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Resumo

Fundamento: A doenga de Chagas é um problema de satide global, sendo necessario o desenvolvimento de novos
protocolos terapéuticos. Nosso grupo demonstrou recentemente que o nifurtimox associado ao dipiridamol tem
efeitos curativos em camundongos com doenca de Chagas aguda. Neste estudo, avaliamos o efeito deste protocolo
terapéutico em camundongos chagdsicos com insuficiéncia cardiaca.

Objetivo: Avaliar se o nifurtimox e o dipiridamol sdo tteis no tratamento de resgate em camundongos com
miocardite chagdsica aguda com insuficiéncia cardiaca.

Métodos: Foram divididos em trés grupos 42 camundongos com miocardite chagésica aguda e insuficiéncia cardiaca
congestiva: Controle Chagas (n = 11); Nif-Dip, tratados com nifurtimox e dipiridamol (n = 14); e Nif-Dip-Insuficiéncia
Cardiaca, tratados com nifurtimox e dipiridamol, associados com digoxina, furosemida e captopril (n = 17). As doses
de nifurtimox e dipiridamol foram de 40 e 30mg/kg/dia, respectivamente, durante 6 semanas. Os camundongos
foram submetidos a avaliagdes clinicas, eletrocardiogréficas, hemoparasitoldgicas e histopatoldgicas.

Resultados: Observou-se menor mortalidade no Grupo Nif-Dip (n = 4; 28,57%) em relacdo ao Controle Chagas
(n = 6; 54,54%) e ao Nif-Dip-Insuficiéncia Cardiaca (n = 9; 52,9%). Clinicamente, os camundongos tratados com
nifurtimox e dipiridamol aumentaram o peso corporal e melhoraram a insuficiéncia cardiaca, sem mostrar
esplenomegalia. Nestes grupos, foram erradicadas as parasitemias e os parasitas teciduais; a fibrose, a miocitdlise, o
infiltrado de células inflamatdrias e os mastécitos diminuiram. Os distdrbios de repolarizagdo, os intervalos QRS e o
QT prolongados, 0 aumento da amplitude da onda S e a dissociagdo atrioventricular foram revertidos pelo tratamento.

Conclusao: O tratamento com nifurtimox e dipiridamol pode ser usado no resgate em camundongos com doenga
chagésica aguda grave, jd que o nifurtimox teve atividade tripanocida, e o dipiridamole potenciou seu efeito.
O dipiridamol seria ttil na insuficiéncia cardiaca chagdsica. (Int ] Cardiovasc Sci. 2017;30(2):145-156)

Palavras-chave: Doenga de Chagas; Cardiomiopatia Chagdsica; Insuficiéncia Cardiaca; Camundongos,
Nifurtimox; Dipiridamol.

Abstract

Background: Chagas disease is a global health problem; therefore, the development of new therapeutic protocols is necessary. Our group
recently demonstrated that nifurtimox associated with dipyridamole has curative effects in mice with acute Chagas disease. In this study, we
assess the effect of this therapeutic protocol in chagasic mice with heart failure.

Objective: To evaluate whether nifurtimox and dipyridamole are useful to rescue mice with severe acute chagasic myocarditis with
heart failure.

Correspondéncia: Rafael Bonfante Cabarcas
Av. libertador con Av. Andrés Bello, Decanato de Ciencias de la Salud, Universidad Centroccidental "Lisandro Alvarado". CEP: 3001, Barquisimeto - Venezuela
E-mail: rbonfantecabarcas@gmail.com

DOI: 10.5935/2359-4802.20170033 Artigo recebido em 16/10/2016; revisado em 10/11/2016; aceito em 02/02/2017.



146

Aparicio et al.

Terapia de resgate para miocardite chagésica aguda

Methods: 42 mice with acute chagasic myocarditis and congestive heart failure were divided into three groups: control chagas (n = 11),
Nif-Dip treated with nifurtimox and dipyridamole (n = 14) and Nif-Dip-heart failure treated with nifurtimox and dipyridamole associated
with digoxin, furosemide, and captopril (n = 17). Nifurtimox and dipyridamole doses were 40 and 30 mg/kg/day, respectively, for 6 weeks.
Mice underwent clinical, electrocardiographic, hemoparasitological and histopathological assessments.

Results: Lower mortality in Nif-Dip (28.57%; n = 4) compared to control chagas (54.54%; n = 6) and Nif-Dip-heart failure (52.9%; n =9)
was observed. Clinically, nifurtimox and dipyridamole-treated mice increased body weight and improved heart failure without splenomegaly.
In these groups, parasitemia and tissue parasites were eradicated; fibrosis, myocytolysis, inflammatory cell infiltrate and mast cells decreased.
Repolarization disorders, prolonged QRS and QT intervals, increase of S wave amplitude and atrioventricular dissociation were reversed by
the treatment.

Conclusion: Nifurtimox with dipyridamole can rescue NMRI mice from severe acute chagas disease, as nifurtimox showed trypanocidal activity
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and dipyridamole potentiated its effect. Dipyridamole would be useful in chagasic heart failure. (Int | Cardiovasc Sci. 2017;30(2):145-156)

Keywords: Chagas Disease; Chagas Cardiomyopathy; Heart Failure; Mice; Nifurtimox; Dipyridamole.

