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Resumo

Estima-se que existam de 18 a 24 milhSes de portadores de doenca de Chagas
{DCH} no continente americano, enire og quais 3 a 6 milhdes encontram-se no Brasil, Até
o momento ndo foi descoberta a cura para a doenga e no Brasil sfo registrados seis mil
Gbitos por ano relacionados & doenga. Na evoluciio da DCH sfio descritas duas fases
distintas: aguda e crénica. A denervagio autonbmica é fato bastante estudado e acredita-se
que essa denervacfio esteja relacionada com as alteracdes no metabolismo dos hidratos de
carbono, que sfo caracterizadas por recuperagdo deficiente dos niveis glicdmicos apds a
administracio oral e intravenocsa de glicose. Com base nesses dados, o presente estudo teve
por objetivo avaliar os niveis glicémicos e insulinémicos em pacientes chagésicos cronicos,
submetidos a0s testes de tolerfincia 4 glicose oral (TTGO) e intravenosa (TTGIV),
comparando-se os resultados a um grupo controle. O aumento das espécies reativas de
oxigénio (EROs) apresenta un papel importante nas reacdes inflamatorias. Considerando a
resposta do hospedeiro a infeccfo do 7. cruzi, os niveis de duas enzimas antioxidantes
catalase ¢ glutationa redutase também foram determinados nos dois grupos. Nio foram
detectadas diferencas significativas entre os dois grupos tanto nos testes de tolerdncia a
glicose com relagdo aos niveis plasmaticos de glicose, insulina e peptideo C, assim como
nas dareas sob as curvas desses parimetros, guanto nas dosagens de catalase e glutationa
redutase. Pode-se especular que os niveis de insulina e peptideo C poderiam apresentar
significAncia se esses pardmetros fossem avaliados nas diferentes formas da doenca, ja que

na fase aguda o processo inflamatoério € intenso.



Summary

it has been estimated that 18-24 million people in the American continent have
Chagas'disease (DCH) and that 5-6 million live in Brazil. Up to now the cure for this
disease has not been discovered and i Brazil occurs 6 thousand deaths / year related to this
disease. In the evolution of DCH two phases are described: acute and chronic. The
autonomic denervation is well studied. 1t is believed that this denervation is related to
alterations in carbohydrate metabolism that is characterized by s deficient recovery in the
glicemic levels after oral and intravenous administration of glucose. Based on these facts,
the aim of this study was fo evaluate the glicemic and insulinemic levels in chronic
Chagas'disease patients, submitted to an oral (TTGO) and miravenous (TTGIV) glucose
tolerance test, compared to a control group. The increase in the reactive oxygen species
(ROS) has an important role in inflammatory reactions. Regarding the behavior of the host
when infected with 7. cruzi, the levels of two antioxidants enzymes (catalase and
glutathione reductase) were determined in both groups. No significant differences were
observed in the two groups considering the glucose testes regarding the plasmatic levels of
glucose, insulin and peptid C, and the area above the curve in all parameters assayed and
also in the catalase and glutathione reductase determinations. One hypothesis to explain
these observations is that the insulin and peptid C levels may be significant if these
parameters were evaluated in the different forms of the disease, since in the acute form the

inflammatory process is intense.



i Intreducio:

1.1 Trypancsoma cruzi

O Trypanosoma cruzi (1. cruzi) € o agente etioldgico da doenga de Chagas (DCH),
também chamada de tripanossomiase americana. E um protozodrio da familia
Tripanosomatidae, classe Kinetoplastidea, do grupo Stercoraria o gque indica que ha
desenvolvimento dos parasitos no tubo digestive do vetor, progredindo no sentido da
porcic intestinal com liberagiic de formas infectivas pelas fezes (Lana & Tafuri, 2000;
Souza, Z000).

A populagio do 7. cruzi ndo ¢ homogénea, sendo constituida por diferentes cepas
gue circulam na natureza, enire o homem, vetores, animais domeésticos e reservatdrios
silvestres. Essas populagfes possuem comportamento diverso no que se refere as curvas de
parasitemia, interacdo com células hospedeiras, resposta imune, e também resposta aos
medicamentos utilizados no tratamento (Lana & Tafuri, 2000). Essas diferencgas indicam
haver um tropismo diferente das distintas cepas de 7. cruzi, o que explicaria, por exemplo,
o fato de ser mais comum o diagnéstico de formas digestivas na regifo central do Brasil ou
de ser baixa a prevaléncia de cardiopatias no norte do Equador em relagio a regifo sul

(Silveira, 2000},

1.2 Ciclo Evolutive

Os transmissores do 7. cruzi sdo insetos estritamente hematdfagos; da familia
Reduvidae, subfamilia Triatominae. Os triatomineos sfio insetos de habitos noturnos, mais
conhecidos como “barbeiros”, pois a picada se da principalmente na face onde depositam as
fezes infectadas (Linhares, 2000; Pessoa & Martins, 1982). Das 114 espécies existentes de

triatomideos, aproximadamente 104 ocorrem nas Américas e Caribe, mas somente duas



espécies t€m importincia em saide poblica em nosso pais, o Triatoma infestans (T
infestans) € o Triatoma brasiliensis (1. brasifiensis) (Shmunis, 1997, Linhares, 2000).

O ciclo bioldgico do T cruzi no hospedeiro invertebrado tem inicio quando o
sangue de animais infectados € ingerido durante o repasto sangitineo (Lana & Tafuri, 2000;
Souza, 2000}, Ao ser ingerido pelo vetor, o 7. cruzi passa por uma seqiéncia rreversivel de
transformacdes ac longo do tubo digestive do inseto. Desse modo, as formas sangiiineas
ingeridas transformam-s¢ em epimastigotas; que no intestino médio, se multiplica atingindo
o reto, onde se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, gue sdo eliminados com as
dejecdes do mseto (Lana & Tafuri, 2000; Souza, 2000).

O ciclo evolutive do 7. cruzi no hospedeiro vertebrado inicia-se quando formas
tripomastigotas e epimastigotas eliminadas nas fezes e urina do inseto vetor, sfo inoculadas
na pele ou mucosas do vertebrado (Brener, 1997). A forma tripomastigota penetra nas
células do hospedeiro para ai se transformar em amastigotas. Tal multiplicagiio prossegue
até a distensdo e rotura da célula parasitada, com liberagiio de novos parasitas, que
penetram em novas células, exceto em neutrdfilos e eosindfilos ou caem na corrente
sanguinea (Andrade, 2000; Brener, 1997). Como parasitas, estio expostos as espécies
reativas de oxigénio (EROs), geradas durante a reagfo de defesa do organismo, possuindo
entretanto uma capacidade limitada em lidar com o estresse oxidativo, guando comparado
com ao hospederro vertebrado (Docampo, 1976)

Os sistemas de defesa dos tripanossomatideos contra as EROs diferem
substancialmente do metabolismo analogo do hospedeiro, tendo sido apontado como um
alvo em potencial para o desenvolvimento de drogas tripanossomicidas mais especificas

{Fairlamb & Cerami, 1992).
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Esses parasitas apresentam duas superdxidos dismutases {(SOD) dependente de ferro
{Fe-SODA e Fe-50DB) (Ismail ef o/, 1997). MNio apresentam catalase (Docampo ef 4l
1976} e, ndo existem relatos da presenca de vitamina E, 4cido ascérbico, B-caroteno ou
xantina oxidase nesses parasitas (Docampo, 1986).

Recentemente foi identificada nesses parasitas uma cascata de detoxificacio de
hidroperOxidos restrita & essa familia de parasitas apresentando novas opgdes para o

desenvolvimento de uma quimicterapia mais especifica (Wilkinson ez @, 2000).

1.3 Doenca de Chagas (DCH):

Estima-se que os portadores de infeccfo chagésica no continente americano sejam
de 18 a 24 milhdes, sendo que cerca de 10% das infec¢Bes evoluem para as formas cronicas
com graus varidveis de comprometimento orgénico, totalizando cerca de 1,8 a 2,5 milhdes
de portadores de doenga clinica. A populacio exposta a0 risco é aproximadamente de 90
mithdes (lanni, 1998; Urbina, 1999; Silveira, 2000). No Brasil, os dados revelam de 5 a 6
milhdes de pessoas infectadas pelo 7. cruzi, havendo seis mil &bitos por ano relacionados &
doenca (lanni & Madi, 1997; lanm ef al, 1998; Neves, 2000, Silva, 2000). Diante do
expostoc a DCH € considerada um problema de Satde Publica, uma vez que os dados
epidemioldgicos de prevaléncia e gravidade de evolucio sfo expressivos (Pessoa &
Martins, 1982 Schmunis, 1997}

Os mecanismos de transmissdo da DCH ao homem podem ser considerados, em
ordem de freqiéncia em primérios ou secundarios. Nos primérios encontram-se a
transmissdo por insetos hematofagos, por transfusio de sangue e hemoderivados, por via

oral, inclusive pelo leite materno, por via transplacentaria e no canal do parto pelo contato



das mucosas do feto com © sangue da mie infectada. Como mecanismos secundarios &
menos fregiientes ou acidentais encontram acidentes de laboratdrio, manejo de animais
infectados e transplante de 6rgios (Rezende, 1988; Coura ef af, 2000).

A contaminacdo por transfusfio de sangue e hemoderivados € atualmente mals rara
apesar de seu aparecimento em 4reas nfio endémicas. A fransmiss8o vetorial é a que assume
maior importdncia epidemioldgica sendo fundamental na manutencio da endemia
chagéasica (Linhares 2000, Dias & Coura, 1997).

O ambiente onde se da a transmissfio domiciliar da DCH ¢ aquele em que as
populagdes sob o nisco sobrevivem em estado precdrio, como em casas de pau a pique,
expressdo da baixa condigiio econdmica e social desses estratos populacionais (Telleria,
2000; Silveira, 2000; Shmunis, 2000).

As ferramentas para o controle da principal forma de transmissdo esto disponiveis
desde a década de quarenta, quando se comprovou a efetividade do tratamento da vivenda
rural com inseticida para eliminar o vetor, porém uma solugfic mais permanente consiste no
melhoramento ou substituigio desta vivenda {Schmunis, 1997)

Indubitavelmente, o programa de controle da DCH no Brasil foi até o presente um
grande sucesso, particularmente quante ac controle do 7. imfestans. Essa espécie de
triatomineo, embora em menores densidades, ainda estd presente em mais de 100
municipios brasileiros, sendo conhecidos muitos exemplos de sua capacidade de
repovoamento quando da interrupgio de agbes regulares de controle e vigilincia
{Schmunis, 1997; Urbina, 1999).

