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RESUMO

TANAKA, M. T. Estudo do efeito de agente vasodilatador da microcirculagio coronariana
sobre os disturbios de perfusdo miocardica e a disfuncao ventricular esquerda em modelo
de Cardiomiopatia Chagéasica Cronica em hamsters. 2016. 77f. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

A doenca de Chagas ainda permanece como um importante problema de saude em regides
endémicas na América Latina, onde se estima 8 a 10 milhdes de infectados. A isquemia
microvascular é frequente na cardiomiopatia chagasica crénica (CCC) e pode estar envolvida
nos processos fisiopatogénicos que levam a disfuncdo sistolica ventricular esquerda (DSVE).
Lanca-se a hipdtese que a reducdo da isquemia microvascular possa atenuar a progressao da
DSVE na CCC. Desta forma, nosso objetivo foi avaliar os efeitos do uso prolongado do
dipiridamol (DIPI), um agente vasodilatador da microcirculagdo coronaria, sobre a perfusdo
miocardica e sobre a funcéo sistolica do ventriculo esquerdo mediante emprego de métodos de
imagem in vivo. Foram utilizados 60 hamsters fémeas adultas divididas em: animais infectados
com T. cruzi e tratados com DIPI (Chagas + DIPI, n=15); infectados tratados com placebo
(Chagas + Placebo, n=15); animais ndo infectados, tratados com DIPI (Controle + DIPI, n=15)
e tratados com placebo (Controle + placebo, n=15). Apds 6 meses de infeccdo (condicao basal),
os animais foram submetidos a ecocardiograma e a cintilografia de perfusdo miocéardica por
SPECT com Sestamibi-Tc99m. Em seguida, foram tratados com inje¢des intraperitoneais de
DIPI (4mg/Kg) duas vezes ao dia ou igual volume de salina, durante 30 dias. Apds o tratamento,
os animais foram reavaliados com os mesmos métodos de imagem e a seguir sofreram eutanasia
e o tecido cardiaco foi preparado para analise histolégica quantitativa para extensao de fibrose
(coloracdo de picrosirius vermelho) e do infiltrado inflamatério (coloracdo de hematoxilina-
eosina). Na condi¢do basal os animais do grupo Chagas + placebo e Chagas + DIPI
apresentaram maior area de defeito de perfusdo (19,2 + 5,4% e 20,9 + 4,2%, respectivamente,
guando comparados aos grupos controle + placebo e controle + DIPI (3,8 £ 0,7% e 3,6 £ 0,9%,
respectivamente), p=0<0,05, mas valores semelhantes de fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (FEVE), p=0,3, e de diametro diastdlico do ventriculo esquerdo (DdVE,), p=0,2. Apds
0 tratamento, observou-se reducdo significativa dos defeitos de perfusdo somente no grupo
Chagas + DIPI (p=0,02). Quando comparados os valores basais e ap0s tratamento, 0s animais
dos grupos Chagas + DIPI e Chagas + placebo apresentaram redugdo da FEVE (65,3 = 2,5%
para 53,6 + 1,9% e 69,3 + 1,4% para 54,4 + 2,5%, respectivamente (p<0,001), e aumento do
DdVE de 0,68 £ 0,5 cm para 0,76 0,17 cm e 0,64 + 0,01 cm para 0,71 + 0,23 cm,



respectivamente (p<0,002). Na anélise histoldgica quantitativa, observou-se maior nimero de
nacleos de células inflamatdérias mononucleares nos grupos Chagas + DIPI (998,1 + 116,0
cel/mm?2) e Chagas + Placebo (1191,4 £+ 133,2 cel/mm?2) quando comparados aos grupos
Controle + DIPI (396,5 + 28,3 cel/mm?) e Controle + Placebo (257,1 £ 21,6 cel/mm?), p=0,05.
A porcentagem de fibrose foi maior nos grupos Chagas + DIPI (4,7 = 0,4%) e Chagas + Placebo
(5,4 + 0,2%) quando comparados com o grupo controle + Placebo (3,2 £ 0,3%). N&o houve
diferenca entre os grupos Chagas + DIPI e Chagas + Placebo em ambas as variaveis da
histologia. Conclus6es: O uso prolongado de DIPI em animais com CCC associou-se a
significativa reducdo dos defeitos de perfusdo miocérdica avaliados in vivo. Contudo, a
resolucéo da isquemia microvascular mediante emprego de DIPI ndo impediu a progressdo da
disfuncdo ventricular esquerda. Esses resultados sugerem que a isquemia microvascular ndo
seja um mecanismo lesivo miocéardico central no complexo fisiopatogénico neste modelo de
CCC. E plausivel supor que a isquemia microvascular seja um marcador da presenca de

processo lesivo subjacente, provavelmente de natureza inflamatoria.

