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CONSIDERACOES INICIAIS

Esta tese de doutorado, inserida na linha de pesquisa em doenca de Chagas, teve
como objetivos verificar, em pacientes com cardiopatia chagésica: 1) a correlagédo
entre a distancia caminhada no Teste de Caminhada de Seis Minutos e o pico do
consumo de oxigénio; 2) o melhor modelo de predigdo do pico do consumo de
oxigénio utilizando o Teste de Caminhada de Seis Minutos e variaveis clinicas de
facil mensuracdo; 3) os efeito agudos do exercicio sobre o fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF) sérico e 4) os preditores da concentracdo sérica do

BDNF, assim como seu valor progndstico.

A escolha do tema partiu de dois aspectos distintos. O primeiro refere-se a
avaliacao funcional de pacientes com cardiopatia chagasica. Por tratar-se de uma
doenca endémica em regides com recursos escassos ha saude, € importante
verificar a eficacia de métodos alternativos simples e pouco onerosos para
avaliacdo e acompanhamento desses pacientes. Tal fato € ainda mais relevante
guando levamos em conta o elevado custo financeiro na realizacdo do Teste de
Esforco Cardiopulmonar, padrdo-ouro na avaliacdo da capacidade funcional.
Mesmo o teste ergométrico convencional, mais disponivel e menos oneroso, pode

ser de dificil acesso em regibes endémicas e para pacientes com parcos recursos.

Na realizacdo do meu mestrado, nosso grupo verificou, pela primeira vez, a
correlacéo entre a distancia caminhada no teste de campo Incremental Shuttle Walk
Test com o pico do consumo de oxigénio, medido de forma direta, em pacientes
com cardiopatia chagasica. Entretanto, a correlacdo da distancia percorrida no
Teste de Caminhada de Seis Minutos, teste de campo mais amplamente utilizado

na avaliacdo da capacidade funcional, com o pico do consumo de oxigénio



permanecia desconhecida nessa populacdo. Além disso, por ser um teste simples
e financeiramente acessivel, enfatizamos a importancia da elaboracdo de um
modelo de regressao que pudesse predizer o pico do consumo de oxigénio a partir
do Teste de Caminhada de Seis Minutos e parametros clinicos usualmente
mensurados, como o indice de massa corporal e classe funcional da New York
Heart Association (NYHA). Utilizando tal modelo, o pico do consumo de oxigénio

poderia ser estimado até mesmo na auséncia do teste ergométrico.

O segundo aspecto refere-se as alteracdes agudas no comportamento do BDNF
apos esforco em pacientes com cardiopatia chagasica. A ideia da pesquisa surgiu
dos novos achados clinicos envolvendo o BDNF, tendo sido apontado como um
novo marcador de reparacdo neural e estar associado a eventos metabdlicos.
Assim, objetivou-se verificar o seu comportamento apés uma Unica sessdo de
exercicio em pacientes com cardiopatia chagasica, uma vez que seus valores em
repouso e apdés 12 semanas de treinamento fisico ja tinham sido previamente
investigados. Além disso, também foram determinados os preditores funcionais e
ecocardiograficos do BDNF sérico e o seu valor progndstico em pacientes com

cardiopatia chagésica.

Durante os trés anos de doutoramento foram publicados dois artigos (“Effect of
acute aerobic exercise on serum BDNF levels in patients with Chagas heart
disease” e “Functional capacity and risk stratification by the Six-minute Walk Test in
Chagas heart disease: comparison with Cardiopulmonary Exercise Testing”), dois
artigos escritos e ainda nao enviados para publicagao (“Prediction of peak oxygen
uptake in patients with Chagas heart disease: value of the Six-minute Walk Test” e
“Prognostic value and factors related to serum BDNF levels in patients with Chagas

heart disease”) e apresentados quatro temas livres em congressos internacionais



(EuroPRevent 2014, ESC Congress 2014, EuroEcho-Imaging 2014 e EuroPRevent
2015) e trés em congressso nacionais (XXI Congresso Nacional do Departamento
de ergometria, exercicio, cardiologia nuclear e reabilitacdo cardiovascular e 25°
Congresso da Sociedade Mineira de Cardiologia). O trabalho “Prediction of peak
oxygen uptake in patients with Chagas heart disease: value of the Six-minute Walk
Test” recebeu, em 2015, mencao honrosa no Encontro de Pesquisa de Infectologia

e Medicina Tropical da UFMG.



RESUMO

O comprometimento funcional cardiaco pode ocorrer em graus variados na
cardiopatia chagasica (CCh). Para avaliacdo da capacidade funcional (CF) desses
pacientes, métodos simples e de baixo custo operacional como o Teste de
Caminhada de Seis Minutos (TC6’) sao preconizados uma vez que o Teste de
Esforco Cardiopulmonar (TECP), padréo-ouro nesta avaliacdo, € oneroso e de
dificil realizacdo em regides com poucos recursos financeiros e tecnologicos.
Estudos prévios relataram que a concentracdo do fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF) encontra-se aumentada na CCh. Esse aumento parece ter
associacdo postiva a CF e a concentracdo no BDNF pode se alterar em resposta
ao exercicio fisico nesse grupo. Diante disso, os objetivos desta tese foram, em
quatro estudos distintos, verificar na cardiopatia chagésica: 1) a possivel correlacao
entre a distancia caminhada no TC6’ com o VOzpico € inclinagcdo do equivalente
ventilatorio para o dioxido de carbono (VE/VCO: slope) e demonstrar a acuracia da
distancia caminhada na identificacdo de pacientes com comprometimento
funcional; 2) o melhor modelo de regresséao para predizer o VOzpico pelo TC6' e
variaveis clinicas de facil mensuracgéo; 3) a resposta aguda dos niveis do BDNF
sérico apds exercicio e 4) os preditores funcionais e ecocardiogréaficos e o valor
prognoéstico do BDNF sérico. Em trés estudos transversais, os pacientes com CCh
(n=30, n=41, n=81) foram submetidos a exame ecocardiogréfico, teste de esfor¢o
maximo, TC6’ e dosagem do BDNF sérico, antes e apds uma sessao de exercicio
aerdbio. Em estudo longitudinal, os pacientes (n=75) foram acompanhados durante
0 seguimento por 48 meses e classificados de acordo com a presenca de eventos
cardiovasculares adversos. Encontrou-se correlagdo significativa entre a distancia
caminhada no TC6’ e 0o VOzpico (r=0,586; p<0,001) mas ndo com o VE/VCO: slope
(r=—0,046; p= 0,776). A distancia de 522m apresentou 72,4% de sensibilidade e
81,8% de especificidade em identificar pacientes com comprometimento funcional.
O modelo representado pela equagédo VOzpico = 53,43 + (1,35 x sexo) — (5,59 x
NYHA) + (0,01 x distancia percorrida no TC6’) — (0,29 x idade) — (0,035 x IMC)
apresentou forte correlagao entre o VOzpico Observado e o predito (r=0,81; p<0,001).
O exercicio aerdbio agudo reduziu significativamente a concentracdo do BDNF
sérico (p=0,006) e a concentracao desta neurotrofina foi dependente da intensidade
do esfor¢o. Os preditores independentes do BDNF sérico foram a fracao de ejecao
do ventriculo esquerdo (FEVE) (p=0,004) e a razao E/e’ (p=0,016). Apesar de a
concentracdo do BDNF sérico ser menor no grupo que apresentou eventos
cardiovasculares adversos apos 48 meses (p=0,030), a funcdo progndstica do
BDNF sérico € limitada, sendo a FEVE o Unico preditor independente de
morbimortalidade encontrado em pacientes com CCh (HR 0,935, IC 95%: 0,875 a
0,999, p=0,048). Conclui-se que o TC6’ foi util na avaliacdo da CF de pacientes
com CCh, que a intensidade do exercicio encontra-se intimamente relacionada a
resposta do BDNF ao esforco e que, neste grupo de pacientes, quando analisado
de forma isolada, o BDNF sérico possui valor progndstico limitado.

Palavras-chave: cardiopatia chagasica, capacidade funcional, Teste de
Caminhada de Seis Minutos, fator neurotréfico derivado do cérebro.



ABSTRACT

Cardiac functional impairment may occur in various degrees in Chagas heart
disease (CHD). To evaluate the functional capacity (FC) of these patients, simple
and inexpensive methods as the Six-Minute Walk Test (6MWT) are recommended
since the Cardiopulmonary Exercise Testing (CPET), the gold standard in this
evaluation, is expensive and difficult to perform in areas with limited financial and
technological resources. Previous studies have reported that the concentration of
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is increased in CHD. This increase seems
to be positively associated with FC and concentration of serum BDNF may change
in response to exercise in this group. Thus, the objectives of this thesis were, in four
separate studies, to verify in patients with CHD: 1) the possible correlation between
the distance walked in the 6MWT with VO2peak and minute ventilation/carbon dioxide
production (VE/VCO:2 slope) and demonstrate the accuracy of the distance walked
in identifying patients with functional impairment; 2) the regression model that better
predict the VOzpeak by 6MWT and easily measured clinical variables; 3) the acute
response of serum BDNF levels after exercise and 4) the functional and
echocardiographic predictors and prognostic value of serum BDNF. In three cross-
sectional studies (n=30, n=41, n=81), patients with CHD underwent
echocardiography, maximal exercise testing, 6MWT and measurement of serum
BDNF before and after one aerobic exercise session. In a longitudinal study (n=75),
patients were followed during 48 months. A significant correlation between the
6MWT distance and VOzpeak (r = 0.586; p<0.001) was found, but not with the
VE/VCO: slope (r = -0.046; p = 0.776). The distance of 522m showed 72.4% of
sensitivity and 81.8% of specificity in identifying patients with functional impairment.
The model represented by the equation VOzpeak = 53.43 + (1.35 x sex) - (5.59 x
NYHA) + (0.01 x 6MWD) - (0.29 x age) - (0.035 x BMI) showed a strong correlation
between the observed and predicted values of VOzpeak (r = 0.81; p <0.001). The
acute aerobic exercise significantly reduced the serum concentration of BDNF (p =
0.006) and the concentration of this neurotrophin was intensity-dependent. The
independent predictors of serum BDNF were left ventricular ejection fraction (LVEF)
(p=0.004) and E/e' ratio (p=0.016). Despite the lower serum BDNF levels in the
group with adverse cardiovascular events after 48 months (p=0.030), the prognostic
value of serum BDNF is limited and LVEF was the only independent predictor of
morbidity and mortality found in patients with CHD (HR 0.935, 95% CI from 0.875
to 0.999, p=0.048). We concluded that the 6MWT was useful in the evaluation of FC
in patients with CHD, the exercise intensity seems to be closely related to BDNF
response in these patients and, when analyzed in isolation, there is no evidence for
its use as a prognostic marker.

Keywords: Chagas heart disease, functional capacity, Six-minute Walk Test, brain-
derived neurotrophic factor.



1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DCh), uma das principais causas de insuficiéncia cardiaca
(IC) na América Latina, afeta aproximadamente 10 milhGes de pessoas! e
representa um relevante problema socioeconémico e de saude publica nesses
paises?. A cardiopatia chagasica (CCh) é a forma mais grave e com pior
prognostico pela alta taxa de morbimortalidade?, ocorrendo em 30 a 40% dos
individuos infectados® 4. A fadiga e dispneia, manifestacdes clinicas comuns nos
pacientes com CCh, contribuem para a intolerancia ao esforgo e progressiva

reducdo da capacidade funcional (CF)®: ®.

Na avaliacdo da CF, os testes de campo vém sendo utilizados em cardiopatas’
e pneumopatas® por serem simples, faceis de administrar € menos onerosos em
relacdo ao Teste de Esfor¢co Cardiopulmonar (TECP), padréo-ouro na acaliacédo
da CF. O Teste de Caminhada de Seis Minutos (TC6’) é o teste de campo mais
comumente aplicado e pode ser realizado em areas com poucos recursos

financeiros e tecnolégicos, especialmente nas areas endémicas em DCh.

Em pacientes com CCh, um estudo realizado na instituicdo mostrou que a
distdncia caminhada no TC6’ correlacionou-se com escores de qualidade de
vida®, marcadores inflamatérios e fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
(FEVE)'°, permanecendo desconhecida a sua correlacdo com a medida direta

do VOZpico.

Além disso, em estudo experimental também realizado por nosso grupo'!, os
pacientes com CCh que aumentaram a distancia caminhada em pelo menos 50
metros apos treinamento fisico também aumentaram significativamente a
concentracéo sérica do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF).
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O BDNF é um membro das neurotrofinas, que sdao uma familia de proteinas
essenciais para o0 desenvolvimento, diferenciagdo e sobrevivéncia dos
neurdnios!2. E a neurotrofina mais amplamente distribuida no sistema nervoso

central'® e susceptivel a regulacéo pelo exercicio fisico!4.

Na DCh, a concentracdo sérica do BDNF encontrou-se aumentada tanto em
pacientes assintométicos quanto naqueles com miocardiopatia dilatada em
relacdo aos individuos saudaveis (p<0,001)*°, fendmeno atribuido a presenca de
intenso processo inflamatério e a disfungcdo autondmica. Entretanto,
considerando que o exercicio fisico pode alterar os niveis do BDNF!, é

necessario estabelecer o impacto agudo do exercicio nos niveis séricos do

BDNF nesses pacientes.

Neste cenério, os objetivos desta tese foram verificar na CCh: 1) a possivel
correlagdo entre a distdncia caminhada no TC6’ com o VOzpico € inclinagéo do
eqguivalente ventilatério para o diéxido de carbono (VE/VCO: slope) e demonstrar
a acuricia da distancia caminhada na identificacdo de pacientes com
comprometimento funcional; 2) o melhor modelo para predicdo do VO2pico
utilizando a distédncia caminhada no TC6’ e variaveis clinicas de facil
mensuracao; 3) o comportamento dos niveis séricos de BDNF apds exercicio

agudo; 4) os determinantes do BDNF sérico assim como seu valor prognoéstico.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Insuficiéncia cardiaca (IC)

A insuficiéncia cardiaca (IC) é a via final comum para diversas cardiopatias,
sendo conceituada como uma sindrome clinica que ocasiona suprimento

sanguineo inadequado para atender necessidades metabdlicas?®.

A prevaléncia da IC, de acordo com as diretrizes americanas'’ e europeias?®, é
de 23 milh6es em todo o mundo, 1 a 2% da populacéo nos paises desenvolvidos
e mais de cinco milhdes de pessoas nos Estados Unidos. A incidéncia americana
permanece estavel, porém alta, estimada em torno de 650.000 novos casos
anuais. No Brasil, ndo existem estudos epidemiologicos abrangentes envolvendo
a incidéncia e prevaléncia da IC, mas estima-se que haja cerca de 6,4 milhdes

pacientes com IC*°.

Com o avango terapéutico no tratamento da IC e seus fatores de risco,
demonstrou-se uma reducdo das taxas de mortalidade nos ultimos anos em
quase todas as regides do Brasil?®, apesar do crescimento da populacéo idosa
e, portanto, em risco potencial para desenvolver IC?!. Entretanto, estudo
recente?? demonstrou que, na cidade de Sao Paulo, o nimero de internacdes
permanece elevado e que o tempo de permanéncia hospitalar aumentou
expressivamente nas ultimas duas déecadas. Embora sua terapéutica tenha
evoluido substancialmente, o progndstico da doenca ainda pode ser considerado

desfavoravel?3.

N&o ha um exame especifico para o diagnostico da IC, sendo esse em grande

parte baseado no historico do paciente, eletrocardiograma, exames laboratoriais
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e presenca de sintomas como fadiga e dispneial’. A investigacdo clinica, de
acordo com a lll Diretriz Brasileira de Insuficiéncia Cardiaca Cronical®, inclui a
andlise dos sinais e sintomas, concentracdo do peptideo natriurético do tipo B

(BNP), funcao sistolica e provavel fator etioldégico (FIGURA 1).

Sinais e sintomas
deIC

Niveis de BNP

l

Ecodopplercardiograma <—— >400 pg/mL

FEVE=50% FEVE<60% ——— IC sistdlica
IC com fragéo de Investigagao etioldgica:
ejecao preservada * Hipertensiva

* Isquémica
« Chagasica
+ Alcodlica
* Miocardite
 Idiopatica

FIGURA 1 - Fluxograma de investigacdo clinica da insuficiéncia cardiaca.
Abreviacdes: IC = insuficiéncia cardiaca; BNP = peptideo natriurético do tipo B; pg/mL =

picograma por mililitro; FEVE = fracao de ejecao do ventriculo esquerdo.

FONTE: adaptado de BOCCHlI et al.16

Ao ecocardiograma, a IC apresenta-se sob dois fenétipos distintos: com fracéo
de ejecdo (FEVE) preservada (FEVE=50% e anormalidades na fungao
diastdlica) ou com disfuncéo sistélica (FEVE<50%)16 171824 Qutra classificacédo
usual da IC é pela classe funcional da New York Heart Association (NYHA),
baseando-se na limitagdo imposta pela sintomatologia na realizacdo das

atividades habituais (QUADRO 1).
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QUADRO 1 - Classe funcional da New York Heart Association (NYHA)2>.
CLASSE DESCRIC;AO

Pacientes assintomaticos durante as atividades

Classe funcional | . o
fisicas habituais.

) Paciente assintomatico em repouso e sintoméatico
Classe funcional Il o o
durante as atividades habituais.

_ Paciente assintomatico em repouso e sintomatico
Classe funcional IlI o _ o
em atividades menos intensas que as habituais.

_ Paciente com dispneia, palpitacdes e/ou fadiga em
Classe funcional IV

atividades de pequena intensidade ou em repouso.

Tanto a FEVE quanto a classe funcional NYHA sdo parametros progndésticos
importantes na IC, sendo considerados marcadores independentes de
mortalidade nessa populacdo?® 2?7, Outros fatores de importancia prognéstica séo

a idade, as comorbidades, a concentracdo do BNP e a etiologial®: 8.