Introducao

A Doenga de Chagas (DC) é um problema de satde
publica global, devido a alta prevaléncia residual de
1,06% em pafses endémicos, onde o ressurgimento da
doenca tem sido relatado sob a forma de surtos por
transmissdo oral e também pela globalizagdo da doenga,
consequéncia da migragdo de individuos oriundos
de paises endémicos para paises desenvolvidos,
resultando em uma prevaléncia de 4,2% na populacéo
imigrante na Europa.'*

Os casos agudos de DC sintomadtica tém sido
associados a parasitemia patente e a miocardite aguda
grave, com alta morbidade e mortalidade.® A lesdo
cardiaca grave seria um reflexo da a¢do patogénica do
parasita; assim, seria obrigatério realizar intervengdes
terapéuticas tripanossomicidas agressivas para diminuir
a carga parasitdria, a morbidade e a mortalidade.

Atualmente, os protocolos de tratamento aceitos
para a DC aguda sdo o nifurtimox e o benznidazole.
O uso deste protocolo, mesmo quando os melhores
resultados sdo obtidos, ndo é totalmente satisfatdrio.
Na Venezuela, estudos com nifurtimox e/ou
benznidazole tém sido decepcionantes, com mais de
70% dos casos com presenga comprovada de parasitas
teciduais, genoma parasitdrio ou seus antigenos
(sorologia positiva) apds o uso destes férmacos.>®

Assim, pode ser ttil criar esquemas terapéuticos nos
quais estes farmacos sejam combinados com outros,
0 que poderia aumentar a eficdcia do nifurtimox e do
benznidazole, e diminuir seus efeitos secundérios.
Idealmente, estas drogas precisam ter um efeito
tripanocida, promover a funcionalidade cardiaca e

(Full texts in English - http://www.onlineijcs.org)

neutralizar os fen6menos fisiopatoldgicos resultantes da
infec¢do, inflamacdo e geragdo de radicais livres.

De acordo com a teoria microvascular, o dipiridamol
pode ser considerado medicamento adjuvante, porque
induz a vasodilatagdo coronariana por meio do
Oxido Nitrico (NO), a melhorando o fluxo sanguineo.
Ele tem efeito antiplaquetario, que impede a formacao
de trombos; aumenta os niveis extracelulares de
adenosina, melhorando a fun¢do cardiaca em pacientes
com insuficiéncia cardiaca; promove um efeito
anti-inflamatério, suprimindo a formagdo de radicais
livres, e melhora o estado redox das células submetidas
a fendmenos inflamatérios.”®

Recentemente, nosso grupo demonstrou que o
dipiridamol tem um efeito tripanocida in vitro com
uma CI, de 372 uM e que potencializa o efeito de doses
subterapéuticas de nifurtimox, proporcionando efeitos
curativos em camundongos NMRI com DC’ aguda. Por
este motivo, neste estudo, avaliamos se um resgate
terapéutico em individuos com Miocardite Chagdsica
Aguda (MCA) e Insuficiéncia Cardiaca Congestiva
(ICC) grave pode ser realizado com nifurtimox e
dipiridamol, permitindo redugdo da mortalidade e
sequelas cardfacas funcionais.

Métodos

Amostra

A amostra incluiu 48 camundongos NMRI machos,
adultos, com peso entre 30 e 50 g, obtidos nas instalagdes
do biotério da Universidade Centro-Oeste Lisandro
Alvarado (Barquisimeto, Venezuela), que foram
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infectados intraperitonealmente com tripomastigotas
sanguineas suspensas em soro fisiolégico 0,9%, com
dosagem de 100 tripomastigotas por grama de peso
corporal. A cepa da linhagem de TcI utilizada estd
registada no banco da Organizacdo Mundial da Satde
(OMS) sob a denominagdo MHOM /VEcepa792/2-92-
YBM.? Os parasitas analisados foram obtidos a partir do
sangue de camundongos infectados na fase aguda da DC
e mantidos em ciclos de vetor/ camundongo. Os vetores
foram ninfas de Rhodnius prolixus de terceiro estagio.
Na segunda semana ap6s a inoculagdo, foi confirmada a
parasitemia, e apenas os camundongos positivos foram
incluidos no estudo.

Dos 48 camundongos infectados, seis (12,50%)
morreram durante as primeiras 6 semanas de infeccdo,
e os 42 camundongos restantes com MCA e sinais
clinicos de ICC foram eletrocardiograficamente estudados
sob anestesia, depois divididos em trés grupos e
tratados durante 6 semanas. O Grupo Controle Chagas
(CC n = 11) foi tratado com veiculo, o Grupo Nif-Dip
(n=14) foi tratado com nifurtimox (40 mg/kg) associado
ao dipiridamol (30 mg/kg), e o Grupo Nif-Dip-ICC
(n = 17) foi tratado com nifurtimox (40 mg/kg) e
dipiridamol (30 mg/kg) associados a fdrmacos para o
tratamento da ICC (captopril 5 mg/kg, digoxina 8 ug/kg
e furosemida 2 mg/kg, os dois dltimos administrados
apenas por 1 semana).

Os camundongos foram distribuidos em gaiolas
de aco inoxiddvel medindo 29 x 30 x 14 cm, com cinco
a oito animais por gaiola, com acesso livre a dgua
e aos alimentos (Perrarina®, Protinal, Venezuela),
com ciclos de 12 horas de luz/ escuriddo e média de 27°C
de temperatura.

Ap0s 6 semanas de tratamento, os animais foram
avaliados clinicamente (peso, piloeregéo e sinais clinicos
de ICC, como dispneia e/ou cianose em repouso ou
sob anestesia), bem como submetidos a avalia¢des
parasitolégicas (parasitemia) e eletrocardiogréficas.
Eles foram posteriormente sacrificados por exsanguinagao
via puncao cardiaca sob anestesia, seguido de autépsia,
quando os 6rgdos foram removidos e pesados, e as
amostras para histopatologia foram coletadas.