Palavras-chave: Miocardiopatia chagasica; Microcirculacdo; Disfuncdo ventricular; Hamsters.
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TANAKA, D. M. Study of the effect of a vasodilating agent of the coronary
microcirculation on myocardial perfusion disorders and left ventricular dysfunction in a
hamster model of chronic chagasic cardiomyopathy. 2016. 77f. Dissertacdo (Mestrado) -
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeiréo Preto, 2016.

Chagas disease continues to be an important public health problem in endemic regions of Latin
America, where 8 to 10 million infected people are estimated to live. Microvascular ischemia
is frequent in chronic chagasic cardiomyopathy (CCC) and may be involved in the
physiopathogenic processes that lead to left ventricular systolic dysfunction (LVSD). The
hypothesis is raised that reduction of microvascular ischemia may attenuate the progression of
LVSD in CCC. Thus, our objective was to assess the effects of prolonged use of dipyridamole
(DIPY), a coronary microvascular dilator agent, on myocardial perfusion and on left ventricular
systolic function using imaging methods in vivo. A total of 60 adult female hamsters were
divided into the following groups: T. cruzi-infected animals treated with DIPY (Chagas +
DIPY, n=15); infected animals treated with placebo (Chagas + Placebo, n=15); uninfected
animals treated with DIPY (Control + DIPY, n=15) and treated with placebo (Control +
placebo, n=15). After 6 months of infection (baseline condition), the animals were submitted
to an echocardiogram and to rest myocardial perfusion scintigraphy by SPECT with Sestamibi-
Tc99m. Next, the animals were treated with intraperitoneal injections of DIPY (4 mg/kg) twice
a day or with an equal volume of saline for 30 days. After treatment, the animals were
reevaluated by the same imaging methods and euthanized. Cardiac tissue was prepared for
quantitative histological analysis of the extent of fibrosis (picrosirius red staining) and of the
inflammatory infiltrate (hematoxylin-eosin staining). At baseline, the group Chagas + placebo
and Chagas + DIPY showed a larger area of perfusion defect (19.2 + 5.4% and 20.9 + 4.2%,
respectively) compared to control + placebo and control + DIPY (3.8 £ 0.7% e 3.6 £ 0.9%,
respectively), p<0.05, but similar left ventricular ejection fraction (LVEF), p=0.3, and left
ventricular diastolic diameter (LVdD), p=0.2. After treatment, a significant reduction of
perfusion defects was observed only in the Chagas + DIPY group (p=0.02). When the values
after treatment were compared to baseline values, Chagas + DIPY and Chagas + placebo
animals showed a reduction of LVEF (from 65.3 + 2.5% to 53.6 + 1.9% and from 69.3 = 1.4%
to 54.4 + 2.%5, respectively), p<0.001, and an increase of LVdD from 0.68 = 0,15 cm to 0.76
+ 0.17 cm and from 0.64 = 0.01 cm to 0.70 + 0,02 cm, respectively, p<0.002. Quantitative
histological analysis revealed a larger number of nuclei of mononuclear inflammatory cells in
the Chagas + DIPY (998.1 £ 116.0 cel/mm?2) and Chagas + Placebo (1191.4 + 133.2 cells/mm?)
groups compared to the Control + DIPY (396.5 + 28.3 cells/mm?2) and Control + Placebo (257.1



* 21.6 cells/mm?) groups, p=0.05. The percentage of fibrosis was higher in the Chagas + DIPY
(4.7 £ 0.4%) and Chagas + Placebo (5.4 £ 0.2%) groups compared to the Control + Placebo
group (3.2 £ 0.3%). There was no difference between the Chagas + DIPY and Chagas + Placebo
groups regarding the two histological variables. Conclusions: The prolonged use of DIPY in
animals with CCC was associated with a significant reduction of myocardial perfusion defects
assessed in vivo. However, the resolution of microvascular ischemia with the use of DIPY did
not prevent the progression of left ventricular dysfunction. These results suggest that
microvascular ischemia may not be a central myocardial injury mechanism in the
physiopathogenic complex of this CCC model. It is plausible to assume that microvascular
ischemia may be a marker of the presence of an underlying injury process probably of an

inflammatory nature.