No Brasil, a principal etiologia da IC € a cardiopatia isquémica cronica associada
a hipertensao arterial. Entretanto, em determinadas regifes geograficas do pais
(incluindo o estado de Minas Gerais) e em areas de baixas condi¢cdes sécio-
econdbmicas, a IC secundéaria a doenca de Chagas (DCh) é a etiologia mais

frequente?®,

2.2 Doenca de Chagas (DCh)

A doenca de Chagas (DCh) é uma doenca provocada pelo Trypanosoma cruzi,
um protozoario hemoflagelado transmitido por insetos triatomineos infectados.
De acordo com estudos de referéncial 28 2°, a infeccdo pode ocorrer pelas

fezes infectadas, por transfusdo sanguinea, transplante de érgaos, da mae para
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a crianga e, menos frequentemente, por ingestdo de bebida ou comida

contaminada ou acidentes de laboratério.

Uma recente revisdo sistematica com meta-andlise3® demonstrou queda
significativa da prevaléncia de 4,4% (IC 95%: 2,3 - 8,3%) na década de 80 para
2,4% (IC 95%: 1,5 - 3,8%) nos anos 2000. Além disso, a incidéncia e o numero
de mortes anuais cairam drasticamente e o controle vetorial foi alcangcado no
Brasil, Uruguai, Argentina e Chile3. Entretanto, a DCh ainda afeta cerca de 8°! a
10 milhdes®? de pessoas no mundo, sendo que outros 100 milhdes encontram-

se em condicdes de risco de se infectarem? 2°,

Houve uma mudanca no perfil epidemiolégico da DCh pelos novos padrfes de
imigragdo e controle da transmissdo, que conduziram a urbanizacdo e
globalizagdo da doenca??®, estando presente nos Estados Unidos, Canada e em
paises europeus3? 34 35 Estima-se que a prevaléncia de DCh em imigrantes
latinos em paises europeus seja de 4,2% (IC 95%: 2,2 — 6,7%) e que grande

parte desses imigrantes seja boliviana (18,1%; IC 95%: 13,9 — 22,7%)%.

Quanto ao diagndstico, a DCh pode ser confirmada por técnicas parasitoldgicas
diretas na fase inicial da doenca, que cursa com alta parasitemia®’. Com a
progressdo da doenca, em virtude da reducdo da parasitemia, o diagnéstico é
feito por técnicas indiretas para detectar anticorpos anti-T. cruzi, incluindo a
imunofluorescéncia indireta, a hemaglutinacdo indireta e ensaios

imunoenzimaticos?.

A historia natural da doenca compreende duas fases sequenciais: a fase inicial
aguda e a fase cronica, esta classificada como forma indeterminada, cardiaca
ou digestiva. A fase aguda geralmente acontece em criancas de até 10 anos de

idade e a mortalidade depende principalmente da presenca de cardiomiopatia
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aguda e/ou meningoencefalitel. Nessa fase os sintomas geralmente estédo
ausentes ou sdo brandos®t. Quando sintomaticos, os pacientes podem
apresentar chagoma, sinal de Romafa, febre, linfadenopatia e mal-estar

generalizado?8: 31 38,

A forma indeterminada foi definida inicialmente por Carlos Chagas pela auséncia
de manifestacées clinicas, eletrocardiograficas ou radioldgicas significativas®.
Entretanto, anormalidades cardiovasculares estruturais e funcionais podem ser
encontradas, em numero significativo desses casos, por métodos propedéuticos
mais sofisticados*®. De qualquer forma, pacientes na forma indeterminada
apresentam boa capacidade laborativa e apresentam bom prognéstico em médio

prazo.

Decorridos 20 a 30 anos da infecc¢éo inicial, 30 a 40% dos individuos infectados
desenvolvem cardiomiopatia crdnica, principal responsavel pelos elevados
indices de morbimortalidade, cujas manifestacdes clinicas incluem a
insuficiéncia cardiaca, morte subita cardiaca, tromboembolismo e multiplos

transtornos da formacgédo e conducéo do estimulo® 3 2832,

2.2.1 Cardiopatia chagasica

A cardiopatia chagasica (CCh), forma cardiaca da DCh, cursa com inflamacao
cronica, usualmente de baixa intensidade mas incessante, ocasionando
destruicdo tissular progressiva e fibrose cardiaca®. Apesar de ter um quadro
clinico semelhante da etiologia idiopatica, a cardiomiopatia dilatada chagasica
tem algumas caracteristicas peculiares, como o intenso processo inflamatorio e

extensa fibrose*!, sendo a etiologia chagasica um preditor independente de
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mortalidade por todas as causas em pacientes com IC*. A patogénese é
complexa e a razao pela qual a CCh exibe um pior progndéstico ainda néo foi
completamente estabelecida, sendo frequentemente atribuida a maior incidéncia
de morte subita cardiaca, disfuncdo ventricular direita, extensa miocardite e

fibrose intersticial“s.

A persisténcia do parasita no miocardio, a resposta autoimune, a disfuncao
autondmica e disturbios microvasculares sdo as principais hipéteses acerca da
patogénese da CCh#4 45, De fato, a presenca do parasita no miocardio é um fator
relevante para desencadear e manter o processo fisiopatolégico da DCh?¢ e,
juntamente com a resposta imunolégica, contribui significativamente para a
agressdo miocardica na CCh#. Entretanto, a disfuncdo autonémica parece
desempenhar um papel igualmente importante na progressdo da CCh#’, sendo
a disautonomia parassimpéatica um fenémeno precoce e independente na DCh,

podendo preceder até mesmo a disfuncéo ventricular sistélica®@.

Arritmias ventriculares sdo importantes manifestacées da CCh*° e estdo
associadas a maior morbimortalidade?®. Alteragcées eletrocardiograficas como
extrassistoles ventriculares frequentes, bloqueio de ramo direito, hemibloqueio
anterior esquerdo, anormalidades de repolarizacéo, taquicardia ventricular nao
sustentada e fibrilacéo atrial sio comuns em pacientes com CCh>°, Além disso,
alteracdes ecocardiograficas como dilatacao cardiaca global, hipocinesia difusa
e aneurismas ventriculares podem ser sugestivas de progressdo da
cardiopatia®’. Disfuncdo sistélica e aumento das dimensdes ventriculares

possuem significativo valor prognéstico de morbimortalidade nessa populacao®.

Varios marcadores prognosticos tém sido descritos na literatura, entretanto, a
classe funcional NYHA, a FEVE e a taquicardia ventricular ndo sustentada foram
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identificadas na maior parte dos estudos?®. A realizacdo de testes de esforco
também é indicada na CCh para avaliacdo da terapia antiarritmica, para a

prescricdo de exercicio e avaliacdo da capacidade funcional (CF)2% 22,

2.3 Capacidade funcional (CF)

Classicamente, os termos CF, capacidade de exercicio e tolerancia ao esforco
sao considerados sinbnimos e implicam que um teste de esforco maximo tenha
sido realizado e que a intensidade maxima tenha sido alcangada pelo individuo®2.
Diante da grande variedade de testes de esfor¢co de intensidade maxima e
submaxima, a CF também definida como a extensdo que uma pessoa pode
aumentar a intensidade do exercicio e manter esses niveis elevados® ou a

habilidade de administrar as demandas fisicas nas atividades cotidianas®?.

Com o advento da Classificacdo Internacional de Funcionalidade (CIF), as
definicbes de desempenho e capacidade funcional foram melhor caracterizadas.
O desempenho funcional refere-se ao envolvimento em atividades no ambiente
de vida habitual, enquanto a CF é definida como a capacidade de um individuo
para executar uma tarefa ou acdo em um ambiente uniforme e padronizado®®.
Em consequéncia, convencionou-se denominar de “comprometimento” ou
‘impedimento” (tradug¢des para a lingua portuguesa do termo impaiment) as
alteracdes funcionais e/ou estruturais do corpo, enquanto “deficiéncia” (tradugao

do termo disability) refere-se a limitacdes e restricdes vivenciadas pelo individuo.

Dentre os métodos de avaliacdo da CF, os questionarios e auto relatos sao
considerados o0s instrumentos mais simples e rapidos de mensuracgéo,

entretanto, perguntas como “quantos degraus de escada vocé consegue subir?”
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séo dificeis de serem respondidas e os resultados séo frequentemente sub ou

superestimados®®.

O melhor parametro para se avaliar a CF é pelo consumo maximo de oxigénio
(VO2max), definido como a habilidade do sistema cardiorrespiratorio em
transportar oxigénio para os diversos tecidos do corpo®’. O VO2zmax pode ser
estimado ou predito pelo teste ergométrico convencional ou medido de forma
direta pelo Teste de Esforco Cardiopulmonar (TECP)%8. Entretanto, por serem
complexos de administrar, ndo representarem as atividades do cotidiano, ter alto
custo operacional e pelo risco inerente a realizacdo do esforco maximo em
algumas populac¢des, métodos alternativos, simples e menos onerosos, como 0s
testes submaximos e testes de campo, tém sido desenvolvidos®® %%, As principais
vantagens e desvantagens dos testes maximos e subméaximos na avaliagdo da

CF em pacientes com IC sdo demonstrados no Quadro 2.

QUADRO 2 — Principais vantagens e desvantagens dos trés principais modelos
de teste de esfor¢o realizados em pacientes com insuficiéncia cardiaca.

TESTE VANTAGENS DESVANTAGENS

- Padréo-ouro na

avaliacao da CF;

Teste de Esforgo - Parametros adicionais

Cardiopulmonar | com valor prognéstico ndo

mensurados por outros
testes.

- Alto custo operacional;
- Maior tempo gasto no
processamento e
interpretacéo dos
resultados.

- Erros na predicéo do

- Grande disponibilidade VO2max

Teste ergométrico na pratica clinica; Parametros proanésticos
convencional - Menos oneroso que o : brognc
TECP importantes ndo

disponiveis.

- Menor risco ao pacientes
pela intensidade do
esforco;

- Menos oneroso que 0s
testes maximos.

Testes
submaximos

- Erros na predigéo do
VO2max.

Abreviacdes: CF = capacidade funcional; TECP = Teste de Esforco Cardiopulmonar; VOamax =

consumo maximo de oxigénio.
FONTE: KAMINSKY & TUTTLES®
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Na IC, de etiologia chagasica ou ndo, geralmente ocorre a reducado do débito
cardiaco, responsavel pela perfusdo tecidual inapropriada, que desencadeia
intolerancia progressiva ao exercicio e reducdo da CF, inicialmente observada
em esforco de alta intensidade e podendo evoluir para manifestacées de
dispneia em repouso’®. Concomitantemente, a densidade capilar reduzida®
associada as alteracGes na musculatura esquelética®® contribuem para a
diminuicdo de 50% da CF nos pacientes com IC em relacédo aos saudaveis®?. Os
mecanismos anormais envolvidos no comprometimento funcional na IC séo

apresentados na figura 2.

~
Resposta anormal ao
incremento do
esforco até a
intensidade maxima
nalC
J
N\ N\ N\
Pulmonar Cardiaca Periférica
W, J J
N N\ N\
Reduzida : : :
capacidade Reduzido volume Reduzida densidade
; R sistolico e débito capilar e alteragoes
inspiratoria e de cardiaco muZCques uelgticas
difusdo q
_J i J J

T

= Reducéo do VOyic,: 6 @ 25 mL/kg/min.
= VOy,ic, dependente da etiologia da IC, género e grau de comprometimento.

FIGURA 2 — Manifestacdes anormais durante o esforco responsaveis pela
reducdo da capacidade funcional na insuficiéncia cardiaca.

FONTE: adaptado de Arena, Myers e Guazzi®.
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Na DCh, estudos prévios demonstraram que o0 VO:2max € significativamente
menor, em relacdo ao grupo controle saudavel, tanto em pacientes
assintomaticos®® como em pacientes com CCh® (p<0,001 para ambos).
AlteracGes periféricas também foram demonstradas por Montes de Oca et al.®®,
que verificaram aumento de atividade glicolitica (p<0,001) e reducéo da atividade
oxidativa (p<0,05) em pacientes chagésicos em relacéo ao grupo controle. Esses
autores também encontraram correlagfes significativas entre caracteristicas do
musculo esquelético (atividade enzimética, tipo de fibra muscular e capilaridade)

e indices de oferta de oxigénio (limiar de anaerobiose e pulso de oxigénio).

Sendo a diminuicdo VO2max um indicador de pior prognéstico na CCh3, a
realizacdo de testes de esforco méaximo foi recomendada pela | Diretriz Latino-
Americana para o Diagnéstico e Tratamento da Cardiopatia Chagasica? para

acompanhamento da CF destes pacientes.

2.3.1 Teste de Esforco Cardiopulmonar (TECP)

O teste ergométrico convencional € um método ndo invasivo valioso na
estimativa do VO2max, Na deteccao de arritmias e na avaliagdo do comportamento
da presséo arterial com ou sem o uso de medicamentos®®. Entretanto, o VO2 é
estimado e calculado de forma indireta. Ja o TECP trouxe o enfoque respiratorio
aos testes de esfor¢co, mensurando diretamente o volume de ar ventilado e as

respectivas fracdes de oxigénio e didxido de carbono®? 67: 68,

As principais indicagbes do TECP, de acordo com a American Thoracic

Society/American College of Chest Physicians®’ incluem a avaliacdo de
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pacientes com doencgas/sintomas cardiovasculares e respiratorias, intolerancia
ao esforco, avaliacdo pré-operatéria ou pré-transplante e para prescricdo de

exercicio para reabilitacdo pulmonar e cardiaca.

Nos pacientes com IC, 0 VOzpico € a inclinacdo do equivalente ventilatorio para o
dioxido de carbono (VE/VCO:2 slope) séo as variaveis mais comumente avaliadas
ao TECP®® e com valor prognéstico bem estabelecido pela literatura®? 7°, sendo

o VE/VCO: slope o melhor marcador prognadstico isolado.

7

O consumo de oxigénio (VO2) no pico do exercicio é frequentemente
denominado VOz2pico NOS pacientes com IC, uma vez que estes pacientes
geralmente possuem CF reduzida e ndo alcangam o platd no consumo de
oxigénio®”. Também ja foi previamente demonstrada a correlagdo entre o
comprometimento funcional e anormalidades patolégicas presentes na IC, como
o menor débito cardiaco durante o exercicio’!, reducdo da variabilidade da
frequéncia cardiaca’® e aumento dos niveis BNP73, o que justifica os baixos

valores de VO2pico usualmente encontrados nesta populacéo.

Ja o VE/VCO: slope, calculado pela relagéo entre a ventilagdo minuto (VE) e a
producdo de diéxido de carbono (VCO:2), constitui indicador da eficiéncia da
eliminacdo do diéxido de carbono durante o esfor¢o®2. Encontra-se geralmente
aumentado na IC e esta relacionado a anormalidades na ventilagdo/perfuséo
destes pacientes, incluindo o processo inflamatério, fiborose e aumento da

pressdo pulmonar, gerando uma resposta ventilatéria exagerada ao esforgo®2 62

67

Em pacientes com IC de etiologia chagéasica, 0 VOzpico € 0 VE/VCO:2 slope

mostraram-se como importantes preditores de mortalidade em longo prazo
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(p<0,01), mas o VE/VCO: slope foi o unico preditor independente dentre as

variaveis avaliadas ao TECP74.

A despeito de sua grande importancia clinica, o TECP é uma ferramenta de alto
custo operacional, o que limita a sua aplicabilidade na rotina terapéutica,
principalmente em regides endémicas para DCh. Além disso, testes de
intensidade maxima podem néo refletir as atividades do cotidiano, normalmente
realizadas em nivel subméaximo. Desta forma, ferramentas mais simples,
acessiveis e menos onerosas tornam-se necessarias na avaliacdo da CF em
locais onde o TECP ndo esteja habitualmente disponivel. Uma possivel

alternativa seria a utilizacdo dos testes de campo, como o TC6'.

2.3.2 Teste de Caminhada de Seis Minutos (TC86’)

Os testes de caminhada sao instrumentos que podem ser utilizados na avaliacéo
e acompanhamento da CF, na verificacdo da eficacia do seu tratamento e como
auxilio no estabelecimento de seu prognéstico®*, com base no tempo de esforco,

distancia percorrida ou com incrementos de velocidade.

Butland et al.”® verificaram a reprodutibilidade dos testes de dois, seis e doze
minutos em pneumopatas cronicos. Concluiram que, apesar da alta correlacao
entre a distancia caminhada nos trés testes, o teste de seis minutos era 0 mais
indicado na avaliacdo da CF, por associar eficacia em verificar alteracdes na CF
e facilidade de execucdo tanto para o paciente quanto para o terapeuta.
Posteriormente, o TC6’ tornou-se o teste de campo mais utilizado na avaliacédo

da CF em pacientes com doencas cronicas.
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A metodologia do TC6' foi padronizada por diretrizes internacionais’® e
nacionais’’, segundo as quais o paciente deve ser instruido a caminhar o mais
rapido possivel, sem correr, em um corredor plano de 30m (100 pés) durante
seis minutos. A cada minuto, frases padronizadas sobre a contagem de tempo
devem ser direcionadas ao paciente. Também € recomendado que este nao
converse durante o teste e que o terapeuta ndo caminhe ao lado dele para néo
influenciar seu ritmo da passada. Sao realizados dois testes, com intervalo entre
eles, e um terceiro teste s6 é necessario quando a diferenca da distancia
caminhada entre os dois anteriores for superior a 10%. A CF funcional é

determinada pela maior distancia caminhada entre os testes realizados.

Em pacientes com IC, a distdncia caminhada no TC6’ foi apontada como uma
forte e independente preditora de morbidade e mortalidade’ 7° e como uma
variavel sensivel em detectar alteracdes na CF ap0s intervencdes terapéuticas.
Além disso, outras variaveis, como a frequéncia cardiaca de recuperacéo®,
apresentaram informacdes Uteis na avaliacdo da CF, complementares a

distancia percorrida.

Na cardiopatia chagésica, ja& se demonstrou correlagao do TC6’ com a FEVE e
marcadores inflamatérios e de ativacdo neuro-humoral'® e com a qualidade de
vida avaliada pelo Minnesota Living with Heart Failure Questionnaire®!.
Entretanto, apesar de o objetivo primario do teste ser avaliar a CF, ndo foram
encontrados estudos na literatura pesquisada que tivessem correlacionado a
distancia caminhada durante o TC6’ com o VOzpico avaliado de forma direta pelo

TECP em pacientes com CCh.

O resumo dos estudos encontrados na literatura que verificaram a aplicabilidade
do TC6’ na cardiopatia chagasica sao apresentados na Tabela 1.
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TABELA 1 — Resumo dos estudos encontrados na literatura pesquisada sobre a aplicabilidade do TC6’ em pacientes com doenca

de Chagas.