O tratamenio para essa doenca continua insatisfatério, sendo baseado em
nitroheterociclicos: Nifurtimox (Lampit ®) e Benzinidazole (Rochagan ®). O Nifurtimox

foi recentemente retirado de comercializa¢8o devido a sua alta toxicidade (Janni & Madi



1997). Esses compostos tém atividades na fase aguda e no periodo inicial da fase crbnica,
mas sua eficiéneia varia de acordo com a area geografica, provavelmente devido as
diferencas na susceptibilidade & droga de diferentes cepas de 7.cruzi. Na fase cronica
possuem baixa ou nenhuma atividade (fanni, 1998; Urbina, 1999; Mava er «l, 2003}
Apresentam efeitos colaterais freglientes incluindo anorexia, vimitos, neuropatia periférica
¢ alergias. O Benzinidazole em especial, apresenta efeitos colaterais significativos, sendo o
comprometimento renal o mais importante (Filardi & Brener, 1987). Esses efeitos
colaterais podem ser conseqiiéneia do mecanismo de agic de ambos os medicamentos que
agem promovendo a produgiic de EROs {(WHO, 1984; Masana , 1984, Docampo &
Moreno, 1986}

Qutra alteragfio muito prevalente em doentes chagasicos € a morte subita, afetando
individuos na fase mais produtiva de suas vidas. A morte subita é responsavel por 2/3 dos
obitos por DCH (Ribeiro, 2000; Rassi, 2001}

Na evolugio da doenca sdo descritas duas fases distintas: uma aguda que € mais
raramente diagnosticada, pois, na maioria dos casos esse periode inicial pode ser
assintomatico ou oligossintomético passando assim despercebido. E, uma segunda fase,
chamada cronica, subdividida em formas indeterminada, cardiaca e digestiva {Rezende,

1988 Ribeiro, 2000).

1.3.1 Forma Aguda da doenca de Chagas

A forma aguda da DCH que representa, na realidade, uma infeccio generalizada
pelo T.cruzi, caracteriza-se pela relativa facilidade com que se evidencia o parasita no
sangue periférico e tecidos nas formas tripomastigotas ¢ amastigotas. Essa Gltima forma ¢

encontrada no interior das células de quase todos os 6rgos e no intenor de varios tipos

(41



celulares, normalmente acompanhadas de um infiltrade mononuclear, congestio aguda e
edema {Andrade, 2000; Neto e7 o/ 1997, Rassi ef a/ 2000).

A destruigdo neuronal € predominantemente autondmica, podendo ocorrer de forma
intensa nessa fase da doenca (Dias, 20002). Essas lesdes aparecem em 50 % dos casos
agudos dentro de quatro a dez dias apds a picada do barbeiro (Lana & Tafuri, 2000), sendo
necessario levar em conta 08 sinais da porta de entrada, os sintomas e as anormalidades
sistémicas {Neto ef af, 1997; Rassi ef of, 2000).

O parasitismo ocorre mais freguentemente em tecidos como misculo liso, estriade
esquelético e cardiaco e o componente parassimpatico, do sistema nervoso ceniral ou mais
raramente nos ovarios, testiculos, tiredide, pincreas, entre outros {Santos, 1999).

As manifestacBes gerais s80 representadas por febre, edema localizado ou
generalizado, poliadenomegalia, hepato-esplenomegalia e, 4s vezes, insuficiéneia cardiaca e
perturbagdes neurologicas. Mais de 90% dos pacientes com manifestacdes clinicas da fase
aguda sobrevivem 2 infecgHo inicial. Pouco a pouco os parasitas escasseiam-se no sangue
periférico, a sintomatologia se atenua ¢ ap6s algum tempo, em média dois a quatro meses, a
doenca entra em periodo de laténcia clinica e torna-se cronica (Prata, 1990).

Simultaneamente, ocorre a progressiva elevagiio dos anticorpos da classe IgG, a
partir da terceira semana, comecam 2 declinar esses sintomas agudos, até sua remissio
completa, entre 60 ¢ 90 dias. Para a maioria dos pacientes, em paralelo com 2 melhora
clinica e a reducdc dos niveis de parasitemia, decrescem também os niveis de
imunoglobulinas da classe M e sobem os niveis de IgG. Estes slementos praticamente

definem a transi¢io para a DCH crénica (Cangado, 1999; Dias, 2000).



1.3.2 Forma Crinica

A forma cronica da DCH divide-se em: indeterminada, cardiaca, digestiva, nervosa
e forma com exacerbagdes agudas (Prata, 1990). Em certas circunstancias, especialmente
quando o quadro cardiaco ¢ muito intenso, na fase aguda, ocorre uma evolugo direta para
uma forma cronica determinada. Uma caracteristica marcante da forma cronica da doenga
de Chagas, observada em humanos ¢ em modelos experimentais, € o nivel extremamente
baixo de parasitemia (lanmi, 1998).

Nessa fase da doenca existe uma denervagio, tanto no sistema nervoso central como
G sisterna nervoso autdnome, que em um individuo normal € o responsavel pelo controle
da secrecio das gléndulas mucosas. A estimulacio parassimpética aumenta a Secregdo e a
simpéatica diminui (Davilla, 1998). Além disso, estudos morfologicos e funcionais sugerem
que anormalidades simpéticas e parassimpéticas sfo precedidas de dano ao miocardio ¢
disfunciio ventricular esquerda Na fase crénica da DCH existe uma alteracdo na
composigio relativa dos varios tipos de mucopolissacarideos secretados pelas glandulas
mucosas do trato digestivo e dos brdnguios (Davilla, 1998; Britto-Costa, 1873y .

Entende-se por forma indeterminada da DCH a presenga comprovada da infec¢o
chagasica (revelada por sorologia ¢ ou métodos parasitologicos indiretos) associada 2
auséncia de manifestacBes clinicas, eletrocardiograficas ou radiologicas de acometimento
cardiaco ou digestivo. A classificagdo do paciente nessa forma depende apenas da
sorologia, de um exame clinico minucioso, do eletrocardiograma e da radiografia de torax,
esbfago e colon (Ribeiro ef al, 2000; Dias, 1989; Dias, 2000; Macedo, 1997). Essa ¢ forma
mais fregiiente da doenga de Chagas detectada na populagdo geral das dreas endémicas,
com bom progndstico a médio-longo prazo { Ianmi, 199§ Dias, 2000). Embora

reconhecendo esse bom progndstico, sabe-se que 2 a 5% desses individuos podem evoluir,



a cada ano, para as owiras formas da doenga. A maioria permanece na forma indeterminada
por 10 a 20 anos apos a infecelo pelo Foruzi ou nela ficam indefinidamente {(Dias, 1989),

A evolucio da forma cronica indeterminada para as outras formas, como a cardiaca
e a digestiva, € uma possibilidade que ocorre em geral de maneira insidiosa, em uma
proporgio de 2 a 3% dos casos ac ano, em especial entre 10 e 28 anos apos a fase aguda e
principalmente para uma forma cardiaca inicial (Dias, 1989; Dhas, 1997). No estdo ainda
hem estabelecidos os fatores envolvidos nessa evolugio, podendo ser, a cor, raga, dade do
hospederro, ‘aiém da cepa, parasiternia e reinfecges (Dias, 2000).

A cardiopatia chagasica crfnica constitui forma clinica tardia da infecglic pelo 7.
cruzi, resultando em de dano miocardico progressive consegiente a incessante miocardite
fibrosante (Tanni, 1998; Marin-Neto ef 4/, 2000). A forma digestiva da DCH pode ser
subdividida em esofagopatia, colopatia, e outras, para indicar o comprometimentc do
aparelho digestivo (Prata, 1990). Nessa forma da doenca, a principal caracteristica
histopatolégica € a destruicio dos neurnios dos plexos nervosos entericos. A alteracéo
motora mais significativa no trato digestive, na doenga de Chagas, resulta do
comprometimento do esofago, ocasionando dificuldade na degluticdo (disfagia), e também
podem ocorrer nos colons resultando em constipagdo {(Meneghelli, 1985).

O envolvimento pancreatico causado pelo 7.cruzi tem sido longamente demonstrado
na DCH cronica. Em chagésicos crdnicos necropsiados, também foram descritas hiperplasia
das ithotas e inflamacio com destruigio de ginglios parassimpéticos intrapancreaticos,
podendo ter conseqiiéncias nas secregles dos hormdnios pancreaticos, em especial a

insulina (Guariento et @/, 1994; Santos, 1999; Santos, 19993, Saldanha, 2001},



1.3.4 Metabolismo de carboidratos:

Muitos estudos para avaliar o metabolismo de carboidratos e concentragdes
plasméticas de insulina foram realizados utilizando-se o teste de tolerdncia 2 glicose oral na
forma indeterminada da DCH, onde foi observado um comportamento hipoinsulinémico em
alguns individuos chagasicos, e um comportamento normoinsulinémico em oulro grupo de
individuos portadores da mesma doenga {Guariento ef af, 1993).

O metabolismo dos carboidratos em pacientes chagasicos parece ser anormal, como
demonstrado pelas concentragBes plasmaticas de glicose sanguinea mais elevada que em
grupos controle ap0s uma carga oral de glicose (Vieira ef al, 1970). Esse padriio de curva de
glicose tem sido associado 2 um aumento da absorcho intestinal de glicose e, mais
recentemente com mudangas na taxa de esvaziamento gastrico (Guariento ef al, 1994). As
alteraces da glicose sanguinea e resposta insulinica apds teste de sobrecarga oral de
glicose descritos na doenca de Chagas cronica podem ser devidos & agHo parasitania e
inflamatéria na célula B ou denervagio parcial das ilhotas pancreaticas (Saldanha, 2001).
Podem ocorrer também alteracBes na absorglo de carboidratos, como conseqiiéncia da
denervacio parassimpética no intestino delgado (Saldanha, 2001).

Em estudos experimentais com gatos observou-se que a estimulagfio da inervagio
simpética ou parassimpatica do péncreas, promovia mudangas no nimero de células o ou B
nas ilhotas pancredticas, demonstrando possiveis transformagBes nas ilhotas.
Possivelmente, as ilhotas pancredticas de individuos com DCH perdem parcialmente o
controle modulatorio do crescimento, devido a possivel desconexfio do pancreas com o

sisterna nervoso autondmico resultando em despopulacio ganglionar (Sergeyva,1940).



Saldanha, em 2001, nfo encontrou infiltrado nflamatdno significativo nas ilhotas
dos pacientes chagasicos, sendo o tecido conjuntivo fibrético o principal achado. O
infiltrado desse tecido conjuniive era constituido de linfocitos e plasméeitos, sugerindo
uma inflamacio causada por fibrose.