Key-words: Chagasic Cardiomyopathy; coronary microcirculation; ventricular dysfunction;

hamsters
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1. INTRODUCAO

1.1. A doenga de Chagas e sua histéria natural

A doenca de Chagas (DC) humana € uma protozoonose causada por um parasita flagelado,
denominado Trypanossoma cruzi (T. cruzi). Foi primeiramente descrita em 1909 por Carlos
Chagas, que caracterizou o parasita e seus vetores e iniciou 0s primeiros estudos sobre os
aspectos clinicos da doenca.

O modo de transmissdao mais comum aos humanos é através da inoculacdo de fezes
contaminadas pelo parasita, que é transmitida a corrente sanguinea pela picada de insetos
triatomineos. Outros modos de transmissdo ndo vetorial s&o descritos na literatura, tais como:
transfusdo sanguinea e de érgdos, congenitamente ou por via oral (Moncayo e Silveira, 2009).

Apesar das rigorosas medidas de controle do vetor e reducdo da transmissdo em paises
endémicos, como Brasil, em algumas regides da Argentina, Bolivia, Paraguai, América Central
e México, a transmissao ativa pelo vetor ainda ocorre (Coura et al., 2014). A doenca de Chagas
ainda permanece como um importante problema de satide na América Latina, sendo atualmente
uma doenca emergente em paises ndo endémicos como Estados Unidos e paises da Europa e
Asia (Bern e Montgomery, 2009; Nunes et al., 2013), representando uma das maiores causas
de Insuficiéncia Cardiaca e morte subita (Who, 2010).

A Organizac¢do Mundial de Saude estima que 8 a 10 milhdes de pessoas estdo infectadas no
mundo, a maioria na América Latina, onde a doenca é endémica. Mais de 25 milhdes de pessoas
estdo sob risco de contrair a doenca. Calcula-se que em 2008 mais de 10.000 pessoas tenham
ido a 6bito devido a DC e 752.000 dias/ano de trabalho foram perdidos devido a morte
prematura. No Brasil, existem aproximadamente 1.900.000 infectados e o gasto devido ao
afastamento de trabalhadores afetados pela doenca representou uma perda de pelo menos 5.600
mil délares/ano (Organizacion Panamericana De La Salud, 2006). Estima-se que 300.000
individuos infectados com T. cruzi vivam nos Estados Unidos, com 30.000 a 40.000 casos da
forma cardiaca crénica (Bern e Montgomery, 2009).

A DC classicamente apresenta duas fases: aguda e crénica. A fase aguda tem duracdo curta,
cerca de 8 a 12 semanas, podendo ser assintomatica ou manifestar-se de maneira grave numa
minoria de casos, podendo ser fatal em 3 a 5% desses casos. Nessa fase 0 coragéo é globular e
flacido e as manifestacdes cardiovasculares séo decorrentes de uma intensa reacdo inflamatoria,

secundaria ao parasitismo das fibras cardiaca por ninhos da forma amastigota do T. cruzi.
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Apresenta-se como uma miocardite grave, intensa e difusa com necrose de midcitos, edema
intersticial, dilatac&o vascular e infiltracdo poli e mononucleares (Rossi et al., 2010). Sinais de
meningo-encefalite podem ocorrer nessa fase em menos de 1% dos casos. As manifestacdes
clinicas nesse periodo incluem sintomas de miocardite aguda, febre, efusdo pericardica,
presenca de chagomas e/ou meningoencefalite (Prata, 2001).