ESTUDO

POPULACAO

OBJETIVO

RESULTADO

Dourado
et al.®

61 pacientes com
cardiomiopatia chagasica
(50+14 anos, NYHA I-1V,

FEVE 33,5+12%).

Avaliar a qualidade de vida de
pacientes com cardiomiopatia
chagasica e sua correlacdo com
variaveis de importancia
prognostica.

Correlacao significativa entre a distancia
caminhada no TC6’ e qualidade de vida pelo
MLWHFQ (r = -0,4; p<0,001).

Vilas-Boas
et al.8?

28 pacientes com
cardiomiopatia chagésica
(52,2+9,9 anos, NYHA llI-

IV, FEVE 20,1+6,8%).

Avaliar efeitos precoces do
transplante de células de medula
Ossea para o miocardio de
pacientes IC de etiologia
chagésica.

Aumento significativo da distancia caminhada no
TC6’ dois meses apods o transplante (355136 m
para 443+110 m; p = 0,003).

Sousa et
al.10

38 pacientes com
cardiomiopatia chagéasica
(48+10 anos, NYHA I-lll,

FEVE 45+14%).

Correlacionar a distancia
caminhada no TC6’ com
marcadores de gravidade da
cardiopatia (FEVE, MCP-1 e
BNP).

Correlagédo inversa e significativa com BNP (r = -
0,349, p=0,04) e MCP-1 (r = -0,358, p=0,04).
Correlacéo significativa com FEVE (r=0,451,

p=0,004).

Lima et
al.83

40 pacientes com
cardiomiopatia chagéasica
(49.5+7.8 anos, NYHA I-II,

FEVE <45%).

Verificar os efeitos do treinamento
aerdbio de 12 semanas sobre a
capacidade funcional, BNP e
gualidade de vida.

Aumento significativo da distancia caminhada no
TC6’ apds treinamento fisico no grupo
experimental (p<0,001). Sem alteracéo

significativa da distancia caminhada no grupo
controle (p=0,464).
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TABELA 1 (continuacdo) — Resumo dos estudos encontrados na literatura pesquisada sobre a aplicabilidade do TC6’ em pacientes

com doenca de Chagas.

OBJETIVO

RESULTADO

Comparar a distancia caminhada

no TC6’ de pacientes com IC de
etiologia chagasica com e sem
hipertensao arterial sistémica.

Sem diferencas significativas na distancia
caminhada no TC6’ entre os grupos
chagasico e chagasico com hipertensdo
arterial sistémica (p>0,05).

Verificar a correlagdo entre o
aumento da distancia caminhada
no TC6’ apos treinamento fisico
de 12 semanas com BNP, BDNF,
variabilidade da frequéncia
cardiaca e parametros de funcéo
sistdlica.

Correlagéo entre o aumento da distancia
caminhada no TC6’ apds treinamento com
BDNF basal (r=0,673, p=0,002) , ABDNF
(r=-0,739, p<0,001), %FC maxima
atingida no teste de esforgo maximo
(r=0,527, p=0,020), SDNN (r=0,555,
p=0,014) e rMSSD (r=0,558, p=0,013).

ESTUDO POPULACAO
Dourado 60 pacientes com cardiopatia
et al.8! chagasica (55+14 anos, 15 em
NYHA IlI-1V, FEVE 44,9+13,8%) e
48 pacientes com doencga de
Chagas e hipertenséo arterial
sistémica (63+10 anos, 8 em NYHA
-1V, FEVE 51,8+12,9%).
Lima et 19 pacientes com cardiomiopatia
al.tt chagasica (48,5+8,7 anos, NYHA I-
Il, FEVE 36,9£7,4%).
Vieira et 32 pacientes chagasicos com (n=16,
al.8 53,519,2 anos, NYHA I-lll, FEVE

34,1+8%) e sem cardiopatia (n=16,
51,9+11,9 anos, NYHA |, FEVE
67,3+5,4%).

Avaliar a forca muscular
inspiratéria e correlaciona-la com
a distancia caminhada no TC6’,
gualidade de vida e percepcéo
do esforco.

Sem alteracao significativa da distancia
caminhada no TC6’ entre os grupos com e
sem cardiopatia (p=0,239).

Abreviagbes: NYHA = New York Heart Association, FEVE = fragcdo de eje¢cdo do ventriculo esquerdo, TC6’ = Teste de Caminhada

de Seis Minutos, MLWHFQ = Minnesota Living with Heart Failure Questionnaire, IC = insuficiéncia cardiaca, MCP-1 = Proteina
Quimiotética para Monécitos/Macréfragos, BNP = peptideo natriurético do tipo B, BDNF = fator neurotréfico derivado do cérebro,
SDNN = Desvio-padrao de todos os ciclos R-R mensurados durante o registro, rMSSD = Raiz quadrada da média da soma do
guadrado das diferengas entre ciclos adjacentes durante o registro.
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Conforme apresentado na Tabela 1, Lima et al.'! demonstraram que, apés
treinamento fisico, o TC6’ foi eficaz em detectar alteragbes na CF® e que o
melhor desempenho no teste apds o treinamento estava associado ao maior

aumento dos niveis do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF).

2.4 Fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF)

O BDNF foi primeiramente descrito em 1980% como um membro das
neurotrofinas, que sao uma familia de proteinas essenciais para o
desenvolvimento, diferenciacdo e sobrevivéncia dos neur6nios!?. Todas as
neurotrofinas possuem caracteristicas bioquimicas similares em dominios
variaveis, o que determina seu vinculo a um receptor especifico e conduz a

diferentes efeitos bioldgicos??.

O BDNF é a neurotrofina mais amplamente distribuida no sistema nervoso
central, desempenhando diversas fun¢cbes como a de regulagdo axonal,
crescimento e orientagdo dendritica, participacdo na liberacdo de
neurotransmissores e no potencial de acdo de longa duracédo?!3. Concentracdes
significativas de BDNF podem ser encontradas tanto no sistema nervoso central
(SNC) como na periferia®. Além disso, sugeriu-se que o BDNF poderia
atravessar a barreira hematoencefalica®’, fato reafirmado posteriormente pela
correlacdo positiva entre os niveis séricos e corticais de BDNF em ratos®. Desta
forma, os niveis séricos de BDNF podem refletir os niveis corticais desta

neurotrofina®®.

Os primeiros estudos correlacionaram o0s niveis circulantes de BDNF a

disfuncdes psiquiatricas e neurodegenerativas's. Entretanto, evidéncias atuais
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sugerem que o BDNF também esteja envolvido em varios fenbmenos nao
neuronais, mas também periféricos e metabdlicos4, e que seus niveis

circulantes possam ser marcadores de varias doengas.

Alteracdes significativas na concentragdo do BDNF ja foram descritas em
pacientes com Alzheimer®, Parkinson®!, esquizofrenia®?, doenca de
Huntington®3, transtorno bipolar®* e diabetes melito do tipo 2% em relagdo a

sujeitos saudaveis.

Estudos prévios também relacionaram a concentracdo do BDNF com doencas
cardiovasculares® °7. Jiang et al.®8, por exemplo, demonstraram, em pacientes
com angina pectoris, que o BDNF plasmatico foi um preditor independente em
quatro anos para evento corondrio maior (HR 1,25, p<0,01) e morte por causa

cardiaca (HR 1,29, p<0,01).

Além da sua alteracdo em condi¢Bes patoldgicas, os niveis circulantes de BDNF
também podem modificar-se por estimulos externos, como medicacao

antidepressiva e pelo exercicio fisicol# %°.

2.4.1 Relacdo entre o exercicio e o BDNF

Verificar o efeito do exercicio sobre os niveis circulantes do BDNF foi 0 objetivo
da revisdo sistematica conduzida por Knaepen et al.'*. Observou-se aumento
dos niveis do BDNF em 69% dos estudos envolvendo sujeitos saudaveis e em
86% dos pacientes com doencgas crénicas apds uma unica sessao de exercicio
aerobio. Entretanto, os estudos verificaram tal efeito em diferentes intensidades

de exercicio, o que dificulta a generalizacao dos resultados.
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Outros autores®% 190 verificaram a relagéo entre os niveis circulantes de BDNF e
CF em sujeitos saudaveis e encontraram correlagdo inversa e significativa
(p<0,05 e p<0,0001, respectivamente) entre as variaveis. Uma possivel
explicacdo para este fato é a maior concentracdo de cortisol, um conhecido
inibidor da expressdo do mRNA do BDNF no SNC!%, em individuos com maior

CF102,

Nofuji et al.193 também hipotetizaram que individuos fisicamente ativos podem
apresentar maior degradacdo do BDNF em relacdo aos sedentarios para reparar

as microlesdes provocadas pelo exercicio fisico

Quanto ao treinamento fisico, poucos estudos foram realizados e ainda nédo esta
claro se ocorrem adaptacdes na concentracdo do BDNF circulante com a pratica

de exercicio fisico regular®4.

2.4.2 Valor prognéstico do BDNF

Quanto a sua propriedade prognéstica, o BDNF mostrou-se um marcador eficaz
na predicéo do desfecho clinico em pacientes depressivos'®* e apds traumatismo
cranioencefalico'® mas ndo em pacientes com doenca de Alzheimeri,

esquizofrenial®” ou apds acidente vascular encefalicol®8,

Estudos recentes também avaliaram o possivel valor prognéstico do BDNF em

pacientes com IC.

Fukushima et al.1% avaliaram o BDNF sérico de 58 pacientes com IC (59,2+13,7
anos, NYHA I-lll). Na populagcéo estudada, a concentracdo do BDNF foi um
preditor independente de eventos adversos apos 20,3 meses de seguimento (HR

0,41, IC 95%: 0,20 - 0,84, p=0,003).
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Kadowaki et al.}!® demonstraram que o BDNF sérico de pacientes com IC
(n=134, 71+13 anos, NYHA II-1V) foi significativamente inferior nos grupos com
evento cardiaco apos 426 dias de seguimento em relagdo ao grupo que nao
apresentou eventos adversos (p<0,001). Além disso, observou-se que a
concentracdo sérica desta neurotrofina inferior a 12,4 ng/mL foi um preditor

independente de eventos cardiacos (HR 2,9, IC 95%: 1,6 - 5,3; p=0,0004).

Considerando as peculiaridades da IC de etiologia chagasica em relacao as
demais etiologias, considerou-se relevante avaliar a concentracdo sérica do

BDNF nessa populagdo, assim como seus determinantes e funcdo prognostica.

2.4.3 O BDNF na doenca de Chagas

A comparacgdo dos niveis circulantes de BDNF de pacientes chagésicos em
relacdo a individuos saudaveis foi demonstrada por Martinelli et al.’>. Os autores
compararam os niveis séricos de BDNF em sujeitos saudaveis (n=26), pacientes
chagasicos assintométicos (n=11), com cardiopatia chagasica sem dilatacdo
ventricular (n=15) e com cardiomiopatia dilatada (n=29). Foram encontrados
valores significativamente maiores do BDNF em todos os grupos com DCh
(p<0,001) em relacdo ao grupo saudavel, fenbmeno atribuido a presenca de

processo inflamatoério e a disfungdo autonomica.

Em pacientes com cardiomiopatia dilatada chagasica, Lima et al.!! verificaram o
efeito crénico do exercicio fisico apos 12 semanas de treinamento aerébio
moderado sobre os niveis de BDNF e encontraram correlacdo direta e
significativa (r=0,673; p=0,002) entre o aumento dos niveis de BDNF e da CF

apos o treinamento. Segundo os autores, 0 aumento tanto do BDNF quanto da

36



CF foram observados principalmente nos individuos com funcdo autonémica
preservada e menores niveis de BDNF antes do treinamento. Entretanto, os
efeitos agudos do exercicio fisico sobre os niveis circulantes de BDNF, seus

principais determinantes e seu valor prognostico permanecem desconhecidos.
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3. OBJETIVOS

= Verificar a possivel relacédo entre a distancia caminhada no TC6’ com 0 VO2pico
e VE/VCO: slope avaliados pelo TECP em pacientes com cardiopatia chagésica;
= Determinar um modelo de regressdo para a predicdo do VOzpico pelas
distdncia caminhada no TC6' e variaveis clinicas de facil mensuracdo em
pacientes com cardiopatia chagasica;

= Verificar o comportamento do BDNF ap0s exercicio agudo em pacientes com
cardiopatia chagasica estratificados de acordo com a disfuncao ventricular e
intensidade de esforco atingida.

= Determinar os preditores funcionais e ecocardiograficos do BDNF sérico e seu

valor progndstico em pacientes com cardiopatia chagasica.
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4. METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — COEP da
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG, sob o parecer n°. 156.389, CAAE
03993912.6.0000.5149 (ANEXO A) e pela Diretoria de Ensino, Pesquisa e

Extensdo — DEPE, do Hospital das Clinicas da UFMG.

Antes de iniciar a participacdo nos estudos experimentais, os voluntarios
receberam todas as informacfes relacionadas aos objetivos propostos e
procedimentos metodoldgicos do estudo, e, apds concordarem em participar,
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A) para
participacdo na pesquisa, cuja conducao norteou-se pelas Resolucbes 196/96 e

466/12 do Conselho Nacional de Saude.

4.2 Divisdo dos estudos

Esta tese aborda quatro estudos realizados durante o doutoramento, aqui
denominados de Artigo I, Artigo I, Artigo Ill e Artigo IV. A metodologia seguida
em cada estudo esta detalhada separadamente, de acordo com suas

especificidades, nos topicos seguintes.

O Artigo |, cujo titulo € “Functional capacity and risk stratification by the Six-

minute Walk Test in Chagas heart disease: comparison with Cardiopulmonary
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Exercise Testing”, foi publicado em 05/10/2014 no periddico International Journal

of Cardiology, fator de impacto 4.03 e QUALIS Al para a area da Medicina Il.

Referéncia completa: COSTA, H. S. et al. Functional capacity and risk
stratification by the Six-minute Walk Test in Chagas heart disease: comparison
with Cardiopulmonary Exercise Testing. Int J Cardiol, v. 177, n. 2, p. 661-3, Dec

15 2014.

O Artigo Il, intitulado “Prediction of peak oxygen uptake in patients with Chagas
heart disease: value of the Six-minute Walk Test”, sera enviado ao periddico
American Journal of Cardiology, fator de impacto 3.2 e QUALIS A2 para Medicina
II, apds as considera¢des da banca examinadora. O artigo esta formatado dentro

das normas da revista.

O Artigo Il também foi publicado no periddico International Journal of Cardiology
(fator de impacto 4.03/QUALIS Al para Medicina Il) em 21/04/2014 com o titulo
“Effect of acute aerobic exercise on serum BDNF levels in patients with Chagas

heart disease”.

Referéncia completa: COSTA, H. S. et al. Effect of acute aerobic exercise on
serum BDNF levels in patients with Chagas heart disease. Int J Cardiol, v. 174,

n. 3, p. 828-30, Jul 1 2014.

O Artigo IV, “Prognostic value and factors related to serum BDNF levels in
patients with Chagas heart disease”, trata-se de um estudo longitudinal ainda
ndo enviado para publicacdo. A sugestdo € envia-lo para o periédico Clinical
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Neurophysiology, fator de impacto 3.1 e QUALIS A2 para Medicina Il. Assim
como os demais, o referido artigo esta formatado dentro das normas da revista,
com excecdo das figuras e tabelas, que estdo dentro do texto para melhor

analise dos resultados.

4.3 Métodos

4.3.1 Artigo | — “Functional capacity and risk stratification by the Six-
minute Walk Test in Chagas heart disease: comparison with

Cardiopulmonary Exercise Testing”

Trata-se de estudo transversal, no qual 41 pacientes com CCh foram
selecionados no ambulatério do Centro de Treinamento e Referéncia em
Doencas Infecciosas e Parasitarias (CTR-DIP) e submetidos a ecocardiograma,
TECP e TCG6'. O objetivo foi verificar a correlagdo entre a distdncia caminhada
no TC6’ com as principais variaveis verificadas ao TECP e estabelecer o ponto
de corte ideal da distancia caminhada para identificar os pacientes com
comprometimento funcional. Os pacientes também foram posteriormente
estratificados de acordo com a fungéo ventricular em grupo dilatado (disfuncao
ventricular) e grupo nao dilatado (fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo

preservada).

Para o calculo amostral foi utilizado o software G Power versao 3.1.0. Baseando-
se em estudo préviol! e considerando o erro alfa de 0,05, poder de 80% e
coeficiente de correlacao entre a distancia caminhada no TC6’ com o VOzpico de

r = 0,5, indicou-se uma amostra de 38 pacientes.
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Os critérios de inclusdo adotados foram o diagnostico sorolégico positivo para
DCh, alterag@es clinicas e eletrocardiograficas compativeis com a CCh e estilo
de vida sedentario de acordo com o International Physical Activity Questionnaire
(IPAQ) (ANEXO B). Exclui-se pacientes com doencgas sistémicas ou cardiopatias
de outras etiologias, com comorbidades e aqueles que ndo se encontravam

aptos a realizar os testes de esforcgo.

O ecocardiograma foi realizado de acordo com as diretrizes da American Society
of Echocardiography? utilizando aparelho Philips HDI 5000-ATL (Bothell,
Washington, EUA). As variaveis de interesse foram a FEVE pelo método de

Simpson e o didmetro diastélico do ventriculo esquerdo.

O TECP foi realizado em laboratério com ar-condicionado em esteira rolante com
a analise do sistema metabdlico ErgoPC Elite Micromed-Brasilia/DF. O
analisador dos gases expirados utilizado foi o MetaLyzer® Cortex 3B - Leipzig,
Alemanha, 1998. O protocolo utilizado foi o de rampa, esteira Centurion200 da
Micromed Biotecnologia Ltda. As variaveis de interesse foram 0 VOzpico, O

VE/VCO: slope e a porcentagem da frequéncia cardiaca em relagéo ao predito.

O TC6'’ seguiu a padronizagdo da American Thoracic Society’®, sendo a variavel
de interesse a distancia caminhada. Os testes de esfor¢co foram realizados com

intervalo de uma semana entre eles.

