outras espécies
reativas (02", H2O, e HCIO"), é a destruigdo de patdgenos por ativagdo das células

fagociticas, o que é conhecido, como “respiratory burst” (Keher, 1993; Droge, 2002).

1.4 DEFESAS ANTIOXIDANTES

As defesas antioxidantes dos sistemas biologicos sdo moléculas capazes de inibir
ou desativar a acdo das EROs, assim diminuindo ou evitando o efeito lesivo decorrente
das mesmas. Para controlar a condicdo deletéria inerente aos processos oxidativos,
existe um sistema antioxidante endégeno complexo (Nordberg & Arnér, 2001) em todos
organismos aerébios (Wilhelm Filho et al., 2000). Como antioxidante entende-se qualquer
molécula capaz de, mesmo em concentragbes relativamente baixas, neutralizar ou
diminuir a agdo das EROs (Haliwell & Gutteridge, 1999). Os antioxidantes enddégenos séo
divididos, classicamente, em dois grupos: enzimaticos e ndo enzimaticos (vide Tabela 01).

Suas principais fungdes estao esquematizadas na figura 02.



Tabela 01. Principais antioxidantes enddégenos (adaptado de Yoshida, 1996).

ANTIOXIDANTES

MODO DE AGAO

1. Enddgenos enzimaticos

Superoéxido dismutase (SOD)

Catalase (CAT)

Glutationa Peroxidase (GPx)

Glutationa Redutase (GR)
Glutationa S-Transferase (GST)

Neutraliza o radical superoxido (O2™)

a HxO, e O,.

Neutraliza o peroxido de hidrogénio
(H202) a H20 e O..

Neutraliza os hidroperoéxidos.

Recicla glutationa reduzida (GSH).
Neutraliza carbono eletrofilico; conjuga

e excreta xenobiodticos transformados.

2. Endogenos nao enzimaticos
2.1 Lipossoluveis

Tocoferois

Carotendides

Bilirrubinas

2.2 Hidrossoluveis

Glutationa reduzida (GSH)

Acido ascorbico

Acido Urico
Transferrina
Lactoferrina

Haptoglobina

Albumina

Interrompem a peroxidagao lipidica

(reagao de propagacéao das EROs).

Tripeptideo tiol (L-glutamil-L-cisteinil-L-
glicina) esta envolvido na reducdo de
LOOH e H,0,a H20.

Conjugado a xenobidticos pela GST.
EROs,

atua

Neutraliza oxigénio singlete,
recicla o} tocoferol e
sinergicamente com ele.
Neutraliza EROs em meio aquoso.
Remove Fe livre das solugdes.
Igual a transferrina.

Liga-se a hemoglobina livre e impede
esta de reagir com H,0».

Liga-se ao cobre e a bilirrubina
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02 Xantina omdase, 02_ - 5 Hzo2 —> H O + 02
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Figura 02. Esquema das defesas antioxidantes enzimaticas, mostrando a geragéo de espécies
reativas (em cinza). Mitocéndria, NADPHoxidase ou xantina oxidase e outros sistemas convertem

O, em 02", 0 qual é dismutado pela superdxido dismutase (SOD). H,O, pode ser convertido em
H,O pela catalase (CAT) e ou glutationa peroxidase (GPx), ou o H,O, pode formar radical hidroxil
('OH) apos reagao com o Fe™ A glutationa peroxidase (GPx) reduz todos os hidroperdxidos além

do H,O, utilizando glutationa reduzida (GSH), um doador de hidrogénio. Outra enzima, a
glutationa redutase (GR), mantém o equilibrio entre glutationa reduzida (GSH = 99%) e glutationa

oxidada (GSSG = 1%). O 02" se nao retirado do meio, pode reagir rapidamente com o 6xido
nitrico (NO') para formar peroxinitrito (OONO’). Adaptado de Griendling & FitzGerald, 2003.
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1.5 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo € um conceito relativamente recente criado para demonstrar o
disturbio no balango entre pré-oxidantes e antioxidantes. Este disturbio ocorre pelo
aumento dos pro-oxidantes (ERO) sem o concomitante aumento das defesas
antioxidantes, porém em outras situacdes, as defesas podem estar reduzidas sem o
aumento das EROs; ou ainda, uma situacdo muito mais critica, pode ocorrer o aumento
da concentragdo de EROs acompanhado de uma redugéo da prote¢ao antioxidante (Sies,
1985; Sies, 1993; Dotan et al., 2004).

O estado de estresse oxidativo esta relacionado com diversos processos
patolégicos como a carcinogénese, a mutagénese, lipoperoxidagdo, oxidagcdo e
fragmentacdo de proteinas, envelhecimento, entre outros. (Sies, 1986). Mesmo assim,
nem sempre € possivel relacionar este estado com dano, pois a extensdo e o tipo de
lesdo irdo depender muito da qualidade e da natureza dos mesmos a que as células estao
expostas, e, também, da condi¢cdo de suas defesas antioxidantes (Keher, 1993). O uso
deste conceito depende de critérios estabelecidos, e nem sempre € utilizado de maneira
correta, ja que, o uso de associagbes de técnicas de dano com analises das defesas
antioxidantes leva a inferéncia do dito critério (Dotan et al., 2004).

1.6 EFEITO DE DANO CELULAR E SUA RELACAO COM PATOLOGIAS HUMANAS

Em quantidades relativamente pequenas, as EROs sdo um produto biolégico do
metabolismo celular. Em baixas concentragdes, elas podem atuar como segundos
mensageiros, reguladores de genes e mediardores da ativagao celular (Droge, 2002;
Griendling & FitzGerald, 2003; Polla et al., 2003). Muitas citocinas, fatores de crescimento,
horménios e neurotransmissores usam EROs e ERNs como segundo mensageiro na
sinalizacdo intracelular (Nordberg & Arnér, 2001; Droge, 2002).

Entretanto, as EROs em estado de estresse oxidativo ou em altas concentragoes,
devido a sua alta reatividade, podem causar danos irreparaveis, mutagénese e

carcinogénese, e tém envolvimento em mais de duas centenas de processos patoldgicos.
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(Haliwell & Gutteridge, 1999; Nordberger & Arnér, 2001; Griendling & FitzGerald, 2003).

Os alvos deste dano incluem grupos de biomoléculas como:

1.6.1 DNA

Os efeitos mutagénicos das EROs sdo derivados da modificagdo estrutural no
DNA. As alteragdes sao inumeras (quebra do DNA, oxidagdo de purinas, unides DNA-
proteinas indesejaveis, entre outras), especialmente devido ao radical hidroxil. Se nao
existisse o sistema de reparo que rapidamente regenera o DNA (Nordberger & Arnér,
2001), haveria mutagdes aos milhares durante a replicagdo. Este mecanismo poderia,
parcialmente, explicar porque individuos cronicamente expostos ao estresse oxidativo tém
alta prevaléncia de cancer (Gaté et al., 1999; Nijveldt et al., 2001). A sinalizagdo de
apoptose nas células poderia estar relacionada com o dano que as EROs e seus
derivados medeiam no DNA, influenciada também por outros fatores, como o aumento da
permeabilidade mitocondrial, liberacdo de citocromo C, aumento intracelular de Ca* e
outros efeitos decorrente da apoptose (Nordberger & Arnér, 2001). Desta forma a
alteracdo do DNA esta envolvida em diversos processos patoldgicos e no proprio
envelhecimento (Haliwell & Gutteridge, 1999).

1.6.2 LIPIDIOS

A peroxidagéo lipidica € provavelmente a maior consequéncia da agédo deletéria
das EROs. Os acidos graxos poliinsaturados s&o, por causa de suas multiplas duplas
ligagcbes, excelente alvos para o ataque das EROs (Sies, 1985; Nordberger & Arner,
2001). O processo € iniciado quando o radical HO" captura um atomo de hidrogénio do
carbono metileno na cadeia do acido graxo. Este acido graxo agora torna-se radical alquil
(L"), e este, com a presenca de O, gera radical peroxil (LOO"), que por sua vez é muito
instavel e captura um atomo de hidrogénio da molécula de acido graxo adjacente (reagao
de propagacao na peroxidagao lipidica) (Pryor, 1986; Gaté et al., 1999). Durante este
processo, estas moléculas sdo decompostas em aldeidos, e o principal deles é o
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malondialdeido (MDA), altamente reativo (Dotan et al., 2004). O MDA pode reagir com
varias estruturas bioldgicas e modificar as moléculas ao seu redor, as estruturas induzidas
pelo MDA (estruturas ndo-préprias) podem levar a uma resposta autoimune.

As oxidacdes aos lipidios pelas EROs constituem a base da formacao da placa de
aterosclerose. O mecanismo de formacao da placa de aterosclerose envolve oxidagao de
lipoproteina de baixa densidade (LDL), captacdo destas particulas pelos fagocitos nos
espacos subendoteliais, e finalmente, acumulagcédo destes fagocitos neste espago, onde
estimulam a formacdo da placa de ateroma. Este mecanismo consiste no principal
constituinte da formacdo de doencas cardiovasculares, tornando a prevencdo ou
diminuicdo da lipoperoxidagdo como fator importante na prevencdo desta patologia
(Nordberger & Arner, 2001). Inumeras patologias como a diabetes, hiperlipidemia,
apoplexia, doengas hepaticas, cardiovasculares, neurodegenerativas entre outras
mostram niveis aumentados de lipoperoxidagdo (vide tabela 02) (Halliwell & Gutteridge,
1999; Polla et al., 2003).

1.6.3 PROTEINAS

As EROs podem reagir in vitro com muitos residuos de aminoacidos, processo
conhecido como carbonilagdo de proteinas (proteina carbonilada), gerando modificagbes
na atividade enzimatica, desnaturacao, ou destruicdo da funcédo das proteinas. Este dano
oxidativo as proteinas tem grande importéncia in vivo, ja que pode causar perda de
receptores, interferéncia na via de transducado de sinal, alteracdo no transporte de
proteinas e enzimas que mantém os niveis baixos de Ca*? (intracelular) (Gaté et al., 1999;
Nordberger & Arnér, 2001; Droge, 2002). Modificagdes de enzimas e proteinas podem ter
papel importante na etiologia de doengas. A carbonilagdo de actina em células intestinais
humanas pode modificar todo a interagdo com o citoesqueleto (Milzani, 2000). Danos
podem ocorrer com interagdes com outras biomoléculas e estas proteinas oxidadas
podem ser reconhecidas como estranhas ao sistema imune e levar a formacdo de
anticorpo ou até de autoimunidade, por exemplo, na artrite reumatdide e escleroderma
(Peng, 1997; Dolle-Donne, 2003). A oxidagao de proteinas pode ainda estar relacionada
com aterosclerose, isquemia-reperfusdo e associada com o envelhecimento (Gaté et al.,
1999).
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Tabela 02. Exemplo de condi¢gdes clinicas nas quais as EROs estdo envolvidas.
Adaptado de Halliwell & Gutteridge, 1999; Polla et al., 2003.

Categoria:

Exemplos:

Processos inflamatorios

Doencgas auto-imunes

Glomerulonefrite, vasculite, doengas autoimunes, artrite
reumatdide, hepatite, doenga de Crohn.

Estados de isquemia-reperfusao

Choque, infarto do miocardio, arritimias, angina, transplantes.

Reagdes induzidas por drogas e toxinas

Excesso de ferro

Hemocromatose idiopatica, dieta com sobrecarga de ferro,
talassemia, deficiéncias nutricionais (kwashiorkor),

alcoolismo, quimioterapia/radioterapia.

Exposicao a radiagao

Exposi¢céo acidental, consequéncias da explosdo nuclear, cancer,
radioterapia.

Envelhecimento

Desordens prematuras do envelhecimento,

doencas relacionadas com a idade, exemplo: cancer.

Trato respiratério

Tabagismo, enfisema, hiperdxia, asbesto carcinogénico, displasia
broncopulmonar, asma, fibrose cistica, toxicidade ao paraquat, a

bleomicina.

Coracéo e sistema cardiovascular

Cardiomiopatia alcoodlica, doenga de Keshan (deficiéncia de

selénio), aterosclerose.

Rim Sindrome nefrotica autoimune, nefrotoxicidade a
aminoglicosideo, a metais pesados, rejei¢cao a transplantes.
Sistema nervoso/ Desordens Deficiéncia de vitamina E, doenga de Alzheimer, Parkinson,

neuromusculares

exposicdo a neurotoxinas, epilepsia, doengca de Huntington,
encefalomielite alérgica, distrofia muscular, esclerose multipla,

esclerose lateral amiotroéfica.

Olhos Catarata, hemorragia ocular, dano da retina
degenerativo/degeneragéo macular.
Pele Radiagao ultra-violeta, porfiria, escleroderma,

fotoenvelhecimento, dermatite de contato, cancer de pele.

Trato gastrointestinal

Dano hepético causado por endotoxinas, hidrocarbonetos
halogénicos, exposicao a agentes diabetogénicos,
pancreatite.
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1.7 MECANISMOS PATOLOGICOS E ESTRESSE OXIDATIVO

Os mecanismos relacionados com lesao tecidual que podem caracterizar o dano
oxidativo estdo listados na tabela 03. Em certas situagdes, EROs e ERNs contribuem
significativamente para uma determinada patologia. Na maioria das patologias o estresse
oxidativo € uma consequéncia e ndo uma causa do processo. Embora nestes casos o
estresse oxidativo tenha um papel secundario, a importdncia das EROs e ERNs é de
suma relevancia, como na resposta inflamatéria por infecg¢do, trauma, toxinas e outros,
que geralmente liberam “mediadores”, tais como prostaglandinas, leucotrienos,
interleucinas e citocinas, como os TNFs (fatores de necrose tumoral). Estes “mediadores”
podem ativar reagdes que liberam EROs ou o oposto, as EROs podem estimular a
produgdo dos mediadores inflamatdrios (Haliwell & Gutteridge, 1999; Droge, 2002). A
afinidade de certos fatores transcripcionais pelo seus cognatos ligantes no DNA pode ser
diretamente modificada por EROs, particularmente NF-kB (fator nuclear kB) e proteina
ativadora-1 (AP-1). As EROs regulam muitas classes de genes, incluindo moléculas de
adesédo, fatores quimiotaticos, enzimas antioxidantes e substancias vasoativas. Um
exemplo € a resposta adaptativa da indugdo de superédxido dismutase e catalase pelo
H.0, (Griendling & FitzGerald, 2003).