Uma vez que a fase aguda cede, os pacientes entram na forma cronica da doenca, de longa
duracdo, na qual pode ser assintomatica, caracterizando a forma indeterminada da doenca, ou
sintomatica, com o desenvolvimento de complicac@es cardiacas e/ou digestivas.

A forma indeterminada, de aparente quiescéncia da doenca, é caracterizada por testes
soroldgicos e/ou parasitologicos positivos, eletrocardiograma de 12 derivacdes sem alteragdes,
exames radiologicos de torax, esdéfago e colon normais, além da auséncia de sinais e sintomas
clinicos de doenca. Pacientes com a forma indeterminada tem excelente prognostico e sua
expectativa de vida é similar a individuos sem a doenga (Ribeiro e Rocha, 1998). Nessa fase
podem ser encontradas alteracGes de mobilidade parietal segmentar do ventriculo esquerdo,
com predominancia nos segmentos inferiores e postero-laterais. A presenca dessas alteracdes
e/ou a presenca do aneurisma de ponta, alteracdo caracteristica da cardiomiopatia chagasica
crénica (CCC), podem estar relacionados com o desenvolvimento da disfuncéo ventricular
esquerda e pior prognostico da doenca (De Almeida-Filho et al., 2002; Pazin-Filho et al., 2006).

Em geral, ao longo de suas vidas, um terco dos pacientes infectados irdo desenvolver a
forma cronica sintomatica, duas a trés décadas apos a infeccdo inicial (Prata, 2001). As
manifestacdes clinicas dessa fase sdo relacionadas ao 6rgdo envolvido, particularmente, o
coragdo, esdfago e coélon. A forma cardiaca é a mais importante devido a sua frequéncia e
gravidade. O dano miocéardico geralmente € progressivo levando a CCC. As lesdes
histopatoldgicas nesse periodo sdo caracterizadas pela presenca de miocardite focal difusa, com
presenca de infiltrado inflamat6ério composto principalmente por células mononucleadas,
destruicdo de cardiomidcitos e presenca de fibrose intersticial. Nessa fase, o parasitismo de
fibras cardiacas é de muito baixa intensidade (Koberle, 1968; Rossi, 1990).

As manifestacBes mais precoces da CCC séo usualmente distarbios de conducéo (Ribeiro
et al., 2013), anormalidades regionais da mobilidade parietal do ventriculo esquerdo (Pazin-
Filho et al., 2006) e disfuncéo diastolica (Barros et al., 2001), podendo ocorrer durante todo o
periodo morte subita devido a arritmias complexas.

Nos estagios mais avancados da doenca ocorre importante dilatacdo das cAmaras cardiacas,
bem como alteracGes de sua fungédo, assemelhando-se clinicamente a uma miocardiopatia

dilatada. As manifesta¢fes clinicas mais comuns nessa fase incluem sinais e sintomas de
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insuficiéncia cardiaca, ocorréncia de fendbmenos tromboembdlicos e de arritmias graves (Rossi
et al., 2010; Nunes et al., 2013; Simdes et al., 2015).

1.2. Mecanismos fisiopatologicos da CCC

Desde a sua descoberta, os mecanismos fisiopatogénicos da CCC tém sido intensamente
estudados, no entanto, ainda ndo sdo completamente entendidos. Um terco dos pacientes
infectados irdo desenvolver a forma crénica sintomatica, somente duas a trés décadas apos a
infeccdo inicial (Prata, 2001). A patogénese do desenvolvimento tdo tardio da CCC tornou-se
um aspecto intrigante da histéria natural da doenca.

Vérias evidéncias tém apontado para a existéncia de 2 mecanismos fisiopatogénicos centrais
para explicar o desenvolvimento da cardiomiopatia chagasica cronica: agressdao miocardica
dependente do parasitismo persistente e de baixa intensidade no tecido cardiaco (Benvenuti et
al., 2008) e lesdo miocardica mediada pelo sistema imune (Borges et al., 2013).

Na fase aguda da doenca tem-se descrito intenso parasitismo das fibras cardiacas por ninhos
de formas amastigotas do T. cruzi, que provoca forte resposta imune celular e humoral contra
0 parasita, levando ao controle bioldgico, mas ndo a sua eliminacdo completa, que persiste em
baixo grau e de forma incessante na fase crénica. No entanto, na fase cronica a presenca de
ninhos de parasitas € muito rara ou praticamente indetectavel empregando-se a microscopia
convencional (Prata, 2001; Soares et al., 2001; Marin-Neto et al., 2007; Gutierrez et al., 2009).