Na analise estatistica, a normalidade dos dados foi verificada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov. A analise descritiva dos resultados foi apresentada,
conforme apropriado, como média e desvio-padrdo ou mediana e intervalo
interquartilico. A correlagdo entre as variaveis foi realizada pelo teste de
correlacéo de Pearson e a diferenca entre os grupos dilatado e nao dilatado pelo

qui-quadrado, Mann-Whitney e teste T para amostras independentes adotando
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o nivel de significancia de 5%. A curva ROC (receiver operating characteristic)
foi realizada para identificar a distancia caminhada pelo TC6’ com melhor
sensibilidade e especificidade na identificacdo de comprometimento funcional
dos pacientes selecionados, definido pelo VO2pico<20 mL/kg/min de acordo com

os critérios de Weber e colaboradores!?3.

4.3.2 Artigo Il — “Prediction of peak oxygen uptake in patients with Chagas

heart disease: value of the Six-minute Walk Test”

Neste estudo transversal, 81 pacientes com cardiopatia chagéasica foram
selecionados no ambulatério do Centro de Treinamento e Referéncia em

Doencas Infecciosas e Parasitarias (CTR-DIP).

O calculo amostral foi realizado utilizando-se o software G Power verséo 3.1.7.
Considerando o tamanho do efeito médio de 0,15, erro alfa de 0,05, poder de
80% e a presenca de cinco preditores do VO2pico, Obteve-se indicagdo de amostra

de75 pacientes.

O obijetivo foi determinar um modelo de predigéo do VOzpico pelo TC6’ e variaveis
clinicas de facil mensuracdo. Foram selecionados pacientes estaveis com
diagnoéstico sorolégico para doenca de Chagas, com alteracbes eco e

eletrocardiograficas compativeis com a CCh e sem comorbidades associadas.

Os pacientes elegiveis foram submetidos a avaliacdo clinica, ecocardiograma,
teste de esforco maximo e TC6'. O ecocardiograma foi norteado pelas diretrizes
da American Society of Echocardiography!!? utilizando-se aparelho Philips HDI

5000-ATL (Bothell, Washington, EUA). As variaveis de interesse foram a FEVE
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pelo método de Simpson, os didmetros sistélico e diastélico do ventriculo

esquerdo e a razao E/e’.

O teste de esforgo sintoma-limitado foi realizado em esteira rolante (Digistress
Pulsar, Micromed, Brazil) pelo protocolo de Bruce. A intensidade maxima foi
encorajada pelo cardiologista responsavel pelo exame, que desconhecia os
resultados das avalia¢des anteriores. O VOzpico, Variavel de interesse do teste de
esforco para o estudo, foi calculado pelo método indireto pela férmula VOzpico =
2,33 x (tempo em minuto) + 9,484 O comprometimento funcional foi definido
de acordo com os critérios de Weber!'3. O TC6' seguiu a padronizagdo da
American Thoracic Society’®, sendo a distancia caminhada a variavel de

interesse para o estudo.

A andlise estatistica foi realizada no software SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). A distribuicdo dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov e a transformacéo logaritmica das varidveis ndo-normais foi realizada
quando necesséario. Utilizou-se a regressao linear univariada foi utilizada para
verificar os preditores do VOgzpico. As variaveis associadas (p<0,25) foram
incluidas na analise multivariada. Neste estudo, 0 VOzpico calculado pelo modelo
da analise multivariada foi denominado de “VO2zpico predito”. Os testes de
correlacdo de Pearson e o teste T para amostras pareadas foram os de escolha
para verificar a correlacéo e as diferencas entre 0 VOzpico avaliado e estimado.
Adotou-se o nivel de significancia de 5%. Na analise de concordancia entre
VOz2pico Observado e predito, realizou-se o diagrama de Bland-Altmani®® e a

diferenca entre as variaveis foram plotadas contra a média.
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4.3.3 Artigo Il — “Effect of acute aerobic exercise on serum BDNF levels in

patients with Chagas heart disease”

Com o objetivo de verificar o comportamento do BDNF apos esforco agudo,
foram selecionados 30 pacientes com CCh no ambulatério do Centro de

Treinamento e Referéncia em Doencas Infecciosas e Parasitarias (CTR-DIP).

O calculo amostral foi realizado pelo software G Power, versdo 3.1.0,
considerando-se erro alfa de 0,05 e poder estatistico de 95%. Baseando-se em
estudo prévio'®?, o valor basal do BDNF foi de 30,9+6,4 ng/mL. Considerando-
se um aumento de 15% nos niveis séricos de BDNF com o exercicio nos
pacientes com IC, independentemente da etiologia, obteve-se indicacdo de

amostra de 28 individuos.

Os critérios de inclusdo para a pesquisa incluiram o diagnéstico sorologico
positivo para T. cruzi, achados clinicos e eletrocardiograficos compativeis com a
CCh, idade entre 30 e 60 anos e estilo de vida sedentario de acordo com o
International Physical Activity Questionnaire (IPAQ) (ANEXO C). Os critérios de
exclusdo foram a presenca de doencas sistémicas, cardiacas (por outras
causas), comorbidades, uso de medicacdo antidepressiva e transfusdo

sanguinea nos ultimos seis meses.

Os pacientes elegiveis para o estudo foram submetidos ao ecocardiograma, ao
TECP e a coleta de sangue para posterior dosagem dos niveis séricos do BDNF.
O ecocardiograma foi realizado de acordo com as diretrizes da American Society
of Echocardiography!12, conforme explicitado no estudo anterior. A variavel de

interesse para este estudo foi a FEVE.
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O TECP foi realizado pelo protocolo de rampa e as variaveis de interesse foram
0 VOzpico € a intensidade do esforgo atingida. A intensidade do esfor¢co baseou-
se na frequéncia cardiaca maxima predita (220-idade) e classificada como
moderada quando a frequéncia cardiaca maxima atingida era de 60 a 79% da
méaxima predita. Quando a frequéncia cardiaca atingiu valores acima de 80% da

maxima prevista, o teste foi classificado como de alta intensidade.

A coleta sanguinea foi realizada antes e imediatamente ap0s o teste de esforco.
As amostras foram colocadas em um tubo de ensaio sem aditivos e deixadas a
temperatura ambiente por 40 minutos e, a seguir, a 4°C por 30 minutos. O soro
foi obtido por centrifugacéo a 2.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Apo0s a coleta, as
amostras do soro foram armazenadas em um freezer a -80° C. O soro foi a opgéo
de escolha porque a adicdo de anticoagulantes no plasma pode ativar as

plaguetas®'®, importantes fontes de BDNF.

Para a dosagem do BDNF foi utilizado o ELISA sanduiche (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay), que é o teste validado para tal verificacdo, sendo
considerado de grande acuracia e grande reprodutibilidade!!’ utilizando o kit e o
protocolo da R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Todas as dosagens foram

realizadas pelo mesmo pesquisador, com experiéncia na area.

Os dados foram analisados de acordo com a amostra total e pela estratificacao
dos grupos quanto a funcao sistdlica (dilatado e ndo dilatado) e intensidade do

esfor¢o atingida (moderada e alta intensidade).

Na analise estatistica, a normalidade dos dados foi verificada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e os dados demonstrados como média e desvio-padréo. A
diferenca entre os grupos (dilatado versus nao dilatado e moderada versus alta

intensidade) foi verificada pelo teste T para amostras independentes. Ja a
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diferenca nos niveis séricos do BDNF pré e pos-exercicio foi verificada pelos
testes de Wilcoxon e teste T para amostras pareadas, conforme apropriado.

Adotou-se o nivel de significancia de 5%.

4.3.4 Artigo IV - “Prognostic value and factors related to serum BDNF levels

in patients with Chagas heart disease”

Trata-se de estudo longitudinal que objetivou verificar os preditores
ecocardiograficos funcionais do BDNF assim como seu valor progndstico na
cardiopatia chagésica. Foram selecionados 75 pacientes no ambulatorio do
Centro de Treinamento e Referéncia em Doencas Infecciosas e Parasitarias
(CTR-DIP) de acordo com os seguintes critérios de inclusédo: dois testes
sorologicos positivos para T. cruzi, achados clinicos e eletrocardiograficos
compativeis com a cardiopatia chagasica e estilo de vida sedentério (néo ter
participado de nenhum programa de exercicios nos Ultimos seis meses). Foram
excluidos os pacientes com cardiopatia por outras causas, doencas sistémicas,
comorbidades, os que realizaram transfusdo sanguinea nos seis meses
antecedentes ao estudo, em uso de medicacgao antidepressiva ou sem condi¢des

fisicas de realizar os testes de esforco.

Os pacientes foram submetidos a coleta de sangue, ecocardiograma, teste
ergométrico, Teste de Caminhada de Seis Minutos e avaliacdo da qualidade de
vida pelo Short-form of Health Survey (SF-36)'18 (ANEXO C). Os métodos para
coleta de sangue e posterior dosagem do BDNF sérico, a realizacdo do
ecocardiograma, do teste ergométrico e do TC6’ foram anteriormente descritos

nesta tese.
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O SF-36, um questionario genérico de avaliacdo da qualidade de vida, é
composto de 36 questdes agrupadas em oito dominios (capacidade funcional,
aspectos fisicos, dor, estado geral da saude, vitalidade, aspectos sociais,
aspectos emocionais e saude mental). O questionério foi previamente validado

para a lingua portuguesa por Ciconelli et al.1%°.

A analise estatistica foi realizada no software SPSS versdo 17.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e a andlise descritiva apresentada em media e desvio

padrdo, mediana e intervalo interquartilico ou nimero absoluto e porcentagem.

A diferenca entre os grupos foi verificada pelos teste T para amostras
independentes, chi-quadrado e Mann-Whitney (nivel de significancia de 5%). Os
preditores do BDNF sérico (varidvel de distribuicdo ndo normal transformada em
logBDNF) foram determinados pela regresséo linear uni e multivariada. As
variaveis que apresentaram p-valor <0,25 na analise univariada foram incluidas
no modelo multivariado. A curva ROC (receiver-operator curve) for realizada
para determinar o valor do BDNF sérico com melhor sensibilidade e
especificidade em predizer evento adverso, definido como morte de causa
cardiaca, transplante cardiaco e eventos cerebrovasculares. O ponto de corte
encontrado foi utilizado na curva de Kaplan-Meier. A propriedade prognostica do

BDNF sérico foi verificada pela regressao de Cox uni e multivariada.
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5. RESULTADOS

Os resultados da tese sédo apresentados em formato de artigo, seguindo as
normas de publicagdo do periddico escolhido, com excec¢éo das tabelas e figuras

que se encontram junto ao texto para melhor analise dos resultados.
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The Cardiopulmonary Exercise Testing (CPET) is considered the gold standard
in the assessment of functional capacity (FC). Peak oxygen uptake (VOzpeak) and
the minute ventilation/carbon dioxide production slope (VE/VCO: slope) are the
two most frequently assessed CPET variables in heart failure (HF) patients [1].
However, the test is expensive, which limits its applicability in clinical routine and
the Six-minute Walk Test (6MWT) [2] may be an alternative approach. The
effectiveness of the 6MWT is well established in overall HF patients and the
distance walked showed a moderate to strong correlation with VOzpeak evaluated

by CPET [3].

Chagas heart disease (CHD) represents an important cause of HF, with
significant socioeconomic impact, worse prognosis compared to other
cardiomyopathies and presents with some pathogenetic and clinical peculiarities
[4]. In CHD patients, the 6MWT distance correlated with quality of life scores [5],
hemodynamic and inflammatory markers [6] and improvements in the heart rate
variability after aerobic training [7]. However, there are no available studies
concerning CHD patients that verified the association between the distance
walked during the 6MWT with CPET variables. Therefore, this study was
designed to assess the correlation between the 6MWT distance and CPET
variables in a wide spectrum of CHD, and also to determine an optimal cutoff

value of 6MWT distance to identify functional impairment.

This cross-sectional study was approved by the institutional review committee
and the subjects gave informed consent. Criteria for inclusion were the diagnosis
of Chagas disease determined by positive serology, clinical, electrocardiographic

or echocardiographic findings compatible with CHD, and sedentary lifestyle.
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Exclusion criteria were the presence of systemic or heart disease by any other

causes, associated co-morbidities and the inability to perform the exercise tests.

The overall study population comprised patients with dilated left ventricle with
impaired ventricular systolic function (dilated group) and patients with normal left
ventricular dimensions and function (non-dilated group). The CPET was
performed on a treadmill ramp protocol and the 6MWT was guided by current

guidelines [2].

Chi-square, Mann-Whitney or independent t-test, as appropriate, and Pearson
correlation test were performed for data analysis, with significance levels at 0.001
and 0.05. A receiver-operator curve was constructed to determine the cutoff value
of the 6MWT distance in the overall population with the best combination of
sensitivity and specificity to identify functional impairment, defined as VOzpeak

values below 20 mL.kg.min according to Webber classification [8].

Forty-one CHD patients (47.8 £ 8.3 years, 28 males) were evaluated. In the
overall study population, the 6MWT distance correlated with VO2zpeak (r=0.586;
p<0.001) but not with VE/VCO:2 slope (r=-0.046; p=0.776). Echocardiography
parameters, 6MWT distance and CPET variables of the sample stratified

according to left ventricular systolic function are presented in Table 1.
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TABLE 1 — Characteristics of the CHD patients stratified according to left

ventricular systolic function.

Dilated group Non-dilated group

Variable (n=20) (n=21) p-value
LVEF (%) 38.00 (32.25-41.00) 63.00 (60.00-67.75)  0.001
LVDd (mm) 66.50 (61.00-71.25) 48.00 (44.50-52.00)  0.001
NYHA (n) | (5); 11 (10); 111 (5) 1 (16); Il (4); 1l (1) 0.004
6MWT distance (m) 508.25 + 82.41 571.24 + 73.36 0.045
VOzpeak (ml.kg.min) 21.92 +6.16 29.83 + 7.29 0.001
VE/VCO:; slope 33.62 + 5.65 30.26 + 3.67 0.029
%HR predicted (%) 78.00 + 13.87 87.89 + 10.08 0.020

Data presented as mean and standard deviation (mean+SD), median (MD) and interquartile range
(25-75%) or absolute number. P value is the difference between dilated and non-dilated group
and the values highlighted in bold are statistically significant (p<0.05). LVEF = Left ventricular
ejection fraction, LVDd = left ventricular end-diastolic diameter, NYHA = New York Heart

Association, BMWT distance = distance walked in Six-minute Walk Test, VOzpeak = peak oxygen

uptake, VE/VCO:2 slope = minute ventilation/carbon dioxide production slope, %HR predicted =

percentage of maximal heart rate predicted achieved in the effort.

The 6MWT distance correlated with VOzpeak in both dilated (n=20) and non-dilated
group (n=21) (r=0.612; p=0.005 and r=0.463; p=0.035, respectively) (Figure 1).
No correlation was found between the distance walked and the VE/VCO: slope
in the dilated group (r=-0.322; p=0.166) and in the non-dilated group (r=-0.104;

p=0.662).
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FIGURE 1. Correlation between the distance walked in 6MWT and peak oxygen

uptake (peak VO2) (A) in the dilated group and (B) in the non-dilated group.
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The area under the ROC curve to identify a VO2peak Of, at least, 20 mL.kg.min by
6MWT distance was 0.765 (Cl 95%: 0.596 - 0.933) (Figure 2). The optimal cut
point value to identify functional impairment was a distance less than 522 m, with

sensitivity and specificity of 72.4% and 81.8%, respectively.
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FIGURE 2. Receiver-operating characteristic (ROC) curve representing the
accuracy of distance walked in 6MWT to identify a VOzpeak Of, at least, 20

mL.kg.min.

To the best of our knowledge, this is the first study that demonstrated the
association between the 6MWT distance and CPET variables in CHD patients.
The main findings are (1) the significant correlation between the 6MWT distance

and VOzpeak in CHD patients, (2) the stronger correlation between 6MWT distance
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and VOzpeak in CHD patients with impairment of ventricular function than those
with preserved systolic function and (3) the 6MWT distance of 522 m is the
optimal cutoff value to identify patients with functional impairment. These results
have important clinical meaning in the setting of Chagas disease, since endemic
areas are generally poor, have few resources and the maximal exercise test may

not be available.

Aiming to verify the correlation between the 6MWT distance and VO2zpeak in HF
patients, a recent systematic review [3] showed that most of the analyzed studies
found a moderate to strong correlation between these variables. The moderate
correlation found in the present study between the distance walked and VO2peak
confirms the usefulness of the 6MWT in the evaluation of FC in HF patients
regardless of etiology. Additionally, our results suggest that the 6MWT is better
used when evaluating FC of patients with more severely impaired ventricular
function. We hypothesized that the 6MWT methodology can underestimate the
FC of patients with better systolic function. At 6MWT, patients are instructed to
walk as fast as possible but without running [2] and it can be a limiting factor in
the evaluation of patients with preserved systolic function, generally with higher
FC. This fact does not occur during the CPET, which is a maximal test and the

patient is encouraged to run if possible.

Recently, a previous study reported that the VE/VCO: slope was the only variable
assessed by CPET considered an independent predictor of survival in CHD
patients [9]. The present study found no correlation between this variable and the
6MWT distance but, unlike the VO2peak, the VE/VCO: slope is more related to the
central function than to patient effort [10], which possible explains the lack of

correlation between these variables.
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We also demonstrated that the 6MWT distance has good sensitivity and
specificity in identifying patients with functional impairment. Other authors [11]
have shown the effectiveness of the 6MWT in screening patients who were
referred for heart transplantation with good sensitivity (80%) and specificity
(83%). Thus, the 6MWT appears to be a simple, inexpensive and useful test for
risk stratification based on functional impairment in the overall HF patients and

also due to CHD.