Bioética
Todos os procedimentos experimentais realizados

neste estudo foram baseados nos principios estabelecidos
no manual de bioética e biosseguranga do Fundo

Nacional de Ciéncia e Tecnologia do Ministério do Poder

Popular para Ciéncia e Tecnologia da Venezuela.

Eletrocardiografia

Foram realizados estudos eletrocardiogréficos sob
anestesia com pentobarbital s6dico 25 mg/kg e cetamina
25mg/kg de peso corporal via intraperitoneal, em
configuragédo bipolar utilizando trés eletrodos tipo agulha
(um positivo, um negativo e um neutro ou de referéncia),
posicionados no tecido subcutaneo. Trabalhamos com
um Eletrocardiograma (ECG) de quatro derivagdes nas
seguintes configuragdes: em DI, um eletrodo positivo foi
colocado junto do eletrodo de referéncia na articulagdo
do ombro esquerdo, enquanto o eletrodo negativo foi
posicionado na articulagdo do ombro direito; em DII, um
eletrodo positivo foi posicionado no processo xifoide,
enquanto um negativo foi colocado na articulagédo do
ombro direito e o de referéncia na articulagdo do ombro
esquerdo; em DIII, tanto o eletrodo negativo quanto o
de referéncia foram colocados na articulacdo do ombro
esquerdo, e um eletrodo positivo foi mantido no processo
xifoide; e na derivagdo AVF, um eletrodo negativo foi
posicionado na linha mediana cervical acima da fossa
supraesternal, enquanto o eletrodo positivo foi colocado
sobre o processo xifoide, e o de referéncia permaneceu

na articulagdo do ombro esquerdo.

Os eletrodos foram ligados a um amplificador
BioAmp (AD Instruments, Nova Zelandia), e os sinais
analdgicos foram convertidos para sinais digitais por
um sistema de interfase Powerlab/8sp (AD Instruments,
Nova Zelandia), exibidos, gravados e analisados em um
computador pessoal utilizando o soffware Chart v4.2.1
(AD Instruments Nova Zelandia). A captura de sinal foi
realizada a uma frequéncia de 1.000 eventos/segundo e
filtrada a 60 Hz.

Histopatologia

As amostras do ventriculo direito e do dpice cardiaco
foram fixadas em solucdo de paraformaldeido a 4% em
PBS, pH 7,4 durante 2 horas. Amostras fixadas de tecido
foram imersas sucessivamente em solugdes de sacarose a
10, 15, 20, 25 e 30%, até que as amostras migrassem para
o fundo do recipiente em cada solugdo; entdo as amostras
foram armazenadas a -70°C até serem utilizadas.

As amostras foram descongeladas e imersas em composto
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OCT (Temperatura Otima de Corte, sigla do inglés
Optimal Cutting Temperature) e novamente congeladas
em nitrogénio liquido, cortadas em um criostato, obtendo
amostras de 5 um, colocadas em laminas de microscépio
e coradas com técnicas de hematoxilina e eosina ou azul
de toluidina. Adicionalmente, outro grupo de amostras
foi fixado com formalina a 10% em PBS pH 7,4, imerso
em parafina, cortado com micrétomo e corado com

hematoxilina e eosina.

Analise de dados

Os dados foram expressos como valores absolutos,
porcentagens ou média + Erro Padrdo da Média (EPM).
O teste t de Student pareado ou nédo pareado foi utilizado
para analisar a significdncia das diferencas observadas
antes e apds o tratamento em um grupo, ou para
comparar dois grupos ndo relacionados, respectivamente;
enquanto a Andlise de Variancia (ANOVA), seguida pelo
teste de Tukey, foi utilizada para analisar o significado
das diferencas observadas entre os trés grupos
experimentais. Um valor de p < 0,05 foi considerado
significativo. O software GraphPad Prism 5.0 foi utilizado

na andlise estatistica.

Resultados

Todos os camundongos foram infectados com uma
parasitemia média de 4,19 + 0,74 x 10° parasitas/mL
na sexta semana pds-infeccdo antes do inicio do
protocolo de tratamento. Em todos os grupos tratados
experimentalmente, parasitas sanguineos ndo foram
detectados na sétima semana, enquanto no Grupo
Controle Chagas, a parasitemia desapareceu entre a
oitava e a nona semanas. Todos os grupos apresentavam
parasitemia 0 ao sacrificio.

Durante o periodo pés-anestésico (0 a 48 horas), o
Grupo Controle Chagas apresentou taxa de mortalidade
de 45,45% (n = 5), o Grupo Nif-Dip de 21,42% (n=3) e
o Grupo Nif-Dip-ICC de 41,17% (n = 7), respectivamente.
Durante as 6 semanas seguintes, um animal do Grupo CC,
um animal do Grupo Nif-Dip e dois do Grupo Nif-Dip-
ICC morreram, resultando em uma mortalidade total de
54,54% (n=6),28,57% (n=4)e52,9% (n=9), respectivamente.

Na figura 1, sdo apresentados os pardmetros clinicos
observados no final do protocolo experimental.
Os grupos tratados aumentaram significativamente
0 peso corporal; enquanto o peso do bago e os sinais
clinicos de ICC diminuiram significativamente nestes
grupos, em comparagdo com o Grupo Controle Chagas.
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Figura 1 — Pardmetros clinicos quantificados em camundongos com doenca de Chagas aguda, tratados ou ndo com nifurtimox e dipiridamol.