O estresse oxidativo esta relacionado como um importante fator no
desenvolvimento de doengas auto-imunes (Ahsan et al., 2003). No lupus eritomatoso
sisttmico e na artrite reumatdide o estado de estresse oxidativo pode desencadear
atividade inflamatoria e entdo induzir a exacerbacdo da doencga. O estresse oxidativo
favorece uma sequéncia de eventos pro-aterogénicos como a produgao de citocinas
inflamatorias, ativagdo de macréfagos, proliferagéo celular, ativagado endotelial e formagéao
de LDL oxidada e indugdo de iNOS (NO sintase induzida), além de osteoporose. A
excessiva producdo de EROs na artrite reumatdide e lupus tem, portanto, um papel
principal na patogénese de complicagbes como aterosclerose e osteoporose (Sukkar &
Rossi, 2004).
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Quadro 03. Os mecanismos patologicos e agressivos que podem levar ao estresse

oxidativo, fonte: Halliwell & Gutteridge, 1999.

Eventos:

Isquemia-reperfudo
Trauma
Congelamento
Exercicio excessivo
Toxinas

Radiacoes
Infeccoes

Ativagéo de fagocitos (produgéo de O, ",
H,O,, HOCI, NO").

Liberagao de acido araquidénico (ativagao
de lipooxigenases, ciclooxigenases).
Decomposicdo de peroxidos formados
pelas enzimas ou ndo, estes peréxidos
passam a peroxil/alkoxil, podendo se
propagar e causar danos a
lipidios/proteinas.

Liberaggdo de ions (Fe', Cu™
estimulando conversdo de H,0, para
HO’, peroxidacdo lipidica e reagbes de
autooxidacao.

Liberacdo de heme das proteinas
(mioglobina, hemoglobina, citocromos)
que reagem com peroxidos para formar
EROs liberando Fe*?> e heme, os dois
podem decompor peréxidos em RO, e
RO".

Danos a mitocdndria, aumento da
formagéo de O, .

Conversdo de xantina desidrogenase
para oxidase em certos tecidos, possivel
liberacdo de xantina oxidase das células
lesadas para causar danos sistémicos.
Aumento dos niveis de hipoxantina devido
ao desacoplamento do metabolismo
energético.

Aumento intracelular de Ca*?, estimulacéo
de NO sintase Ca* - calmodulina
dependente, fornecendo NO’ e

aumentando o risco de formacdo de
ONOO".

Deplegédo de defesas antioxidantes (ex.:
GSH e ascorbato perdidos pelas células).

v

Estresse
oxidativo

A
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Outro exemplo de doenca auto-imune € a Doenca de Graves, onde o estresse
oxidativo aparece como uma relacdo do estado metabdlico da tiredide, e ndo somente
pela agéo do fator autoimune (Bednarek et al., 2004).

Na deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase, uma doenga em que o NADPH
esta baixo em células maduras, é possivel que a hemolise seja derivada da inibigdo da
catalase com uma relacéo de atividade diminuida de GR/GPx (Nordberger & Arnér, 2001).

Outro exemplo € a malaria, onde o Plasmodium & muito vulneravel a geragédo de
EROs durante parte de seu ciclo de vida. Evidéncias mostram que farmacos antimalaricos
conhecidos, como a primaquina, induz formacado de EROs (Clark et al., 1989; Turrens,
2004). Pode-se ainda citar a participacdo de EROs em patologias como a doenga
hemolitica induzida por farmacos, a catarata, degeneragcado macular e o enfisema.

Algumas doencgas sdo causadas diretamente pelo estresse oxidativo, como por
exemplo, a radiacdo ionizante que gera HO®, ou os sintomas produzidos pela dieta
cronica deficiente de selénio (Doenga de Keshan), ou a deficiéncia de absorgdo dos
tocoferdis (desordens neurologicas vistas em pacientes com defeito na absor¢cdo de
gordura no intestino). Na Doencga de Keshan atribui-se a cardiomiopatia correspondente a
falta da atividade de GPx (Halliwell & Gutteridge, 1999). Na esclerose lateral amiotréfica
familiar a causa reside na mutagéo de genes reguladores da SOD citosdlica (Cu,Zn-SOD),
aumentando a atividade peroxidasica da enzima (Nordberger & Arnér, 2001). Um
aumento na producgdo de superoxido (O2") tem sido observado em pacientes portadores
de diabetes tipo I. Produtos da peroxidacéo lipidica estdo aumentadas no cérebro de ratos
com diabetes tipo Il, enquanto que as atividades de enzimas antioxidantes como CAT e
SOD est&o diminuidas (Reagan et al., 2001).

Um dos principais desafios nos dias atuais nesta area em particular consiste em
desenvolver terapias antioxidantes eficientes, demonstrando seus beneficios para os
pacientes e provando que estes mecanismos antioxidantes estdo envolvidos no process o
terapéutico (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Resumidamente, o estresse oxidativo pode resultar, em trés processos (figura 03):
adaptacao e ajuste das defesas antioxidantes, les&o tecidual (dano ao DNA, peroxidagao
lipidica e oxidac&o de proteinas), ou morte celular (através de necrose ou apoptose). No
primeiro caso da adaptacdo, o sistema de defesa gera diferentes respostas como
protecdo completa e adequada contra o dano. No segundo caso, de protegdo incompleta
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contra a lesédo ou “sub-prote¢ao”, as células sao relativamente resistentes ao alto nivel de
geragdo de oxidantes. Como consequéncia, quando a agressdao €& prolongada e
constituindo o terceiro caso a morte celular pode ocorrer por dois mecanismos, necrose
ou apoptose, ambos processos envolvidos com o estresse oxidativo. Na necrose a célula
entumece e rompe, liberando seus conteudos, o que afeta as células adjacentes, ja que
estes conteudos podem conter oxidantes (cobre ou ferro livre, por exemplo), e isto pode
impor agressdo nas células vizinhas e amplificar a lesédo tecidual. Ja na apoptose ou
“suicidio celular”, a prépria célula se ativa para morte sem liberar seus conteudos para as
células vizinhas, o que diminui o dano adjacente, sendo a mitoconcria o principal sitio
desencadeador do processo apoptotico (Boveris & Cadenas, 1997; Orrenius, 2004). Nas
doencgas neurodegenerativas o processo de apoptose encontra-se acelerado (Halliwell &
Gutteridge, 1999; Halliwell, 2000).

1.8 ESTRESSE OXIDATIVO E DOENCA DE CHAGAS

Os artigos cientificos que ligam a formagédo de EROs a doenga de Chagas estao de
uma maneira geral vinculados a duas estratégias: a) o processo no qual o hospedeiro
gera EROs, principalmente NO® , como agente microbicida que mata o parasita (Vepa et
al., 1994; Chandrasekar et al., 2000; Saeftel et al., 2001); b) outra estratégia é estudar as
diferencas entre as defesas antioxidantes dos mamiferos e do Trypanosoma, diferengas
estas que sao bastante sensiveis. A limitacdo do sistema bioquimico das defesas
antioxidantes do parasita fornece um valioso alvo para o desenvolvimento de um
quimioterapico efeciente (Turrens, 2004).

O possivel mecanismo de agao dos farmacos antichagasicos NFX e BNZ é via
geragcdo de EROs capaz de matar o tripanosoma (Docampo & Stoppani, 1979; Moncada
et al., 1989; Maya et al., 1997; Brener, 2000). Também foram desenvolvidos trabalhos
relacionando aos efeitos toxicos de EROs pelo benzonidazol que induz o sistema
CYP4501A1 e leva o hospedeiro (modelo animal, ratos) a um estado de estresse
oxidativo (De Bem, 2001; Pedrosa et al., 2001).
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FONTES ENDOGENAS DEFESAS ANTIOXIDANTES FONTES EXOGENAS
Mitocondria +  Sistema Enzimatico Luz ultravioleta
Peroxissomas SOD, CAT, GPx Radiagéo ionizante
Lipoxigenases i ~ L Quimioterapicos
NADPH oxidase *  Sistema Nao-Enzimatico Citocinas Inflamatérias
Citocromo P450 Glutationa, Ubiquinol, Urato, Xenobiontes
Xantina Oxidase Vitaminas C e E

\4
\ ONOO- O, RO

H,0, EROS/ERNS NO,

ROO- NO- -OH 0,
DANO AS FUNGOES DANO AS FUNGOES
FISIOLOGICAS HOMEOSTASIA CELULARES
v i v
« Dano Celular
. D|m|an|<;ac|)'d§ defesa + Crescimento hormal e . S|na||za<;ag de vias
imunoldgica. metabolismo especificas

} Envelhecimento — Doenga — Morte Celular

Figura 03. As principais fontes e as respostas celulares das EROs e ERNs. Os oxidantes podem ser
formados pela mitocondria e peroxissomos resultado de um metabolismo intracelular normal. Outros fatores
ex6genos ao organismo podem gerar EROs como a radiagao ultravioleta. As defesas antioxidantes como a
catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx) atenuam diretamente nos
niveis de EROs para manter a homeostasia. Por outro lado, com a perda da homeostasia, ocorre o dano as
fungdes fisiolégicas como a morte celular, a diminuigdo das defesas imunoldgicas, o estado de doenga e o
processo de envelhecimento. Fonte: Finkel & Holbrook, 2000.

Artigos abordando o estresse oxidativo no hospedeiro, fonte de um processo
inflamatorio, sdo portanto escassos na literatura pertinente, Cardoni e colaboradores
(1990) encontraram um estado de estresse oxidativo em ratos infectados com T. cruzi,
porém apenas trataram da infeccdo na fase aguda. Um dos dois unicos trabalhos
disponiveis na literatura que relaciona a fase cronica a dosagem das defesas
antioxidantes em humanos (Péres-Fuentes et al., 2003) relata uma associagao entre o
aumento de NO e TNF-0O em relacdo a diminuicdo das atividades de GPx e SOD
plasmaticas com o avango da patologia, sugerindo que a queda do poder antioxidante
poderia também ser responsavel pela severidade da doenga de Chagas. Por outro lado,

na outra referénica disponivel (Rivera et al., 2002) tentaram-se inutilmente associar em
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pacientes chagasicos cardiopatas a deficiéncia de selénio a diminuicdo da atividade da
GPx.

Como decorréncia destas premissas acimas citadas, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar como a evolugdo da cardiopatia chagasica interfere nas defesas
antioxidantes do sangue de pacientes humanos acompanhados clinicamente no Hospital
Universitario Clementino Fraga da UFRJ (Universidade Federal do Rio de Janeiro),
levando em consideracdo sua importancia para o entendimento da suscetibilidade do
hospedeiro ao estresse oxidativo vinculado ao desenvolvimento da severidade da

patologia cronica.
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2 OBJETIVO GERAL

Analisar as defesas antioxidantes e o estresse oxidativo vinculados a cardiopatia

chagasica cronica.

2.1 OBJETIVO ESPECIFICOS:

1.

Verificar as diferengcas nos niveis intraeritrocitarios das defesas antioxidantes
enzimaticas (superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa
redutase) e ndo enzimaticas (glutationa reduzida, total e glutationa oxidada) nos
diferentes estagios evolutivos da cardiopatia chagasica cronica através da

classificacao de Los Andes modificada.

Verificar as diferengas nos niveis intraeritrocitarios enzimaticos da glutationa S-
transferase (Sistema de Fase Il) nos estagios evolutivos da cardiopatia chagasica

crbnica através da classificagcao de Los Andes modificada.

Tentar correlacionar a progressao da cardiopatia chagasica crénica com o status

antioxidante sanguineo dos pacientes.

. Avaliar o processo inflamatério e as defesas antioxidantes em pacientes com

insuficiéncia cardiaca de etiologia orovalvar com sobrecarga de presséo e volume,

para efeito comparativo com a cardiopatia chagasica.
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3 MATERIAIS E METODOS:

3.1-SELECAO DOS PACIENTES

Os pacientes considerados no presente estudo mantiveram-se estaveis
clinicamente durante 15 a 21 dias anteriores a sua inclusdo. Os pacientes estao
vinculados ao Ambulatério de Cardiopatia Chagasica do Servigo de Cardiologia do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(HUCFF-UFRJ). O referido ambulatério foi criado em 1990 e atende cerca de 250
pacientes com sorologia positiva para doenga de Chagas, encaminhados pelo
ambulatério de doencas infecciosas e parasitarias e pelo servigco de clinica médica do
HUCFF-UFRJ. O banco de sangue, o servico de proctologia e o servico de

gastroenterologia também enviam seus pacientes a este ambulatério.

Durante este periodo de 21 dias, exames laboratoriais foram realizados para
satisfazer os critérios biologicos de exclusdo e confirmar os critérios de incluséo
(biologicos e clinicos). Radiografias de térax foram realizados para excluir doengas
pulmonares significativas e para medir o indice cardiotoracico. Da mesma forma,
hemogramas completos foram também realizados para excluir doengas sistémicas
significativas. Apos enquadramento quanto aos critérios de inclusdo/exclusdo, os

pacientes eram informados sobre o estudo e o consentimento livre esclarecido era obtido.

3.1.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

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

B-Sorologia positiva para doenga de Chagas, conforme descrito no item a seguir
sob a denominagé&o avaliagéo soroldgica.