Dianos teciduals, trauma, e ouiras causas como processos inflamatérios, promovem a
formagio de grande quantidade de mediadores inflamatonios, como prostaglandinas,
leucotrienos, interleucinas, interferons, fatores de necrose tumoral ¢ espécies reativas de
oxigénio (EROs). Na maionia das doencas humanas, ¢ estresse oxidativo € um fendmeno
secundaric & injUria tissular. O aumento da gerag@o de EROs, acaba assim por aumentar a

geracio de enzimas antioxidantes (Halliwell & Cross, 1994,

1.4 Defesas antioxidantes emn mamiferes:

Desde 1956, Denham Harman sugeriu que radicais livres produzidos durante a
respiracio aerobica causavam dano oxidativo. Esse estresse oxidativo pode ser devido a
varios processos, tais como; producio excessiva de EROs causada tanto por uma situagdo
metabélica ou pela presenca de xenobidticos ou quando as defesas celulares estio baixas
pela deplecdio de antioxidantes fisiolégicos (Lenaz, 1998). A importéncia desse dano
celular em diferentes alvos moleculares na promogio do dano ou morte celular depende do
grau oxidativo pelo qual o mecanismo ¢ imposto, assim como seu tempo de permanéncia e
a natureza do sistema estressado (Halliwell & Cross, 1994). Cerca de 4 a 5% do oxigénio
inspirado formam EROs, principalmente pelo vazamento de elétrons da cadeia respiratéria

na mitocdndria (Meneghini, 1987; Lenaz, 1998).



Entre as EROs podemos citar o dnion superoxido (0;") que pode formar o peréxido
de hidrogénio (Hz0s) (reagio 2) e gerar também a partir da equacio de Haber-Weiss o

Anion lidroxil {OH) (reagBo 3), o mais reativo de todos {Halliwell & Gutteridge, 1991}

Reaco de Haber-Weiss

0,7+ Fe (IIDe—s O+ Fe (Il

20,°+ 2H 22 0.+ H,0, ()
Fe(IT) + Ho0:—> Fe(II)+ OH "+ "0H (3)

As principais enzimas celulares em mamiferos que participam das defesas
antioxidantes sd0! a superoxido dismutase (SOD) que esta localizada nz matriz
mitocondrial e citosol e age dismutando o 4nion superdxido para a HoO; a catalase (CAT),
localizada em peroxissomas ¢ que catalisa a dismutagiio do H,0, (reacio 4), e a glutationa
peroxidase (GPx), dependente de selénio que catalisa a redugdio de peroxidos para 4gua
usando o peptideo glutationa reduzido (GSH) como seu co-substrato, localizada tanto no
citosol como na mitocdndria (reagdio 5). Esse ciclo redox da glutationa também detoxifica
outros peroxidos além do H;O, E por fim a ghatationa redutase (GR) que catalisa a redugio
as custas de NADPH, do GSSG formado na reagiio anterior (Sies, 1991). Cada uma dessas
enzimas é capaz de produzir outras espécies menos reativas ou neutralizar metabélitos

reativos (Halliwell & Cross, 1994).

2H0, AT | sm0+0; 4)

P

1,0, - 2GSH » NADP

%)

2HO GS5G NADPHE+H
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Existern ouiras defesas antioxidantes, porém nfo enzimaticas gque incluem
substincias como © ascorbato, carotendides, vitamina E, 4cido Grico entre outros (Kenneth,
1998).

Os danos oxidativos provenientes de EROs ccorrem por serem essas espécies muito
instaveis, buscando sua estabilidade em diferentes macromcléculas, como por exemplo:
fosfolipideos de membrana celulares, DNA e proteinas (Freeman & Crapo, 1982; Zwart ef
al, 1999).

Estudos recentes relacionam alguns danos causados as células B pancreaticas ao
aumento na producdo de EROs. A causa mais evidente parece ser uma baixa concentragio
de substincias protetoras, embora as principais enzimas antioxidantes estejam presente na
célula B pancredtica em quantidades razoaveis (Oberley, 1988).

Enzimas como a superdxido dismutase dependente de cobre e zinco (Cu-ZnSOD),
superoxido dismutase dependente de manganés (MnSOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPX) e glutationa redutase (GR) estfio presentes em quantidades razoaveis na
células B das ilhotas pancreaticas. Porém a atividade total dessas enzimas antioxidantes
parece ser baixa, € ¢ “status” das enzimas antioxidantes pode ser mais susceptivel a
algumas formas de estresse oxidativo. Estudos que evidenciaram mudangas nesse “status”
de enzimas antioxidantes observaram uma diminuigio da funcio das ilhotas e
consequentemente na secrecdo de insulina (Oberley, 1988).

Devido ao exposto, sena possivel inferir que o dano pancreatico seja devido a um
aumento da produgdo de EROs gerado no periodo inflamatério da doenga, lembrando que
alguns estudos sugerem a relagio entre os marcadores de inflamaciio sistémica subclinica

principalmente a IL-6 e a proteina C reativa com situacSes de hiperglicemia e resisténcia &
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insulina podendo chegar ao desenvolvimento do Diabetes Mellitus tipo 2 (Pradhan ¢7 4/

2001; Hak ef af, 2001).

1.5 Insulina

A molécula de insulina fol descoberta em 1922 por Banting ¢ Best, sendo formada
por duas cadeias polipeptidicas chamadas de A e B que sio mantidas juntas por pontes de
dissulfeto. Seu peso molecular é 6000 kda. A cadeia A contém 21 aminoécidos e a cadeia

B 30 aminohcidos (Berne, ef o, 1998}, como mostrado na figura abaixo.

Figura 1 -~ Estrotura da melécula da  insulina -

A insulina ¢ membro da familia de proteinas regulatdrias sendo o horménio
anabolico de malor mmportdncia no estado alimentado pelo seu papel como regulador do
metabolismo glicidico, coordenando 2 distribuigio do influxe de nutrientes (Berne ef o,
1998). Seus efeitos sdo diversos, envolvendo muitos Orgios e vias intracelulares. Além de
seu papel no metabolismo periférico, 2 nsulina pode influsnciar na regulacio central do
balango energéticc como o uUnico hormdnic que diminui  significativamente as

concentrages plasmaticas de glicose sanguinea { Hoeksira ef of, 1982; Berne ef af, 1998).



1.5.1 Biossintese da insuling

Esse hormdnio ¢ sintetizado pelas células B das ilhotas de Langerhans que perfazem
um total de 19 de toda a massa pancreatica {Berne of of, 1998). A biossintese da molécula
envolve dois precursores inativos, a pré-pro-insulina e a pro-insulina, que sdo
posteriormente clivados para formar o horménio ativo e o peptideo C (Hoekstra er a/, 1982;
Rerne ef af, 1998}

A pré-pro-insulina ¢ sintetizada no reticulo endoplasmatico rugosc e transportada
para o aparelho de Golgi onde 380 estabelecidas ligagdes dissulfeto (Hoekstra ef o, 1982).
Contém quatro peptideos: um peptideo sinalizador N-terminal, a cadeia B da insulina, um
peptidec de conex&o e a cadeia A da insulina. O primeiro a ser clivado é o peptideo
sinalizador logo no local da sintese, enquanto a cadeia pro-insulina esta sendo completada
{Berne et al, 1998).

As cadeias A ¢ B da insulina, conectadas por pontes de dissulfeto, estio ligadas pelo
peptideo C que ¢ uma molécula de conmexdo. Essa molécula ¢ clivada dando origem ao
hormdnio ative. Essa clivagem ¢é feita dentro dos grinulos de secrecio. A molécula de
insulina resultante, juntamente com o peptidec C, é retida nos grinulos secretérios e
liberadas por exocitose, em quantidades equimolares (Berne ef al, 1998).

O peptideo C ¢ um polipeptideo contendo 31 aminoicidos remanescentes da
clivagem da molécula de pré-insulina sendo uma molécula biologicamente inativa. A
fungdo bioldgica primaria do peptideo C € de assegurar a estrutura correta da molécula de
insulina durante seu armazenamento dentro dos granulos de secrecio antes de sua exocitose

(Hoekstra et al, 1982).
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A dosagem de peptideo C tem sido aplicada extensivamente no estudo da funciio da
célula B devido a sua alta sensibilidade. Na sua passagem pelo figado esse peptideo nfo é
metzbolizado, ac confrano da insulina que tem uma extracio de 50 a 70% na sua primeira
passagem pelo tecido hepatico. Sendo assim, a dosagem do peptideo C permite uma
avaliacio da quantidade real de insulina secretada pelos grinulos secretérios e liberada para

a circulacfio portal (Hoekstra ef al, 1982; Rendell e7 o/, 1981).

1.5.2 Secrecie de insulina

A secrecBo de insulina € controlada por uma relacio de retroalimentagio com o
suprimento de nutrientes exogenos. Esse ajusie € feito de acordo com a flutuagio das
concentragdes plasmadticas de glicose, ou seja, quando esse suprimento é abundante, ocorre
a secregBo de insulina. Sua liberagBo na correnie sanguinea permite que o uso desses
nutrientes inibam simultaneamente 2 mobilizagdo de substratos endogenos. Quando o
suprimento de nutrientes € baixo, o inverso ocorre, acelerando esta mobilizagdo ( Bosquere,
1996; Berne ef al, 1998).

O principal estimulante para a secreg3o de insulina € a glicose, porém essa secrecio
pode ainda ser modulada por hormdnios e neurotransmissores. Com isso, um controle
multifatorial para a secregdo de insulina permite que o controle secretdrio seja bastante
adequado em diferentes situagBes metabélicas como jejum, trauma, refeigio, exercicio
fisico, etc. { Bosquero, 1996; Berne ef ai, 1998; Haber ef al, 2001).

A glicose ¢ transportada para o interior da célula § por uma proteina de membrana,
chamada GLUT 2 (Figura 2 - 1). Essa proteina tem um elevado Km permitindo um

equilibrio répido e eficiente entre as concentracles internas e externas desse carboidrato



quando essa se eleva no meiwo extracelular. Apds sua secre¢do a insulina liga-se a receptores
especificos na superficie celular e através de mecanismos meleculares facilita a entrada de
glicose e o metabolismo celular (Bosquere, 1996; Haber ef af, 1996).

O passo seguinte para a secrecio insulinica na célula B ¢ a fosforilacio da molécula
de glicose, 0 gue, POr sua vez, assegura que esse combustivel sela metabolizado no interior
da célula. A enzima ghicoguinase, responsével por essa fosforilagio, parece funcionar como
o sensor fundamental da glicose que controla a resposta subsequente das células B. Um
sinal para a liberacdo de insulina ¢ gerado pela glicose 6- fosfato (G6P) {Bosquero, 1996;
Haber er af, 1996},

No interior da célula B, o fluxo metabolico é sempre direcionado para eventos
mitocondriais, onde o destine preferencial da G6P é 2 glicSlise, que leva a produgic de
ATP. Outros substratos metaboliziveis pelas células 8 e que geram ATP, como alguns
aminoacidos de cadeia ramificada, também sfo capazes de estimular a producdo de insulina
(Boschero, 1996). Menos de 10% da G6P entra na via das pentoses fosfato, além disso, as
enzimas responsaveis pela sintese de glicogénio, tém atividade baixa na célula B (Haber ez
al, 1996). Com isso a fragio ATP/ADP aumenta (Figura 2 — 2) no citoplasma levando ao
fechamento dos canais de potassio que gera a despolarizagio da membrana (Figura 2 — 3)
gue por sua vez abre os canais de calcio, sensiveis 4 voltagem.