In conclusion, the 6MWT appears to be an alternative tool in the assessment of
FC in CHD patients and can also identify patients who have functional impairment

with impact on the management of these patients.
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ABSTRACT

Introduction: Chagas heart disease (CHD) patients present progressive
exercise intolerance. The Six-minute Walk Test (6MWT) has shown great
applicability in this population and a model that predicts peak oxygen uptake
(VO2zpeak) based on distance walked is needed in the accurate assessment of
functional capacity, especially in resource-limited areas. Objective: To derive a
model that predicts the VO2zpeak based on the 6MWT distance and clinical
variables and to compare the predicted values with observed VOzpeak in CHD
patients. Methods: Eighty-one CHD patients (NYHA I-11l; 63% males), aged 48.6
(46.7-50.4) years were selected and underwent echocardiography, treadmill
exercise testing and 6MWT. The model was derived from the backward
multivariate regression performed with the univariate predictors of VO2zpeak. Bland-
Altman diagram was used to measure the agreement between observed and
predicted VOzpeak. Results: Univariate analysis showed that age, gender, body
mass index, heart rate at rest, NYHA functional class, 6MWT distance, rate-
perceived exertion were associated with VOzpeak. After the multivariate analysis,
the VOzpeak predicted by the equation VOzpeak = 53.43 + (1.35 x gender) — (5.59
x NYHA) + (0.01 x 6MWT distance) — (0.29 x age) — (0.035 x BMI) showed strong
correlation (r=0.81; p<0.001) with observed VO2peak, Without difference between
these values (p=0.223) and with r>= 0.61. The agreement analysis showed that
only five values (6.1%) were outside the range of agreement. Conclusion:
VOz2peak can be predicted in CHD patients by 6MWT and others simple to measure
clinical variables with potential value in the assessment of functional capacity in

these patients.

Keywords: Chagas disease, exercise capacity, exercise testing; peak oxygen

uptake, six-minute walk test.

59



Chagas disease, an infection caused by the protozoan Trypanosoma cruzi,
affects about 10 million people worldwide and another 100 million are at risk of
becoming infected?. In recent decades, changes in the epidemiological profile of
Chagas disease has been observed leading to urbanization and globalization of

the infection?# with increasing prevalence in North America®® and Europe’.

Heart disease is the most severe clinical form of the Chagas disease?® leading to
exercise intolerance, especially in advanced stages of the disease. However,
Chagas disease patients may have functional impairment even in the presence

of preserved left ventricular ejection fraction®.

Functional capacity is usually assessed by peak oxygen uptake (VOzpeak) by
maximal exercise test in heart disease patients'%!l. However, the maximal
exercise test may not be available in endemic areas for Chagas disease, where
usually have poor infrastructure and limited technological resources. An
alternative approach is the Six-minute Walk Test (6MWT), a simple, inexpensive
and effective tool in assessing functional capacity in CHD patients with a good

correlation with VO2peak!?.

In advanced heart failure patients, previous study®® reported multivariate
regression equations to predict VOzpeak by 6MWT distance and other clinical
variables. Predicting the VO2peak, the 6MWT could improve the ability to evaluate
functional compared to distance walked during the test alone. However, the
equations proposed may not be appropriate for Chagas heart disease (CHD)
whereas these patients have worse prognosis compared to other
cardiomyopathies and presents with some pathogenetic and clinical
peculiarities'* such as the severity of arrhythmias, myocardial fibrosis and
elevated frequency of thromboembolism.
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Thus, the present study was designed to derive a regression equation that can
determine the VO2zpeak by 6MWT and clinical variables in CHD patients and to

compare the predicted values by the regression equation with observed VOzpeak.

METHODS

This cross-sectional study was conducted at the Referral Outpatient Center for
Chagas Disease at the Hospital das Clinicas of the Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), Brazil. The research was carried out in accordance with
the Declaration of Helsinki'® and was approved by institutional ethics committee.

All the patients gave their written informed consent prior participating in the study.

Criteria for inclusion were the diagnosis of Chagas disease determined by
positive specific serology for Trypanosoma cruzi, clinical, electrocardiographic or
echocardiographic findings compatible with CHD*®, stable clinical condition and
not performing regular exercise in the six months preceding the study. Exclusion
criteria were the presence of systemic or heart disease by any other causes and

associated co-morbidities.

The sample comprised patients with a wide spectrum of CHD presenting different
degrees of cardiac involvement. The previously selected patients underwent
clinical evaluation, echocardiography, symptom-limited treadmill exercise test
and 6MWT. The treadmill exercise test and the 6MWT were performed on
alternate days with a maximum interval of one week between them. The

investigators were blinded to the tests results.

Echocardiography was performed according to recommendations of the
American Society of Echocardiography!’ by one investigator who was blinded to

61



the clinical evaluation of the patients. Left ventricular ejection fraction (LVEF) was
obtained by modified Simpson’s rule. The systolic dysfunction was defined as
LVEF value less than or equal to 50%?%8. Diastolic function was assessed by
pulsed-wave Doppler examination of mitral inflow, and by tissue Doppler imaging
(TDI). Early diastolic velocity (e’) at the medial border of the mitral annulus was

obtained and the ratio between peak mitral E and e’ (E/e’) was calculated.

After the echocardiogram was obtained, a symptom-limited exercise test was
performed on a treadmill (Digistress Pulsar, Micromed, Brazil) using a standard
Bruce protocol. A physician, who was unaware of the echocardiographic results,
was present during all the studies to encourage maximal exertion. On the day of
the treadmill test, patients received their usual cardiac medications and were
requested to abstain from food, coffee, cigarettes, and vigorous physical activity
for at least 3 h before. A 12-lead ECG was continuously monitored and recorded
every 1 min. The primary endpoint was maximal exercise capacity defined by
VOzpeak, €xpressed in mL.kg.min, and calculated indirectly by the formula VOzpeak
= 2.33 (time in min) + 9.48%°. Functional impairment was defined according to

Webber criteria?® (VOzpeak Value less than 20 mL.kg.min).

The 6MWT was guided by current guidelines?!. Patients were instructed about
the right to interrupt the test in case of discomfort or other complications. Briefly,
the subjects were instructed to walk as fast as possible in a corridor of 30 m. It
was used standardized words of encouragement every minute. Two tests were
applied to each subject, with 15-min interval between them. The rate-perceived
exertion (RPE) by the patient during the test was measured by the modified Borg
scale??. The primary endpoint was the longest 6MWT distance, expressed in

meters.
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G Power software, version 3.1.7, was used to sample size calculation.
Considering the medium effect size of 0.15, an alpha error of 0.05, statistical
power of 80% and the presence of five predictors of VOzpeak, @ Sample of 75
patients was obtained. Data were analyzed with SPSS version 17.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). The normal distribution of data was verified by Kolmogorov-
Smirnov test and logarithm transformation of non-normal was performed for
subsequent analysis when necessary. Descriptive analysis was shown as mean

and 95% confidence interval (95% CI) or absolute number and percentage.

Univariate linear regression analysis was performed to determine the factors that
were associated with VOzpeak. Variables that were found to be significantly
associated (p <0.250) were included in the backward multivariate linear

regression analysis.

Pearson correlation test and paired T-test were performed to verify the correlation
and differences between observed VOgzpeak and predicted VOzpeak. The

significance level of 0.05 was considered statistically significant.

The agreement analysis between observed and predicted VOzpeak Was verified by

Bland-Altman method and the differences values were plotted against their mean.

RESULTS

A total of 81 CHD patients were evaluated. Demographic characteristics,
echocardiographic and functional variables in the overall study population are

shown in Table 1.
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TABLE 1 - Characteristics of the sample (n=381).

Variables

Mean (95% CI)

Age (years)
Male gender (%)
BMI (kg/m?)
NYHA functional class
I
Il
11
6MWT distance (m)
VO2zpeak (ML.kg.min)

48.6 (46.7 - 50.4)
51 (63%)
25.4 (24.4 — 26.4)

46 (56.8%)

29 (35.8%)

6 (7.4%)

535.7 (516.5 — 554.8)
28.1 (26.3 — 29.8)

Functional impairment 12 (15%)

METs 7.9 (7.4 -8.4)
%HR achieved 79.5 (76.5 - 82.5)
LVEF (%) 43.7 (40.4 - 47.0)
Systolic dysfunction 37 (46%)

LVDd (mm) 60.3 (58.1 — 62.6)
LVSd (mm) 50.8 (48.7 — 52.9)
E/e’ ratio 10.9 (9.9 -11.9)

Data presented as mean and 95% confidence interval (95% CI) or number (percentage). BMI =
body mass index; NYHA = New York Heart Association functional class; 6MWT = six-minute walk
test; VOopeak = peak oxygen uptake; METs = metabolic equivalent task; %HR achieved =
percentage of maximum heart rate achieved at exercise test; LVEF = left ventricular ejection
fraction; LVDd = left ventricular end-diastolic diameter; LVSd = left ventricular end-systolic
diameter; E/e’ ratio = ratio of the early diastolic transmitral flow velocity to early diastolic mitral
annular velocity.

There was a significant correlation between VOgzpeak and 6MWT distance
(r=0.527; p<0.001). In the univariate model, VO2zpeak Was associated with age,
gender, body mass index, heart rate at rest, NYHA functional class, 6MWT

distance and rate-perceived exertion.
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TABLE 2 — Univariate predictors of VOzpeak in CHD patients (n=81).

Variables r r? p-value

Age (years) -0.490 0.225 <0.001
Gender 0.283 0.080 0.010

log BMI (kg/m?) -0.333 0.111 0.002
NYHA functional class -0.667 0.445 <0.001
SBP (mmHg) 0.024 0.001 0.830

log DBP (mmHQg) 0.044 0.002 0.395
HR (bpm) 0.190 0.036 0.089
6MWT distance (m) 0.527 0.278 <0.001
6MWT RPE (score) 0.179 0.032 0.111

r = correlation coefficient; r2 = coefficient of determination; Log = logarithm; BMI = body mass
index; NYHA = New York Heart Association functional class; SBP = systolic blood pressure, DBP
= diastolic blood pressure; HR = heart rate; bpm = beats per minute; 6MWT = six-minute walk
test; 6MWT RPE = rate perceived exertion after the six-minute walk test. The variables with p
<0.250 were considered in the multivariate analysis.

In the final multivariable model, gender, NYHA functional class, 6MWT distance,
age and body mass index remained as independent predictors of VOzpeak (TABLE
3). The predicted VOzpeak is represented by the model: VOzpeak = 53.43 + (1.35 X
gender; coded O for female and 1 for male) — (5.59 x NYHA) + (0.01 x 6MWT

distance) — (0.29 x age) — (0.035 x BMI); r’=0.61, p<0.001.

TABLE 3 - Multivariate linear regression analysis of factors that may contribute
of VOZpeak.

Variables Unstandardized Standardized p-value
coefficient (B)* coefficient (B)’

Constant 53.43 - <0.001
Gender 1.35 0.09 0.047
NYHA class -5.59 -0.48 <0.001
6MWT distance 0.01 0.10 0.024
Age -0.29 -0.32 <0.001
BMI -0.35 -0.20 0.011

Dependent variable: VOzpeak (ML.kg.min). Abbreviations as in Table 1.
* B: slope of the regression line for each variable and exercise capacity, expressed per
unit of each variable. 1 8: standardized slope in the same units of measure.

65



A strong correlation between observed and predicted VOzpeak Was verified
(r=0.81, p<0.001) (FIGURE 1) and there was no significant difference between

the values (p=0.223).
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FIGURE 1: Correlation analysis between observed and predicted VOzpeak by the

model.

The agreement analysis showed that only five pairs (6.1%) of VOzpeak lied outside
the range of the limits of agreement and the mean bias was close to zero (mean

-0.6424.68 mL.kg.min) (FIGURE 2).
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FIGURE 2: Bland-Altman diagram showing the agreement between observed
and predicted VOzpeak; mean -0.64+4.68 mL.kg.min).

DISCUSSION

The present study is the first that derived a model to predict VOzpeak in CHD
patients based on the 6MWT distance and clinical variables. The predicted
VOzpeak by the equation VOzpeak = 53.43 + (1.35 x gender) — (5.59 x NYHA) +
(0.01 x 6MWT distance) — (0.29 x age) — (0.035 x BMI) showed a strong
correlation with observed VOzpeak (r=0.81; p<0.001), without difference between

these values (p=0.223) and with r>=0.61.

The 6MWT distance explained only 28% of the variance in VOzpeak but the
addition of age, gender, body mass index and NYHA functional class to the
regression model using 6MWT distance substantially improves the ability to
predict VO2peak, as demonstrated by an explained variance of 61%. The prediction

of VO2zpeak by simple and easily measured clinical parameters as the 6MWT and
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clinical data can assist in more accurate evaluation of functional capacity in areas
where the maximal exercise test is usually not available, enabling monitoring the
functional status of CHD patients as well as their risk stratification based on

functional impairment.

Functional impairment is a common clinical finding in heart failure patients®.
Cahalin et al.'® proposed regression equations to predict the VOzpeak in 45
patients (4948 years) undergoing cardiac transplant. The multivariable analysis
derived a model that includes 6MWT distance, age, weight, height and double
product and the r? of this model was 0.65. Moreover, the predicted VOzpeak had a
curvilinear correlation with observed VO2zpeak (NO statistical data). The present
study showed similar results in a model that includes 6MWT distance, age,
gender, body mass index and NYHA functional class, with r? of 0.61 and a strong
correlation between predicted and observed VOzpeak. In addition, the presence of
symptoms by NYHA functional class and submaximal capacity evaluated by

6MWT are also independent predictors of VOzpeak in CHD patients.

The correlation between 6MWT distance and VOzpeak in the present study was
more modest than that found by Cahalin et al*®. (r=0.53 versus r=0.64,
respectively) in patients with advanced heart failure. One possible reason for this
difference was explained by Costa et al.'?, who found that the 6MWT is better
used in patients with more severely impaired functional capacity. An alternative
approach to improve the correlation between tests is the use of words of
encouragement during the 6MWT?23, since patients tend to select and maintain a

comfortable speed during the test?* even if instructed to walk as fast as possible.

In the agreement analysis, the mean bias between the observed and predicted
VOzpeak Was close to zero, but the limits of agreement (x1.96 SD) was 9.17
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mL.kg.min. However, the clinical course of CHD is diverse® and heterogeneous
results in the assessment of VOzpeak are expected. Fialho et al.?® evaluated 18
sedentary CHD patients (72% females; NYHA I/ll; LVEF=56%) by
Cardiopulmonary Exercise Testing and verified that the VOzpeak varied from 9.32
to 33.43 mL.kg.min, which represents the clinical diversity of the disease also in

functional capacity.

Echocardiographic variables were not used in the model. Firstly, the main
objective of the present study was to derive a regression model that could be
easily applied without sophisticated equipment. Secondly, left ventricular ejection
fraction, one of the most important prognostic factors in Chagas disease?, had no
significant correlation with VOzpeak in CHD patients according to previous
studies?’28, Furthermore, left ventricular diastolic dysfunction was not associated
with functional capacity in community-dwelling ambulatory older adults after

adjustment for age, body mass index and cardiovascular morbidity?°.

Study limitations include the small number of patients with severe functional
impairment. Despite not having been reported the performance of regular
physical activity in the last months, patients with Chagas disease often come from
impoverished, poorly-educated backgrounds and work in physically demanding
jobs3%, which could explain the high VO2peak values. Moreover, the evaluation of
exercise capacity was performed by conventional treadmill exercise testing and
not by Cardiopulmonary Exercise Testing. However, it has been established that
the indirect assessment of the VOgzpeak IS highly correlated with the direct

measurement3?,

Despite these limitations, it appears that the 6MWT, in association with age,
gender, body mass index and NYHA functional class, can be used to estimate
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VOzpeak in CHD patients without the need for sophisticated equipment such as
exercise testing and echocardiography. However, we emphasize that the
proposed model has the basic purpose of estimating functional capacity and
exercise testing should be performed when available to verify the presence of
ischemic events and arrhythmias during exercise, not rare in Chagas disease

patients32:33,

In conclusion, peak oxygen uptake can be easily predicted by 6MWT and clinical
data in Chagas heart disease patients. The model has a good performance to
predict VOzpeak Without additional information and has potential value in the

assessment of functional capacity in these patients in resource-limited areas.
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Chagas disease is an important endemic disease in Latin America and an
emerging disease in non-endemic countries [1]. Chagas heart disease (CHD),
the most important clinical manifestation of this infection, causes heart failure,
complex arrhythmias, thromboembolism and sudden death [2]. A diffuse damage
in the autonomic nervous system is a pathological feature commonly present in

variable degrees in patients with CHD [3].

The neurotrophin Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) plays important
functions in the nervous system, such as neuronal survival and maintenance,
synaptic plasticity and memory processing [4]. Moreover, BDNF has an important
role in metabolic events [5], being susceptible to regulation by physical activity.
Recently, it has been demonstrated that Chagas disease patients exhibit higher
serum BDNF levels compared to healthy subjects [6]. Interestingly, in patients
with Chagas cardiomyopathy underwent 12-week- aerobic training, the best
functional capacity was associated to higher serum BDNF levels [7]. However,
the acute effect of aerobic exercise on the BDNF levels in CHD remains unknown,

as well as its relationship to ventricular dysfunction and exercise intensity.

Patients were recruited from an Outpatient Reference Center for Chagas Disease
in the state of Minas Gerais, Brazil. The study was approved by the institutional

review committee and the subjects gave informed consent.

Inclusion criteria were the diagnosis of Chagas disease determined by positive
serology, clinical, electrocardiographic or echocardiographic findings compatible
with CHD, age between 30 and 60 years and sedentary lifestyle according to the
International Physical Activity Questionnaire (IPAQ). Exclusion criteria were the

presence of systemic or heart disease by any other causes or co-morbidities, the
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use of cardiac pacemaker, blood transfusion within six months and the use of

antidepressant medication.

All  patients underwent clinical evaluation, echocardiography, the
Cardiopulmonary Exercise Testing (CPET) and blood sampling for measurement
of serum BDNF. Patients were classified into 2 groups: dilated cardiomyopathy
characterized by the echocardiographic finding of a dilated left ventricle with
impaired ventricular systolic function, and non-dilated heart disease defined as a
normal left ventricular dimensions and function. The CPET, gold standard in the
assessment of functional capacity, was performed on a treadmill ramp protocol
and the intensity of exercise was determined as the percentage of maximum
heart rate (HRmax = 220 minus the patient age) during the test. For moderate
exercise the percentage was set at 60-79% and for high intensity above 80% of
the HRmax. Blood samples were taken at rest and immediately after the CPET.
Serum BDNF levels were determined by ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent

Assay), according to R&D Systems protocol (Minneapolis, MN, USA).

G Power software, version 3.1.0, was used to determine the sample size as 28
individuals, considering an alpha error of 0.05 and a statistical power of 95%.
Thirty CHD patients (47.85 = 8.71 years, 20 male) were selected for this study.
Parametric paired t-test and Pearson correlation test and Nonparametric Mann—
Whitney and Spearman Rank correlation test were performed for data analysis,

with significance levels at 0.001 and 0.05.