C-Pacientes considerados portadores de cardiopatia chagasica crénica de acordo
com os critérios da UDNP/WORLD BANK/WHO-TRD (ver definigbes, abaixo), que néo se
utilizaram de tratamento especifico para doenca de Chagas.
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D-Inclusdo ou ndo do paciente no projeto foi de espontanea responsabilidade do
paciente, quando este assinava o termo de consentimento livre e esclarecido apresentado
por uma pessoa sem interesse direto no projeto (profissionais da enfermagem
participantes da equipe do Dr. Roberto Coury Pedrosa-HUCFF-UFRJ).

3.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

A- Estados fisioldgicos, condicoes médicas prévias e/ou concomitantes

- presencga de outras afec¢des patoldgicas sistémicas associadas, tais como infec¢des ou
neoplasias, desordens auto-imunes, doengas neurodegenerativas;

- o fato de algum exame da fase de selegdo demonstrar qualquer achado ndo compativel
com seu diagnostico cardiovascular;

- insuficiéncia cardiaca aguda ou descompensada agudamente;

- pacientes agudamente doentes;

- doengas hematologicas preévias;

- dados clinicos ou biologicos sugestivos de doenga renal grave ou hepatica;

- historia prévia de doenga pulmonar obstrutiva crénica (todas as formas);

- alcoolismo crénico;

- mulheres em fase fértil;

- pacientes que estejam participando de outros estudos;

- utilizagdo prévia do tratamento especifico para doenca de Chagas.

B- Critérios de exclusao cardiovascular

- presséo sistdlica mantida abaixo de 90mmHg e/ou sintomas de hipotensé&o arterial, tais
como sincope, tonteira, fraqueza;

- histdria de infarto agudo do miocardio nos ultimos 3 meses;

- pacientes portadores de doencas orovalvares;

- fatores associados causando insuficiéncia cardiaca: hipo ou hipertireoidismo (incluindo
tirotoxicose), anemia, hipertensao arterial de dificil controle;

- arritmias cardiacas graves que podem causar instabilidade hemodinamica: taquiarritmias

atrias (Flutter e/ou fibrilag&o rapida) ou ventriculares, bloqueios de 2° e 3° grau.
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C- Critérios biolégicos de exclusio

- niveis de creatinina sanguinea > 2 mg/100ml;
- potassio sérico > 5.5 mEq/L ou < 3.5 mEq/L;
- anemia (hemoglobina <9 g%);

- disglicemias (niveis alterados de glicemia) em dois exames consecutivos.

3.1.3 DADOS A SEREM OBTIDOS:

A- Anamnese e exame fisico completos:

- Dados constiticionais: data de nascimento (idade), sexo, altura e peso corporal,
pressao arterial, frequéncia cardiaca;

- Dados socio-econémicos: local de nascimento e perfil migratorio, situagdo conjugal,

escolaridade, renda familiar, profissdo e vinculo empregaticio e ocupagao, uso de fumo

e de bebidas alcodlicas, dieta e atividade fisica. Historia reprodutiva das mulheres;

- Complicagdes: megaeséfago e colopatia, arritmias, insuficiéncia cardiaca, fenébmenos

tromboembadlicos e acidente vascular cerebral;

- Histdria patoldgica pregressa: outras doengas associadas.

B- Base de dados padronizada de exames complementares:

Hemograma, glicemia, creatinina, acido urico sérico, potassio serico, proteinas
totais e fracionadas, exame parasitologico de fezes, urinalise para elementos anormais
e sedimento, avaliagdo radiologica, eletrocardiografia de repouso, colesterol total,
HDL-colesterol, LDL-colesterol, trigliceridios (exames realizados no Servico de
Cardiologia do HUCFF-UFRJ). Os dados acima referidos foram registrados em ficha
apropriada, contendo instru¢des detalhadas para seu preenchimento correto, incluindo

os critérios diagnosticos a serem utilizados (ficha em anexo).
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3.1.4 DEFINICOES

De acordo com os critérios da UDNP/WORLD BANK/WHO-TRD (1983, 1986)
considerou-se a presenga de cardiopatia chagasica crénica com base em:

A- Avaliacdo soroldgica:

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

Os pacientes incluidos no presente estudo tiveram seu sangue coletado por uma
mesma pessoa, no mesmo dia da semana e no horario de 9 as 11h, com o objetivo de
respeitar o ciclo circadiano, e padronizar os procedimentos na coleta.

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

retestadas com o teste de imunofluorescéncia.

B- Eletrocardiograma:

As alteracdes eletrocardiograficas foram classificadas conforme os critérios da New
York Heart Association, utilizando o cédigo de Minnesota (Rose et al., 1982), modificado
para cardiopatia chagasica (Maguire et al., 1982), a fim de padronizar a interpretagao do

ECG, sendo classificados como normal, anormal ou limitrofe.
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3.1.5 ESTAGIOS EVOLUTIVOS NA CARDIOPATIA CHAGASICA CRONICA

Os quase mil trabalhos que podem ser encontrados na literatura que estudaram
pacientes chagasicos utilizaram critérios de avaliagdo de modo arbitrario. A falta de um
referencial comum dificulta a interpretagao global dos resultados. Neste trabalho, utilizou-
se a classificacdo de Los Andes (Carrasco et al., 1982; Carrasco, 1983; Carrasco et al.,
1987), modificada por Xavier (1999), definindo o acometimento cardiaco na doenga de
Chagas como sendo constituido de quatro estagios, a saber:

a) Grupo I: infeccdo com ECG normal ou bordeline, fungdo ventricular normal ou
apenas discretamente deprimida;

b) Grupo II: infeccdo com ECG anormal e disfungdo sistélica ventricular esquerda
moderada;

c) Grupo llI: infeccdo com ECG anormal e disfungdo sistdlica ventricular esquerda
grave;

d) Grupo IV: infeccdo com ECG anormal e disfungéo sistdlica ventricular esquerda

grave e insuficiéncia cardiaca congestiva compensada.

3.1.6 AVALIACAO ECOCARDIOGRAFICA

A avaliagdo da ecocardiografia consistiu na analise da fungédo cardiaca segmentar
dos pacientes, e foi expressa em termos de afilamento ou déficit de espessamento
sistolico (Schnittger et al., 1983). A fracdo de ejegdo do ventriculo esquerdo foi calculada
pelo método de Teicholz e colaboradores (1976). Os pacientes com eletrocardiograma
normal e os com evidéncias clinicas de insuficiéncia cardiaca foram classificados nos
grupos de | a IV respectivamente, sem necessidade de realizagcdo de estudo
ecocardiografico. Os pacientes restantes (com eletrocardiograma alterado e sem
manifestagéo clinica de insuficiéncia cardiaca), foram classificados de acordo com a sua

funcdo ventricular, avaliada a ecocardiografia (ver figura 04) (Xavier, 1999).
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Sorologia Positiva

ECG normal ECG alterado

i g

l Grupo IV
TN
' Disfunciao Disfuncao

~ moderada grave
Funcao normal
ou disfuncao lev

Il 4

Insuficiéncia
cardiaca

Figura 04 - Diagrama da Classificacdo de Los Andes modificada por Xavier, 1999.

3.1.7 DIAGNOSTICO DE INSUFICIENCIA CARDIACA CONGESTIVA

O diagnostico de insuficiéncia cardiaca congestiva foi o mesmo utilizado por
Schoken e cols. (1992), adaptado do Primeiro Inquérito de Nutricdo e Saude (First
National Health and Nutrition Examination Survey-NHANES-I). Definiu-se insuficiéncia

cardiaca esquerda naqueles pacientes com escore clinico maior ou igual a 3.
Parametros utilizados:

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

N NN ==

d) Obrigado a parar por falta de ar, ao caminhar 100m no plano



Frequéncia cardiaca 91 a 110 bpm

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

Edema intersticial pulmonar + derrame pleural

N N a NN =2 N =2 N =

32
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3.1.8 EXAME CLINICO

A realizacdo do exame clinico permitiu a verificacdo de sinais e sintomas
cardiovasculares e digestivos relacionados a doengca de Chagas, assim como a
interpretagcéo da histodria patoldgica de cada individuo para um diagndstico diferencial com
outras doencgas cardiovasculares. Os sintomas relacionados ao aparelho cardiovascular,
como dispnéia, lipotimia, palpitagdes, sincope, dor precordial, e aqueles relacionados ao
aparelho digestivo referentes a doengca de Chagas, como constipagdo, disfagia e

regurgitacédo, foram registrados em um questionario padréo (ver anexo no final).

3.1.9 SELECAO DOS PACIENTES APOS A REALIZACAO DOS EXAMES
COMPLEMENTARES

Apoés a confirmagédo do diagnostico de cardiopatia chagasica sem qualquer outra
cardiopatia associada, os pacientes realizaram o ecocardiograma, com finalidade de
estabelecer o estagio evolutivo da cardiopatia chagasica cronica (ver acima descrigdo dos
estagios evolutivos, classificacdo de Los Andes modificada). Os pacientes chagasicos
foram classificados em quatro grupos distintos, cada um composto de 10 pacientes
perfazendo um total de 40 pacientes, conforme o grau de comprometimento cardiaco,
através da classificacdo de Los Andes modificada (Xavier, 1999). Cada grupo de 10
pacientes chagasicos (grupos [, I, 1ll e 1V) teve 10 individuos normais igualados para
idade e sexo na relacdo 1:1. Além destes, os 10 pacientes chagasicos do grupo IV
segundo classificacdo de Los Andes modificada foram igualados com um grupo de 10 de
cardiopatas ndo chagasicos (grupo V), com o mesmo grau de comprometimento cardiaco
e mesma classe funcional (Ill e/ou IV da NYHA), e que tiveram sorologia negativa para
doenga de Chagas. Todos os pacientes em uso de medicamentos tiveram os mesmos
suspensos 48 horas precedendo os exames. Aqueles pacientes que nao suportaram esta
suspensao (maioria do grupo IV chagasico e do grupo V) foram mantidos com inibidores
da enzima de conversdo da angiotensina (captopril) e diurético (furosemida ou

espironolactona). O captopril interfere no sistema antioxidante (De Cavanagh et al.,1999,
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2000, 2004) e tem uma meia vida de 2 h, a furosemida tem meia vida de 1 h. Mais de
95% do captopril € excretado no periodo de 24 horas e a agao diurética da furosemida
dura entre 6 a 8 horas (Korokolvas, 2000). N&do houve nenhuma complicagao atribuida a
esta estratégia.

O grupo V possui a mesma caracteristica clinica do grupo IV, porém de etiologia
diferente. Nos pacientes do grupo IV verificou-se insuficiéncia cardiaca de origem
chagasica, enquanto que o grupo V a insuficiéncia cardiaca de origem orovalvar era
provavelmente provocado por febre reumatica, que produz fisiologicamente a sobrecarga
de pressdo e/ou volume. No momento da coleta de sangue, os pacientes do grupo V
estavam sob medicacdo e insuficiéncia cardiaca compensada, porém sob medicagao
diferente ao grupo IV, utilizou-se no grupo V  captopril e espironolactona como

intervencdo medicamentosa.

3.2- ANALISE ESTATISTICA

As comparacgdes estatisticas dos marcadores de estresse oxidativo nos diferentes
grupos foram realizadas usando ANOVA (analise de varianica), complementada pelo teste
de Tukey—Kramer. O teste t de Student foi usado para comparagéo dos grupos chagasicos
e respectivos controles. Para determinacdes ndo paramétricas, usou-se o teste de Mann-
Whitney. O software GraphPad Prism versdo 3.00 para Windows (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA), foi empregado. O nivel de significancia considerado foi p<0,05.

A fim de avaliar os resultados obtidos em todas as analises, adotou-se as seguintes
convengdes de notagdo: as letras (a) e (b) representam diferenca estatistica significativas
para o ANOVA realizado apenas entre os 4 grupos chagasicos. O asterisco (*)
representam diferenga estatistica entre o controle e seu grupo chagasico respectivo e,
também entre o grupo V (insuficiéncia cardiaca de origem nao chagasica), e grupo IV
(insuficiéncia cardiaca de origem chagasica).
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3.3- CONSIDERACOES ETICAS

Para a realizacdo deste ensaio clinico, o presente protocolo foi encaminhado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Clementino Fraga Filho da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, em 11 de fevereiro de 2004, protocolo N°.168/03-
CEP. O protocolo experimental atendeu ao que determina a Resolugdo n°® 196/1996 do
Conselho Nacional de Saude sobre pesquisas clinicas, bem como principios éticos,
cientificos e técnicos consoante com os padrdes de aceitacdo internacional para ensaios

clinicos (normas de “Good Clinical Practice”) (ver Anexo).

3.4-PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Imediatamente apds a coleta de amostra sanguinea de cada individuo (via
venosa, em tubo com EDTA), aliquotas de sangue foram precipitadas em acido
tricloroacético 12% (1:5, v:v) e estocadas imediatamente em nitrogénio liquido (-170°C),
até a realizacio da analise de GSH e GT. A separacgao dos eritrocitos e plasma que foram
utilizados para os ensaios dos marcadores de estresse oxidativo/defesas antioxidantes,
foi realizada através de centrifugagdo (5000g durante 3 min) do sangue total, para
obtencao da fragdo plasmatica e eritrocitos. As amostras foram imediatamente estocadas
em nitrogénio liquido até sua posterior analise. Esta etapa de preparagao das amostras foi
realizada no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ), pela equipe do Dr. Roberto Coury Pedrosa. Posteriormente, este
material foi enviado para o laboratério de Ecofisiologia Respiratoria, da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC), acondicionado em botijao de transporte contendo
nitrogénio liquido, o que confere integridade as amostras, ja que estudos mostram que
tidis ndo protéicos e enzimas antioxidantes permaneceram estaveis em nitrogénio liquido

por 6 meses (Palace et al., 1990).
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Neste laboratério, apds a retirada do material coletado para realizacdo das
analises, os eritrécitos foram lavados duas vezes com solugdo salina e depois
centrifugados (5000g durante 3 min), para posteriormente sofrerem lise por sucessivos
congelamentos e descongelamentos. Uma ultima centrifugagdo (5000g, durante 5 min)
forneceu o sobrenadante (lisado) para analise dos diferentes parametros.