O aumento do cdlcio intracelular (Figura 2 ~ 4) resulta em despolarizagio

suplementar da membrana plasmética, o que por fim desencadeia o processo exocitotico

(Figura 2 — 5) (Haber et al, 1996).
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Figara 2 - Esqguema da secreciio de insulina (Lehninger e/ a/, 2004)

A secregio de insuling, induzida por glicose ou por qualquer outro estimuio,
somente ocorre guando as conceniracBes citoplasmaticas de calcio se elevam. Esse célcio
pode ser proveniente tanfo do compartimento intracelular (reticulo endoplasmatico} ou do
compartimento extracelular, sendo este o mais imporiante (Boschero, 1996, Beme ¢f g/,

1598),

A secregdo de msulina pode ser potencializada por agentes colinérgicos, em especial
pela acetileolina liberada por termunais vagais, na intimidade das ilhotas. Existem varios
mecanismos pelo qual o sinal da superficie do receptor € passado para o interior da célula,

sendo que o mais conbecido envolve a proteina G agindo em vérnias proteinas efetoras. A
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interagfio do neurclransmissor com seu receptor especifico estimula a fosfolipase C de
membrapa gque resulta na hidrOlise do fosfatidilinositol com a formagiio de dois segundos
mensageiros. o inositol tri fosfato (IP3) e o diacil glicerol (DAG), ambos atuam
aumentando a concentracdo de caleio dentro da célula B. A potencializacio da secrecsio de
insulina pela acetilcolina ocorre na fase cefalica da alimentagdo, gue corresponde aos

primeiros 10 min (Boschero, 1996).

Estudos que n&o determinaram a glicemia e as taxas de insulina na fase rapida da
secregdo nos testes de tolerfincia intravenosa a glicose, encontraram diferencas nas
concentraghes plasmaticas nos tempos posteriores a 10 min, o que nfio corresponde a fase

répida da secregio insulinica (Reis, 1960; Gliveira, 1993).

Como ja discutido anteriormente, a agressdo ao sisterna nervoso autdnomo na fase
aguda da DCH, resulta nfio somente em alteracSes viscerais, mas também em distirbios
metabolicos funcionais no organismo, alterando em graus varidveis a homeostase do
metabolismo glicidico, provocada pela disautonomia causada pelo 7. cruzi (Andrade, 2000).

Esse fato ainda ndo esta totalmente esclarecido com relacso & secreciio de insulina.
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2. Obietivos:
Objetivo Geral:

Baseado no exposto, o presente estudo, teve como finahidade investigar as
concentraghes séricas de glicose sanguinea e secrecfo de insulina em pacientes chagasicos
comparando-os COM individuos normais. Além disso, as concentractes de duas enzimas

amtioxidantes foram avaliadas.
Obietivos Especificos:

# Avaliar as concentracdes plasmaticas de glicose e insuling durante o3
testes de tolerancia 4 glicose oral e intravenosa.

e Analisar a secrecfic de insulina através dos nivels plasmaticos de
insulina e peptidec C nos mesmos testes de sobrecarga de glicose.

¢ Determinar a atividade das enzimas antioxidantes, catalase e

glutationa redutase.
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3. Materiais e Métodos:
3.1 Casuistica:

O estudo consistiu da avaliagio de dois grupos de individuos; um grupo controle
composto por 15 individuos nfo chagasicos e um segundo formado por 15 portadores da
forma crinica de DDCH.

Os pacientes chagasicos desse estudo forma selecionados no ambulatorio do Grupo
de Estudos de Doenca de Chagas (GEDOCH) da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP (FCM/UNICAMP). Os critérios para inclusio no estudo foram os seguintes:

e Duas reacdes sorologicas positivas para Doenga de Chagas (fixagio do
complemento 2 1/40 e reacdo de imunofluorecéncia > 1/4 ou ELISA

reagente).
e Auséncia de Hipertensio Arterial
e Idade entre 20 e 45 anos.
e Peso corporeo em torno de 20% do peso ideal.

e Antecedentes pessoais e/ou familiares negativos para Diabetes Mellitus,

hipertensdo arterial, obesidade e outras doengas metabdlicas.

O grupo composto de individuos normais também seguiu os mesmos critérios para
inclusfo no estudo, exceto as sorologias positivas.
Todos os procedimentos foram realizados apds a concordincia esclarecida e

assinatura de todos os participantes de um termo de consentimento, aprovado pelo Comité

de Etica da (FCM/UNICAMP) (Anexo 1.
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Os participantes foram onentados a ingerir uma dieta adequada para as suas
necessidades caloricas diarias, contendo no minime 200 g de carboidratos, pelo menos trés
dias antes da realizacic do teste. Recomendou-se também ao paciente que nfo ingerisse
bebida alcodlica e/ou fumasse, por um periodo minimo de sete dias antes da realizacfo dos
testes.

Os testes de tolerdncia a glicose infravenosa fiveram inicio pela manhi (entre
07:30h e 08:30h), em sala apropriada na Unidade de Estudos Metabdlicos do HC-
UNICAMP, ap6s um periodo de 10 a 14 horas de jejum, com uma média de 12 horas.

(s participantes foram acomodados confortavelmente em leito e posicionados de
forma adequada sendo a veia da fossa cubital puncionada para coleta de amostras de sangue

duranie ¢ teste.

3.2 Teste de Tolerancia a Glicose

3.2.1 Teste de Tolerancia Oral a Glicese (TTOG)

Os individuos ingeriram uma solucfio contendo 75 g de glicose dissolvida em 400
mi de agua. Amostras de sangue (5 ml) foram colhidas nos tempos zero (jejum), 30, 60, 90
e 120 min, tendo o final da ingestdo como referéncia e conforme descrito no anexo 1. As
aliquotas coletadas foram submetidas a centrifugagiio a 700 x g por 10 min, e ©
sobrenadante utilizado para a quantificacfo da glicemia e insulinémia. A dosagem da
glicemia foi feita pelo método da glicose-oxidase (Lott & Turner, 1975). A insulinemia fol
dosada por radicimunocensaio, empregando-se 0 método do duplo anticorpo para insulina
humana (Vieira,1970; Feldman & Rodbarda, 1971). Todas as amostras de um experimento

foram dosadas em duplicata no mesmo ensaio.
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3.2.2 Teste de Tolerincia 3 Glicose Intravenosa (TTGIV)

O estude com glicose intravenosa foi realizado uma semana apés o primeiro teste e
consistiu na administracdo intravenosa de glicose 2 25% (0,5 g/Kg de peso). Apds coleta de
sangue no tempo zero seguido da imfus@o intravenosa de glicose, foram feitas coletas de
sangue {5 ml} nos tempos 1,3,5,7,10,20,30,40,50 & 60 min, tendo o final da infusio como
referéncia. A coleta foi realizada conforme descrito no TTOG. A glicemia e a insulinemia
foram avaliadas conforme exposto anteriormente. Também foi dosado o nivel de peptideo-

C em cada uma dessas amostras ¢ os resultados expressos em ng/ml (Westgard ef al, 1981},

3.3 Defesas Antioxidantes :

No segundo dia dos testes, durante a coleta do tempo zero, 8 ml de sangue foram
coletados em tubos contendo heparina e centrifugado & 700 x g por 10 min sendo o plasma
descartado .

As hemacias foram lavadas com solugdo gelada de tampéo fosfato 0,1M com NaCl
0,9%, pH 7,4, e centrifugadas & 700 x g, desprezando-se em seguida o sobrenadante. O
processo foi repetido trés vezes. Aliquotas de 500 pl foram retiradas ¢ hemolisadas com
agua destilada na propor¢o 1:1 (v/v), com posterior armazenamento a -80°C para as
analises da atividade das enzimas antioxidantes. (Anexo II).

O hemolisado foi descongelado somente no momento do experimento e este sofreu
nova diluigdo em tampdo fosfato 0,2 M/ EDTA 2 mM {(pH 7,0) na concentracioc final de

1/20.



3.3.1 Gluiationa Redutase (GR)

Os ensaios foram conduzidos de acordo com Smith er af (1988). Amostras de
hemotisado (5ul) foram adicionadas a um meio de incubagio contendo KH,PO, 0.2M e
EDTA ZmM em pH 7.0, 50ul de NADPH 2mM, 250ul de 5,5-ditiobis (Z-4cido
nitrobenzdico} (DINB) 3mM e 30ul de GSSG 20mM. A formacio de TNB foi
acompanhada em um espectrofotdmetro Beckman modele DU 640 3 412 nm. O principio
do método € baseado na redugdo do DTNB, com consegiiente aumento de TNB, conforme

mostrado na figura abaixo (Smith ef al, 1988):

GSSG + NADPH T GSH + NADP

GSH+DTINB T GSTNB + TNB

Para calcular 2 atividade da enzima no sangue, utilizou-se a seguinte equagio:

E = 100 x A/[Hb]

onde: E = atividade da enzima em unidades internacionais (Ul)/grama de
hemoglobina;
[Hb] = concentraggio de hemoglobina do hemolisado em g/dL

A = numero de unidades de enzima da amostra, calculada pela equagio:

AAM3.600 x ViV

onde: AA = variagio da absorbincia 4 412 nm em 1 minuto,
13.600 M-1lcm-1 coeficiente de extingio do TNB 2412 am,

Vh = volume de hemolisado na cubeta, V¢ =volume total da cubeta



3.3.2 Catalase:

O meio de reago continha tampao fosfato 50mM, pH 7,0, e peréxido de hidrogénio
(H,0:) 10 mM. A determinacio da atividade da Catalase ocorre através da velocidade com
gue o H20; é reduzido pela enzima, levando a uma diminuicio da absorbéncia 4 240nm. A
diferenga na leitura das absorbncias & 240nm, em um determinado intervalo de tempo,
permite a determinagdo da velocidade de redugio do H,(s, que ¢ proporcional a velocidade
da reacio enzimatica catalisada pela Catalase (Asbi, 1984):

O calculo da atividade da Catalase sangiiinea foi feito pela seguinte equacgio (Aebi,

1984y

23740 (a/by . {logA /A

onde: a = volume de hemolisado na cubeta
b = volume total da cubeta;
Al = valor da absorbinciaemt=10

A2 = valor da absorbdncia em 15 segundos

3.4 Determinacie da Concentracio de Hemoglobina no Hemolisado

Os valores de concentragio de hemoglobina no hemolisado foram obtidos através
do método de Drabkin (Beatler, 1975), onde a Hb (100 pl da amostra preparada a partir do
hemolisado) em presenca de reagente de Drabkin (2 mL) formam um composto, a
cianometahemoglobina, que absorve em 540 nm e cujo coeficiente de extingiio Milimolar &

11.5Mlem?
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3.5 Ansalise Estatistica

Para comparar as AUCs, glutationa redutase e catalase, por grupos, foi utilizado o
teste nio-parametnico de Mann-Whitney.

As variave:s peptideo C, glicemiz e insulina foram submetidas 2 analise estatistica
utilizando —se a ANOVA {Analise de Varidncia) por Ranks.