In the overall study population, there was a significant decrease in serum BDNF
levels after acute exercise (p=0.006). The clinical characteristics of the CHD
patients stratified according to left ventricular systolic function are presented in
Table 1.
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TABLE 1 - Clinical data from CHD patients stratified according to left ventricular

systolic function.

Non-dilated group

Dilated group

Variable (n=16) (n=14) p-value
BMI (kg/m?) 26.95 + 4.63 26.85 + 4.55 0.802
LVEF (%) 64.57 + 5.50 39.50 + 9.06 <0.001
VO spea (Ml/kg/min) 20.98 + 6.23 21.28 + 7.54 0.001
BDNF at rest (pg/mL) 15083.10 + 4541.22  13203.54 + 3527.27  0.845
BDNF after exercise 12804.17 + 4605.47  10870.73 + 5387.26  0.769
(pg/mL)

A BDNF (pg/mL) 2278.93+4183.27  -2334.76 + 6376.03  0.902

Data presented as mean and standard deviation (M£SD). BMI = body mass index, LVEF = left
ventricular ejection fraction; VOzpeak = peak oxygen uptake; A BDNF = changes in BDNF after
exercise compared to rest; pg/mL = picograms per milliliters.

There was no significant change in serum BDNF levels after exercise in dilated
group (p=0.136). In contrast, non-dilated group showed a significant decrease in
serum BDNF levels (p=0.038) (Figure 1A). Concerning the intensity of physical
exercise, patients who underwent CPET at moderate intensity (n=11; all patients
in dilated group) exhibited no changes in serum BDNF levels (p=0.477).
However, patients who underwent CPET at high intensity (n=19, 16 in non-dilated
and 3 in dilated group) had a significant decrease in BDNF levels (p <0.001)

(Figure 1B).
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FIGURE 1 — Changes in serum BDNF before (white box) and after (gray box)

acute exercise in A) non-dilated and dilated group and B) at moderate and high
intensity. *p<0.05; **p<0.001.
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To the best of our knowledge, this is the first study to demonstrate the effect of
acute aerobic exercise on serum BDNF levels in patients with CHD. The main
findings are the decrease in serum BDNF after acute aerobic exercise and the

exercise intensity-dependent BDNF response.

All patients in the non-dilated group underwent CPET at high intensity, probably
because they had higher functional capacity and lower exercise intolerance than
those with left ventricular dysfunction. We hypothesized that both, the
dysautonomia associated to CHD and the high intensity exercise, could
contribute to a stress condition leading to a decrease in the serum BDNF levels

after treadmill exercise.

Aerobic exercise at high intensity increases serum glucocorticoids such as
cortisol that can negatively affect hippocampal plasticity [8, 9] and consequently
reduces BDNF levels. A significant reduction in BDNF levels after maximal
exercise performed immediately after warm-up activity was also found by Rojas
Vega et al. [10] in patients with spinal cord injury. This previous study suggests
that maximal effort can reduce BDNF levels by decreasing their production or
release, increasing their degradation or stimulating their uptake from the blood

into the brain.

A single session of moderate aerobic exercise may not be the stimulus needed
to cause changes in BDNF levels in patients with CHD, since these patients have
a severe autonomic dysfunction. However, the regular practice of moderate
aerobic exercise might affect BDNF expression. Lima et al. [7] showed a
significant increase in BDNF levels in patients with Chagas cardiomyopathy who
had increased functional capacity after 12 weeks (36 sessions) of moderate
exercise.
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In conclusion, acute aerobic exercise was associated with a reduction in serum
BDNF levels in patients with CHD, which was related to exercise intensity. High
intensity aerobic exercise may negatively affect BDNF levels and, consequently,
hippocampal plasticity in patients with CHD. To confirm this, further longitudinal
studies are necessary encompassing a greater number of Chagas disease

patients and exercise training at different levels of intensity.
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HIGHLIGHTS

» Echocardiographic variables were independent predictors of the serum

BDNF concentration in patients with CHD.

= Serum BDNF levels were lower in patients with adverse cardiovascular

events than event-free patients with CHD.

= Serum BDNF levels had limited value in predicting poor cardiovascular

outcome in CHD.
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ABSTRACT

Objective: To verify the association between clinical, echocardiographic and
functional parameters and serum brain-derived neurotrophic factor (BDNF), as
well as it prognostic value in patients with Chagas heart disease (CHD).
Methods: Seventy-five patients with CHD (48.4+8.0 years, NYHA I-lll) were
evaluated by echocardiography, symptom-limited exercise testing, Six-minute
Walk Test and health-related quality of life. Serum BDNF levels were determined
by ELISA sandwich in all patients. The predictors of serum BDNF were
determined by linear regression models and survival analyses were performed
by Kaplan-Meier curve and uni and multivariate Cox regression. Results: Left
ventricular ejection fraction and the ratio of the early diastolic transmitral flow
velocity to early diastolic mitral annular velocity were independent predictors of
serum BDNF levels (p=0.004 and p=0.016, respectively). After 41+12 months of
follow-up, 20 patients had adverse cardiac outcomes and BDNF levels were
lower in the group with adverse events compared to event-free group (p=0.030).
The concentration of 5.92 ng/mL was the optimal cut point value to predict cardiac
event with significant difference between low and high BDNF levels (p=0.030).
However, in the multivariate Cox regression, the left ventricular ejection fraction
remained as the only independent predictor of survival and cardiac event-free
(p=0.048). Conclusion: In patients with CHD, echocardiographic variables were
independent predictors of the serum BDNF concentration. Despite being closely
linked to determinants of survival and quality of life, serum BDNF levels seems

to provide limited prognostic information in CHD patients.

Keywords: Chagas heart disease; brain-derived neurotrophic factor; prognosis.
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1. INTRODUCTION

Chagas disease still remains an important public health problem in Latin America
(Rocha et al., 2007, Martins-Melo et al., 2014). As a result of immigration and
globalization, its prevalence has increased in the last decades both in Europe
(Requena-Mendez et al., 2015) and United States (Gascon et al., 2010).
Dysautonomia (Punukollu et al., 2007, Junqueira Jr, 2012) and inflammatory
cytokine expression (Sousa et al.,, 2014) are important clinical features in all
stages of the infection, especially in Chagas heart disease (CHD), the most

severe clinical manifestation of the disease.

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) is a neurotrophin widely distributed in
the central nervous system (Teixeira et al.,, 2010) that regulates various
neurotrophic functions (Mattson et al., 2004) (including neuroregeneration,
neuroprotection, and synaptic plasticity) and take part in metabolic (Gomez-
Pinilla et al., 2008) and inflammatory (Qiao et al., 2016) processes. These
properties linked the BDNF concentration to the pathophysiology of many
neurodegenerative (Zuccato et al., 2009) and psychiatric disorders (Sen et al.,
2008, Molendijk et al., 2014). In patients with heart disease, BDNF has proved to
be a valuable cardioprotective factor against ischemic injury after myocardial
infarction (Okada et al., 2012) and low BDNF levels were associated with worse

prognosis in patients with heart failure and angina pectoris (Jiang et al., 2011).

Previous study (Martinelli et al., 2011) showed that serum BDNF levels is up-
regulated in CHD patients compared to asymptomatic chagasic patients and
healthy individuals. According to the authors, the autonomic denervation and the

release of BDNF by inflammatory cells is supposed to be, at least partially,
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responsible for the increased concentration of this neurotrophic factor in Chagas

disease patients.

Furthermore, it was also demonstrated that a single session of aerobic exercise
significantly reduces BDNF levels (Costa et al., 2014b) in CHD patients and, after
exercise training, the improvement in functional capacity was associated with low
basal levels of BDNF (Lima et al., 2013). However, the impact of BDNF levels on
survival and adverse cardiac outcomes in patients with CHD remained unknown.
The present study was addressed to verify the predictors and prognostic value of

BDNF in patients with CHD.

2. METHODS

A prospective study with clinically stable patients with CHD was followed up at
scheduled clinic visits from an Outpatient Reference Center for Chagas Disease
in the state of Minas Gerais, Brazil. The research was approved by the
Institutional Ethics Committee and all patients gave their written informed consent

before participating in study.

At least two positive serologic tests for antibodies against Trypanosoma cruzi
were required for the diagnosis of Chagas disease. To be included in the present
study, patients should also have clinical, electrocardiographic or
echocardiographic findings compatible with CHD and sedentary lifestyle (not

performing regular exercise in the six months preceding the study).

Exclusion criteria were the presence of systemic or heart disease by any other
causes or co-morbidities, blood transfusion within six months, the use of

antidepressant medication and the inability to perform exercise testing.
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At the baseline, the blood sample was collected and elegible patients underwent
echocardiogram, symptom-limited exercise testing, Six-minute Walk Test and a

health-related quality of life questionnaire.

2.1 Blood sample and serum BDNF analysis

A 5-mL sample of blood was collected by venipuncture using a sterile Vacuntainer
flask without anticoagulant after patients were rested for 30 minutes. Serum
samples were stored at - 80°C and BDNF levels were determined by ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) (Trajkovska et al., 2007), according to
R&D Systems protocol (Minneapolis, MN, USA). The biochemical analysis was

performed by two different researchers.

2.2. Echocardiography evaluation

Echocardiography was performed according to recommendations of the
American Society of Echocardiography (Lang et al., 2005). Left ventricular
ejection fraction (LVEF) was obtained by modified Simpson’s rule. Diastolic
function was assessed by pulsed-wave Doppler examination of mitral inflow, and
by tissue Doppler imaging (TDI). Early diastolic velocity (e’) at the medial border
of the mitral annulus was obtained and the ratio between peak mitral E and e’

(E/e’) was calculated.
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2.3 Treadmill exercise testing

A symptom-limited exercise test was performed on a treadmill (Digistress Pulsar,
Micromed, Brazil) using a standard Bruce protocol. On the day of the treadmill
test, patients received their usual cardiac medications and were requested to
abstain from food, coffee, cigarettes, and vigorous physical activity for at least 3
h before. A 12-lead ECG was continuously monitored and recorded every 1 min.
The maximal exercise capacity was defined by VO2peak, €xpressed in mL.kg.min
and calculated indirectly by the formula VOzpeak = 2.33 (time in min) + 9.48
(ACSM, 2006). The ratio between heart rate achieved during the test and
maximum heart rate (HRmax = 220 minus the patient age) were used as %HR
achieved. The heart rate recovery was defined as the difference between the
peak heart rate achieved during the test and the heart rate after 1 minute of

passive recovery (Cole et al., 1999).

2.4 Six-minute Walk Test (6MWT)

The 6MWT is a submaximal exercise testing with good correlation with VO2peak
evaluated by Cardiopulmonary Exercise Testing in patients with CHD (Costa et
al., 2014a). The test was guided by the American Thoracic Society Statement
(ATS, 2002) and patients were instructed to walk for six minutes on a 30m
corridor. No words of encouragement were used. The distance walked during the

test was recorded for analysis.
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2.5 Health-related quality of life (HRQoL)

HRQoL was assessed by the Short-form of Health Survey (SF-36), a generic
guestionnaire already used in Chagas disease patients (Oliveira et al., 2011). The
SF-36 contains 36 items in eight domains (physical functioning, role physical,
bodily pain, general health, vitality, social functioning, role emotional and mental

health).

2.6 Statistical analysis

The data distribution was verified by Kolmogorov-Smirnov test. The descriptive
analysis was shown as mean and standard deviation or median and interquartile
range, as appropriate. Categorical variables are presented as absolute number
(percentage). Independent T-test, Chi-square and Mann-Whitney were
performed for data analysis, with significance levels at 0.05. The predictors of log
BDNF levels (logarithm transformation of non-normal distribution) were verified
by uni and multivariate linear regression. In the multivariate analysis, the
variables that showed a p-value <0.25 in the univariate analysis were included.
A receiver-operator curve was constructed to determine the cutoff value of the
serum BDNF with the best combination of sensitivity and specificity to predict
adverse cardiovascular events, defined as cardiac death, heart transplantation or
cerebrovascular events. The cutoff value was used in the Kaplan-Meier curve.
The prognostic role of BDNF levels was verified by uni and multivariate Cox

regression analysis.

Data were analyzed with SPSS software (Chicago, lllinois).
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3. RESULTS

3.1 Baseline characteristics of the sample

A total of 75 CHD patients were evaluated. Serum BDNF levels range from 0.32
to 24.29 ng/mL (mean of 8.82 and median of 6.75 ng/mL). The concentration of

serum BDNF is shown in Fig. 1.

|
10 15 20 25

Serum BDNF levels (ng/mL)

Fig. 1 — Serum BDNF levels in the overall study population (n=75).

Serum BDNF levels, demographic data, functional status, echocardiographic

features and HRQoL are demonstrated in Table 1.
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Table 1

Baseline characteristics of the sample.

Variables Mean

Serum BDNF (ng/mL) 6.75 (2.50-18.44)
Age (years) 48.448.0

Male gender (%) 46 (61)

BMI (kg/m?)
NYHA class (%)

24.3 (22.2-28.5)

I 45 (60)

Il 24 (32)

1] 6 (8)
Exercise testing
VO2zpeak (ML.kg.min) 27.9+7.5
HRR (bpm) 20.0 (15.0-31.0)
%HR achieved 79.1£12.7
6MWT distance (m) 537.9+84.1

Echocardiography

LVEF (%) 41.0 (35.0-53.5)

LVDd (mm) 60.249.6

E/e’ ratio 10.9+4.3

SF-36 HRQoL
PF 75.0 (60.0-90.0)
RP 75.0 (50.0-100.0)
BP 62.0 (51.5-100.0)
GH 55.0 (43.5-72.0)
V 65.0 (50.0-75.0)
SF 87.5 (62.5-100.0)
RE 100.0 (33.3-100.0)
MH 64.0 (48.0-82.0)

Data presented as mean and standard deviation (mean+SD), median (MD) and interquartile range
(25-75%) or absolute number (percentage). ng/mL = nanograms per milliliters; BMI = body mass
index; NYHA = New York Heart Association functional class; 6MWT = six-minute walk test;
VO2zpeak = peak oxygen uptake; HRR = heart rate recovery; %HR achieved = percentage of
maximum heart rate achieved at exercise test; 6MWT = Six-minute walk test; LVEF = left
ventricular ejection fraction; LVDd = left ventricular end-diastolic diameter; E/e’ ratio = ratio of the
early diastolic transmitral flow velocity to early diastolic mitral annular velocity; SF-36 = Short-
form of the health related quality of life questionnaire; PF = physical function; RP = role physical;
BP = bodily pain; GH = general health; V = vitality; SF = social function; RE = role emotional; MH
= mental health.
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3.2 Predictors of serum BDNF levels in CHD patients

Age, body mass index (BMI), functional capacity, systolic and diastolic function
were associated with serum BDNF levels in the univariate analysis (Table 2). In
the multivariate model, only LVEF and E/e’ ratio remained as independent
predictors of BDNF levels. The model explained 40% of variations in the

concentration of this neurotrophic factor.

Table 2

Factors associated with serum BDNF levels (log BDNF) in overall population with
CHD.

Variables Univariate analysis Multivariate analysis*
B- B-
coefficient p-value coefficient p-value
Age (years) -0.011 0.080 -0.008 0.311
Gender -0.30 0.784 - -
BMI (kg/m?) 0.020 0.100 0.005 0.690
NYHA class 0.072 0.379 - -
VOzpeak (ML.kg.min) -0.008 0.250 -0.015 0.160
%HR achieved (%) 0.005 0.238 0.002 0.638
HRR (bpm) 0.003 0.411 - -
6MWTdistance (m) 0.001 0.053 0.001 0.204
LVEF (%) 0.013 <0.001 0.018 0.004
LVDd (mm) -0.015 0.006 0.006 0.488
E/e’ ratio 0.027 0.025 -0.030 0.016

p-values highlighted in bold are statistically significant in the uni and multivariate models
(p<0.25 and p<0.05, respectively).
* The R? value for the final multivariate model was 0.40.

3.3 Serum BDNF role in predicting adverse cardiovascular outcome

At the final follow-up (41+12 months), 20 patients (27%) had adverse
cardiovascular events. Patients with adverse events had lower serum BDNF
levels (p=0.030), lower LVEF (p=0.002), higher LVDd (p=0.019) and worse

HRQoL in general health (p=0.047) and social aspects (p=0.026) domain
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compared to event-free group. Differences among variables are shown in Table

3.

Table 3

Differences in

serum BDNF,

demographic

data,

functional

status,

echocardiographic parameters and HRQoL between CHD patients with and

without adverse cardiovascular events.

Variables Without adverse With adverse event p-
event (n=55) (n=20) value

Serum BDNF 8.61 (3.44-16.17) 3.45 (1.50-6.68) 0.030
(ng/mL)
Age (years) 47.9+7.9 49.548.1 0.461
Male gender (%) 35 (64) 11 (55) 0.338
BMI (kg/m?) 24.3 (21.7-28.6) 24.3 (22.8-32.8) 0.822
NYHA class (%)

I 33 (60%) 12 (60%)

Il 17 (31%) 7 (35%)

1 5 (9%) 1 (5%) 0.826
Exercise testing
VOzpeak (ML.kg.min)  27.8+7.6 28.317.4 0.808
HRR (bpm) 20.0 (15.0-29.5) 20.5 (8.7-33.0) 0.586
%HR achieved 79.8£13.1 77.1£11.6 0.426
6MWT distance (m) 542.1+86.1 526.7£79.5 0.490
Echocardiography
LVEF (%) 43.5 (36.0-60.6) 35.0 (27.0-42.0) 0.002
LVDd (mm) 58.6+£10.3 64.4+5.7 0.019
E/e’ ratio 10.8£3.9 10.915.4 0.893
SF-36 HRQoL

PF 75.0 (60.0-90.0) 70.0 (65.0-80.0) 0.339

RP 75.0 (33.0-100.0) 50.0 (25.0-100.0) 0.214

BP 62.0 (51.0-100.0) 62.0 (52.0-100.0) 0.480

GH 56.0 (47.0-77.0) 47.0 (37.0-62.0) 0.047

Vv 62.5 (50.0-77.5) 65.0 (45.0-75.0) 0.520

SF 87.7 (62.5-100.0) 62.5 (50.0-87.5) 0.026

RE 100.0 (33.2-100.0) 66.7 (33.3-100.0) 0.527

MH 64.0 (47.0-84.0) 68.0 (48.0-76.0) 0.588

Data presented as mean and standard deviation (mean+SD), median (MD) and interquartile range
(25-75%) or absolute number (percentage). Abbreviations as in Table 1. p-values highlighted in
bold are statistically significant (p<0.05).
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The area under ROC curve to identify the risk of adverse cardiovascular outcome
by serum BDNF levels in CHD patients was 0.665 (95% CI: 0.513-0.816) (Fig. 2)
and the concentration of 5.92 ng/mL was the optimal cut point value, with 60% of

sensitivity and 70% of specificity.
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0,5
0,61
£
=
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| =
L 1]
w
0,4
0,21 _—
. AUC =0.665
0,0+ T T | T
0,0 02 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Specificity
Fig. 2- Accuracy of serum BDNF levels in predicting cardiac sudden death,
cardiac transplantation or cerebrovascular ischemic events evaluated by the
ROC curve in patients with CHD.