Em (A), é mostrado o peso corporal: camundongos submetidos ao protocolo de tratamento aumentaram de peso. Em (B), é mostrado o peso do bago
normalizado com base no peso corporal; a esplenomegalia diminuiu em camundongos submetidos ao protocolo de tratamento. Em (C), foi realizada uma andlise
clinica sumativa baseada na presenga (1) ou auséncia (0) dos seguintes sinais clinicos em cada camundongo: dispneia e cianose em repouso ou sob anestesia e
piloeregdo; os camundongos submetidos ao protocolo de tratamento tinham sinais reduzidos de insuficiéncia cardiaca congestiva ou infecgdo. * p < 0,05 quando
comparados os grupos tratados em relagdo ao grupo Controle Chagas ndo tratado, utilizando Andlise de Varidncia seguida do pds-teste de Tukey.

A tabelas 1 e 2 mostram os pardmetros
eletrocardiogrédficos quantitativos e qualitativos,
respectivamente, antes e depois do inicio do protocolo

terapéutico. Os sinais eletrocardiogréficos alterados

encontrados antes do tratamento incluiram diminui¢do
da frequéncia cardfaca; distdrbios da condugdo cardiaca,
caracterizados como um aumento nos valores dos

intervalos QRS e QT; alteragdes na repolarizacdo ventricular
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caracterizadas por distirbios na amplitude; direcdo do
eixo e decaimento da onda T (Tabela 1 e Figuras 2 e 3).
Estes sinais foram revertidos pelo protocolo terapéutico;
no entanto, as amplitudes das ondas R e S diminuiram

(Tabela 1 e Figuras 2 e 3). Em relagdo aos disttrbios dos

dados qualitativos, o protocolo terapéutico baseado em
nifurtimox-dipiridamol tendeu a diminuir a dissociagdo
atrioventricular e os disttirbios pés-despolarizacdo; no
entanto, os distarbios do ritmo (extrassistoles nodais e

ventriculares) tenderam a aumentar (Tabela 2).

Tabela 1 — Parametros quantitativos eletrocardiograficos em camundongos com cardiomiopatia chagastica aguda e
insuficiéncia cardiaca, antes e ap6s o inicio do protocolo terapéutico

Grupos experimentais

Parametro Nif-Dip

Nif-Dip-ICC

Pré-tratamento

Pos-tratamento

Pré-tratamento

Pos-tratamento

FC (bpm) 373,40 + 22,08 431,40 + 24,35 382,20 + 39,34 416,10 + 22,04
PR 57,37 +2,87 52,59 + 3,72 54,70 +3,73 58,07 + 3,94
QRS (ms) 13,83 +0,21 11,50 + 0,74* 14,71 0,69 11,13 £ 0,45
QT (ms) 101,50 + 11,54 68,31 + 12,81 105,50 + 11,33 90,01 + 6,20
QTc (ms) 244,90 +22,16 175,00 + 29,03 252,30 + 21,94 230,80 + 11,50
P (uV) 56,77 + 10,65 65,57 + 8,02 34,07 £12,74 65,96 + 4,18*
R (uV) 680,30 + 82,25 577,40 + 83,88 755,10 + 83,82 631,80 + 82,50
S (uV) -363,90 +62,56 204,20 + 40,44* -252,10 + 45,81 -40,10 + 40,48
T (uV) 218,20 + 46,28 270,00 + 41,68 225,60 + 49,06 255,50 + 38,40
11 5,19 £0,71 7,82 +1,07 6,30 +0,78 8,41+2,63
1% 40,63 + 8,19 79,25 + 4,21* 47,72 £ 6,91 74,04 + 6,25*
v} 67,16 + 11,69 104,50 + 23,29 69,88 + 6,57 67,94 + 5,07
7% 59,70 + 9,28 23,32 +3,76 30,12 + 6,57 32,06 + 5,07
D, 73,78 £2,33 62,24 + 4,39* 71,47 + 3,51 59,78 + 4,55*
D, 48,69 + 4,98 30,98 + 5,46 49,41+ 4,78 38,56 + 4,49
D,, 39,06 + 3,80 20,78 +3,01* 38,21 43,97 24,22 +3,72*
D,, 37,27 +2,85 17,26 +3,16* 33,84 + 3,38 23,43 + 3,50
D, 20,33 + 3,09 11,64 + 2,44* 22,69 +2,88 14,46 + 3,04*
Eixo QRS 43,80 +21,17 46,90 + 15,85 70,28 + 12,26 78,86 + 6,47
Eixo P 53,17 + 18,53 53,38 +9,87 15,40 + 18,69 58,32 + 12,45
Eixo T 68,00 = 16,83 79,78 + 5,31* 59,49 + 17,08 74,61 + 6,89