Em todas as analises foi utilizado um nivel de significincia de 5% (p < 0.05),

Os resultados obtidos para os dois grupos foram confrontados através de tratamento
estatistico por analise de varifncia para amostras do mesmo tamanho {Costa Netto,1977),

Nos graficos referentes as tabelas foram colocadas as médias e o erro padrio da

média (EPM).



4. Resultados:

4.1 Caracteristicas gerais dos individuos participantes do estudo:

As caracteristicas gerais dos individuos normais e pacientes chagisicos demonstram
equivaléncia entre os grupos de estudo quanto a faixa etéria, indice de massa corpérea e
sexo. {Tabela 12 2}

Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos individuos normais (grupe confrole)

Controles | Cor Sexo Idade | IMC (kg/m’y | PA (mmHg)
ASS Branca Masculino 27 200 12080
AS Branca Masculino 22 21.0 120x80
ALAM. Branca Feminino 23 223 1i0x70
{F MNegra Femining 24 I35 1200
MM Branca Feminino 27 189 1i0x70
JERF Branca Feminino 27 90 120580
IMF Fardo Masculine 32 337 F20%E0
LM Branca Feminino 23 183 LIOw70
MAS. Branca Masculine 33 240 120x70
SHNS Negra Feminino 41 204 110x80
T.GF Branca Feminine 46 220 IOx60
V.P. Branca Mascalino 24 212 120580
AGR. Branca Masculine 43 241 120x80G
W.AR Branca Masculino 42 238 120x80
.S, Branca Feminino 33 20,9 116x70
meédia 30.87 21,533
P 747 197

Tabela 2 - Caracteristicas gerais dos pacientes chagisicos

Paciente Cor Sexo Idade | IMC {kg/mz) PA (mmHg) Forma da
DCH
A QS Branca Feminino 35 226 125x80 I
ACR Branca Feminino 40 238 120x70 C+D
CR8EB. Pardo Masculing 29 203 110x80 1
EF Branca Femiunino 33 225 FROXT0 T
HBR Negra Fepunine 3} 185 FEOXTO C+D
IOPS Branca Feminino 30 230 120x83 D
IRCQ, Branca Masculino 39 247 30xR0 |
J5.0. Negra Feminino 41 240 120xR0 I
MAB Parda Feminino 28 229 120x80 C
MAS. Branca Feminino 23 195 116x70 C
MFL. A Parda Feminino 33 231 1306570 C+D
ME.S, Parda Feminino 41 201 12080 D
RGM. Branca Masculino 33 240 120%80 C
V.G.M Branca Feminino 33 220 136x80 C
ZLMB. | Branca Feminino 23 226 120x80 I
média 2347 22.24
jily 2.66 183
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onde: I-— Doenca de Chagas Forma Cronica Indeterminada
C — Doenca de Chagas Forma Cardiaca

D — Doenga de Chagas Forma Digestiva (Megacdlon ou Megaestfago)
DP — desvio padrio

4.2 Teste de tolerinecia a glicose oral (TTGO):

4.2.1 Determinacic da concentracio plasmatica da Insuling:

As concentraghes plasmaticas de insulina no TTGO dos dois grupos de estudos

encontram-se representadas nas Tabelas 3 e 4 e na Figura 3.

As concentracBes séricas de insulina dos individuos normais se elevaram
rapidamente em resposta & carga oral de glicose atingindo valores méximos aos 30 min
(123,14 + 73,98 uU /ml}, declinando a seguir, mas mantendo-se mais elevado que o basal
aos 120 min.

No grupo dos pacientes a resposta foi semethante, sendo os niveis maximos de
insulina também aos 30 min (160,36 = 126,06 ulU/ml).

Nio foram observadas diferencas significativas pelos testes estatisticos utilizados

entre os dois grupos.
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Tabela 3 — Concentracies Plasmaticas de Insuling (pU/mi) em individuos normais
antes (tempo 0} e apds a ingesido de 75g de glicose.

Tempo (ming
Coaniroles i 30 & a9 124
ABS. 11,67 | B1.00 | 8037 | 64,05 | 3503
ALS, 800 10800 9300 1 4200 | 2200
AA M 16,00 (14100122400 1 18300 1 22400
CF 31,60 130000 [ 360.00 | 234 00 | 240,060
DMM 10,24 | 4030 | 6429 | 3447 | 4440
JEF 1200 § 3700 ¢ 4800 | 4200 | 42,00
JME 1500 | 3100 | B400 | 6300 | 31.00
LM 13,60 (2340013500 42,00 | 42,00
M.AS. 1400 180001 13300 117.00 111200
S.NLE, 13,66 | 6891 | 7590 | 46,47 | 46,23
T.G.F. 1400 119200 1 14100 120,00 | 62,00
V. 814 D030 6939 ¢ 3277 1 4905
AGER 1288 1103711102210 6200 1 93.00
W.AR, 8,98 7347 1 6786 | 71,07 | 4965
.8, 11,00 111600 | 12800 10400 6000
média 12,97 1123141120331 85,52 | 78,16
DP 3,50 73,98 | 7964 | 3836 | 66,42
EPM 1,42 1910 | 2056 | 1507 | 1715

Tabela 4 - Concentracdes Plasmaticas de Insulina (uU/ml) em individuos chagasicos
antes (tempo 0) e apos a ingesido de 75g de glicose.

Tempo (min)

Facientes & 30 60 G} 120
AOS 1500 192,00 174,00 87,00 105,00
ACR. 15,00 63,00 102 00 90,00 92,00
Lo R 7,60 36,00 63,00 21,00 28,00

EF 9,00 71,060 81.00 63,00 62,00
HBER 9,50 64,05 4215 50,79 36,27
JOPS 11,00 150,00 63,00 30,00 40,00
JRCO 27,00 270,00 102,00 129,00 132,00

J.5.0. 11,94 33,00 45,06 53,40 68,70
M.AB. 9,70 186,51 201,27 21,90 8,00
MAS. 9.60 117.00 129,00 168,00 92.00

MFLA 12,00 282,00 112,00 36,00 46,00
MR.S. 12,71 502,83 220,80 40,00 28,38
RGM 6,00 114,00 36,00 33,00 21,00
V.G.M 14.00 246 00 168,00 120,00 58,00

Z1LMBE. 15,00 78,00 14100 174.00 129,60
média 12,34 160,36 112,02 74,47 63,09

np 4,91 126,06 59,17 31,56 39,07

EPM 1,27 32,55 15,28 13,31 10,09
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422 Determingcio da Glicemin:

As conceniragOes plasmaticas venosas de glicose no teste oral de tolerfincia a
glicose dos dois grupos de estudos encontram-se nas Tabelas 5 ¢ 6 e Figura 4. Houve uma
resposta normal de tolerfincia 4 glicose no grupo controle, atingindo um valor maximo aos
30 min (139,67 + 27 85 mg/dl). O retorno aos valores proximos dos basais se deu ao final
de 2 horas apds a sobrecarga. No grupo de pacientes chagésicos o valor maximo ocorreu
também acs 30 muin apds a sobrecarza (128,13 + 24,83 mg/dl), assim como o retormno aos
valores basais aos 120 min

Nenhum paciente chagdsico apreseniou valores de intolerfincia 3 carboidratos e
todos apds 90 min comegavam a retornar acs niveis basais de glicose. Apenas ¢ paciente
J.8.0. apresentou ao final dos 120 min apés a scbrecarga uma glicemia de 145 mg/dl A
analise comparativa enire os grupos demonstra que ndo houve diferenca significativa entre

0§ grupos.



Tabels 5 — Concentracio plasmatica de glicose (mg/dl} em individuoes normais {grups
controle) antes (tempo U) e apos a ingestio de 75g de glicose.

Tempe (min)
Comtroles L 30 64 4 136
ASS, 22,0 1810 | IB4.0 1 1390 1 1290
AS. 76,9 1210 101230 ] 950 | 219
A AN 78,0 1400 | 1380 1 1210 | 1150
CF, 86,0 1070 1 1140 1 1080 1 1130
DAMM 69,0 830 | 650 | 570 | 780
LEF 79,0 0401 810 570 | 350
JIMF 820 1390 | 1690 1450 1 1080
LM 850 156,01 1050 1 1070 ] 920
MAS 36,0 1720 { 1546 ¢ 1570 | 1320
5.8, 79.0 1400 | 1320 | 1110 1 1200
T.GF. 97,0 76,0 | 163,0 { 1360 | 1220
VP 740 1400 1 1300 | 1080 | 1140
AGR, 8350 1460 1 1220 1 9890 | 11590
WAR 84.0 137,61 1280 | 1180 | 1080
.5, 93.0 1330 1 1130 | 01,0 { 960
média 82,33 139,67 112807 1113271 107,93
Dp 7,08 2785 [ 3165 | 2448 | 16,23
EPM 1,83 7,34 | B17 ; 6,32 | 419

Tabela 6 - Concentracdes plasmaticas de glicese (mg/dl) em

antes (tempo 0) e apds a ingestio de 75g de glicose.

individuos chagasicos

Tempo (min}

Pacientes 0 36 66 94 120
AOS 88.0 {300 ] 10201 920 | 1040
A.CR. 95,0 1330 | 1370 | 1150 | 1060
CSE. 86,0 1280 1 1376 | 830 73.0

EF. 79.0 31,0 79.0 77,0 93,0
HBR 820 134,06 | 890 94,0 | 1090
JOPE. 930 148G 1 106,06 | 1076 | 1210
JR.CO. 92,0 1480 1 1160 | 1250 | 1160
J5.0. 87.3 1264 | 1620 | 1556 | 1450
M.AB. 82,3 13151 1200 | 540 570
M.AS 81.0 1220 | 1150 1| 1050 | 1200
MFLA 830 1150 ;| 1080 1 630 86,0
M.R.S. 720 82,0 89.0 650 64.0
R.GM 26,0 1780 | 1270 | 1260 | 1220
Y.G.M, 81.0 1140 | 1190 | 1200 | 1070

ZLMB. 87.0 131,0 { 1880 | 1760 | 1300
média 84,97 128 131 118,8 | 103841 103.53

DPE 5,92 2483 | 28,77 | 3409 | 24 81
EPM 1.53 6,41 7.43 8.8 6,41
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4.2.3 Dosagem des niveis de Peptides

A quantificagho de peptideo C, indice preciso para avaliagio da secrecdo de
insulina, no teste oral de tolerfincia 4 glicose dos dois grupos de estudos enconiram-se nas
Tabelas 7 e 8 e na Figura 5,

Da mesma forma que os parimetros avaliados anteriormente, os valores basais de
peptideo C ndo diferiram entre as amostras obtidas dos voluntarios e dos pacientes

chagasicos nos diferentes tempos de coleta.
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Tabela 7: ConceniracGes plasmaticas de peptideo C (ng/dl) em individuos normais
{grupo comirole) antes {fempo 0) e apds a ingestdo de 75g de glicose.