The frequency of adverse events was higher in the low BDNF group (<5.92
ng/mL) compared with the high BDNF group (>5.92 ng/mL) (67% vs 18%;

p=0.020).The event-free rate from cardiac death, cardiac transplantation or
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cerebrovascular ischemic events was significantly lower in low-BDNF group

(p=0.030) as demonstrated by the Kaplan-Meier curve (Fig. 3).

1,04
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w

0,2

Log-rank test p=0.030
0,0
| | I | I |
0 10 20 30 40 50

Follow-up period (months)

Fig. 3 — Kaplan-Meier curve for serum BDNF levels. The cutoff level of the serum

BDNF concentration (5.92 ng/mL) was determined by the ROC curve.

The univariate Cox analysis showed that lower serum BDNF levels, LVEF and

higher LVDd were associated with worse prognosis at the end of follow-up (Table

4).
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Table 4

Univariate Cox analysis for cardiovascular adverse events at follow-up.

Variables HR 95% ClI p-value
Serum BDNF levels (ng/mL) 1.00 1.00-1.00 0.053
Age (years) 1.02 0.97-1.08 0.395
Gender 1.29 0.53-3.12 0.569
BMI (kg/m?) 0.99 0.90-1.10 0.878
NYHA functional class 0.92 0.46-1.84 0.823
VOzpeak (ML.kg.min) 1.01 0.95-1.07 0.834
HRR (bpm) 0.99 0.95-1.03 0.702
%HR achieved 0.99 0.95-1.02 0.496
LVEF (%) 0.94 0.90-0.98 0.003
LVDd (mm) 1.05 1.01-1.10 0.022
E/e’ ratio 1.01 0.91-1.12 0.837

HR = hazard ratio; 95% CI| =95% confidence interval.

In the final multivariate Cox regression model, only LVEF (HR 0.935, 95% CI from
0.875 to 0.999, p=0.048) remained as independent predictor of adverse

cardiovascular outcome in CHD patients.

4. DISCUSSION

Neurotrophic factors have gained increased attention in recent years (Knaepen
et al., 2010) and lower BDNF showed to be intimately connected to many
psychiatric (Molendijk et al., 2014), neurodegenerative (Zuccato et al , 2009) and
metabolic diseases (Fujinami et al., 2008). In contrast to much of the results in
other pathological conditions (Knaepen et al., 2010), BDNF was increased in
patients with Chagas disease (Martinelli et al., 2011) compared to healthy
individuals. However, the determinants of BDNF levels and its accuracy in

predicting adverse events in Chagas disease patients remained unknown.
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The present study showed, for the first time, some independent predictors of
serum BDNF levels and its prognostic role in CHD patients. The main findings of
the present study were: (1) LVEF and E/e’ ration were the only independent
predictors of serum BDNF levels among those included; (2) patients with adverse
cardiovascular events during the follow-up had lower serum BDNF levels,
reduced LVEF, higher LVDd and worse scores of quality of life than patients
without events; (3) the concentration of 5.92 ng/mL was the optimal value of
BDNF concentration in predicting adverse outcomes; (4) patients with low BDNF
levels (£5.92 ng/mL) had significant worse prognosis compared to patients with
high BDNF levels (>5.92 ng/mL); (5) the LVEF was the only independent

predictor of adverse cardiac event after 40 months of follow-up.

Despite being associated with factors of morbidity and mortality, serum BDNF

seems not to be an independent predictor of poor prognosis in patients with CHD.

4.1 Predictors of serum BDNF levels in CHD patients

The metabolic properties of BDNF have been previously established and its
concentration can be influenced by exercise (Gold et al., 2003, Goekint et al.,
2010, Gomez-Pinilla et al., 2011). In healthy men (n=995, age from 20 to 76
years), Jung et al. (Jung et al., 2011) demonstrated an inverse association
between VO2zpeak and serum BDNF levels (r= -0.412; p<0.001). Similarly, Nofuiji
et al. (Nofuji et al., 2008) showed that BDNF levels were significantly lower in
trained (n=12) compared to sedentary men (n=14) (p<0.01). This inverse
relationship had been explained by the increased utilization of BDNF on tissue

repair after the stress induced by exercise (Nofuji et al., 2008).
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However, in the present study, the functional capacity evaluated by maximal
exercise testing and 6MWT was not a determinant of the concentration of BDNF.
Echocardiographic parameters of systolic and diastolic function (LVEF and E/e’
ratio, respectively) were the only determinants of BDNF concentration among the
included variables. The association between serum BDNF and LVEF in Chagas
disease patients were also found by Martinelli et al. (Martinelli et al., 2011)
(r=0.313, p=0.043). This association could be explained by the presence of
fibrosis and subsequent destruction of cardiomyocytes, important source of

BDNF, in the patients with reduced LVEF and systolic dysfunction.

4.2 Role of serum BDNF levels in predicting adverse events in CHD patients

In the present study, the group with adverse cardiovascular events showed
significant lower serum BDNF levels, lower LVEF, higher LVDd and worse scores
of quality of life in the general health and social functioning domains, compared
to event-free group. Echocardiographic parameters are determinants of serum
BDNF and related to the disease’s progression and impairment in cardiac

function.

Results from the ROC curve showed a limited accuracy of BDNF levels in
predicting adverse cardiovascular events (AUC value below 0.7). However, the
Kaplan-Meier curve using the cutoff value with better sensitivity and specificity at
ROC curve showed that patients with lower BDNF levels had significantly worse

prognosis compared to patients with higher BDNF levels.

In patients with heart failure, two studies verified the prognostic role of BDNF

levels. Fukushima et al. (Fukushima et al., 2015) evaluated 58 patients
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(59.2+13.7 years, NYHA [-1ll) and found that, after 20.3 months of follow-up,
BDNF and brain natriuretic peptide (BNP) levels were independent predictors of
adverse events in heart failure patients. Low BDNF levels (<17.4 ng/mL) were
significantly associated with morbidity and mortality than high BDNF levels (217.4
ng/mL) (log rank test: p<0.001). Kadowaki et al. (Kadowaki et al., 2015) evaluated
a large number of patients with heart failure (n=134, 71+£13 years, NYHA II-1V)
and demonstrated that patients with low BDNF levels (£12.4 ng/mL) had poor
prognosis compared to high BDNF concentration (>12.4 ng/mL) (log rank test:
p=0.0005). Low BDNF levels were independently associated with cardiovascular
adverse outcomes (HR 2.93, 95% CI: 1.62 to 5.30; p=0.0004), as well as BNP,

age and estimated glomerular filtration rate.

In contrast, the Cox regression analysis in the present study showed that BDNF
levels were not independent predictors of adverse events in patients with CHD.
This difference could be partly explained by the wide variation in the
concentration of BDNF shown by the sample of the present study. Moreover, as
a study limitation, there were few adverse events during the follow-up period.
Finally, it would be possible that other factors related to ventricular function, such
as LVEF (Ribeiro et al., 2012), could be better predictors of morbidity and

mortality than serum BDNF concentration.

In conclusion, variables of systolic and diastolic function were associated with
BDNF levels in patients with CHD. Despite being lower in patients with adverse
events and be associated with poor prognosis factors, serum BDNF levels seems

to have a limited role in predicting cardiovascular events in this population.
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6. RESUMO DOS RESULTADOS

No primeiro estudo observou-se que:

= A distdncia caminhada no TC6' apresentou boa correlagcdo com o VOzpico
avaliado pelo TECP na CCh. Por outro lado, ndo houve correlagdo entre a

distancia caminhada e VE/VCO: slope.

* Na estratificacdo dos pacientes com CCh quanto a funcéo sistélica, o grupo
com disfuncdo do ventriculo esquerdo apresentou melhor correlacdo entre a

distancia caminhada no TC6’ e o VOzpico que 0 grupo com FEVE preservada.

= Na CCh, a distédncia caminhada de 522m durante o TC6’ apresentou 72,4%
se sensibilidade e 81,8% de especificidade em detectar os pacientes com
comprometimento funcional importante, definido pelo valor de VO:2pico<20

mL/kg/min.

No segundo estudo determinou-se que:

= O modelo representado pela equagéo VO2pico = 53,43 + (1,35 x sexo) — (5,59
x NYHA) + (0,01 x distancia percorrida no TC6’) — (0,29 x idade) — (0,035 x IMC)
apresentou correlacéo forte entre os valores observados e preditos do VO2pico

(r=0,81; p<0,001).

= Nao houve diferenca significativa entre os valores de VOzpico Observado e

predito pelo modelo proposto (p=0,223).

= Na analise de concordancia apenas 5 valores (6,1%) mostraram-se fora dos

limites de concordancia do diagrama de Bland-Altman.
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No terceiro estudo detectou-se que:

= Também na CCh, houve reducédo significativa dos niveis séricos do BDNF

apos esforgo agudo.

» Na estratificagdo dos grupos, tanto o grupo com fragéo de ejecao preservada
como o grupo que realizou o esfor¢o em alta intensidade, apresentaram reducao
significativa do BDNF sérico ap0s o exercicio agudo. Como todos os individuos
com funcgéo sistolica preservada realizaram o teste em alta intensidade, nés
hipotetizamos que a intensidade do esforgo seria o principal fator determinante

do comportamento do BDNF apds o esforco.

No quarto estudo detectou-se que:

= A FEVE e a razédo E/e’ foram preditores indepedentes da concentracéo

sérica do BDNF em pacientes com CCh;

* No momento inicial do estudo, a concentracdo sérica do BDNF foi
significativamente menor nos pacientes que apresentaram eventos cardiacos

adversos apo6s 41+12 meses de seguimento (p=0,03);

= A concentracao sérica do BDNF de 5,92 ng/mL foi o valor 6timo com melhor
sensibilidade (60%) e especificidade (70%) na predicdo de eventos cardiacos

adversos em pacientes com CCh;

» Os pacientes com CCh e baixa concentracéo sérica de BDNF (5,92 ng/mL)
apresentaram menor ocorréncia de eventos adversos cardiovasculares em

relacdo aos pacientes com alta concentracdo do BDNF (>5,92 ng/mL) (p=0,03);
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= Na analise univariada, a concentracdo sérica do BDNF estava relacionada a
ocorréncia de eventos cardiovasculares adversos; entretanto, a anélise de Cox
multivariada demonstrou que a FEVE foi o Unico preditor independente

(p=0,048).
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7. CONCLUSAO

A intolerancia ao esfor¢o é um achado importante em pacientes com cardiopatia
chagasica, especialmente presente com a progressao da doenca. Essa tese
demonstrou que métodos simples e de baixo custo como o TC6’ sao medidas

Uteis na identificacdo de pacientes com comprometimento funcional.

Também foi proposta uma equacdo com bom desempenho em predizer 0 VOzpico
utilizando a distancia caminhada no TC6’ e variaveis clinicas de facil obtencao e
com potencial de avaliar a capacidade funcional em areas com poucos recursos
financeiros e tecnologicos. O VOzpico Obtido pelo modelo proposto pode ser util
na avaliacdo periddica da capacidade funcional, na estratificacdo de risco e na

prescricao de exercicio fisico para pacientes com cardiopatia chagasica.

Quanto a prescricdo de exercicio, foi demonstrado que outros fatores além do
VO2zpico devem ser considerados. Exercicios de alta intensidade podem reduzir
0s niveis séricos do BDNF nesta populacdo, o que poderia gerar um impacto
negativo nas propriedades neurais e metabdlicas deste fator neurotrofico.
Entretanto, apesar de estar intimamente relacionado a importantes fatores
prognésticos e qualidade de vida, a andlise isolada do BDNF sérico oferece

informacgdes limitadas sobre a sobrevida do paciente com CCh.
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8. PERSPECTIVAS

Ainda na area de concentracdo da Infectologia e Medicina Tropical, trés estudos

sao sugeridos para continuidade dos trabalhos.

Os achados demonstrados nessa tese mostraram a eficacia do TC6’ em predizer
a CF dos pacientes com CCh de forma simples e pouco onerosa. Considerando
a importancia da predicdo do VOzpico em areas endémicas, onde até mesmo o
teste ergométrico pode estar indisponivel, e a provavel relagdo entre o
comprometimento funcional e qualidade de vida desses pacientes, futuros
estudos focando a aplicacdo da equacéo de predicdo do VOzpico pelo TC6’ aqui
proposta em area endémica devem ser realizados. Adicionalmente, deve-se
verificar o valor progndstico da distancia caminhada e da frequéncia cardiaca de
recuperacdo apés o TC6 na CCh, buscando alternativas de baixo custo

operacional no acompanhamento clinico desses pacientes.

Ainda na linha de pesquisa em CF, um estudo esta sendo realizado pelo nosso
grupo com o objetivo de verificar a relacéo entre a fraqueza muscular inspiratoria
e variaveis funcionais avaliadas pelo TECP na CCh e se esses pacientes
poderiam ser beneficados pelo treinamento muscular respiratorio. Além disso,
verificar a possivel associacdo da for¢ca muscular inspiratéria com intolerancia ao
esforco em pacientes com estenose mitral também € um estudo proposto na

continuidade da linha de pesquisa.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE -~ Plataforma
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Niveis circulantes do fator neurotrofico derivado do cérebro em sujeitos com doenga de
Chagas apos esforgo agudo maximo e sua correlagdo com capacidade funcional,
qualidade de vida e parametros ecocardiograficos.

Pesquisador: Manoel Otavio da Costa Rocha

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 03993912.6.0000.5149

Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina da UFMG

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 156.389
Data da Relatoria: 06/11/2012

Apresentagédo do Projeto:

Doengas Infecciosas e Parasitarias da UFMG conforme critérios de inclus@o e exclusao. Os critérios de
incluséo sdo ser portador de cardiopatia chagasica confirmado por trés testes sorologicos positivos para
Trypanossoma cruzi; apresentar condigdo clinica estavel; ter idade entre 30 e 65 anos; sedentarios; sem
cardiopatia de outras causas ou outras comorbidades. Os critérios de exclusdo s&o uso recente de alcool ou
drogas, realizagao de transfus@o sanguinea nas ultimas 4 semanas, uso de medicagdo para transtorno
psicologico, ter realizado atividades de aquecimento antes dos testes de esforgo e ndo estar em condigdes
de realizar qualquer exame do estudo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Comparar o efeito agudo do esforgo de intensidade maxima sobre os niveis de BDNF de pacientes
chagasicos e correlacionar os niveis de BDNF com a capacidade funcional, qualidade de vida e parametros
ecocardiogréficos.

Objetivo Secundario:

Determinar a capacidade funcional de medida direta do consumo maximo de oxigénio (VO2) pelo teste
cardiopulmonar e de medida indireta pelo Teste de Caminhada de Seis Minutos (TC6') e pelo Shuttle Walk
Test (SWT); Verificar qual teste de medida indireta (TC6' ou SWT) tem maiorcorrelagdocom o VO2 avaliado
pelo teste cardiopulmonar (gold-standard) na populagao chagasica;
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Comparar os niveis circulantes de BDNF em repouso e apos o esforgo maximo em pacientes chagasicos;
Aplicar os questionarios de qualidade de vida SF-36 (geral) e Minnesota Living with Heart Failure
(especifico);

Correlacionar os niveis circulantes de BDNF com capacidade funcional (méxima e submaxima), parametros
ecocardiograficos de fungao sistolica e diastélica e qualidade de vida.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os risco relacionados aos procedimentos de testagem estao bem avaliados e descritos no projeto e no
TCLE. Além disto, forma previstas medidas para minimizar e/ou atender eventuais complicagoes clinicas
decorrentes dos procedimentos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Os objetivos séo claros e exequiveis e a pesquisa tem potencial para geral informagao cientifica nova.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Folha de rosto devidamente assinada; carta do DEPE/HC/UFMG informando que o projeto foi recebido para
avalhagao; termo de concordancia do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina da
UFMG, autorizando o desenvolvimento do projeto em suas dependéncias; carta de anuéncia do HC/UFMG,
autorizando o desenvolvimento do projeto, mas nao do ambulatorio onde sera desenvolvida a pesquisa;
parecer substanciado do HC/UFMG, recomendando o projeto; termo dos pesquisadores, se comprometendo
a cumprir a Resolugdo 196, de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saude; declaragdo de
apoio institucional do Departamento de Clinica Médica; aprovagao do Programa de Pos-Graduagao em
Ciéncias da Saude: Infectologia e Medicina Tropical.O TCLE esta claro e corretamente estruturado.

Recomendagdes:
Recomendo a aprovagéo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Recomendo a aprovagao.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:
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ANEXO B

INTERNATIONAL PHYSICAL ACTIVITY QUESTIONNAIRE

&
.| QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FiSICA -
o e o VERSAO CURTA -
Nome;
Data: ] ] Idade : Sexo:F()M()

Nos estamos interessados em saber que tipos de atividade fisica as pessoas
fazem como parte do seu dia a dia. Este projeto faz parte de um grande estudo
que esta sendo feito em diferentes paises ao redor do munde. Suas respostas nos
ajudardo a entender que tdo ativos nds somos em relacdo a pessoas de outros
paises. As perguntas estdo relacionadas ao tempo que vocé gasta fazendo
atividade fisica na ULTIMA semana. As perguntas incluem as atividades que vocé
faz no trabalho, para ir de um lugar a outro, por lazer, por esporte, por exercicio ou
como parte das suas atividades em casa ou no jardim. Suas respostas sdo MUITO
importantes. Por favor responda cada questdo mesmo que considere que nédo seja
ativo. Obrigado pela sua participacéo !