3.5-EQUIPAMENTOS:

As pesagens foram realizadas em balanga analitica marca Ohaus modelo AR2140. Os
valores de pHs foram medidos com pH-metro marca Digimed, modelo DM20. A avaliagéo
dos marcadores de estresse oxidativo foi realizada com o auxilio de um espectrofotémetro
UV-visivel duplo feixe marca/modelo GBC 916 acoplado a um software apropriado e a um

termostatizador elétrico (sistema Peltier).

3.6-REAGENTES:

A enzima GR, os reagentes 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), terc-butil
hidroperoxido, 5,5 -ditiobis-2-acido nitrobenzéico (DTNB), nicotinamina adenina
dinucleotideo fosfato na forma reduzida (NADPH), GSH, GSSG e epinefrina foram
adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA). O kit para PCR foi adquirido junto a
Omega da Diagnostics-Avitex® (Scotland,UK). Todos os outros reagentes usados sao de

grau analitico.
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3.7-ATIVIDADE DAS DEFESAS ANTIOXIDANTES E DOS MARCADORES
INFLAMATORIOS

3.7.1 DEFESAS ANTIOXIDANTES ENZIMATICAS

3.7.1.1 CATALASE (CAT)

A atividade da enzima catalase foi analisada segundo Aebi (1984), que se baseia
na velocidade de degradagao do peroxido de hidrogénio 10 mM em tamp&o fosfato 50
mM pH 7,0 preparado no dia da analise, portanto 2 mL deste tamp&o em cubeta onde se
adiciona 20uL da amostra, sob a leitura de 240 nm durante 20 segundos. Todas as

amostras foram analisadas em duplicatas e os valores expressos em mmol min =" ml .

3.7.1.2 SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A atividade da SOD foi medida espectrofotometricamente em 480 nm, de acordo
com o meétodo de Misra & Fridovich (1972), modificado por Boveris e colaboradores
(1983), mediante a oxidac&o da adrenalina (mudancga de pH 2,0 para pH 10,0) que produz
0 anion superéxido e um cromoforo réseo, o adrenocromo. Quando a amostra era
colocada a enzima (SOD) presente nesta aliquota retardava sua formagdo. Numa cubeta
contendo 1,95 ml de glicina 50 mM, pH 10,2, foram adicionados 50 ul de adrenalina 60
mM (mantida em pH em torno de 2,0, gelo e frasco ambar para evitar a oxidagéo). A
velocidade de formagao do adenocromo foi monitorada durante cerca de 100s do inicio da
reacado (com acréscimo de absorbancia a cada intervalo de 15s em torno de 0,013-0,015
unidades), para entdo adicionar a aliquota da amostra (geralmente em torno de 10 a 70
pl, dependendo da concentragéo e atividade da enzima presente nesta aliquota). O tempo
total de monitoramento da reacéo foi de 3 min. Curvas de 4 ou 5 pontos permitiram avaliar
indiretamente a atividade enzimatica da SOD. Os valores da SOD (U SOD ml ~') foram

expressos em termos de atividade da enzima, onde uma unidade arbitraria de SOD é
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definida como a quantidade de enzima necessaria para diminuir a metade a velocidade de

formacao do adrenocromo (Misra & Fridovich, 1972).

3.7.1.3 GLUTATIONA PEROXIDASE (GPx)

A enzima glutationa peroxidase catalisa a redugédo de peréxido de hidrogénio, bem
como de outros hidroperoxidos, utilizando a GSH como substrato para esta reacao,
produzindo GSSG (Jones et al.,1981; Epp et al., 1983). Para a determinacdo desta
enzima foi utilizado o método de Flohé & Gunzler (1984) usando 10 ul de amostra e 10 pl
de ter-butilhidroperoxido (t-BuOOH) colocados em 1 ml de um meio de reagdo. Este meio
de reagao é composto de 25 ml de tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0, 8,6 mg de NADPH, 10 ml
de acido dietilenotriaminopentacético (DPTA) 0,005 M pH 7,0, 15 ml de agua destilada,
0,024 g de GSH, e 5 U de GR, colocada momentos antes do ensaio. O método baseia-se
em dismutar o hidroperéxido (tBuOOH) pela oxidagdo de GSH e formagdo de GSSG,
catalisado pela GPx. Mas a medida consiste na oxidagao (diminuicdo da absorbéancia) do
NADPH medido em 340 nm, ja que o NADPH é utilizando na regeneracdo de GSH pela
enzima GR. Portanto, a velocidade de oxidacdo do NADPH é proporcional a velocidade
de producao de GSSG a partir de GSH catalisada pela enzima GPx presente na amostra.

Os valores foram expressos em pmol min = ml =",

3.7.1.4 GLUTATIONA REDUTASE (GR)

O método utilizado foi o de Calberg & Mannervick (1985), que verifica em 340 nm,
a taxa de oxidacdo do NADPH devido a formagdo de glutationa reduzida, a partir da
GSSG pela glutationa redutase, enzima presente na amostra, em um meio de reagao
contendo tampéo fosfato 0,1 M pH 7,0; 8,6 mg de NADPH; 30,6 mg de glutationa oxidada
e DPTA 5mM. Os valores da atividade desta enzima foram também expressos em pmol

min =" ml 7.
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3.7.1.5 GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST)

A GST constitui um grupo de enzimas que catalisa a formagéo de tioésteres pela
adicdo de GSH a um grande numero de compostos que contém um carbono eletrofilico
(Sagara et al.,, 1998). A atividade da glutationa S-transferase foi medida
espectrofotometricamente em 340 nm, de acordo com Habig e colaboradores (1976). A
amostra era adicionada a um meio contendo 10 pl de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,1 M
(CDNB), 10 pl de glutationa reduzida 0,1 M (GSH) e 970 pl de tampéao fosfato 0,1 M pH
7,0, sendo que na cubeta de referéncia utilizou-se 980 pl de tampao fosfato 0,1 M pH 7,0.
Esta técnica tem como principio o uso de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como
substrato para que a enzima GST, presente na amostra, conjugue a GSH ao CDNB e
forme a substancia detectavel em 340 nm, atividade esta monitorada durante 60 s. As

analises foram feitas em duplicatas e os valores expressos em pmol min ' ml ~.

3.7.2 ANALISE DAS DEFESAS ANTIOXIDANTES NAO ENZIMATICAS

3.7.2.1 GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)

A concentracdo de GSH intraeritrocitaria foi determinada através dos tidis nao
protéicos, ja que a GSH representa aproximadamente 95% destes tidis. Para avaliar a
concentragao eritrocitaria de pequenos tidis em precipitado acido (acido tricloroacético
12%, 1:5, v:v), foi empregado o método de Beutler (1963). A adigdo de 0,2 ml de acido 2-
nitrobenzodico 2,5 mM (DTNB) nas cubetas contendo 1,9 ml de tampé&o Tris-HCL 0,2M pH
8,0 e 0,1 ml da amostra, permitia, apds cerca de 3 min, a obtencdo maxima de formagao
do anion tiolato (TNB) de cor amarela, mensuravel em A41,. Os valores foram expressos

em pumol mL™".
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3.7.2.2 GLUTATIONA TOTAL (GT) E GLUTATIONA OXIDADA (GSSG)

Para esta analise utilizou-se o método enzimatico de Tietze (1969), onde a taxa
de oxidacdo do NADPH usada na redugédo da GSSG catalisada pela GR, permitiu avaliar
indiretamente a concentracdo da glutationa total presente na amostra. Os valores da
GSSG foram calculados em equivalentes (2 GSH - GSSG), a partir da concentracao da
GT. As concentragdes obtidas neste ensaio, bem como do ensaio citado acima, foram

expressas em pmol mL™.

3.7.3 DETERMINAGCAO DE MARCADORES INFLAMATORIOS

3.7.3.1 ANALISE QUANTITATIVA DO OXIDO NITRICO (NO) PELO
NITRITO/NITRATO

As amostras de plasma foram coletadas e armazenadas em nitrogénio liquido. Nos
dias dos experimentos, o plasma foi descongelado em temperatura ambiente e
desproteinizado, adicionando-lhe hidroxido de sodio (6 mM) e sulfato de zinco (0,6%). A
seguir, 250 pL do plasma foram diluidos em solugao contendo formato de aménia (30 L),
fosfato de hidrogénio dissodico dodecahidratado (30 pL) e suspensao de Escherichia coli
(EC ATCC 25922) (30 pL), diluida (1:10) em tamp&o PBS-pH 7,4. A solug&o foi incubada
durante 2 h, em banho-maria a 37 °C, e a seguir, centrifugada (5000 g, 5 min). Cerca de
250 pL do sobrenadante foi transferido para uma cubeta, onde 0 mesmo volume de
solugdo de Griess (fosfato de hidrogénio dissédico dodecahidratado, 5% v/v), acido
sulfanilico (1%) e N-naftil-etilenodiamino (0,1%) foi adicionado e incubado durante 10 min,
a temperatura ambiente (Saleh et al., 1999). A reacdo de NO," com esse reagente produz
uma coloracao rosea, que era quantificada através da medida das densidades 6ticas em
leitor de Elisa (Organon-Teknica, Microwell System, Roseland, New Jersey, EUA) em
545nm. Curvas-padrao com concentragdes previamente conhecidas de NO2 (0-150 puM)
também tiveram as densidades O6pticas determinadas, permitindo a quantificagdo dos

valores de nitrito/nitrato no plasma, em pmol, com auxilio da equacéao da reta.
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3.7.3.2 ANALISE DA PROTEINA-C-REATIVA (PCR)

As amostras de plasma foram coletadas e imediatamente armazenadas em
nitrogénio liquido. Nos dias dos experimentos, o plasma foi descongelado em temperatura
ambiente e realizou-se um teste semiquantitativo de aglutinagao do latex para proteina-C-
reativa, com o kit Omega da Diagnostics-Avitex® (Scotland, UK), usando diluicbes do
plasma. As amostras foram consideradas positivas pela aglutinacdo e quantificadas
comegando por 6 mg/L, segundo Singer & Plotz (1956).
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4 RESULTADOS

4.1 PERFIL DA IDADE DOS PACIENTES

Considerando que a idade € um parametro importante para avaliar as defesas
antioxidantes (Mutlu-Turkglu et al., 2003; Junqueira et al., 2004), avaliou-se a diferenca de
idade entre os diversos pacientes utilizados no presente trabalho realizando a analise do
grafico de distribuigcdo e, também, analise estatistica ndo paramétrica Mann-Whitney, a
qual ndo demonstrou nenhuma diferenca estatistica. Os grupos controle foram igualados
pela idade e sexo aos grupos chagasicos, portanto, apresentaram o mesmo perfil (figura
05). O grupo | obteve mediana de 61,5 anos com 4M(masculino):6F(feminino), o grupo Il
obteve mediana de 55,5 anos com 4M:6F, o grupo Ill obteve mediana de 54 com 3M:7F e
o grupo IV obteve mediana de 50 anos com 3M:7F. Pode-se observar que cada grupo
possui um individuo mais jovem em relagdo aos demais, com aproximadamente 30 anos,

mostrando uma distribuicdo uniforme dos pacientes em relagéo a idade.
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Figura 05 - Perfil da idade de todos os pacientes chagasicos distribuidos nos grupos de comprometimento

cardiacode |l a IV.
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4.2 DETERMINAGCAO DAS DEFESAS ANTIOXIDANTES ENZIMATICAS

4.2.1 ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A atividade da SOD nao apresentou alteragdes significativas, excegéo a diferenca
estatistica entre grupo Il (disfungédo sistdlica ventricular esquerda moderada) e seu
controle (p<0,05). Os grupos chagasicos mantiveram o mesmo perfil, e o valor do ANOVA

para os grupos chagasico foi de p=0,244.
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Figura 06 — Atividade da Superéxido Dismutase (SOD) no sangue de pacientes chagasicos cronicos
em quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco classificados segundo Los Andes
modificada, mais respectivos individuos normais (controle). Grupo V pacientes com insuficiéncia
cardiaca de origem ndo chagasica. Os resultados representam a média + erro padrdo (n=10). A analise
estatistica empregada foi analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparagéo dos
quatro grupos chagasicos representado pela letra (a) que significa semelhanga estatistica. O emprego do
teste t de Student foi realizado entre o controle e seu grupo chagasico, a diferenga estatistica foi
simbolizada pelo asterisco, quando *p<0,05.
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4.2.2 ATIVIDADE DA CATALASE (CAT)

A CAT (Figura 07) mostrou um perfil muito semelhante ao da SOD, e n&o houve
diferenca significativa entre os grupos chagasicos, representado pela letra (a) que
significa semelhancga estatistica. No entanto, o grupo | observou atividade da CAT maior
que os demais grupos chagasicos e, a medida que o dano do miocardio aumenta (grupo |
para grupo V), a CAT tendeu a diminuir, o que foi observado pela tendéncia estatistica
(p=0,066). O grupo | (fungéo ventricular normal ou apenas discretamente deprimida) foi
significativamente diferente em relagdo ao seu controle no teste t de Student (p=0,033),

representado por um asterisco (*).
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Figura 07 — Atividade da Catalase (CAT) nos eritrécitos de pacientes chagasicos crénicos em quatro
estagios de evolugao do comprometimento cardiaco classificados segundo Los Andes modificada,
mais respectivos individuos normais (controle). Grupo V pacientes com insuficiéncia cardiaca de
origem ndo chagasica. Os resultados representam a média + erro padrdo (n=10). A analise estatistica
empregada foi analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparagdo dos quatro
grupos chagasicos representado pela letra (a) significa semelhanga estatistica. O emprego do teste t de
Student foi realizado entre o controle e seu grupo chagasico, a diferenga estatistica foi simbolizada pelo
asterisco, quando *p<0,05.
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4.2.3 ATIVIDADE DA GLUTATIONA PEROXIDASE (GPx)