Tempo (min}
Cantroles & 30 60 96 124
ARS i.2 6.6 8.0 20 9.2
ALS, 1,14 12930 120 8.0 3.6
AA M 2.4 5.0 2.8 i2,0 i1,0
_F. 3.3 i35 15,5 140 i34
DA 0,88 3,21 11,76 | 6,31 6.6
JEKF 2.0 30 48 7.4 5.4
IMF 1.2 33 8.8 110 5,2
LM 2.0 100 10,0 7.0 5.2
M.AS 1,2 2,87 5.03 2.17 3,56
SHES i,18 %87 6,8 7.6 6.8
TGF 2.4 24 7.4 8.4 24
VP, 1.6 9.2 92 7.2 G2
AGR 2.5 S0 116 JRERE 140
WAR 2.3 256 i0,8 10.8 9.6
C.8 2.8 13,0 132 iz,4 4.0
média 1,93 7.97 954 8.82 8.58
np 0,74 3,57 2,96 2.94 3,33
EPME 3,19 0,92 0.76 G676 (.86

Tabela 8: Concentragdes plasmaticas de peptideo C (ng/di) em individuos chagasicos
antes (tempo 0) € apés a ingestio de 75g de glicose.

Tempo (min}

Pacientes 9 36 6 90 120
AQOS, 2,0 14,0 14,0 8.0 8.8
ACR 3,2 6,0 7.4 10,92 1 11,0
C.5.B. 1,2 4.3 3.6 6,0 4,70

EF. 1,6 106 | 1044 1 157 9.6
HRBR 1.4 74 9.2 8.6 8.0
JOPBS, 1.6 7.4 86 5.4 6,0
JRCQO. 4,10 12,0 12,0 11,0 13,0
JS.0 32 3.8 5.2 7.0 9.0
MAB. 2.0 13,2 13,2 5,2 3,40
MAS 2,47 13.4 16,0 124 16,0
MFLA 1.7 9.4 8.4 6.6 6,0
MRS, 1,i2 8.0 3.0 6,97 446
RGM (.94 7.0 6,2 6,2 4.2
V.G.M. 1,7 140 11704 1 10,2 6,6

ZLME. 2.0 6,6 8.4 11,0 24
média 2,02 914 | 1018 | 8,75 7,94

DP (3,88 3,51 3,52 3,02 3,3
EPR 0,23 0,91 991 0,78 0.9
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Figura 5 — Determinacio das concentraches plasmaticas de

peptides U (ng/dl} em individuos normais (#) ¢ chagdsicos ()
antes {fempo 8} e apds a ingestho de 73g de glicose (TTOG).

4.3 Teste de tolerincia intravenosa 3 glicose (TTGIV):

4.3.1 Determinacio da concentracio plasmatica de Tnsulina

(uanto ao teste de avaliagio com sobrecarga intravenosa de glicose, as médias das
concentragles plasmaticas de insulina também nfo apresentaram diferencas significativas
entre 0s dois grupos {Tabela 9 e 10 e Figura 6). Nio houve diferenca nos valores séricos de
msulina entre os grupos, apos o estimulo com glicose intravenosa.

Nos individuos normais, ocorreu uma resposta insulinémica maxima nos tempos de
1 efou 3 min apbs o término da infusio de glicose, ocotrendo uma diminuigio progressiva
apds esse tempo, mas com valores sericos superiores aos basais, apds 60 min. O grupo de

chagasicos mostrou comperiamento similar,

Lk
Ld



Tabela 9 — Concentraches plasmaticas de ipsuling (pU/ml) em individuos nermais
{grupo controle} antes (fempo ) e apds a administracie intravenosa de 0,5g/kg de
peso de glicose.

{Controles Tempo (mgin}
& i 3 3 7 19 34 &8

ASE 00 2000 40 2.0 D00 8460 3.4 22.0
A5 120 B0 ERERY 148.0 0.0 1120 i6.0 234
A AN 6.0 G0 620 520 36,0 6.0 6.0 2440
CF 50 L0 3800 000 2400 2600 58.0 130
D MM SR 204 15406 101,38 B854 B4 32 42.67 20,66
JEF 110 540 GO0 36,0 46.0 460 290 120
IME 12.0 1040 560 320 38.0 380 330 3340
LM, 11.0 1320 116.0 960 96.0 520 66,0 2190
MASK, 130 180.0 198.0 1330 900 126.0 78.0 2399
3.5 103 1360 1240 100.0 83.0 70.0 50 13.0
TGF. SR 7040 300 +6.0 20 0.0 110 300
VP 140 1410 1110 21.0 810 G0.0 30.0 240
AGR. IR0 1360 1640 260 68,0 620 1.0 840
WA R 1240 &0 %8.0 360 GO0 440 470 44,0
5. 1.0 5006 4.0 500 G810 GO0 610 208
média 1196 1236 1266 103 44 8713 g442 4931 2731
pP 2.3 66,02 #6.92 8734 4946 53,19 1.4.63 17.39
EPM .50 12.20 13.69 13.29 8.26 9.19 304 2.88

Tabela 10 — Concentragdes plasmiticas de insulina (uU/ml) em individuos chagdsicos
antes (tempo 0) ¢ apods a administracde intravenosa de 0,5g/kg de peso de glicose.

Pacientes Tempo (min)
0 1 3 5 7 i0 36 60
AQS. 12.0 1040 100.0 90.0 98.0 980 7.0 19.0
ACR. 156 70.0 64.0 4660 36.0 560 +1.0 38.0
C.8.B. 11.0 30.0 $2.0 36.0 340 32.0 30.0 16.0
EF 9.0 104.0 L1040 92.0 86.0 88.0 38.0 240
HBER. 11.0 340 141.0 35.0 99.0 840 G3.0 23.0
JOFS 9.8 34.0 08.0 64.0 66.0 66.0 43.0 149
JRC.G. 7. 86.0 4.2 1120 200.0 220.0 1300 4940
J18.0. 14.0 42.0 360 29.0 300 30.0 26.0 340
MAB. 3.57 112,14 1611 72.36 62.68 53,16 44,30 $2.82
MAS. 7.0 1160 1440 81640 120.0 P40 80.0 37.0
MFLA. 9.2 108.0 140.0 1240 1000 96.0 600 210
MER.S. 11.23 31194 363.56 2446 330.68 4300 137,34 3122
R.GM. 3.8 50,0 72.0 36.0 38.0 340 22.0 15.0
V.G.M 13.0 300.0 300.0 25300 330.0 250.0 1200 32.0
Z1MB. 17.0 86.0 80.0 640 58.0 62.0 33.0 +1.0
média 11.21 109.61 E18.12 10926 113.89 11754 61.64 2847
D.P 3.24 8408 96.05 83.99 97.33 11268 33.52 11.29
E.P.M. .84 2171 248 21.69 2518 29.09 8.63 2.92
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Figura & — Determina¢io das concentracdes plasmdticas de

insulinag (uU/ml} em individuos normais (%) e chagasicos {=)

antes {tempo §) ¢ apds a administracio intravencsa de glicose
{(TTGEY).

4.3.2 Determinacio da Glicemia:

As concentracbes plasmaticas de glicose também foram determinados nos diferentes
tempos no TTGIV, sendo os resultados apresentados nas Tabelas 11 e 12 ena Figura 7.

No teste de tolerfncia a glicose intravenosa, as concentragdes plasmaticas venosas
de glicose ndo apresentaram diferencgas significativas entre os dois grupos, ccorrendo maior
valor ap0s © primeiro minutc no grupe controle (352,97 + 106,17 mg/dl), e no terceiro
minuto no grupo de chagasicos (315,67 + 36.24 mg/dl), com volta acs valores préximos do

basal ac término da primeira hora apds a infusio,
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Tabela 11 — Concentracfes plasmdticas de glicose (mg/dl} em individuos normais
{grupe controie} antes (tempo 0) e apbs a administracfc intravenocsa de 0,5g/kg de
peso de glicose.

Controles Tempo {min)
& i 3 A 7 ig 20 38 44 Rt 50
ASE 3.3 AL06 | 3400 T 3140 T 3070 1 2717 0 2130 0 1740 0 B2 0 1130 0 1000
AL FFRS 3GH0 0 31RO ) 3040 1 282.0 1 2600 1 1864 | 1360 | 1100 83.G FE X1
AAD 776 3130 ¢ 34BO | A3 0 ) 3070 [ 2660 ¢ 2400 | 1760 1 1670 1 1300 1 1309
{F 920 4240 0 4000 L 323000 3140 1 2850 1 2150 1 1189 TR 64.0 6240
DAMM. G310 G40 320000 3240 0 3030 01 2430 ¢ 1760 | 1320 ] 1200 | 1059 930
JEF. EERE 25460 ] 340 D 3350 ) 3310 ] 3040 1 1820 ) 1078 MRE 630G 59.0
IMF. 90,0 3160 | Ho0 P 4070 | 3830 1 3620 1 ABLO 1 2670 | 2320 ] 2150 1 19390
LM 98.6 SOEQ | 4160 1 3660 | 3660 1 3410 ] 2388 1 1750 | 138.0 030 TR
MAS | 830 | 3360 | 3540 | 2940 | 306.0 | 2760 | 208.0 | 166.0 | 136.0 | 1050 1 03.0
SHME Q80 | HIBO {330 7 3220 0 2920 1 2410017590 ) 1240 L IRY 6.0 7340
T.GF 99 G 4160 1 3980 1 3960 | 3600 | 3400 1 3720 1 2380 1 23746 1 1740 1 I610
VP 810 3650 L 3270 1 3370 0 2980 L 2R0.0 ) 2300 1 197.0 1 1390 | I330 ¢ L1110
AGER. gi.0 3420 1 3210 P 3630 0 2700 1 2640 1 2250 1 193.0 1 17RO 1 1830 1 1240
WAR FERY 8T L 2790 1 2710 ) 2630 | 2580 ] 2160 1 1980 1 1670 1460 1260
.8 89.0 I5T001 28B0 0 3020 0 2900 1 2890 2310 ¢ 140 1 1550 330 1110
média 8337 [3A297 346,73 1323831 3128 12B3AR 2027 1724 1 14493 121871 10653
bDP 083 1I06.ET ] 4928 | 4132 | 3334 ] R6H43 | 3615 1 44537 1 4898 1 4235 | 36,4
EP.M. 254 2741 1272 1 1667 913 g41 933 L6 | 12653 1 1093 940

Tabela 12 — Concentracdes plasmaticas de glicose (mg/dl) em individuos chagisicos

antes (tempo §) € apds a administracio intravenosa de §,5g/kg de peso de glicose.

Pacientes

AQS.
ACR.
CsSB
EF.
HBER.
JOPS
JIRCO.
1.8.0.
MARB
M.AS,
MELA
MR.ES.
R.GM.
V.GM.
ZLMB.
Média
DP
E.P.M.