Para responder as questdes lembre que:

» atividades fisicas VIGOROSAS sfo aquelas que precisam de um grande
esforco fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o normal

» atividades fisicas MODERADAS s&o aquelas que precisam de algum esforgo
fisico e que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé realiza por
pelo menos 10 minutos continuos de cada vez.

1a Em quantos dias da dltima semana vocé CAMINHOU por pelo menos 10
minutos continuos em casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um
lugar para outro, por lazer, por prazer ou como forma de exercicio?

dias por SEMANA ( ) Nenhum

1b Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos gquanto
tempo no total vocé gastou caminhando por dia?

horas: Minutos:

2a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades MODERADAS por
pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo pedalar leve na bicicleta,
nadar, dancar, fazer ginastica aerdébica leve, jogar vélei recreativo, carregar pesos
leves, fazer servicos domésticos na casa, no quintal ou no jardim como varrer,
aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar

_ CENTRO COORDENADOR DO IPAQ NO BRASIL- CELAFISCS -
INFORMACOES ANALISE, CLASSIFICACAO E COMPARACAO DE RESULTADOS NO BRASIL
Tel-Fax: — 011-42298980 ou 42299643. E-mail: celafiscs@celafiscs.com.br
Home Page: www.celafiscs.com.br IPAQ Internacional: www.ipaq.ki.se
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moderadamente sua respiracdo ou batimentos do coracdo (POR FAVOR NAO
INCLUA CAMINHADA)

dias por SEMANA ( ) Nenhum

2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10
minutos continuos, quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades

por dia?

horas: Minutos:

3Ja Em quantos dias da Ultima semana, vocé realizou atividades VIGOROSAS por
pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo correr, fazer ginastica
aerobica, jogar futebol, pedalar rapido na bicicleta, jogar basquete, fazer servicos
domésticos pesados em casa, no quintal ou cavoucar no jardim, carregar pesos
elevados ou qualquer atividade que fez aumentar MUITO sua respiracdo ou
batimentos do coracéo.

dias por SEMANA ( ) Nenhum

3b Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10
minutos continuos quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades

por dia?

horas: Minutos:

Estas dltimas questdes sdo sobre o tempo que vocé permanece sentado todo dia,
no trabalho, na escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui
o tempo sentado estudando, sentado enquanto descansa, fazendo licdo de casa
visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado assistinde TV. N&o inclua o tempo
gasto sentando durante o transporte em &nibus, trem, metrd ou carro.

4a. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?
horas __ minutos
4b. Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de
semana?
horas __ minutos

PERGUNTA SOMENTE PARA O ESTADO DE SAO PAULO

5. Vocé ja ouviu falar do Programa Agita Sdo Paulo?

( )Sim( )Nao
6.. Vocé sabe o objetivo do Programa? ( ) Sim ( ) N&o

_ CENTRO COORDEMADOR DO IPAQ NO BRASIL- CELAFISCS -
INFORMACOES ANALISE, CLASSIFICACAO E COMPARACAO DE RESULTADOS NO BRASIL
Tel-Fax: — 011-42298980 ou 42299643, E-mail: celafiscs@celafiscs.com.br
Home Page: www.celafiscs.com.br IPAQ Internacional: www.ipaq.ki.se
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ANEXO C

SHORT-FORM HEALTH SURVEY (SF-36)
Versdo Brasileira do Questionario de Qualidade de Vida -SF-36

Nome:

Idade: Sexo:

Fungao exercida no trabalho:

Ha quanto tempo exerce essa fungéao:

Instrugdes: Esta pesquisa questiona vocé sobre sua saude. Estas informacgdes nos
manterdo informados de como vocé se sente e quéo bem vocé & capaz de fazer
atividades de vida diaria. Responda cada questédo marcando a resposta como
indicado. Caso vocé esteja inseguro em como responder, por favor, tente responder o
melhor que puder.

1- Em geral vocé diria que sua saude é:

Excelente Muito Boa Boa Ruim Muito Ruim
1 2 3 4 5
2- Comparada ha um ano atras, como vocé se classificaria sua idade em geral,
agora?
Muito Melhor Um Pouco Melhor | Quase a Mesma | Um Pouco Pior | Muito Pior
1 2 3 4 ]

3- Os seguintes itens s&o sobre atividades que vocé poderia fazer atualmente durante
um dia comum. Devido a sua saude, vocé teria dificuldade para fazer estas
atividades? Neste caso, quando?

: . . = Né&o, ndo
Atividades Sim, d|ﬁculta Sim, dificulta dificulta de
muito um pouco modo algum
a) Atividades Rigorosas, que exigem
muito esforgo, tais como correr, ’ 5 3
levantar objetos pesados, participar
em esportes arduos.
b) Atividades moderadas, tais como
mover uma mesa, passar aspirador 1 2 3
de po, jogar bola, varrer a casa.
c) Levantar ou carregar mantimentos 1 2 3
d) Subir varios lances de escada 1 2 3
&) Subir um lance de escada 1 2 3
f) Curvar-se, ajoelhar-se ou dobrar-se 1 2 3
g) Andar mais de 1 quilémetro 1 2 3
h) Andar varios quarteirbes 1 2 3
i) Andar um quarteirdo L 2 3
1) Tomar banho ou vestir-se 1 2 3

4- Durante as ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu
trabalho ou com alguma atividade regular, como conseqiéncia de sua saude fisica?
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Sim MN&ao
a) Voce diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu 1 2
trabalho ou a outras atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
c) Esteve limitado no seu tipo de trabalho ou a outras atividades. 1 2
d) Teve dificuldade de fazer seu trabalho ou outras atividades (p. 1 2
ex. necessitou de um esforgo extra).

5- Durante as ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas com seu
trabalho ou outra atividade regular diaria, como consequéncia de algum problema
emocional (como se sentir deprimido ou ansioso)?

Sim MNéo
a) Voce diminui a quantidade de tempo que se dedicava ao seu 1 2
trabalho ou a outras atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé gostaria? 1 2
c) N&o realizou ou fez qualquer das atividades com tanto 1 2
cuidado como geralmente faz.

G- Durante as ultimas 4 semanas, de gue maneira sua saude fisica ou problemas
emocionais interferiram nas suas atividades sociais normais, em relacéo & familia,
amigos ou em grupo?

De forma nenhuma Ligeiramente | Moderadamente | Bastante | Extremamente

I 2 3 4 5

7- Quanta dor no corpo vocé teve durante as Ultimas 4 semanas?

Nenhuma Muito leve Leve Moderada Grave Muito grave

1 2 3 4 5 6

8- Durante as ultimas 4 semanas, quanto a dor interferiu com seu trabalho normal
{incluindo o trabalho dentro de casa)?

De maneira Um pouco |[Moderadamente Bastante Extremamente
alguma
1 2 3 4 5

9- Estas questbes s&o sobre como vocé se sente e como tudo tem acontecido com
vocé durante as ultimas 4 semanas. Para cada questéo, por favor dé uma resposta
que mais se aproxime de maneira como vocé se sente, em relacdo as ultimas 4
semanas.

Uma
Todo A maior Uma boa | Alguma | pequen
parte do parte do | parte do | a parte | Nunca
Tempo
tempo tempo tempo do
tempo
a) Quanto tempo voceé
tem se sentindo cheio
de vigor, de vontade, de | 2 3 4 2 6
forca?
b) CQuanto tempo voce 1 2 3 4 5 6
tem se sentido uma
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pessoa muito nervosa?

c) Quanto tempo vocé
tem se sentido téo
deprimido que nada
pode anima-lo?

d) Quanto tempo vocé
tem se sentido calmo ou
tranqiilo?

e) Quanto tempo vocé
tem se sentido com
muita energia?

f) Quanto tempo vocé
tem se sentido
desanimado ou
abatido?

g) Quanto tempo vocé
tem se sentido
esgotada?

h) Quanto tempo vocé
tem se sentido uma
pessoa feliz?

i) Quanto tempo vocé
tem se sentido
cansado?

10- Durante as ultimas 4 semanas, quanto de seu tempo a sua saude fisica ou
problemas emocionais interferiram com as suas atividades sociais (como visitar
amigos, parentes, etc)?

Todo A maior parte do Alguma parte do Uma pequena Nenhuma parte
Tempo tempo tempo parte do tempo do tempo
1 2 3 4 5
11- O quanto verdadeiro ou falso & cada uma das afirmacdes para vocé?
Definitivamente A maioria N&o A maioria Definitiva-
verdadeiro das vezes sei das vezes mente falso
verdadeiro falso =
a) Eu costumo adoecer
um pouco mais 1 2 3 4 5
facilmente que as
outras pessoas
b) Eu sou tédo saudavel
quanto qualquer pessoa 1 2 3 4 5
gue eu conhego
c) Eu achc} que a minha 1 > 3 4 5
salde vai piorar
d) Minha saude é 1 > 3 4 5
excelente
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ANEXO D

ATA DA DEFESA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
| PROGRAMA DE POS-GRADUAGAD EW CIENCIAS DA SAUDE - IWECTOLOGIA E UF@G

ATA DA DEFESA DE TESE DO ALUNO
HENRIQUE SILVEIRA COSTA

Restzouse, no dia 24 de unho de 2018, as 14:00 horas, Sala 340 - 3° andar da Facukdade de
Madicina, da Universidade Federal de Minas Gerais, a 147 dafesa 0o %6se, Inttulacs "Avalagdo
funcronal pelo Tesfe de Caminhads de Seis Minufos, resposta aguda do BDNF ao asforgo & seu
valor prognéstico na candiopatia chagesics”, apresentada por HENRIQUE SILVEIRA COSTA
namero de regstro 2013708218, graduado no curso de FISIOTERAPIA, como reguisito parcial
para 8 cblenglo do grau de Doutor em Cidncias da Sadce pelo Programa de Pée-Graduagso
om CWincas oa Sadde Infectologa & Medicna Tropical. & segunte Comissao Examinadora
Prof Mancel Otavio da Costa Rocha - Orlantador (UFMG), Prafa. Marcis Masdia Olvera Lima
(UFVJM), Frofa. Lidiane Apareckda Pereka de Scusa (Newton Paiva), Prof Bruno Ramos
Nascmente (UFMG), Profa. Regina Marcia Fara de Mowa (Newton Paiva), Profa. Vanessa
Amaral Mendonca (UFVJIM).

A Commssedo considerou a tese

( 2) Aprovada
{ ) Reprovada

Finalizados os trabathos, fol lwada 8 presente ats gue, lids & aprovada, val assinada pelos
membros da Comissio
2 g B PN Beio Horzonte, 24 de junho de 2016

1wt

Prof. Manoce! Otavio da Costs Rochs

"'.- WCACs Miounagy "..:.-';J-u.‘ N \l‘iu,x A
Profa. Marcia Maria Olveira Lima

Profa e Afareca Ferbis de Souss

U M T
Prof. Bruno Ramos N

a- s, f~\-5’l\-u'~ ‘"' — "L‘ AL Rl
Profe. Regina Marcia Faria de Moura
» ‘ A/ ""‘:‘LWL‘:%

B A

Profa. Vanessa Amaral Mendonga

128



ANEXO E

FOLHA DE APROVACAO DA DEFESA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE - INFECTOLOGIA E U F m G
MEDICINA TROPICAL =8

FOLHA DE APROVACAO

"Avaliagéo funcional pelo Teste de Caminhada de Seis Minutos, resposta
aguda do BDNF ao esforgo e seu valor prognéstico na cardiopatia chagasica"

HENRIQUE SILVEIRA COSTA

Tese submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado, como requisito para
obtengéio do grau de Doutor em Ciéncias da Satde, pelo Programa de Pos-Graduagio em

Ciéncias da Satde - Infectologia e Medicina Tropical.

Aprovada em 24 de junho de 2016, pela banca constituida pelos membros:

nyg\\q/[fj Z/7 .

Prof. Manoel Otavio da Costa Rocha - Orientador
UFMG

rofa. Marcia Maria Oliveira Lima

- A -~ a N = )
Maouea C\A?\Cu eI s, &\&L«'—\
UEVJM

Lolice fo. 2. Ao pows
Profa. Lidiane Aparedida Pereira.de-Sousa
Newton Paiva

(30 ; :
UM s
Prof. Bruno Ramos Nascjmento
UFMG

LANNME “’l ( ke WUAIC'—\
Profa. Regina Marcia Faria de Moura
Newton Paiva

%&4 A /4 /L&M/‘ds%( voe

Profa. Vanessa Amaral Mendonca
UFVIM

Belo Horizonte, 24 de junho de 2016.

129



APENDICE A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) para participar da pesquisa “Niveis circulantes do
fator neurotrofico derivado do cérebro em sujeitos com doenca de Chagas apos
esforco agudo maximo e sua correlacdo com capacidade funcional, qualidade de
vida e parametros ecocardiograficos” desenvolvida por Henrique Silveira Costa,
aluno do mestrado em Infectologia e Medicina Tropical da UFMG sob orientacéo
do Professor Dr. Manoel Otavio da Costa Rocha. Antes de aceitar participar
desta pesquisa, € necessario que vocé leia e compreenda as explicacdes sobre
0os procedimentos que estamos propondo. Este Termo de Consentimento
descreve o objetivo, os procedimentos, os beneficios, 0s riscos e possiveis
desconfortos que este estudo pode causar. Por isso, leia estas informagdes com
bastante atencéo.

OBJETIVO: Esta pesquisa pretende avaliar os niveis da substancia chamada de
fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e da sua capacidade fisica que
podem estar alteradas pela Doenca de Chagas. Para isso vocé sera submetido
a algumas avaliacoes.

RESUMO: Vocé respondera a um questionario informando a respeito de seus
dados pessoais e habitos de saude. Vocé encontra-se livre para ndo responder
alguma pergunta se Ihe for conveniente e pode sair da entrevista a qualquer
momento caso nao possa continua-la. Apdés ter respondido as perguntas, sera
submetido a uma avaliacao fisica, na qual esta incluida a medida da presséo
arterial, batimentos do coracéo, do peso e altura.

Para avaliar a substancia chamada de BDNF sera feita uma coleta de sangue.
O objetivo é verificar se essa substancia, que esta relacionada com a capacidade
de fazer exercicio, esta aumentada ou diminuida pela doenca de Chagas. Todo
o material usado na coleta de sangue sera descartavel e realizado por um
profissional experiente para reduzir o seu desconforto. Mesmo assim, € comum
aparecer hematomas ou manchas roxas apoés a coleta, o que saird apds poucos
dias. Para avaliar a capacidade fisica vocé se submeterd ao teste
cardiopulmonar na esteira que sera realizado por médicos do servico de
Ergometria do Hospital das Clinicas/UFMG. Além dele, serdo realizados outros
dois testes de caminhada fora da esteira: o teste de caminhada de seis minutos
(nele vocé deve caminhar o mais rapido possivel sem correr durante 6 minutos)
e um teste chamado de teste de caminhada com aumento de carga (nele vocé
recebera instrucbes para caminhar em um corredor de 10 metros e aumentar a
velocidade a cada minuto com aviso do fisioterapeuta). Ambos os testes

130



realizados em um corredor para verificar a pressao arterial, os batimentos do
coracao e a distancia caminhada durante estes testes. A realiza¢do dos dois tem
0 objetivo de comparar qual deles € mais apropriado para ser realizado em
pacientes doenca de Chagas. Caso vocé apresente qualquer sintoma nos testes
como vertigens, cdibras, dor torécica e/ou sudorese intensa, é aconselhavel
interromper o mesmo. E importante reconhecer que vocé podera parar quando
quiser, caso sinta qualquer outro desconforto. Equipamento emergencial e
pessoal treinado esta disponivel para lidar com as situacées incomuns que
possam surgir. Vocé também sera convidado a responder dois questionarios
sobre qualidade de vida. As respostas séo sigilosas e vocé sé respondera se
ndo houver desconforto ou se assim quiser. O importante é que vocé encontra-
se livre para abandonar a pesquisa a qualquer momento caso nao possa
prosseguir ou ndo queira, tendo garantido a sua continuidade no tratamento que
vem realizando no ambulatério de  doencas Infecciosas e
Parasitarias/[HC/UFMG, sem qualquer prejuizo ao mesmo.

BENEFICIOS: Os exames que vocé vai realizar irdo trazer novos
esclarecimentos sobre o0 seu estado de saude e podem ajudar seu médico no
seu tratamento. Além disto, a sua participacdo neste estudo podera contribuir
muito para ampliar o conhecimento meédico da insuficiéncia cardiaca, podendo
contribuir, no futuro, para a melhoria do tratamento desta doenca.

N&o havera nenhuma forma de ressarcimento e/ou indenizacéo financeira.

CONFIDENCIALIDADE: Os resultados de seus exames serdo analisados em
sigilo e vocé nao sera identificado em qualquer trabalho que resulte desta
pesquisa. No entanto, o pesquisador, o orientador da pesquisa e, sob certas
circunstancias, o Comité de Etica em pesquisa UFMG, poder&o ter acesso aos
dados confidenciais que o identificam pelo nome. Qualquer publicacdo dos
dados nado o identificard. Ao assinar este formulario de consentimento, vocé
autoriza o perquisador a fornecer seus registros para o orientador e para o comité
de Etica em Pesquisa da UFMG.

DESLIGAMENTO: A sua participacao neste estudo € voluntaria e sua recusa em
participar ou seu desligamento do estudo néo acarretara penalidades ou perda
de beneficios aos quais vocé ja tem direito. Vocé podera cessar sua participacao
a qualquer momento, sem prejuizo para a continuidade de seu tratamento.

131



Liberdade de consentimento: Concordo voluntariamente em participar do
estudo acima proposto. Li este formulario, ou me foi lido e aceito os riscos, 0s
regulamentos e as normas estabelecidas. Conhecendo essas condi¢des e tendo
tido a oportunidade de formular perguntas que me foram respondidas
satisfatoriamente, consinto em participar.

Data:

Assinatura do Paciente:

Assinatura do Pesquisador:

Pesquisadores:

Henrique Silveira Costa — fone 3275-4205

Manoel Otavio da Costa Rocha — fone 3409-9437

Caso vocé tenha alguma duvida sobre os seus direitos como paciente de pesquisa, vocé devera

ligar para o Comité de Etica em Pesquisa da UFMG.

Comité de Etica em Pesquisa/UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005

Campus Pampulha / Belo Horizonte, MG - Brasil

Telefone: (31) 3409-4592
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