A GPx (Figura 08) mostrou um perfil significativamente diferente entre os grupos
chagasicos, onde o grupo Il (disfungcdo sistdlica ventricular esquerda grave) exibiu
indugdo desta enzima. Este aumento dos niveis em relagdo aos outros grupos chagasicos
esta representado pela letra (b), os outros grupos representados pela letra (a). Na
comparagao do teste t de Student entre controle e chagasico observou-se a inibicdo da
GPx no grupo Il e grupo IV em relagéo aos seus controles. O grupo V (pacientes com
insuficiéncia cardiaca de origem nao chagasica) mostrou diferenga significativa (p<0,05)
em relagéo ao grupo IV (chagasico com insuficiéncia cardiaca). Observou-se uma inibigao
da GPx nos grupos chagasicos em relagdo aos controles, apenas no grupo lll houve um

aumento da atividade da enzima, sugerindo um efeito compensatério.
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Figura 08 — Atividade da Glutationa peroxidase (GPx) nos eritrocitos de pacientes chagasicos
crénicos em quatro estagios de evolugao do comprometimento cardiaco classificados segundo Los
Andes modificada, mais respectivos individuos normais (controle). Grupo V pacientes com
insuficiéncia cardiaca de origem nao chagasica. Os resultados representam a média + erro padrédo
(n=10). A analise estatistica empregada foi analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para
comparagao dos quatro grupos chagasicos representado pelas letras (a) e (b) que significam diferenga
estatistica, a diferenga foi encontrada entre os grupos Il e lll onde p<0,05. O emprego do teste t de Student
foi realizado entre o controle e seu grupo chagasico, a diferenga estatistica foi simbolizada pelo asterisco,
quando *p<0,05.
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4.2.4 ATIVIDADE DA GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST)

A GST mostrou os grupos | e Illl aumentados em relagdo aos grupos Il e IV
(p<0,01), representado por letras duplas (aa) e (bb). Os grupos chagasicos | e lll, pelo
teste t de Student, foram significativamente aumentados em relagdo aos seus controles,
mostrando diferenga significativa (p<0,01) e (p<0,001), respectivamente. No grupo Ill o
valor da atividade da GST foi praticamente o dobro de seu controle. O grupo V
(insuficiéncia cardiaca de origem ndo chagasica) foi significativamente diferente ao grupo
IV (chagasico com insuficiénica cardiaca) pelo t de Student (p=0,0067). Observou-se

novamente atividade diminuida desta enzima no grupo IV.
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Figura 09 — Atividade da Glutationa S-Transferase (GST) nos eritrécitos de pacientes chagasicos
crénicos em quatro estagios de evolugao do comprometimento cardiaco classificados segundo Los
Andes modificada, mais respectivos individuos normais (controle). Grupo V pacientes com
insuficiéncia cardiaca de origem nao chagasica. Os resultados representam a média + erro padréo
(n=10). A analise estatistica empregada foi analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para
comparagao dos quatro grupos chagasicos representado pelas letras (a, b) que significam diferenga
estatistica, (aa e bb), p<0,01 entre os grupos |, lll contra os grupos Il, IV. O emprego do teste t de Student
foi realizado entre o controle e seu grupo chagasico, a diferenga estatistica foi simbolizada pelo asterisco,
quando **p<0,01 e ***p<0,001.
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4.2.5 ATIVIDADE DA GLUTATIONA REDUTASE (GR)

Na atividade da GR nao ocorreram alteragdes significativas. Os grupos chagasicos
mantiveram o mesmo perfil, o valor do ANOVA para os grupos chagasicos foi de p=0,244.
Houve uma tendéncia estatistica entre o grupo IV (insuficiéncia cardiaca chagasica) e seu
controle (p=0,077), sugerindo a necessidade de mais GR para auxiliar o sistema de
reciclo da GSH consumida neste grupo (ver figura 11 da GSH); houve também uma
tendéncia do grupo V (insuficiéncia cardiaca de origem nao chagasica) de ser diferente do
grupo IV (p=0,088).
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Figura 10 — Atividade da Glutationa redutase (GR) nos eritrocitos de pacientes chagasicos cronicos
em quatro estagios de evolugdo do comprometimento cardiaco classificados segundo Los Andes
modificada, mais respectivos individuos normais (controle). Grupo V pacientes com insuficiéncia
cardiaca de origem ndo chagasica. Os resultados representam a média + erro padrdao (n=10). A analise
estatistica empregada foi analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para comparagéo dos
quatro grupos chagasicos representado pela letra (a) que significa semelhanga estatistica. O emprego do
teste t de Student foi realizado entre o controle e seu grupo chagasico, a diferenga estatistica foi
simbolizada pelo asterisco, quando *p<0,05.
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4.3 DETERMINAGCAO DOS ANTIOXIDANTES NAO-ENZIMATICAS

4.3.1 CONCENTRACAO DA GLUTATIONA REDUZIDA (GSH), DA GLUTATIONA
OXIDADA (GSSG) E DA GLUTATIONA TOTAL (GT)

Na figura 11 estdo representados os resultados da GSH. A medida que progride a
cardiopatia chagasica, ocorreu uma diminuicdo da quantidade de GSH intraeritrocitaria,
significativamente diferente, representada no grupo IV pela letra b. O teste ANOVA entre
0s grupos chagasicos foi significativamente diferente (p = 0,016). Em relagdo aos seus
controles, ficou nitido o aumento da GSH, nos grupos | (p<0,001), grupo Il (p<0,01) e
grupo Il (p<0,05), indicando uma compensacédo da GSH devido a agressédo oxidativa,
porém no grupo IV ja ndo ocorreu uma compensagdo adequada. O grupo V que
representa os pacientes com insuficiéncia cardiaca de origem ndo chagasica, foi
significativamente maior (p<0,05), provavelmente para compensar o insulto oxidativo, de
forma semelhante aos grupos chagasicos nos trés primeiros estagios (grupo I, llI, 11I).

A figura 12 mostra que a GSSG manteve-se em niveis semelhantes nos grupos
chagasicos, o valor do ANOVA foi de p=0,554. Porém, o nivel de oxidagao foi maior no
grupo | em relagédo ao seu controle (p<0,05). O grupo IV (insuficiéncia cardiaca chagasica)
foi diferente significativamente do grupo V (insuficiéncia cardiaca ndo chagasica) (p<0,01),
com niveis de GSSG aumentados.

A GT manteve niveis semelhantes entre os grupos chagasicos (figura 13), o
ANOVA foi de p =0,3404. Como também encontrado na GSH, nos primeiros grupos
(grupo | e Il) houve um aumento significativo em relagado aos controles, (p<0,01 e p<0,05,
respectivamente). Isto sugere uma necessidade do sistema antioxidante de manter o
tripeptideo aumentado no comego da agressédo. O grupo V (insuficiéncia cardiaca nao
chagasica) em relagdo ao grupo IV (insuficiéncia cardiaca chagasica) a GT mostrou o
mesmo perfil da GSSG, com conteudos aumentados (p<0,01).



49

3_
1 Controle
*7: Chagasicos

€, S B2 Grupo V
o
S
=2
T 4]
o
(O

0

I Il 1l v

Figura 11 — Concentragao da Glutationa reduzida (GSH) no extrato acido do sangue de pacientes
chagasicos crénicos em quatro estagios de evolugao do comprometimento cardiaco classificados
segundo Los Andes modificada, mais respectivos individuos normais (controle). Grupo V pacientes
com insuficiéncia cardiaca de origem nao chagasica. Os resultados representam a média + erro padréo
(n=10). A analise estatistica empregada foi analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para
comparagao dos quatro grupos chagasicos representado pelas letras (a) e (b) que significam diferenga
estatistica, onde o grupo | é diferente do grupo IV, p<0,05. O emprego do teste t de Student foi realizado
entre o controle e seu grupo chagasico, a diferenga estatistica foi simbolizada pelo asterisco, quando
*p<0,05 e ***p<0,001.
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Figura 12 — Concentragao da Glutationa oxidada (GSSG) no extrato acido do sangue de pacientes
chagasicos crénicos em quatro estagios de evolugao do comprometimento cardiaco classificados
segundo Los Andes modificada, mais respectivos individuos normais (controle). Grupo V pacientes
com insuficiéncia cardiaca de origem nao chagasica. Os resultados representam a média + erro padrao
(n=10). A analise estatistica empregada foi analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para
comparagao dos quatro grupos chagasicos representado pela letra (a) que significa semelhanga estatistica.
O emprego do teste t de Student foi realizado entre o controle e seu grupo chagasico, a diferenga estatistica
foi simbolizada pelo asterisco, quando *p<0,05 e **p<0,01.
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Figura 13 — Concentragdo da Glutationa total (GT) no extrato acido do sangue de pacientes
chagasicos crénicos em quatro estagios de evolugao do comprometimento cardiaco classificados
segundo Los Andes modificada, mais respectivos individuos normais (controle). Grupo V pacientes
com insuficiéncia cardiaca de origem nao chagasica. Os resultados representam a média + erro padréo
(n=10). A analise estatistica empregada foi analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey para
comparagao dos quatro grupos chagasicos representado pela letra (a) que significa semelhanga estatistica.
O emprego do teste t de Student foi realizado entre o controle e seu grupo chagasico, a diferenga estatistica
foi simbolizada pelo asterisco, quando *p<0,05 e **p<0,01.
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4.4 DETERMINACAO DE MARCADORES INFLAMATORIOS

4.4.1CONCENTRACAO DO OXIDO NITRICO (NO)

No sentido de avaliar o processo inflamatério e atividade dos vasos na insuficiéncia
cardiaca, analisou-se as concentragbes de NO entre os individuos normais e grupo V
(insuficiéncia cardiaca de origem orovalvar). A analise estatistica empregada foi o teste t
de Student, o qual demonstrou diferenca estatistica, onde o grupo V mostrou niveis

aumentados em relagdo a individuos saudaveis (p<0,001).
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Figura 14 — Concentragdo do Oxido nitrico (NO) no plasma de pacientes do Grupo V (pacientes com
insuficiéncia cardiaca de origem nao chagasica) mais respectivos individuos normais (controle). Os
resultados representam a média + erro padrdo (n=10). A andlise estatistica empregada foi o teste t de
Student entre controle e grupo V, a diferenga estatistica foi simbolizada pelos asteriscos, ***p< 0,001.



52

4.4.2 CONCENTRACAO DA PROTEINA-C-REATIVA

No sentido de obter um marcador do processo inflamatério, utilizou-se a avaliacéo
da proteina-C-reativa (PCR) entre os individuos. A andlise estatistica ndo paramétrica de
Mann-Whitney foi empregada e ndo demonstrou diferenga estatistica entre o grupo V

(pacientes com insuficiéncia cardiaca de origem orovalvar) e o grupo controle.
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Figura 15 — Concentracao da proteina-C-reativa (PCR) no plasma de pacientes do Grupo V (pacientes
com insuficiéncia cardiaca de origem ndo chagasica) mais respectivos individuos normais
(controle). Os resultados representam os valores em mg/dL (n=10). A analise estatistica empregada foi o
teste n&o paramétrico de Mann-Whitney entre controle e grupo V.
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5 DISCUSSAO

Apesar da titulada erradicagéo da doenga de Chagas no Brasil em 2003, através da
eliminagéo do vetor por inseticida (WHO, 2004), ainda aparecem focos da doenga e até
surgimento de casos agudos na Amazoénia (Coura et al., 2002), enquanto que no interior
do Ceara foi demonstrado recentemente alta presenca do vetor (Sarquis et al., 2004).
Como consequéncia, os estudos na fase crbnica da doenga sado importantissimos.
Segundo Dias e cols. (1985), mesmo considerando a total erradicagdo da doenga de
Chagas, seriam necessarios pelo menos mais 30 anos de tratamento e cuidados dos
pacientes que ja estdo infectados e atravessam a fase crbénica da doenga.

A cardiopatia chagasica cronica € a forma da patologia de maior relevancia devido
a sua alta prevaléncia, alta mortalidade e morbidade (Prata, 2001). Nesta fase da doenga,
nao existe nenhum tratamento consistente e direto (Brener, 1979; Brener, 2000). Sao
varios motivos para que néo se alcancem resultados eficazes no tratamento, entre eles
estdo o desinteresse comercial (baixo poder aquisitivo dos portadores), reduzido recurso
nesta area de pesquisa, doenga de carater lento e progressivo (Dias, 1999). Além do
mais, os mecanismos da cardiopatia chagasica crbénica ainda sao obscuros e fonte de
muita discussao na literatura, o que aumenta a dificuldade de obter um quimioterapico
eficaz (Tarleton & Zhang, 1999; Simdes et al., 2000; Prata, 2001).

A classificacdo de Los Andes foi utilizada por Carrasco e colaboradores (1987)
para mostrar diferengas entre as lesdes intracelulares em bidpsias cardiacas. No grupo |l
aparecem marcadamente maiores lesdes intracelulares e processo inflamatério do que no
grupo I. No grupo Il ja aparecem intensa fibrose e intenso processo inflamatério, o qual é
maior ainda no grupo IV (Carrasco et al., 1987), mostrando uma relagéo de linearidade
entre o processo inflamatoério e a intensidade do grau de remodelamento ventricular. A
classificacdo de Los Andes modificada (Xavier, 1999) estratifica os pacientes com
cardiopatia chagasica em 4 estagios evolutivos baseados no grau de intensidade do
remodelamento ventricular. Ela mostra que, quanto maior o grau de remodelamento,
maior € a mortalidade. Alguns trabalhos tém usado esta classificagédo para avaliagcdes
clinicas (Pedrosa et al., 1996; Pedrosa et al., 1997; Oliveira et al., 2000). O presente

trabalho utilizou a classificacdo de Los Andes modificada por constituir uma metodologia
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que melhor discrimina os pacientes no que tange os aspectos clinicos evolutivos da
cardiopatia chagasica em relagdo ao remodelamento ventricular e consequente
intensidade do processo inflamatério.