A miocardite é uma caracteristica patologica relevante nas diferentes fases evolutivas da
doenca de Chagas. Apesar de ser mais evidente na fase aguda da doenca, permanece incessante
nas formas indeterminadas e cronicas da doenca (Higuchi, 1995; Andrade et al., 1997), estando
relacionada com a gravidade da insuficiéncia cardiaca (Higuchi et al., 1987).

Lanca-se a hipotese de que, nessa fase, a ativacao exacerbada do sistema imune cause danos
teciduais, que na fase cronica, levam a importante degeneracdo miocardica. Porém, a
contribuicdo do sistema imunologico induzida pela presenca do parasita ainda necessita ser
completamente determinada (Soares et al., 2001; Marin-Neto et al., 2007; Gutierrez et al.,
2009).

Sdo também descritos na literatura a existéncia de 2 mecanismos auxiliares na
fisiopatogénese da doenca de Chagas: distdrbios da microcirculacdo e a desnervacdo

autondmica cardiaca (hipotese neurogénica).
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Muitos investigadores acreditam que anormalidades no sistema nervoso autbnomo também
podem ter papel fisiopatoldgico na génese das arritmias ventriculares, morte stbita e distdrbios
no controle da microcirculacdo (Nunes et al., 2013). As alteracbes no sistema nervoso
autbnomo podem aparecer antes mesmo das anormalidades de mobilidade do ventriculo
esquerdo, como demonstrado em um estudo prévio, na qual foram encontradas uma marcante
associacao topogréfica entre perfusdo, inervacdo e anormalidades da mobilidade de parede
(Simoes et al., 2000).

1.3. Disturbios da microcirculacéo arterial coronaria

Evidéncias da participacdo de anormalidades na microcirculagdo coronéria neste processo
fisiopatogénico tém se acumulado tanto em estudos em humanos, quanto em animais
experimentalmente infectados. Os trabalhos sugerem que o desenvolvimento de lesdes
miocardicas €, pelo menos em parte, consequéncia de um adicional e progressivo processo de
necrose celular iniciada e perpetuada por alterages na microcirculacdo, associada a inflamacgéo
(Rossi, 1990; Rossi et al., 2010; Marin-Neto et al., 2013) que podem levar a repercussdes na
perfusdo miocéardica regional, produzindo miocitolise e fibrose reparativa (Marin-Neto et al.,
2007).

As primeiras evidéncias da participacdo de disturbios da microcirculacdo no
desenvolvimento de lesbes miocardicas na doenca de Chagas sdo provenientes de estudos
necroscépicos (Torres, 1958; 1960). Nesses estudos sdo descritos a presenca de intensas lesdes
vasculares com hiperproliferacdo da camada intima, espessamento de parede e obstrucdo de
finos ramos arteriolares coronérios.

Nos estudos experimentais, as alteracfes em nivel microvascular reportadas incluem a
ocorréncia de trombos oclusivos com formacdo de plugs plaquetarios (Rossi et al., 1984),
constricdo vascular focal e proliferacdo microvascular endotelial, associado ao dano endotelial
pelos fatores imunolégicos, aumento da producéo de endotelina e producéo local de citocinas
por infiltrados inflamatorios associadas a disfuncdo da microcirculagdo (Petkova et al., 2001).
Essa hipotese também encontra embasamento adicional em estudos histopatolégicos em
modelo murino de cardiomiopatia chagéasica cronica que demonstraram intensas alteracdes
estruturais e funcionais da arvore arterial coronaria, incluindo obstrucdo, aumento da vaso-