*p < 0,05 comparando os valores antes e depois do tratamento por meio do teste t de Student pareado. O decaimento da onda T foi analisado por

uma equagdo de decaimento exponencial para dois componentes, obtendo-se valores e constantes de tempo 11 e 12 com suas respectivas contribuicoes

porcentuais ao decaimento; adicionalmente, a porcentagem da amplitude da onda T decaiu a 5, 10, 20, 40 e 60 ms apés a quantificagio do pico T. Nif-Dip:

grupo tratado com nifurtimox (40 mg/kg) associado ao dipiridamol (30 mg/kg); Nif-Dip-ICC: grupo tratado com nifurtimox (40 mg/kg) e dipiridamol
(30 mg/kg) associados a farmacos para o tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva (captopril 5 mg/kg, digoxina 8 ug/kg e furosemida 2 mg/kg, os
dois 1iltimos administrados apenas por 1 semana); FC: frequéncia cardiaca; PR: intervalo de tempo entre a onda P e da onda R.
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Tabela 2 — Parametros qualitativos eletrocardiograficos registrados em camundongos com cardiomiopatia chagastica
aguda e insuficiéncia cardiaca antes e ap6s o inicio do protocolo terapéutico

Grupos experimentais

Parametros Nif-Dip Nif-Dip-ICC
Antes Depois Antes Depois
n (%) n (%) n (%) n (%)
Dissociagdo atrioventricular 5 (50) 2 (20) 0(0) 2 (25)
Extrassistoles ventriculares 0(0) 3 (30) 1(12,5) 1(12,5)
Extrassistoles nodais 0(0) 5 (50) 0 (0) 1(12,5)
Fibrilagdo atrial 4 (40) 3 (30) 0 (0) 2 (25)

Nif-Dip: grupo tratado com nifurtimox (40 mg/kg) associado ao dipiridamol (30 mg/kg); Nif-Dip-ICC: grupo tratado com nifurtimox (40 mg/kg) e
dipiridamol (30 mg/kg) associados a farmacos para o tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva (captopril 5 mg/kg, digoxina 8 ug/kg e furosemida
2 mg/kg, os dois 1iltimos administrados apenas por 1 semana).

b
s

Figura 2 — Alteragoes eletrocardiogrdficas observadas antes e apés a aplicagdo do protocolo terapéutico com nifurtimox e dipiridamol associado a
medicamentos para insuficiéncia cardiaca. Sio apresentados os registros eletrocardiogrificos na derivagdo DIII de dois animais, antes do inicio do
tratamento (a esquerda) ou apds o tratamento (a direita). No registro (A), mostramos distiirbios isquémicos, caracterizados pela inversio da onda T

e ponto | abaixo da linha isoelétrica, os quais foram revertidos pelo protocolo terapéutico com restituicdo da morfologia e amplitude da onda T (B);
adicionalmente, o tratamento induziu wma recuperacio da amplitude da onda P. Em (C), pode-se observar uma diminuicdo das amplitudes do complexo
QRS e da onda T, notando-se que a onda T tem um platd prolongado; apds o tratamento (D) pode ser observada a recuperacdo da amplitude do complexo
QRS e da onda T, que praticamente recuperou a morfologia normal. As barras verticais indicam 400 uV; as horizontais indicam 100 ms.

A anédlise histopatoldgica (Tabela 3) em amostras do  difuso; enquanto no Grupo Nif-Dip, foram observados
ventriculo direito dos camundongos do Grupo Controle  apenas infiltrado inflamatério focal reduzido e a
Chagas mostrou espessura do epicdrdio aumentada,  espessura do epicdrdio diminuida; o grau de fibrose
miocitélise e infiltrado inflamatério mononuclear  foi semelhante em ambos os grupos. Nas amostras do



Int J Cardiovasc Sci. 2017;30(2):145-156
Artigo Original

Aparicio et al.

Terapia de resgate para miocardite chagésica aguda

dpice cardiaco, a fibrose, a miocitélise, a espessura do
epicardio e o infiltrado inflamatério foram menores nos
camundongos tratados com nifurtimox-dipiridamol
quando comparados ao Grupo Controle Chagas.
Em ambas as amostras, em 60% dos camundongos
ndo tratados, estiveram presentes ninhos parasitdrios
intactos e/ou quebrados, enquanto em amostras
obtidas de camundongos tratados com nifurtimox-

dipiridamol ndo foram observados amastigotas e/ou
ninhos parasitdarios (Figura 4). Além disto, em 60%
(n = 3) do Grupo Controle Chagas e em 50% (n = 2) dos
camundongos do Grupo Nif-Dip, foram observados
mastdcitos em amostras do dpice cardiaco; no entanto,
o ntmero de mastdcitos por campo foi maior no Grupo
Controle Chagas (10,60 +7,53) do que no Grupo Nif-Dip
(1,00 + 0,82) (Figura 5 e Tabela 3).

A B

T
IRNNaR)

Figura 3 — Anormalidades eletrocardiograficas observadas antes e apés a aplicagio do protocolo terapéutico com nifurtimox e dipiridamol. Sio
mostrados os registros eletrocardiograficos em DIII de dois animais antes do inicio do tratamento (a esquerda) ou apés o tratamento (a direita).

No registro (A), sdo mostrados: baixa amplitude da onda P bimodal, amplitude da onda R diminuida, onda S profunda, complexo QRS prolongado e
um segundo componente da onda T estendido, que ndo atinge a linha isoelétrica; apds o tratamento (B), a amplitude das ondas P, R e S é recuperada

e a amplitude da onda T do segundo componente diminui. Em (C), mostra-se claramente que o segundo componente da onda T forma uma deflexio
ascendente, compativel com o fendmeno pos-despolarizagio, que foi totalmente revertido pelo protocolo de tratamento (D). As barras verticais indicam

400 uV; as horizontais indicam 100 ms.