A cardiopatia chagasica crénica € uma doenca inflamatoria em constante atividade
e progressdo. Outras patologias de caracteristica inflamatdria cronica citadas na literatura
associadas com o estresse oxidativo sdo o lupus eritomatoso (Sukkar & Rossi, 2004), a
artrite reumatdide (Deaney et al., 2001; Vuolteenaho et al., 2002; Jaswal et al., 2003;
Bacher & Schmitz, 2004; Kamanli et al., 2004), periodontite (Borges Junior, 2004), doenca
de Crohn e a colite ulcerativa (Bacher & Schmitz, 2004).

A idade apresenta papel importante no estresse oxidativo quando se compara
adultos jovens (20 a 40 anos) e adultos sexagenarios ou septagenarios. Estudos mostram
que o dano oxidativo € maior em idosos (Mutlu-Turkglu et al., 2003; Junqueira et al., 2004)
e a GPx também pode estar alterada (Junqueira et al., 2004). No sentido de minimizar
este viés, procurou-se igualar a idade e o sexo dos pacientes chagasicos aos seus
controles, e a semelhanga estatistica obtida entre os quatro grupos chagasicos (I, Il, 1l
IV) quanto ao fator idade, veio consolidar a auséncia deste fator neste estudo.

No presente trabalho as atividades da CAT e da SOD permaneceram praticamente
inalteradas quando comparadas a progressao da cardiopatia chagasica. Apesar disto,
alguns resultados mostraram-se relevantes como o aumento da atividade da CAT no
grupo | (fungdo ventricular normal ou levemente deprimida) em relagdo ao seu controle, e
a tendéncia de queda desta atividade quando da progressao da patologia chagasica. Esta
diminuicdo poderia determinar um aumento dos niveis de perdéxido de hidrogénio
intracelular, elevando o risco de um estresse oxidativo e desencadeando processos
apoptoticos (Boveris & Cadenas, 1997; Nebert et al., 2000). Se ao nivel sistémico houve
uma tendéncia de diminuicdo da CAT eritrocitaria, esta enzima mostrou-se induzida ao
nivel cardiaco em pacientes com insuficiéncia cardiaca (grupo V) (Dieterich et al., 2000).
A pouca associagao de indugdo da SOD e CAT com a progressdo do comprometimento
cardiaco, poderia ser explicada através da maior dependéncia do paciente ao
metabolismo anaerdbio com grau de remodelamento ventricular (grupo | em dire¢cdo ao
grupo V), (Pedrosa, 1997; Oliveira et al., 2000). Uma vez que o estresse oxidativo esta
estreitamente relacionado ao metabolismo aerdbico, e este encontra-se reduzido nos

pacientes de maior grau de remodelagao ventricular, seria de se esperar uma queda do
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mesmo neste grupo de pacientes. Oliveira e colaboradores (2000) também mostraram
que ha uma melhor capacidade de absorcdo de O, por unidade de massa corporea em
pacientes saudaveis em relacdo aos pacientes com estagios mais avangados da
cardiopatia chagasica. A produgdo de anion superéxido e peroxido de hidrogénio é
proporcional ao volume de oxigénio consumido ao nivel mitocondrial (Boveris & Chance,
1973; Jones, 1985), consequentemente o aumento do consumo de oxigénio aumenta a
concentragdo de SOD (Wilhelm Filho et al., 2000). Também individuos saudaveis e
cobaias sob treinamento fisico aumentam as atividades da CAT e SOD (Kanter et al.,
1985; Singal et al., 1993; Halliwell, 2000). Em contrapartida, a hipoxia € bem conhecida
como produtora de estresse oxidativo, aumentando a producdo de EROs, ratos
submetidos a hipéxia mostraram a diminuicdo da GSH e GPx, como também o aumento
do nivel do TBARS plasmatico e tecidual (Sarada et al., 2002).

A GPx, pela sua importante funcdo e por sua ubiqua distribuicdo, constitui papel
determinante na protecdo contra o dano oxidativo (Nordberger & Arnér, 2001). A GPx
também pode estar associada as membranas (fosfolipide hidroperdxido glutationa
peroxidase) onde atua contra os hidroperoxidos (LOOH) originados pela lipoperoxidagao
(Gaté et al., 1999). Péres-Fuentes e colaboradores (2004) encontraram deplegdo nos
niveis séricos de GPx em pacientes cardiopatas chagasicos crénicos, corroborando os
resultados do presente trabalho. A deplecdo de elementos-tracos tais como Zn, Se ou
vitaminas pode levar a inativacdo das enzimas antioxidantes e originar um estado de
estresse oxidativo associado (Sipowicz et al., 1997). A deficiéncia de selénio esta
relacionada com a miocardiopatia, principalmente com a doenga de Keshan (Xu et al.,
1997; Halliwell & Gutteridge, 1999). Rivera e colaboradores (2002) associaram a
deficiéncia de selénio na miocardiopatia chagasica a deplegcdo de GPx, porém seus
resultados ndo apresentaram diminuicdo nos valores de GPx com a progressao da
patologia. Importante ressaltar que estes trabalhos (Rivera et al. 2002; Péres-Fuentes et
al., 2003) utilizaram o soro para dosar a GPx, enquanto no presente estudo utilizou-se os
eritrécitos, onde a GPx esta presente em concentragdes muito mais elevadas (Halliwell &
Gutteridge, 1999) e, fisiologicamente, teria maior importancia uma deplegédo de GPx nos
eritrécitos do que no plasma.

Varios organismos tém a capacidade de responder ao aumento dos niveis de

EROs com um aumento intracelular de GSH e ou com um aumento da expressao de
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proteinas/enzimas com capacidade “scavenger” (Droge, 2002). A GSH € o principal tiol
nao protéico encontrado em todos organismos aerdbicos (Wilhelm Filho et al., 2000) e
constitui importante primeira linha de defesa contra as EROs, e sua concentragao € muito
elevada (aproximadamente mM) em tecidos animais ou vegetais. A maior fonte de GSH
plasmatica € de origem hepatica. A deplegéo plasmatica e hepatica de GSH tem sido
associada com patologias como a hepatite viral, hepatite crénica e cirrose hepatica
(Kaplowitz & Ookhtens, 1985; Shigesawa et al., 1992). A deplegéo de glutationa também
ja foi associada a patologias pulmonares como a sindrome respiratdria aguda (ARDS) e
dano pulmonar neonatal (Gaté et al., 1999). As lesbes que afetam outros 6rgéos na forma
cardiaca cronica da doenga de Chagas sédo causadas pela congestdo cronica passiva,
principalmente do figado. A congestdo hepatica pode ser muito intensa, com necrose
centrolobular, podendo dar lugar ao aparecimento de ictericia (Andrade, 2000). Isto
poderia contribuir decisivamente com a queda gradativa da quantidade de GSH
intraeritrocitaria nos pacientes chagasicos, notadamente naqueles com insuficiéncia
cardiaca (grupo V). Desta forma, o estresse oxidativo em pacientes chagasicos crénicos
estaria ocorrendo ao nivel de 6rgédos importantes como o figado, além do préprio
miocardio, sendo possivel de ser detectado no sangue (nivel sistémico) destes pacientes.
Nesta condicdo aparentemente o tecido sanguineo, apesar de detentor de grande
capacidade antioxidante, ja ndo apresentaria um adequado poder redutor (Giulivi et al.,
1993), com o comprometimento de todo o sistema antioxidante do organismo,
notadamente o do grupo IV.

A diminuicdo de GSH no plasma de pacientes com cardiomiopatia dilatada e
insuficiéncia cardiaca de etiologia idiopatica e isquémica, também ja foi demonstrada em
outros trabalhos (Belch et al., 1991; McMurray et al., 1993). Igualmente, Ylcel e
colaboradores (1998) mostraram a diminui¢do da GSH no sangue total de pacientes com
cardiomiopatia dilatada e insuficiéncia cardiaca. A deplecdo da concentragdo da GSH
poderia estar envolvida com o aumento dos niveis plasmaticos de TNF-a, relagéo ja
encontrada também em cultura de células (Ishii et al., 1992; Phelps et al., 1995). De modo
coerente, os niveis de TNF-a plasmaticos mostraram-se elevados em pacientes
cardiopatas chagasicos cronicos (Péres-Fuentes et al., 2003), sugerindo uma forte
correlacado entre morte celular e este importante antioxidante em cardiopatas, incluindo os

da doenca de Chagas. Portanto, mudangas intracelulares no balango tiol/dissulfeto em
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muitos casos pode causar modificagdes quimicas na sinalizagao celular parecidas com as
modificagbes causadas pelas EROs (Droge, 2002).

Como o processo enzimatico e ndo enzimatico de detoxificacdo de EROs por GSH
produz glutationa oxidada (GSSG), pequenos aumentos nas concentragbes de GSSG
podem ser muito deletério para as células, principalmente apdés um insulto téxico por
xenobiontes ou pelo préprio estresse oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 1999). A GSSG é
transportada para o compartimento extracelular quando uma concentragao critica de
GSSG é atingida no citoplasma, causando uma deplegdo no nivel intracelular de GSH
(Meister, 1983), o que poderia se refletir em aumento dos niveis de GSSG sanguineos.

A expressao de GST protege as células contra varios agentes carcinogénicos e
toxinas eletrofilicas (Halliwell & Gutteridge, 1999). A concentragédo de GSH é também um
importante fator associado a expressao de GST (Kumaraguruparan et al., 2002; Ouaissi et
al., 2002), ou seja, os niveis de GSH influenciam a expressdo da GST, o que poderia
explicar, neste trabalho, a deplecdo de GSH e inibicdo de GST a medida que o grau de
remodelamento ventricular avanca.

A GR é uma flavoproteina que permite a conversdo de GSSG para GSH via
oxidagdo do NADPH para NADP. Esta reacdo € importante na biodisponibilidade in vivo
da GSH (Haliwell & Gutteridge, 1999). Mesmo sem ocorrer significancia estatistica, pode-
se observar uma tendéncia de elevacao nos niveis de GR provavelmente no sentido de
tentar repor o consumo de GSH dos pacientes com insuficiéncia cardiaca (grupo V).

O estresse oxidativo produz muitas mudancas e pode eventualmente levar a célula
a morte pelo aumento dos elementos oxidativos e ou uma diminuicdo da protecéo
antioxidante (Fiers et al., 1999). A doenga de Chagas € uma complexa relagédo entre a
persisténcia do parasita e a ma adaptacdo do mecanismo de defesa do hospedeiro,
formando a severidade da patologia, de uma certa forma, o estresse oxidativo pode ser
um dos fatores deste tipo de ma adaptacao (Péres-Fuentes et al., 2003). O aumento do
processo inflamatorio em patologias crénicas pode ser ativado pela EROs via modulagao
de fatores transcripcionais NF-kB e AP-1 (Sukkar & Rossi, 2004). Nao obstante, o estado
de estresse oxidativo na patologia chagasica pode ser importante via de indugéo
inflamatdéria. Em modelos animais, mostrou-se a ativagao de fatores transcripcionais NF-
kB e AP-1 na fase aguda da cardiopatia chagasica e sua persisténcia por longos periodos
(30 e 60 dias ap6s indugao) (Huang et al., 2003). Estudos recentes demonstraram a
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importancia da inflamagdo no desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca congestiva de
etiologia chagasica. Amostras humanas do miocardio com insuficiéncia cardiaca
congestiva apresentaram ativagédo de NF-kB (Valen et al., 2001). O fator transcripcional
AP-1 contribui para o desenvolvimento de fibrose, deposigdo de colageno e hipertrofia
cardiaca, como observado em miocardio de camundongos infectados por T. cruzi (Huang
et al., 2003). Neste sentido, o presente trabalho procurou contribuir para o melhor
entendimento da suscetibilidade do hospedeiro ao desenvolvimento da severidade da
patologia crbnica, analisando as suas defesas antioxidantes.

Para comparar os niveis de estresse oxidativo dos pacientes chagasicos com
insuficiéncia cardiaca (grupo V) resolveu-se utilizar um grupo V que foram pacientes com
insuficiéncia cardiaca de origem orovalvar, provocados provavelmente por febre
reumatica que, apés descompensacao cardiaca, retornaram a situagao compensatéria, no
ponto de vista clinico semelhante ao grupo IV, porém de etiologia diferente. O objetivo
deste grupo V foi comparar o comportamento das defesas antioxidantes na doenga de
Chagas e na insuficiéncia cardiaca. Escolheu-se o grupo V de etiologia unica com o
menor processo inflamatorio possivel, ou apenas local, porém é sabido que estes
pacientes (grupo V) tém um processo inflamatorio e aumento dos niveis de TNF-a e IL-6
associados com sobrecarga de pressao e volume, atividade reumatica e insuficiéncia
cardiaca resultante da disfungdo ventricular sistélica esquerda (Bachetti et al., 1996;
Kapadia et al., 2000; Chang et al., 2003), ou seja, mesmas caracteristicas clinicas do
grupo IV chagasico. Também cabe ressaltar que Péres-Fuentes e colaboradores (2003)
encontraram niveis elevados de TNF-a em cardiopatas chagasicos cronicos. Entretanto, o
grupo V tem significancia clinica ao estresse oxidativo pouco relacionada, visto que,
pacientes com insuficiéncia cardiaca de origem isquémica, de origem diabética estao
presentes na literatura com alteragcdes das defesas antioxidantes (Chandra et al., 1994;
Dieterich et al., 2000).