reatividade e espasmo arteriolar coronario (Factor et al., 1985).
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No cenario dos estudos clinicos, varios investigadores evidenciaram indice elevado de
defeitos perfusionais isquémicos (30 a 50%) em pacientes chagéasicos crénicos com artérias
coronarias subepicardicas angiograficamente normais, sugerindo que os distarbios de perfusdo
miocardica ocorrem devido a regulacdo anormal de fluxo a nivel microvascular (Hagar e
Rahimtoola, 1991; Marin-Neto et al., 1992; Simoes et al., 2000; Hiss et al., 2009). Além da
elevada frequéncia de defeitos perfusionais, estudos relatam que os defeitos perfusionais
reversiveis sao topograficamente relacionados com areas de dissinergia contratil regional do
ventriculo esquerdo. Tais alteraces de perfusdo ocorrem precocemente ao longo da evolugéo
da CCC, sugerindo que a isquemia microvascular seja um disturbio precoce na evolugédo da
doenca, podendo preceder o aparecimento da disfuncdo contratil ventricular esquerda e estar
associado a fendmenos de hibernacdo ou atordoamento (stunning) miocardico (Simoes et al.,
2000; Hiss et al., 2009).

Portanto, é razoével supor que a hipoperfusdo miocéardica ocorrendo de forma persistente
ou em episddios repetidos ao longo da evolugdo da doenca possa contribuir para 0 mecanismo
patogénico e consequente desenvolvimento da disfuncdo sistdlica regional do ventriculo
esquerdo vistos na CCC.

Um reforgo substancial para essa hip6tese encontra-se nos estudos utilizando dipiridamol,
um agente vasodilatador da microcirculacdo coronaria (Kuschnir et al., 1983) e dinitrato de
isossorbida, vasodilatador de vasos coronarios subepicardicos (Marin-Neto et al., 1988),
demonstrando melhora na funcéo sistolica global do ventriculo esquerdo em pacientes com
CCC e disturbios de perfusdo. Apesar dessa evidéncia inicial, uma peca fundamental para
estabelecer-se a relacdo de causa e efeito neste cenario ndo foi ainda demonstrada: a reversao
da disfuncdo sistolica segmentar parietal ventricular esquerda consequente a erradicacdo da
isquemia miocardica microvascular.

No campo dos estudos experimentais, Oliveira et al. desenvolveram recentemente um
estudo em modelos de hamsters sirios cronicamente infectados pelo T. cruzi, com a finalidade
de investigar as alteracdes histoldgicas relacionadas as alteracGes de perfusdo detectadas in
vivo, mediante emprego da cintilografia miocardica de perfusdo pelo método tomografico de
emissédo de alta resolucéo (SPECT). Nesse estudo, defeitos de perfusdo miocardica em repouso
foram encontrados em cerca de 50% dos animais em fases evolutivas intermediarias da CCC
aos 6 meses apos infeccdo, reproduzindo de forma bastante semelhante ao que se observa em
humanos. Além disso, foi encontrada uma significativa associagéo entre os defeitos de perfuséo
miocardica e as anormalidades segmentares da mobilidade parietal do ventriculo esquerdo,

reproduzindo a correlacdo topografica classicamente demonstrada em humanos com CCC e
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atestando a importancia fisiopatoldgica dos achados de perfusdo. De forma inédita, 0s
resultados dessa pesquisa mostraram que as areas com defeitos de perfusdo miocardica em
repouso ndo se correlacionaram com fibrose regional transmural, mas, apresentaram maior
extensdo de infiltrado inflamatdrio. No conjunto, esses resultados sugerem que as alteracdes de
perfusdo ao repouso encontrada nesse modelo experimental sejam topograficamente
correlacionadas com miocardio viavel exibindo inflamac&o suficiente para causar alteragdes da
perfusdo e disfuncdo sistolica regional (Oliveira et al., 2016). Tais achados reforcam
amplamente a possibilidade de que a hibernacdo miocéardica possa ser responsavel pela

disfuncéo sistdlica regional e participar do dano miocérdico crénico na CCC.

1.4. Modelos experimentais de CCC

Um aspecto saliente a respeito da execucdo de estudos longitudinais enderecando a
demonstracdo da participacdo das anormalidades da microcirculacdo coronaria no
desenvolvimento do dano miocérdico cronico da doenca € o tempo de observagdo
extremamente longo, 2 a 3 décadas, que seria necessario para observar-se a progressdo da
doenca a partir da sua fase indeterminada. Esse virtual impedimento da conducéo de um estudo
desta natureza em humanos salienta as vantagens de se investigar esta hipotese em modelos
animais adequados.