Tabela 3 — Andlise histopatolégica em amostras do ventriculo direito e do apice cardiaco de camundongos com
cardiomiopatia chagastica aguda e insuficiéncia cardiaca tratados ou ndo com nifurtimox e dipiridamol

Grupos experimentais

Parametro

Controle Chagas Nif-Dip

VD Apice VD Apice
Ninhos de parasitas 6,00 + 2,47 3,00 +£1,91 0* 0*
Fibrose 1,40 + 0,50 1,75+ 0,47 1,40 + 0,50 0,25 +0,25*
Miocitélise 2,00 + 0,44 1,50 + 0,28 1,40 + 0,24 0,25 +0,25*
Espessura do epicérdio 1,80 + 0,20 1,75+ 0,25 1,20 £ 0,20 0,75 + 0,25*
Infiltrado inflamatério 2,80 +0,20 2,00 +£0,57 1,80 £0,37* 0,50 £ 0,28
Mastécitos - 10,60 + 7,53 - 1+0,82

*p < 0,05 quando comparados os valores para a mesma regido cardiaca, com e sem tratamento com nifurtimox e dipiridamol, por meio do teste t de Student

ndo emparelhado. Nif-Dip: grupo tratado com nifurtimox (40 mg/kg) associado ao dipiridamol (30 mg/kg); VD: ventriculo direito.
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Figura 4 — Caracteristicas histopatoldgicas do tecido cardiaco de camundongos com doenga de Chagas aguda, tratados ou ndo com nifurtimox e
dipiridamol. Trata-se de amostras de tecidos fixadas com paraformaldeido a 4%, criopreservadas com sacarose a 30%, imersas em solugdo especial (OCT)
para temperatura 6tima de corte e coradas com hematoxilina e eosina. Em (A), amostra do coragio de um individuo do grupo Controle Chagas, na qual se
observam wm ninho de amastigotas (seta), infiltrado difuso mononuclear e miocitélise (aumento de 1.000X). Em (B), amostra do coragio de camundongos
tratados com nifurtimox e dipiridamol, podendo ser observados a integridade das fibras musculares e um infiltrado de células mononucleares muito
discretas; a separagio das fibras é produto da técnica de criopreservagio (ampliagio 400X).

Figura 5 — Expressio de mastdcitos no tecido cardiaco de camundongos com doenga de Chagas aguda, tratados ou ndo com nifurtimox e dipiridamol.
Sdo apresentadas amostras de tecidos fixadas com paraformaldeido a 4%, criopreservadas com sacarose a 30%, imersas em solugdo especial (OCT) para
temperatura 6tima de corte e coradas com azul de toluidina. Em (A), amostra do coragio de camundongo do grupo Controle Chagas, na qual podem

ser vistos dois mastdcitos em processo de degranulagdo (ver seta, ampliagdo de 1.000x). Em (B), amostra do coragio de um camundongo tratado com
nifurtimox e dipiridamol, na qual ndo estdo presentes mastocitos (aumento de 400X). No canto superior direito mostramos um grdfico de barras com o
nitmero médio de mastdcitos em dez campos e os valores do erro padrio da média obtidos em amostras cardiacas do grupo Controle Chagas (barra branca)
e do grupo tratado com nifurtimox (40 mg/kg) associado ao dipiridamol (30 mg/kg) (barra preta).
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Discussao

Neste estudo, demonstramos que a combinacdo de
nifurtimox com dipiridamol foi terapeuticamente ttil
em camundongos com MCA e ICC, uma vez que, em
comparagdo com os camundongos de controle ndo
tratados, reduziu a mortalidade, diminuiu ou erradicou a
infeccdo, e, além disto, os sinais clinicos e histopatolégicos
de MCA grave foram revertidos. Que seja de nosso
conhecimento, este é o primeiro estudo realizado em
modelos animais para avaliar o tratamento de resgate
terapéutico baseado em nifurtimox-dipiridamol em
camundongos com MCA grave.

O efeito tripanocida do nifurtimox foi testado no
presente estudo, demonstrando auséncia da parasitemia
ap0ds a primeira semana de tratamento e auséncia de
amastigotas ou ninho de parasitas nas amostras cardiacas
do ventriculo direito e nas amostras histopatolégicas
do apice. Estes resultados coincidem com os relatados
por Santeliz et al.,” que demonstraram que a combinacao
de nifurtimox (40 mg/kg) e dipiridamol (30 mg/kg)
erradicava os parasitas teciduais e sanguineos em
camundongos com DC aguda sem ICC. O efeito
tripanocida, mostrado no presente estudo, poderia
depender unicamente do efeito do nifurtimox na dose de
40 mg/kg, jé que tal dose foi relatada curativa mas vérios
estudos em modelos murinos sobre o uso de nifurtimox
no tratamento de DC tém sido controversos

Estudos sobre o efeito do nifurtimox em animais
experimentais utilizaram doses elevadas da droga,
obtendo resultados conflitantes. Bustamante et al.,'°
porém, trabalhando com camundongos C57BL/6
(Ly5.2 +), obtiveram taxa de cura de 95 a 100% com doses
de 100mg/kg em esquemas de 40 dias continuos ou
intermitentes de 13 dias; Wong-Baeza et al.,!! trabalhando
com camundongos albinos NIH, obtiveram ligeira
diminuicdo da parasitemia com doses semelhantes em
um protocolo terapéutico de 50 dias. Esta discordéancia
observada entre os trabalhos citados e 0 nosso pode ser
explicada pela linhagens de camundongos utilizadas;
entretanto, a resposta ao tratamento com nifurtimox
pode depender também da cepa de T. cruzi testada,
como demonstrado no trabalho de Andrade et al.,2 que
encontrou que a cepa tipo I (parasitemia alta e precoce,
tropismo de macréfagos) apresentava alta sensibilidade
(56 +16% de cura); cepas tipo II (parasitemia alta e tardia,
tropismo do musculo cardiaco) tinha sensibilidade média
a alta (52 + 11% de cura), e a tipo III (baixa parasitemia
e tropismo muscular esquelético) baixa sensibilidade

(0,45+0,45% de cura) aos regimes terapéuticos baseados
em nifurtimox 200 mg/kg durante 4 dias, seguidos de
50 mg/kg durante 5 dias por semana, totalizando 90 dias.
Adicionalmente, Fatindez et al.®encontraram diminui¢do
da parasitemia utilizando doses de 2,5 e 10 mg/kg, com
25 e 100% de sobrevivéncia, respectivamente.