No intuito de analisar o processo inflamatério nestes pacientes, foi utilizada a
quantificagéo da proteina-C-reativa (PCR) e do 6xido nitrico (NO). A proteina-C-reativa &
um marcador bastante inespecifico de inflamacao e pode alterar-se facilmente, sendo um
forte biomarcador inflamatério e uma proteina de resposta imune inata, membro da familia
das pentraxinas (Yeh & Willerson, 2003). J& a avaliacdo do NO foi alterada pelo

envolvimento com a fisiologia vascular, pois € sabido que a insuficiéncia cardiaca altera
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0s seus niveis (Heymes et al., 1999; Vanderheyden et al., 2003). O éxido nitrico tem
importancia fundamental nas fung¢des do sistema cardiovascular, bem como a regulagao
do tbénus vascular (Palmer et al., 1987; Lowenstein et al., 1994) e a manuntencdo da
integridade endotelial (Mellion et al., 1981). Além disso, o 6xido nitrico pode reagir com o
anion superoxido e formar peroxinitrito, molécula altamente reativa que esta envolvida na
modificacdo oxidativa de LDL e proteinas (Beckman et al., 1990; Hogg et al., 1993). Os
resultados obtidos no presente trabalho para os pacientes chagasicos do grupo IV, como
a deplecdo de GSH, inibicdo de GPx e GST poderiam estar relacionados com a agao
deletéria do peroxinitrito e formacao de hidroperdoxidos, pois a concentracdo de NO
aumenta com a progressao da cardiopatia chagasica (Péres-Fuentes et al.,2003).

A insuficiéncia cardiaca provoca estresse oxidativo (Belch et al., 1991; YUcel et al.
1998), aumenta a expressdo de CAT (Dieterich et al., 2000), nestes pacientes ocorre
deplecéo de tidis plasmaticos, diminuicdo de GPx, inibicdo SOD eritrocitaria, e aumento
dos niveis de TBARS e 4-hidroxinonenal no plasma (McMurray et al., 1993; Yucel et al.,
1998; Keith et al., 1998; Mak et al., 2000). Apesar disso, ndo ha uma prova direta de que
o estresse oxidativo esta fortemente associado a progressao da insuficiéncia cardiaca
congestiva (Mak & Newton, 2001). Portanto, seria esperada a presenga de estresse
oxidativo nos pacientes com insuficiéncia cardiaca de etiologia orovalvar (grupo V) com
problemas de sobrecarga de pressédo e/ou volume. Os possiveis mecanismos para esta
situacdo consistem no aumento da atividade e expressdo da NADPH oxidase do
miocardio com o aumento da produgao de O, (Heymes et al., 2003) e indugdo de NO
sintase induzida (iINOS) (Vanderheyden et al., 2003), via ativacdo pelo TNF-a
(Vuolteenaho et al., 2002; Péres-Fuentes et al., 2003). O estresse oxidativo poderia estar
provocando um efeito no coragao, como a ativagao de vias de sinalizagao e expressao de
genes que resultam no desenvolvimento de hipertrofia cardiaca, fibrose e remodelamento
(Wenzel et al., 2001; Prabhu, 2004). A resposta do grupo V nas enzimas antioxidantes foi
diferente do grupo IV (insuficiéncia cardiaca chagasica), ja que ocorreu indugéo das
enzimas GPx e GST, e aumento das concentracbes de GSH e GT. O aumento destas
enzimas poderia, ao menos em parte, ser explicado pelo uso da medicacao dos inibidores
da ECA, ja que camundongos tratados com captopril e enalapril aumentam as enzimas
antioxidantes (Cu,Zn-SOD, GPx, GR) e da concentracdo de GSH em varios tecidos (De
Cavanagh et al., 1995, 1997, 2000, 2004). Apesar de que estudos em culturas de células
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mostrarem o contrario (Mailloux et al., 2003); pacientes com disfungéo renal crénica em
hemodialise tratados por 6 meses com enalapril aumentaram os niveis intraeritrocitarios
de GSH, GPx e [-caroteno plasmatico (De Cavanagh et al., 1999). O grupo V
(insuficiéncia cardiaca de origem orovalvar) estava sob esta medicagao, apresentando um
estado de estresse oxidativo “compensado”’, enquanto que o comportamento destas
enzimas nos pacientes chagasicos com insuficiéncia cardiaca foi uma reposta oposta,
acompanhada da diminui¢do das atividades de GPx, GST e deplecao dos conteudos de
GSH sem o aumento concomitante de GT, o que pressupde um estado de estresse
oxidativo crénico, com declinio das defesas e sem uma indugdo adequada das enzimas
antioxidantes.

Observando os resultados do grupo Il (infeccdo chagasica com disfungcao
ventricular sistdlica grave) com o grupo IV (infecgdo chagasica com disfungéo ventricular
sistdlica grave e insuficiéncia cardiaca), é possivel inferir que ocorreu uma tentativa de
compensacao das defesas antioxidantes no grupo lll, porém aparentemente insuficiente.
Entretanto, com a progressdo da doenga, 0 organismo parece nao conseguir mais
responder satisfatoriamente a este insulto oxidativo, havendo uma diminuicdo na
concentracdo de GSH e nas atividades da GPx e GST intraeritrocitarias no grupo IV
comparativamente ao grupo lll. Pode-se conjecturar, nesta fase evolutiva da doenga
(grupo 1V), que o organismo nao apresenta mais uma resposta adequada aos insultos
oxidativos, evoluindo para um grau de remodelamento ventricular maior, manifestado
clinicamente por insuficiéncia cardiaca.

Os resultados obtidos no presente trabalho indicam que o quadro de estresse
oxidativo constatado nos eritrécitos de pacientes chagasicos crbnicos aparentemente
acentua-se com a progressao da doenga. Este quadro de estresse oxidativo no sangue
provavelmente é resultante de um conjunto de fatores relacionados intimamente com um
processo inflamatério crénico vinculado a crescente incapacidade de érgaos importantes
para o sistema antioxidante do organismo como o miocardio (Belch et al., 1991; Dieterich
et al., 2000) e o figado (Andrade, 2000) de manter um poder antioxidante ao nivel destes

orgaos e ao nivel sanguineo compativel com a persisténcia do insulto oxidativo.
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6 CONCLUSOES

» Os dados obtidos sugerem um estado de estresse oxidativo no grupo de
insuficiéncia cardiaca chagasica pela deplegédo da GSH, GST e GPx (grupo V). A
deplecéo destes marcadores leva a um estado de estresse oxidativo com reducao

das defesas antioxidantes, sugerindo uma progressiva exaustao enzimatica.

» Os grupos chagasicos | e Il estdo com algumas defesas antioxidantes aumentadas
em relacdo aos seus controles e em relagdo ao outros grupos chagasicos,
provavelmente refletindo uma necessidade inicial das defesas antioxidantes
manterem-se elevadas devido a agressao da doenga de Chagas. Com o aumento
da severidade da doenca de Chagas ocorre redugdo (grupo IV) de algumas
defesas antioxidantes em relagdo ao controle.

 Dessa forma, o comprometimento maior da doengca de Chagas, (grupo [V
insuficiéncia cardiaca chagasica) coincide com uma menor compensagao
antioxidante, sugerindo uma deficiéncia do organismo em manter estas defesas

face ao estresse oxidativo decorrente da agressao inflamatoria cronica.

O grupo V (insuficiéncia cardiaca de origem orovalvar) mostrou comportamento
das defesas antioxidantes oposto ao grupo IV (insuficiéncia cardiaca de origem
chagasica), ou seja, enquanto na insuficiéncia cardiaca chagasica ocorre uma
aparente deplecdo dos niveis antioxidantes, os pacientes com insuficiéncia
cardiaca de origem orovalvar possuem uma capacidade melhor de adaptagéo das
defesas antioxidantes sanguineas.

* Os resultados obtidos no presente trabalho tém grande importancia quanto aos
mecanismos de agressao do parasita nesta patologia crénica e na possibilidade de
uso de terapia antioxidante para compensar os danos decorrentes do estresse
oxidativo associado a doenca.
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7 PERSPECTIVAS

Quantificar os marcadores de dano utilizando técnicas como a oxidagao de proteinas
(proteina carbonilada), oxidagdo aos lipidios por hidroperdxidos lipidicos ou, ainda,
MDA e FOX no soro. Avaliar o dano ao DNA (teste cometa ou aductos de DNA como

8-oxoguanina).

Para dados comparativos realizar dosagem de todas as enzimas antioxidantes
realizadas neste trabalho em outra amostra bioldgica dos cardiopatas chagasicos, ou
seja, ao invés de usar os eritrécitos utilizar o plasma, como certos trabalhos na
literatura (Bednarek et al., 2004).

Identificar o perfil inflamatério destes pacientes que estdo sob classificacdo de Los
Andes modificada para correlacionar com as enzimas antioxidantes, utilizando o 6xido
nitrico (NO), citocinas pré-inflamatérias (IL-1), citocinas pro-inflamatérias (IL-2, IL-6,
INF-y e TNF-a), citocinas antiinflamatérias (IL-10). Dosar ainda a proteina C-reativa
(PCR), o VHS (velocidade de hemosedimentac&o), 32-microglobulina, C3 e C4 (fator

complemento), IgM e 1gG (imunoglobulinas).

Estudar o efeito de suplementacdo antioxidante (vitaminas E e C) em pacientes
chagasicos crénicos, no sentido de atenuar o quadro de estresse oxidativo.
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9 ANEXO

PROGRAMA CARDIO/CHAGAS /HU-UFRJ
* IDENTIFICACAO

01- Nome

02- N° Prontuério I

03- Data de Nascimento L]

04-Raca

(1) Negra (2 ) Outra
05- Sexo

(1) Masculino ( 2 )Feminino

06-Naturalidade .......ooovviiiiiiiii e

07-Data da Avaliagao Inicial L]

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

* SINAIS E SINTOMAS CLINICOS
09-Diag. de Insuf. Cardiaca Esquerda (escore clinico maior ou igual a 3)
(1)-Sim (2)-Nao

Dispnéia / dificuldade de respirar
-caminhando depressa no plano ou em aclive leve
-em passo usual no plano
-obrigado a parar por falta de ar, caminhando no plano, passo normal
-obrigado a parar por falta de ar, ao caminhar 100m no plano
Freqiiéncia cardiaca 91 a 110 bpm

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

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

NN = NN =N =N NN = -
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11-Diag. de I C Biventricular (fadiga + PVC 1t e/ou 1 e/ou 2 e/ou 3) ||
Presenca de fadigabilidade e aumento da pressdo venosa jugular associada a:
I-edema e/ou ascite
2-hepatomegalia
3-dispnéia e/ou estertores crepitantes

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

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

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

16-Arritmias Cardiacas (presenga de uma ou mais resposta positiva) ||
-Palpitacao

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

-Pré-sincope

Vocé ja teve algum desmaio siibito e momentaneo sem perda da consciéncia e do tonus
postural seguido de recuperacio espontanea sem seqiielas neurologicas?

-Sincope

Vocé ja teve alguma perda stbita e momentanea da consciéncia e do tonus postural
seguido de recuperacdo espontanea sem seqiielas neurologicas?

-Morte Subita Ressuscitada

Vocé ja teve alguma perda stubita e momentanea da consciéncia e do tonus postural que
necessitou de manobras de ressuscitagao?

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

18-Morte Subita Ressuscitada (ver defini¢do acima + a presenca de uma ou mais

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

19-Diagnostico de Embolia Sistémica ou Pulmonar ||
20-Diagnostico de AVC ||

Presenca de inconsciéncia fugaz associada a sinais neuroldgicos focais mesmo que
transitorios e de curta duracdo (afasias, paralisias ou parestesias, etc )
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21-Dor toréacica ||

1-Angina Tipica: Todas as respostas positivas

2-Angina Atipica : 2 das 3 respostas positivas

3-Dor Ndo Anginosa: 1 resposta so positiva
-desconforto toracico é sub-esternal e de curta duragdo ?
-sintomas sdo previsiveis ?
-sintomas aliviam dentro de 30 minutos apos repouso ou
nitrato sub-lingual?

22-Comprometimento Digestivo (presenca de uma ou mais resposta positiva)
|

-Odinofagia / Disfagia / solugo

Vocé sente dor ou dificuldade para engolir alimentos ou solugos?

-Regurgitagdo

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

-Tosse

Vocé costuma tossir muito a noite?

-Constipagado

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

dias sem?

-Sialose

Vocé costuma ter salivagdo excessiva principalmente durante alimentagao?