Tempo (min)

89,0
97,0
97,0
85,0
81,0
81,0
96,0
83,0
83,0
85,0
90,0
79,0
88,0
83.0
98,0
88.0
6.43
1.66

367.0
261.0
197,0
332,0
188.0
3010
334,0
376.0
272.0
244.0
255.0
373.0
397.0
329,0
337.0
304,2
65.33
16,87
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299.0
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076
3006
28743
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£.54

20
2G3.0
2610
1280
2240
1830
2040
2i38.0
276.0
2424
261.0
i91.0
1850
2240
21990
2360

22116
8.0

7.23

30
132.9
2420
i81.0
164.0
1530.0
1H+E0
1670
240
2030
178.0
i42.6
1200
i88.0

46
101.0
223.0
1246
1300
1330
1170
1380
2230

-

40

0
370
12.6
8§40
1460
LG
1630
143,07
40.59
10.48
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30
940
2020
1610
1138
(LX)
970
£210
2050
1326
i40.0
930
62.0
1460
165.6
1400
126,11
3043
1018

60

80.0
183.0
86.0
91.0
103.0
316
1060
192.0
1330
110.0
75.0
344
1210
87.0
118.0
108.0
3812
9.84
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Figura 7 — Determinacie da glicemia {mg/dl} em individuos

normais (®) e chagdsicos {z) antes {tempe 0} e apés a
administracio infravenosa de glicose (TTGIV),

4.3.2 Dosagem da conceniracio plasmdtica de Peptideo C

Os valores séricos de peptideo C encontram-se nas Tabelas 13 ¢ 14 e Figura 8.

O mesmo comportamento observado no teste de tolerincia oral 3 glicose, os valores

basals de peptideo C niio diferiram enire as amosiras obtidas dos volunidrios e dos

pacientes chagasicos nos diferentes tempos de coleta.
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Tabela 13 ~ Concentracies plasmaticas de peptides C {ng/mi} em individuos normais
{grupo controle} anies (tempo 0) ¢ apds a adminisiracie intravenosa de 0,5g/kg de
peso de glicose.

Tabela 14 — Concentracdes plasmaticas de peptides C (ng/ml)

Controles Tempo (min}

& i 3 3 7 i 3¢ 2

ASE 1.2 6.6 6.0 5.0 3.2 2 4.4 3.0
ALS. 132 7.0 4.8 8.6 G4 70 7.2 6.4
AAM 1.8 49 4.9 42 4.3 340 6.4 6.4
CF 245 116 1 136 116 ) 116 5 104 7.0 +.0
DMM. 1.2 4.4 5.4 7.1 - 3.1 3.8 2.6
JEF 2.0 19 30 +.5 +.9 +4 38 3.1
IMF. 1.5 3.0 6.8 6.4 5.6 6.4 7.4 7.4
LM 245 6.4 7.0 7.4 7.0 9.6 8.0 4.9
MAS, 2.59 7.2 8.4 8.0 9.0 1.0 3.0 6.8
S8, 2.3 9.3 8.3 7.3 7.98 8.2 8.4 4.1
T.GF 24 6.4 6.0 3.6 6.4 6.8 +.9 6.2
V. 2.0 5.6 2.6 8.0 74 8.0 7.2 5.6
AGR 2.5 6.6 6.0 34 34 58 9.0 120
WOAR. i9 52 6.6 38 5.8 34 TG PO
.8, 2.3 +.6 54 6. 54 5.4 0.0 4.8
media 2.07 673 .99 677 .41 6,73 6,74 577
DP 047 207 1 218 EBG | 632 4 23 | 151 | 258
E.P.M. 016 039 1 039 | 038 | 096 | 046 | 032 | 049

em individuos

chagasicos antes (tempo 0) e apés a administraciio intravenosa de 0,5 g/kg de peso de

glicose.

Pacientes Tempo (nin}
L i 3 = 7 19 38 ol
AQS. 1.93 6.0 6.0 3.6 6.0 6.8 0.4 4.9
ACR 31 5.6 3.6 5.2 6.4 6.0 6.4 68
CSB. 2.0 3.1 3.08 33 3.3 4.9 36 4.0
EF 1.39 316 6.2 6.4G 343 4.94 6.8 3.78
HBR 1.3 29 4 38 4.8 5.2 6.0 4.3
JTOPS 2.4 4.0 G4 4.6 57 54 6.6 54
JR.C.O. 3.7 T4 i1.0 9.6 9.6 7.4 10.0 10.0
18.0. 2.0 4.0 4.0 4.2 4.2 4.8 5.2 7.2
M.AB. 2.2 3.2 5.6 36 34 3.0 6.6 6.6
MAS. 3.0 6.0 11.0 8.0 8.0 10,4 12,0 120
MELA. 2.2 8.0 7.4 74 6.8 6.8 22 19
MR.S, 1.5 6.8 0.0 G0 8.0 10.0 9.0 34
R.G.M. i1 30 3.0 3.4 3 4.4 4.2 4.6
V.GM 1.8 1.0 i1.0 16.0 9.4 10.0 10.0 3.6
ZLMBEB. 26 4.3 30 4.9 5.0 4.5 4.2 +.2
média 217 376 6.81 G.28 5,28 633 7.07 601
DrP .73 210 246 1.88 1.80 214 2.32 23]
E.P.M. .48 .54 064 .49 0.47 .34 (.59 .58
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Figura 8 — Determinacio das concentracbes plasmaticas de

peptides U {(ng/ml) em individuos nermais {¥) ¢ chagasicos (=)
antes {fempo 0§} ¢ apds a administracio intravenosa de glicose
{(TTGIV)L
O mesmo comporiamento observado no TTOG i observado no TTGIV.
A analise das arsas sob as curvas de glicose, insulina e peptideo C tanto no teste de

tolerfncia oral 3 glicose como no intravenoso, ndo mostraram diferencas significativas para

os dois grupos estudados {Tabels 15 e 16).

Tabels 15 — Area sob a curva dos parémetros estudados no tesie de tolerdncia oral 2
ghicose (TTGO):

Area sob a curva
Parimetro estudads Controles Pacientes
Média DP Média P P
Insulina 9839 82 4442 34 13157580 551502 3,4233
Glicose 142840 265369 | 1210389 2494 84 02136
Peptideo C 47 40 285 02 101478 280,58 356157
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Tabela 16 — Area sob a curva dos parameiros estudados no tesie de tolerincia
infravenose a glicose {1T1GIV):

Area sob a curvg

Parimetrs estudado Coniroles Paclenies

Meédia np Miédia DP 7
Insulina 3489 68 1363,81 4404 39 274109 {,5268
(licose 11694, 98 220521 11302 64 133171 08103
Peptideo C 392 32 B 04 393 94 121,48 0,7434

4.4 Determinacio da atividade da catalase e gintationa redutase:

(uando analisamos algumas ferramentas do sistema antioxidante dos grupos, a

mesma tendéncia de similaridade se mantém, pois entre os grupos o perfil das enzimas

catalase e glutationa redutase ndc foram observadas diferencas significativas conforme

mostrado na Tabela 17.

Tabela 17. Niveis plasmaticos das enzimas antioxidantes catalase th/img Hb) e
giutationa redutase (Ul/gHb).

Enzima desada Grupo chagéasice | Grupo controle P
Catalase 0,39:022 0,39 +0,17 0,9652
Glutationa Redutase 4,68 £ 1,76 4,84 +1,33 0,8786




£, Discussdo

Na evolucdo da DCH sdo descritas duas fases distintas: uma aguda e outra crnica,
onde o guadro clinico caracteriza-se principalmente pelo acometimento cardiaco efou
digestivo. As alteragbes do sistema nervoso autdnomo, presentes na DCH, ou seja, uma
denervacio autondrica, fato bastante estudado com importantes referéncias na Hieratura,
Acredita-se que essa denervagio relacione-se com as alteracBes no metabolismo dos
carboidratos que s@o caracterizadas por uma recuperaco deficiente dos niveis glicémicos
apds a administragdo oral e intravenosa de glicose. E possivel que esse tipe de alterac3o
também ocorra no pancreas, com conseqlientes anormalidades da denervacio pancrestica,
particularmente no sistema parassimpatico ou lesdes nos génglios intrapancresticos que
sofrem grande dano com a DCH, ou entSo pela prépria lesio da célula B por processos
isquémicos ou inflamatdrios, causados pela infecgfio parasitaria, culminando com a redugiio
na secregdo de insulina (Oliveira, 1993; Guariento, 1994; Santos, 1999). Com relagio ac
metabolismo de carboidratos embora muitas alteragBes temham sido encontradas, a
literatura relata apenas alteracBes nas concentrages séricas de glicose e insulina, nio
havendo uma avaliagdo nesses trabathos com relagfio 4 secregiio de insulina ou peptideo C,
em diferentes tempos apos a sobrecarga de glicose, tanto oral quanto intravenosa.

Nesse estudo foram avaliados 15 pacientes cronicos portadores de diferentes formas
da DCH (divididas em indeterminada (6), digestiva (2), cardiaca {4) ¢ cardiaca e digestiva
(3)) e 15 individuos normais, com relagdo as concentragdes plasmaéticas de glicose, insulina
e peptideo C durante os testes de tolerdncia oral e intravenosa a glicose. Nos dois grupos
estudados havia uma homogeneidade quanto a faixa etaria (média de aproximadamente 30

anos), indice de massa corporea {por volta de 22) e sexo (Tabelas 1 e 2).
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Considerando-se o TTGO, alguns trabalhos observaram uma curva glicdmica
anormalmente elevada quando os pacientes eram submetidos a um teste de tolerancia oral a
glicose, chegando a valores de 280 mg/dl nos primeiros 30 min e 245 mg/dl aos 60 min
{Vieira, 1970; Vieira & Meneguelli, 1970). Entretanto, nesses trabalhos nic havia um
controle rigoroso da idade dos sujeitos da pesquisa, que variava de 17 até 60 anos. Os
valores ghcémicos mais altos observados compreendiam os pacientes com idades acima de
45 anos, periodo onde se encontram diferencas significativas na secreciic de insulina
{Vieira,1970; Vieira & Meneguelli, 1970; Oliveira, 1993; Santos, 1999). Mo presente
estudo os valores maximos de glicemia observados ocorreram 20s 30 min com retorno a
valores proximos do basal ao final de 2Zhs (Figura 4). Nesse caso, porém, os valores
méximos determinados foram de 139,67 = 7,41 e 128,13 £ 6,41 mg/dl aos 30 minutos para
o grupe controle e dos pacientes, respectivamente. As curvas de glicemia foram similares
ao controle sem tendéncia a dispersio. Esses resultados, aliados ac fato das curvas de
glicose no TTGIV tambem serem semelhantes ao grupo controle (Figura 7), como também
observado por Guariento e colaboradores (Guariento ef af, 1994), diio suporte 2 idéia de que
o grupo de pacientes nfo apresentava anormalidades nos mecanismos de absorcio de
glicose. Nessas mesmas condigdes, 0s valores de insulina também atingiram niveis
maximos a0s 30 min nos dois grupos (Figura 3). Porém n3o foi observada nenhuma
diferenca estatistica entre 0s mesmos.