O efeito tripanocida do dipiridamol também deve ser
considerado. Ele foi relatado em epimastigotas em cultura
axénica com CI,, de 372 uM. Este efeito foi reproduzido
parcialmente em camundongos NMRI, e este formaco
diminuiu, mas ndo eliminou a parasitemia.’ No entanto,
propomos que o efeito mais benéfico do dipiridamol é
funcional e estd relacionado com seu mecanismo de agéo.

A teoria microvascular sugere que o desenvolvimento
da cardiomiopatia chagésica reflete um dano endotelial na
microcircula¢do, com formacéo de trombos plaquetérios
e sanguineos, o que acarreta isquemia difusa no tecido
cardiaco, causando necrose, remodelamento cardiaco e
fibrose, e levando ao desenvolvimento de cardiomiopatia
dilatada com ICC.** Como o dipiridamol é um agente
antiplaquetdrio, ele evita a formagao de trombos
plaquetdrios e, consequentemente, trombos sanguineos;
também devido ao aumento dos niveis de cGMP e
adenosina, induz a vasodilatagdo coronariana mediada
pela produgdo de NO, melhorando os fenémenos
isquémicos no miocardio chagdsico. Do mesmo modo,
ao aumentar os niveis de adenosina atuando sobre os
receptores Al e A3, ele tem um efeito cardioprotetor, que
permite um melhor manejo das necessidades energéticas
do coracdo em faléncia e evita fendmenos apoptéticos
precoces, respectivamente.’

Igualmente, foi relatado que a adenosina endégena,
atuando sobre os receptores Al, gera um efeito
cronotrépico e dromotrépico negativo, reduzindo
a incidéncia de arritmias ventriculares causadas
por isquemia-reperfusdo em coragdes isolados de
camundongos com batimentos'® e, quando atuando sobre
os receptores A2, tem um efeito antiarritmico na isquemia
miocdrdica aguda, reduzindo, assim, a frequéncia de
fibrilagdo ventricular.'” Desta forma, seria possivel evitar
arritmias letais observadas na cardiomiopatia chagdsica.
Também nesta linha de pensamento, foi relatado que a
administracdo oral prolongada de dipiridamol melhora
o estado fisico e cardiaco de pacientes com ICC leve a
moderada, resultando em melhorias ecocardiograficas
da fracao de ejecdo, didmetro sistélico do ventriculo
esquerdo e do nivel de peptideo natriurético tipo B."®

Recentemente, Ramakers et al.,'” relataram que o
tratamento com dipiridamol aumenta os niveis de
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Interleucina (IL) 10, que é considerada uma citocina anti-
inflamatdria capaz de induzir uma diminuicgdo de Fator de
Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) e IL-6. Niveis aumentados
de TNF-a e IL-6 tém sido associados com estdgios
avangados de DC e negativamente correlacionados com
a funcdo cardfaca,®* enquanto altos niveis de IL-10
tém sido associados a recuperagdo da fungdo cardiaca,
melhorando a fragdo de eje¢do e reduzindo os didmetros
diastélicos do ventriculo esquerdo, sendo, portanto, um
fator cardioprotetor. Na fase indeterminada da DC foram
relatados niveis elevados de IL-10, enquanto que, em
pacientes que desenvolvem miocardite chagdsica cronica,
estes niveis estdo reduzidos.?

Evidéncias sugerem que, durante o curso da infeccao
por T. cruzi, o miocadrdio é exposto a lesdes causadas
por estresse oxidativo continuo por meio da producéo
de espécies reativas de oxigénio, que sdo liberadas
continuamente como resultado de lesdes mitocondriais
durante a progressdo da cardiomiopatia chagdsica.?
A estrutura molecular do dipiridamol permite que
ele aceite elétrons, funcionando, desta forma, como
um eliminador de radicais livres, com uma maior
capacidade do que alfa-tocoferol e dcido ascérbico,
sugerindo que o efeito benéfico do dipiridamol
observado no presente estudo estd relacionado com sua
capacidade antioxidante.”