-Meteorismo

Presenga incomoda de gases/plenitude e/ou distensdo abdominal

-Disquezia

Vocé tem dificuldade para evacuar (sensagao de anus estreitado)

-Dores no Abdome

* HABITOS

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

24-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 o 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

25-Vocé atualmente pratica alguma atividade fisica regular ||
de duragdo de 20 min por 3 vezes na semana ?
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26-Voceé esta trabalhando atualmente ? ||
(1)-Sim (2)-dona de casa (3)-estudante (4)-aposentado

(5)-incapacitado (6)-afastado (em beneficio) (7)-desempregado
27-Seu grau de atividade fisica no trabalho ¢ ||
(1)leve (2) moderado (3) pesado (4) Nao se aplica

28- Voce esta fazendo algum tipo de dieta ? ||
(1)-Sim , com restrigao ao sal (2)-Sim , para emagrecer

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

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

* HISTORIA DE RESIDENCIA

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

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

* ESCOLARIDADE

31-Que nivel de escolaridade vocé chegou a completar? ||
1-Analfabeto
2-Nunca foi a escola mas sabe ler e escrever
3-Primeiro grau incompleto
4-Primeiro grau completo
5-Segundo grau incompleto
6-Segundo grau completo
7-Terceiro grau (curso universitario) completo

* HISTORIA FAMILIAR

32-Familiares que vocé tem ou teve com : ||
(1)-Doenga do Coragdo (2)-Acidente Vascular Cerebral
(3)-Dilatacao do esofago/ intestino (4)-Alcoolismo (5)-Se 1+2 (6)-Se 1+3
(7)-Se 1+4 (8)-Se 2+3 (9)-Se 2+4 (10)-Se 3+4 (11)-Se 1+2+3 (12)-Se 1+2+4 (13)-
Se Outra-especifique (14) ..ocoeveeeieeiiiiiieie e

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

34-Quantas vezes vocé recebeu transfusdo de sangue ? ||
(1) Nunca (2)<de5 (3) >de5



35-Voce se lembra de ja ter tido alguma doenga depois de uma transfusdo de
sangue ? ||
(1)-Nao se aplica (2)-Nao teve (3)-Hepatite (4)-Doenga de Chagas
(5)-HIV (6)-Sifilis (7)-Outra
* MEDIDAS ANTROPOMETRICAS
36-Peso ............ | | |kg 41 -Altura............ | | | |cm

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

38-Relagao cintura/quadril L

39-Pressdo arterial sistolica  la............... | | | |mmHg
“ “ diastolica la.............. | | | |mmHg
“ “  sistolica  2a............. | | | |mmHg
«“ “  diastolica 2a............. | | | |mmHg

40-Pressao de pulso

e EXAME FiSICO

(1) Sim (2) Nio

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

42-Sopros regurgitante Mitral e/ou Tricuspideo

* AVALIACAO RADIOLOGICA
(1) Sim (2) Nao

43-Cardiomegalia : Presenga dos parametros 142 ou somente 3 ou4 | |

1-Indice cardio-toracico = 0,50

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

ou

3-Indice do didmetro diastélico final de VE = 34mm

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

*ALTERACOES NO ECG DE REPOUSO CONVENCIONAL

(1)-Sim (2)-Nao
46-Normal ||
47-BAV 1 grautAlt de ST-T ||
48-BRE ||
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49-Aea Eletricamente Inativa

50-BRD

51-HBAE

52-Disturbio condu¢do AV ( 2 e/ou 3 grau )
53-Bradicardia sinusal
54-Extra-SistolesVentriculares
55-Fibrilagdo Atrial

56-Sobrecarga Ventricular esquerda

57-Duas alteragdes eletrocardiograficas no mesmo tracado
58-Trés alteracdes eletrocardiograficas no mesmo tragado

* MONITORIZACAO CONTINUA DO ECG DURANTE EXERCICIO

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

59-Ext Vent Polimérfica

60-Ext Vent Pareada

61-Taqui Vent Monomoérfica Nao Sustentada
62-Bigeminismo Ventricular

*ELETROCARDIOGRAFIA DINAMICA (HOLTER)

63 Total de batimentos analisados

64 Total de batimentos ndo analisados
65-Minutos analisados

66-Numero Total de Ext. Vent. ..........cccueeuneene.
67-Numero de Ext. Vent. por hora ...
68-Numero de Ext. Vent. pareadas............ccc..........
69-Numero de Taquicardia Ventriculares..............
70-Taqui Ventr-FC Minima ~ .....ccccevieennne
71-Taqui Ventr-FC Maxima — .....ccoccevveeennnene
72-Taqui Ventr-FC Mais longa (>5 bts)................
73-Numero Total de Ext. Supra-Vent ...................
74-Numero de TPSV. ...
75-TPSV-FC Maxima ..o,
76-FC Média

77-FC Minima

78-FC Maxima

79-Bloqueio sinoatrial

80-Pausa sinusal

81-Bloqueio AV 2° grau Mobitz Tipo 1
82-Bloqueio AV 2° grau Mobitz Tipo 2

* ECOCARDIOGRAMA Bi-Doppler
(1)-Sim (2)-Nao

83-Normal
84-Déficit segmentar localizado
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85-Déficit segmentar difuso ||
86-Disfuncao sistolica de VE leve ||
87-Disfuncdo sistolica de VE moderada ||
88-Disfunc¢ao sistolica de VE grave ||
89-Regurgitagdo Mitral ||
90-Regurgitagdo Tricuspide ||
91-Aneurisma Apical ||
92-Hipertrofia concéntrica ||
93-Disfuncao Diastolica ||
(1)-Ausente (2)-Padrao de déficit de relaxamento
(3)-Padrao Restritivo (4)-Padrao Pseudo-normalizac¢ao

94-Variabilidade R-R |_|
(1) Baixa (2) Alta

95-Indices Parassimpaticos ||
(1) Normais (2) Alterados

96-Arco Reflexo Baroreceptores (Tilt) ||
(1) Integros (2) Exarcerbados (3) Paradoxal

97-Cintilografia Miocardica marcada com leucocitos ||

(1) Normal (2) Anormal (3) Nao Fez
98-Cintilografia Miocardica com MIBG ||
(1) Normal (2) Anormal (3) Nao Fez
99-Eletrocardiograma de Alta Resolucdo ||
(1) Normal (2) Anormal  (3) Nao Fez
100-Estudo Eletrofisiologico
(1) Normal (2) Anormal ||
*MEDICAMENTOS
(1)-Sim (2)-Nao
101-Diurético | | 102-

Digital |
103-Vasodilatador ||
104-Espirolonactona ||
105-Anticoagulante Oral ||
106-Antiarritmico |
107-Beta bloqueador ||
108-Reabilitacdo Cardiaca ||

*Doencas Associadas Cardiacas
(1)-Sim (2)-Nao
109-Cardiopatia Isquémica |



110-Cardiopatia Hipertensiva ||
111-Marca-passo ||
112-Cardio/desfibrilador ||
113-Valvopatias ||
114-Cardiopatia Dilatada Nao Chagas ||
115-Cardiopatia Congénita ||

*Doencas Associadas Nao Cardiacas

116-Diabetes ||
117-Disfun¢do Tireoidiana ||
118-Disfun¢do Respiratdria ||
119-Doenga péptica ||

Nefropatia |

121-Neoplasias ||
122-Dislipidemia |

* EXAMES LABORATORIALIS :

123-Hematocrito (%) |
124-Sodio (mEq/1) -
125-Glicose(mEq/1) I
126-Creatinina (mEq/]) |||
127-Colesterol Total (mEq/1I) ]
128-HDL-Colesterol I
129-LDL-Colesterol I
130-Triglicérideo |
131-Albuminas -
132-Globulinas -

133- Via de infeccao ||
(1)-Natural (2)-Transfusdo (3)-Congénita (4)-Laboratorio (5)-Outros

134-Diagndstico laboratorial ||
(1)-Imunofluorescéncia (2)-Hemaglutinacdo (3)-Elisa (4) Se 1+2
(5) Se 1+3 (6) Se 2+3

* IMPRESSAO FINAL
(1)-Sim (2)-Nio

135-Cardiopatia Chagasica Dilatada ||
136-Cardiopatia Chagasica Nao-Dilatada ||
137-Esofagopatia |
138-Colopatia |

139-Forma Clinica ||
1-Cronica Indeterminada
2-Cardiopatia Cronica sem ICC (Disfuncao de VE)

120-
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3-Cardiopatia Cronica com ICC
140-Classificagdo de Los Andes (estagio evolutivo) ||
1- Grupo IA
2- Grupo IB
3- Grupo II
4- Grupo III

Comentarios:
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Anexo

Paciente No | | | |

Termo de Consentimento livre esclarecido

AVALIAGAO DO ESTRESSE OXIDATIVO NA CARDIOPATIA CHAGASICA
CRONICA

Instituicio: Hospital Universitario Clementino Fraga Filho-UFRJ
Investigador: Dr. Roberto Coury Pedrosa
Telefone: 25622618

1. INTRODUCAO

Neste momento vocé esta tendo a opg¢do de participar de um estudo cujo objetivo é
verificar a suas defesas naturais (antioxidantes e o estresse oxidativo) contra a doenga de
Chagas. Antes de vocé decidir participar deste estudo, € importante que vocé leia as informagbes
a seguir, referente ao estudo para o qual vocé esta sendo convidado a participar. O investigador
do estudo discutira com vocé as duvidas que vocé tenha sobre este consentimento ou sobre o

estudo.

2. PROPOSTA DO ESTUDO

A Doenca de Chagas aflige entre 16 e 18 milhdes de pessoas no continente americano
infectadas com Tripanossoma cruzi, € aproximadamente 120 milhdes estdo sobre risco de
contaminacao (WHO, 2000). Dados do Ministério da Saude indicam que aproximadamente 30%
das pessoas infectadas desenvolvem cardiopatias, destas 10% na forma grave.

O presente estudo pretende avaliar o status antioxidante e o estresse oxidativo no sangue
de pacientes com cardiopatia chagasica cronica nos varios estagios evolutivos, aspecto ainda ndo
devidamente contemplado na literatura, e de grande relevancia clinica. Dados preliminares de
projeto piloto em execugéo indicam que os niveis intraeritrocitarios de GSH dos pacientes em
estagios iniciais da doenga apresentam valores superiores aqueles de pacientes em estagios mais
avancgados. Desta forma, a progressdo da doenga implicaria em um maior estresse oxidativo
vinculado a sua propensdo. O uso de antioxidantes, tipo vitamina C ou E pode ter um papel
importante de prevencéo ou atenuagdo neste quadro de estresse oxidativo.



87

3. DURACAO DO ESTUDO E NUMERO DE INDIVIDUOS

Vocé sera um dos 90 individuos que irdo participar deste estudo o qual estara sendo
realizado em 2 centros universitarios no Brasil. A duracdo esperada deste estudo é de
aproximadamente 12 meses.

Mulheres com possibilidade de engravidar podem participar deste estudo, assim como as
que estdo utilizando métodos anticoncepcionais adequados, inclusive métodos de barreira.
Mulheres que estiverem amamentando e mulheres gravidas ndo devem participar do estudo. Vocé

nao podera doar sangue durante o estudo e nem durante um més apods sua finalizagéo

4. PROCEDIMENTO A SEREM SEGUIDOS

O periodo deste estudo clinico é de aproximadamente 12 meses e vocé sera solicitado a
comparecer a este hospital para realizar apenas 1 visita no total. Nesta visita, vocé passara por
um exame clinico que inclui um raio-X do térax, um eletrocardiograma e um ecocardiograma. (caso
ja nao os tenha feito previamente). Vocé devera fornecer uma amostra de sangue. Este sangue
coletado sera enviado para os laboratérios da Universidade Federal de Santa Catarina onde sera
analisado. Caso ocorra alguma alteragédo em seus exames anteriores, o0 médico do estudo pode
solicitar uma repeticdo destes exames. Para sua prépria seguranga, ndo tome nenhum
medicamento (mesmos aqueles vendidos sem receita médica) que nao tenha sido prescrito ou
aprovado pelo médico responsavel por este estudo. Vocé tera toda liberdade de vir ao ambulatoério
para resolver qualquer divida junto ao seu médico assistente. E importante também que vocé
informe ao seu médico qualquer mudancga ou problema que ocorra durante este estudo, incluindo
qualquer sintoma desagradavel ou diferente que se manifeste, bem como a melhora que for

observada.

5. RISCOS E DESCONFORTOS

A coleta de sangue implica em uma dor leve durante a picada e eventualmente no
surgimento de um pequeno hematoma no local, em raros casos, uma infec¢do no local da coleta

podera ocorrer. Em pessoas mais sensiveis, a coleta por si s6 pode causar desmaios.

6. EXCLUSAO DO ESTUDO

Existem neste estudo critérios de inclusdo e exclusdo que serdo discutidos pelo
investigador com vocé. Vocé estara excluido deste estudo caso ndo os preencha. O investigador

deste estudo pode, a qualquer momento, retirar vocé do mesmo, sem seu consentimento, se vocé
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voluntariamente desobedecer as orientagbes do estudo, como faltar constantemente as consultas
ou faltar constantemente ao exames

Vocé pode optar por nao fazer parte deste estudo ou descontinuar a sua participagdo no
mesmo a qualquer momento, sem que isto acarrete em prejuizos para seu tratamento atual ou

futuro.

7. POSSIVEIS BENEFICIOS DESTE ESTUDO

O custo de todos os testes, exames e cuidados médicos necessarios, como parte deste
estudo, serdo cobertos, sem nenhum custo para vocé. Outros pacientes podem vir a se beneficiar
dos resultados deste estudo.

E possivel, entretanto, que nenhum beneficio & sua saude ocorra durante ou apés o

estudo ser completado.

8. CONFIDENCIALIDADE

-As informagdes de seu historico médico sdo confidenciais e serao tomadas todas as
precaugbes para preserva-las. A menos que requerido judicialmente, apenas o investigador,
auditores terdo acesso a dados confidenciais de seu prontuario médico e dados que o
identifiquem pelo nome.

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

-Assinando este consentimento vocé estara autorizando para estas pessoas 0 acesso ao
seu prontuario médico e aos seus dados

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

estudos ou para outros fins.

9. 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.
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10. RESPOSTAS AS PERGUNTAS SOBRE ESTE ESTUDO

Se durante o estudo clinico vocé tiver problemas ou gostaria de esclarecer alguma duvida
sobre a conduta deste estudo, entre em contato com o:
Dr Roberto Coury Pedrosa -pelo telefone:25622618

11. PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participacao 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 segurancga vocé devera retornar ao hospital para conversar com o médico do estudo para
qgue ele possa orienta-lo sobre as possiveis opgoes.

CONSENTIMENTO PARA PARTICIPAR DESTE ESTUDO

Eu recebi uma cépia deste acordo de consentimento livre e esclarecido, li e compreendi
este documento, na qual foram me informados todos os dados importantes sobre a conduta deste
estudo. Foi me oferecido ampla oportunidade de fazer perguntas e recebi respostas que me
satisfizeram totalmente. Se eu nao participar ou se eu decidir suspender minha participacao neste
estudo, ndo serei penalizado e nao renunciarei de quaisquer direitos legais. Concordo

voluntariamente em participar deste estudo.

Assinatura do paciente Assinatura do investigador

Data: / / Data: / /