Em nosso estudo, além dos niveis de insulina estarem similares ac do grapo
controle observou-se que a secregdo de insulina, avaliada pela quantificagio do peptideo C,
também estava (Figura 5), descartando a possibilidade de uma alteragio na secrecio de
insulina. Esse tipo de alteragfo foi sugerido por Guariento e colaboradores (Guariento e

al, 1993} em um grupo de pacientes portadores da forma indeterminada da DCH, quando
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foi observada uma resposta hipoinsulinémica apés sobrecarga oral de glicose gue poderia
estar relacionada, segundo os autores, & diminuiclo da secrecio e /ou aumento da
sensibilidade 4 insulina. Esses resultados sugerem que a hipoinsulinemia pode ser
secundaria a uma redugdo na secregdo insulinica, provavelmente relacionada a uma
disfungdo autondmica e que a resposta normoinsulinémica observada em alguns individuos
seja resultado de um aumento da &rea da ilhota pancredtica, indicando um mecanismo
compensatorio do péncreas enddcrino em resposta a denervacio autdnomica (Guariento ef
al 1993).

Considerando-se que seja possivel gue muitos chagésicos crdnicos apresentem
denervacdo parassimpatica e alteracic das células § pancredticas, processos que
explicariam as anormalidades ocasionalmente observadas nas curvas insulinicas e
glicémicas (Santos ef al, 1999), os mesmos grupos foram submetidos ac TTGIV. Esses
testes sdo de grande importincia na detecg3o da disfungdo discreta ou inicial da célula
pancreatica. Os mesmos pardmetros, ou seja, concentragdes plasmaticas de insulina (Figura
6), glicose {(Figura 7) e peptideo C (Figura 8) também foram determinados nfio tendo sido
detectada nenhuma diferenca significativa entre os dois grupos.

Um dos indices para avaliacdo da secrecio rapida de insulina € a soma dos valores
nos tempos 1 e 3 minutos do teste de GTTIV. Nesse estudo, observou-se uma leve
tendéncia a significdncia estatistica no grupo dos pacientes (612,93 = 93,59) em relaciio ao
controle (699,71 = 143,21, p=0,08), o que nio foi observado com os niveis de peptideo C

{(pacientes —~ 12,57 + 425 e controles — 13,72 £ 4,14, p= 0,3947).

Nesse estudo entre os 15 pacientes avaliados apenas 5 deles apresentavam a forma

digestiva da doenca, sugerindo que possivelmente uma avaliacdo com um nimero maior de



pacientes portadores dessa forma da DCH mostre um resultado significativo nas variagtes
de glicemia ¢ secreco de insulina, uma vez que, a forma digestiva € a que apresenta uma
alteracio autondmica seguramente mais significativa (Guariento ef al, 1994). Nesse sentido
serig necessario um novo estudo onde fossem agrupadas as formas da DCH separadamente
para gue fosse avaliado de forma mais criteriosa as alteragBes metabdlicas caracteristica, de

cada forma da doenca.

Outro mecanismo que ocorre durante periodos de hiperglicemia, é o aumento da
produgio de EROs através da auto-oxidagio da glicose. Esses radicais exercem seus efeitos
citotdxicos nos fosfolipideos de membrana, resultando na formacgio de malondialdeido
(MDA}, um produto final da peroxidacio lipidica, o qual reage com ¢ 4cido tiobarbitiirico
(Ha & Lee, 2001). Sabe-se que a geracfo de radicais livres como resultado do processo
metabolico esta associado com o dano celular e metabGlico. As alteragBes provocadas por
processos inflamatorios, traumas e outras causas, ocasionam um aumento de mediadores
como prostaglandinas, leucotrienos, interleucinas, interferons e fatores de necrose tumoral.
Todos esses fatores tém importante papel em varias doencas humanas. Um aumento
significativo do dano celular poderia levar a um aumento na formagéo de EROs ¢ portanto
ao estresse oxidativo. De fato, na maioria das doencas humanas o estresse oxidativo &

consequéncia de dano tissular (Halliwell, 1994).

Com relagdo a dosagem da catalase e glutationa redutase, o perfil do grupo de
pacientes chagisicos foi semelhante ac do grupo controle (Tabela 17) e ao descrito
anteriormente na literatura (Gaetani ef al, 7989; Jozwik, ef al, 1997). No grupe de

pacientes chagasicos ndo havia nenhum individuo na fase aguda da doenca ou na forma
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crémica agudizada onde se espera uma parasitemia significativa com reafivagio da

inflamacéo.

6. Conclusdo e perspectivas:

Nesse estudo envolvendo individuos portadores da forma crdmica da DCH e
individuos normais submetidos aos testes de TTOG e TTGIV nfo foram observadas
diferencas significativas nas concemtracBes séricas de glicose, insulina e peptideo C
plasmaticos. Como o grupo amosiral foi composto por pacientes que apresentavam
diversas formas da doenga, fica claro que as condigBes metabdlicas e imunoldgicas eram
bastante diversas o gue n80 nos permite uma avaliagio preciss nas dosagens séricas fanto
entre os grupos quanto em individuos do mesmo grupo.

Com relagdo aos mecanismos antioxidantes, os resuitados indicam que 05 mesmos
parecem ndo estar ativados no intuito de detoxificar um aumento na produgfo de EROs que
poderia estar ocorrendo em fungio da infecgo parasitaria. Isso se deve provavelmente ao
perfil do grupe de chagésicos, onde ndo havia nenhum individuo na forma aguda da

doenca, fase onde ocorre uma infecgdo generalizada pelo 7.cruzi.
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Anszo i

Projeto: Estudo da Interacfo parasita-hospedeire na doenca de Chagas: anslise da glicemisa,
producio de insuling ¢ mecanismoes antioxidanies
Equipe de Pesquisa:  Dra Sargh Monte Alegre
Dz Fernanda Ramos Gadelha
Maria Fernanda C. Gomes de Souza

Termo de Consentimento Pés Informacio

Justificativa/ Objetivo:
Estudar as alieraces na secrecio de nsulina do paciente portador de doenga de Chagas na

forma crbnica atraveés da realizaciio de curva glicdmica, por estimulos oral ¢ endovenoso, além de
verificar seus mecanismos antioxidanies.

Procedimentos:

Se vock concordar em participar, sera submetido a um teste de tolerfncia 3 glicose que sera
realizado em duas etapas:

Na primetra, vocé recebera 400 mil de um lguido adocicado correspondendo a 73 gramas de
glicose, Essa ingesto seré precedida de um periodo de jejum de 10-17 horas, onde sera feita a
primeira coleta de sangue com um volume de 10 ml. Nas coleias subsegiientes serfo coletados 5 ml
de sangue a cada 30 min at€ o término da segunda hora, totalizando 5 coletas.

Na segunda etapa, vocé em um scgundo encontro, aproximadamente ! semana apods, serd
submetido a um segundo teste, onde, a glicose, na concentracio de 25% sera administrada por via
intravenosa, na dose de 0,5g/kg de peso, apds um periodo de jejumn de 10-12 horas. Antes dessa
infusfo sera coletado 5 mi de sangue, seguidas de coletas posteriores do mesmo volume, nos
tempos 1,3,5,7,10,20,30,40,50 ¢ 60 mun, totalizando 11 coletas.

Vale lembrar que esses testes sdo utilizados para diagnéstico de diabetes mellitus, ndo
apresentando nenhum risco para o paciente.

Transtornos ¢ Risces:

Para participagio no estudo vocé serd esclarecido a realizar uma dieta equilibrada por trés
dias, de acordo com seus habitos didrios. Nos dias a serem realizados os testes, previamente
acordados, vocé devera comparecer, 4 Unidade Metabélica no 6 © andar do Hospital das Clinicas
em jejum de 10-12 horas aproximadamente. A duracio dos testes & de cerca de 4 horas.

Os riscos para vocé sdio minimos, pois as coletas de sangue serdic realizadas por pessoal
capacitado ¢ com o uso de material descartavel, além disso, para evitar repetidas puncdes (serdo
realizadas 3) utilizaremos escalpe n ° 19 que serd mantido pérvic com solucdo heparinizada na
proporgio de 19,9 mli de soro fisiologico 0,9% e 0,1 ml de heparina.

Beneficios:
Vocé estara sendo avaliado metabolicamente e serd informado sobre todos os resultados dos
exames tealizados. Além disso, estara nos ajudando a entender melhor esta doenca

Garante-se ao participante voluntario:

a) Respostas a quaisquer perguntas e esclarecimentos a quaisquer dividas acerca do assunto
relacionado a pesquisa.

b) Liberdade para deixar de participar da pesquisa ou cancelar este termo de consentimento
em qualguer momento, sem penalizacfio alguma e sem prejuizos no seu tratamento.



¢} K assegurado carater absolutamente confidencial das informacdes recebidas, sendo o sigilo
assegurado além da manuten¢do da privacidade e compromisse de gue sua identidade nfio
sera revelada nas publicaces do trabalho.

d) Acesso as informacdes quanto aos resultados atualizados decorrentes da pesguisz, mesme
que possa afetar a ventade do deador em continuar participando da pesqaisa.

¢) Recebers trataments meédico ¢ indenizacdo por parte do érgio financiador caso haja danes
gue os justifiquem, causades diretamente pela pesquisa.

£y Apés a colets de sangue, serd fornecido um lanche e passagem de Snibus, caso nic haja
transporte gratuito de sua cidade,

Atenclo:

A sua participacio em qualqguer tipo de pesquisa ¢ voluntaria. Em caso de duvida quanto
acs seus direitos. escreva para o Comité de Ktica em Pesquisa da FCM-UNICAMP, Endereco:
(idade Universitania Zeferino Vaz. 5/N. Distrito de Bardo Geraldo. Campinas- SP. CEP: 13083-97¢
Telefone: (0xx19) 37888%36. Ou com a equipe de pesquisa:
¢ Profa. Dra. Fernanda Ramos Gadelha no Instituto de Biologia no tel: 37887886 ramal 226 email:

B O S LR S

ematl domfom g ool Torn uninne BT
& Maria Femanda C. Gomes de Souza no Instituto de Biologia no tel: 37887886 ramal 226
email Cosndeins oo

» Profa. Dra Sarah Monte Alegre no Departamento de Clinica Médica no tel: 32894107 / 37887878

Agradecemos desde ja a sua colaboraciio que tornara possivel a realizacio deste trabalho.

Consentimento:
En . data nasc. /
RGAa residente a

Estou suficieniememnte informado ¢ concordo em participar dessa pesquisa.

Assinatura do Paciente Data

Assinatura do responsavel Assinatura do Pesquisador



Anexo I
Esquema Hustrative de Preparo das Amostras para andlise

das enzimas antiogidantes

8 ml de sangue

i
|
centrifugacio & 3000 rpm
por 10 min

2N

Precipitado

Plasma

k4
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centrifugacio com
Descartado PBS por 3 vezes
consecutivas.

L

Hemeohsado:
500u] de agua +
500ul de precipitado

¥

Congelamento a
-80°
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