Neste trabalho, a mortalidade precoce observada
em todos os grupos experimentais pode ser explicada
pela deficiéncia funcional cardiaca, causada pela MCA,
agravada pela administragdo de anestesia geral aos
camundongos. Em camundongos no estado de vigilia,
tem-se geralmente uma frequéncia cardfaca em torno
de 580 bpm, enquanto sob anestesia com pentobarbital-
cetamina, como relatado no presente estudo, obtém-se
um valor entre 373 e 382 bpm. A bradicardia induzida
pela anestesia diminui o débito cardiaco e agravou a
insuficiéncia cardiaca, aumentando o risco de morte,
o que foi evidenciado na mortalidade do Grupo
Controle Chagas. Em contraste, os camundongos
tratados com nifurtimox e dipiridamol apresentaram
mortalidade mais baixa, o que pode estar relacionado
com os efeitos do dipiridamol descritos anteriormente.
Inesperadamente, o Grupo Nif-Dip-ICC apresentou
maior mortalidade do que o Grupo Nif-Dip; isto pode
ser explicado considerando que a administracdo de
fdrmacos como a digoxina, em um hospedeiro vulnerdvel,
aumenta o risco de arritmias cardiacas e morte subita,
como demonstrado em seres humanos por Madelaire
et al.,* que relataram que o uso de digoxina estava

associado ao aumento do risco de morte em pacientes

com insuficiéncia cardiaca cronica.

Resultados experimentais obtidos no presente estudo
confirmaram que todos os camundongos NMRI com DC
aguda apresentavam anormalidades de repolarizacéo,
que foram melhoradas pelo esquema terapéutico.
Alvarado et al., verificaram que os distdrbios de
repolarizacdo sdo sinais caracteristicos de MCA em
humanos e camundongos NMRI, o que lhes confere
um valor diagndstico para a DC aguda, fato que foi
claramente demonstrado no presente estudo. Disttirbios de
repolarizagdo ventricular tém sido associados a isquemia
e a sobrecarga ventricular.?

Como nifurtimox tem efeito tripanocida potencializado
pelo dipiridamol, isto eliminaria rapidamente a infecgéo,
o que reverteria os fendmenos inflamatérios relacionados
ao parasitismo, melhorando a funcionalidade cardiaca.
Entretanto, o efeito adjuvante do dipiridamol deve ser
crucial, pois reverte fendmenos isquémicos funcionais,
causando vasodilatagdo coronariana e melhorando o
balanco energético dos cardiomidcitos, além de permitir
o restabelecimento do equilibrio i6nico transmembrana e

normalizar os fendmenos elétricos repolarizantes.

Coincidente com os transtornos de repolarizac¢do, no
presente estudo, observou-se um aumento na amplitude
daonda S, que foi revertido com o esquema terapéutico.
Poucos estudos definiram o substrato eletrogénico da
onda S, mas, em seres humanos, a onda S reflete uma
despolarizagdo tardia da superficie diafragmadtica ou
depolarizacdo das células de Purkinje.”” No entanto, em
camundongos, dada a alta densidade das correntes de
repolarizacdo precoce, é sugerido que a onda S também
caracterize um componente de repolariza¢do precoce,®
e, assim, a medida que os distirbios de repolarizacdo
melhoram, a amplitude da onda S diminui, como foi
aqui demonstrado.

Por outro lado, a condugido intraventricular retardada,
como demonstrado nos valores dos intervalos QRS
e QT, melhorou significativamente apds o uso do
esquema terapéutico. Porém, os valores de condugdo
atrioventricular, caracterizados pelo comprimento
do intervalo PR, ndo apresentaram melhora.
A melhora da condugdo intraventricular pode refletir
inflamacgdo e restauragdo do fluxo sanguineo em
um substrato morfofuncional reversivel, enquanto
que a irreversibilidade dos disttrbios da conducgédo
atrioventricular, incluindo arritmias como a fibrilagdo
atrial, parece ser um reflexo de um dano irreversivel de
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intensa inflamacao, remodelamento e fibrose atrial, que

é geralmente observado na DC.%

Do mesmo modo, aamplitude da onda R permaneceu
inalterada, o que pode ser por conta de danos irreversiveis
a estrutura miocdrdica ou ser reflexo de um efeito
farmacolégico liquido, resultado do efeito inotrépico
negativo induzido pelo dipiridamol, mediado pela
adenosina, agindo sobre os receptores Al.°

Nas amostras histolégicas do tecido cardiaco, a
densidade de mastdcitos foi maior no Grupo Controle
Chagas quando comparado ao Grupo Nif-Dip.
Os mastdcitos sdo células inflamatérias que aumentam
e desencadeiam uma série de respostas aos estimulos
inflamatérios e infecciosos envolvidos na miocardite
e patogénese da cardiomiopatia dilatada; foi relatada
uma correlagdo entre o grau de fibrose e a densidade de
mastdcitos nos coragdes de pacientes com cardiomiopatia
dilatada e ICC.** A este respeito, Rork et al.,* relataram
que a degranulagdo de mastdcitos contribui para a lesdo
miocdrdica observada em protocolos de isquemia-
reperfusdo, e que a ativacao de receptores de adenosina

(A2A) reduziu a drea de infarto.

Conclusao

Este estudo mostrou que o tratamento com nifurtimox
(40 mg/kg) e dipiridamol (30 mg/kg) tem efeito benéfico
sobre os camundongos albinos NMRI com doenca
de Chagas aguda e insuficiéncia cardiaca congestiva.
O efeito do nifurtimox estd relacionado a sua atividade
tripanocida, enquanto o do dipiridamol pode estar
relacionado a sua capacidade de potencializar o efeito
tripanocida do nifurtimox e a sua capacidade de reverter
os fendmenos fisiopatolégicos relacionados a miocardite
chagdsica aguda, como isquemia microvascular, geragéo
de radicais livres, imunomodulagdo de inflamacdo e
sobrecarga cardiaca. A seguranca, experiéncia baseada

no uso e ampla janela terapéutica do dipiridamol

constituem valiosas vantagens para sua inclusdo em
futuros protocolos terapéuticos de doenga de Chagas

em seres humanos.
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