Nesse contexto, 0 modelo de CCC no hamster sirio tem-se mostrado bastante adequado em
espelhar a evolucdo natural da CCC humana (Ramirez et al., 1994; Bilate et al., 2003). No
estudo de Bilate (2003), a infeccdo de hamsters sirios fémeas com 3,5 x 10* ou 10° formas
tripomastigotas de T. cruzi da cepa Y produziu graus variaveis de disfungdo ventricular e
miocardite difusa ou multifocal, apds um periodo latente sem anormalidades significantes (fase
indeterminada), na quase totalidade dos animais investigados entre 8 e 12 meses O mesmo
modelo foi também objeto de outros estudos, demonstrando que a cardiomiopatia chagasica
cronica produzida neste modelo se assemelha de forma muito proxima aquela encontrada em
humanos (Bilate et al., 2003; Bilate et al., 2007).

Baseado nesses achados, nosso grupo de pesquisa desenvolveu localmente um sistema de
aquisicdo e processamento de imagens cintilograficas tomograficas de alta resolugdo em
pequenos roedores (Mini-SPECT) a partir da adaptacdo de uma gama-camara convencional de
uso clinico a um sistema de colimagéo “pinhole” (Mejia et al., 2010). Esse sistema se mostrou

bastante acurado na deteccdo e quantificacdo de distdrbios de perfusdo miocardica e areas de
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fibrose miocérdica em modelo experimental de infarto miocérdico em ratos (Oliveira et al.,
2013). Desta forma, esse sistema permite a obtencdo de imagens funcionais da funcao sistélica
ventricular esquerda e da perfusdo miocardica de pequenos roedores, in vivo e de forma
sequencial ao longo da “historia natural” da progressao da doenga miocardica em modelo

experimental de CCC.

1.5. Efeitos do dipiridamol

O dipiridamol é uma substancia que inibe o sistema de transporte de nucleosideos
responsavel pela captacdo de adenosina para o interior dos cardiomidcitos, células endoteliais,
plaquetas e eritrécitos, gerando aumento da adenosina enddgena no intersticio miocardico. Essa
acao resulta no aumento da sua acdo sobre os receptores da musculatura lisa das arteriolas
coronarias, resultando em potente acdo vasodilatadora com aumento do fluxo sanguineo
miocéardico (Wang et al., 1992).

A adenosina regula uma variedade de funcgdes cardiovasculares, incluindo crescimento e
diferenciacdo, angiogénese, fluxo sanguineo coronario, frequéncia cardiaca e sensibilidade a
estimulacdo adrenérgica. E bem conhecido que os niveis de adenosina s&o aumentados durante
a isquemia e protegem o coracao durante a isquemia/reperfusdao (Sommerschild e Kirkeboen,
2000; Headrick et al., 2003; Funakoshi et al., 2007). Funakoshi et al. (2007) conduziu um
estudo em camundongos com disfuncédo ventricular e demonstrou que ha reducgdo significativa
dos niveis de adenosina nesse modelo antes e apds o desenvolvimento da dilatacdo cardiaca.

Além do aumento dos niveis de adenosina, outro mecanismo pelo qual o dipiridamol
também é conhecido é sua acdo na inibicdo de fosfodiesterases, particularmente da PDE-5 e
PDE-6. As fosfodiesterase sdo isoenzimas que atuam em mediadores intracelulares da
transducdo de sinais, tal como GMPc e AMPc, possuindo, desta forma, importante papel na
funcao celular. A familia das fosfodiesterase sdo grandes e complexas e representam 11 familias
de genes (Ghosh et al., 2009). Cada membro desse grupo se diferem em diversos aspectos, tal
como localizagdo ou distribuig@o no tecido, bem como no modo de regulacéo e especificidade
de inibig&o (Cheng e Grande, 2007). Essas isoenzimas sdo encontradas no citosol, citoplasma,
membranas, reticulo endoplasmatico, membrana nuclear e citoesqueleto (Houslay et al., 1998;
Nyby et al., 2003).

Os inibidores da fosfodiesterase 5 (PDE-5) sdo uma classe de medicagdes que levam ao

aumento dos niveis teciduais de guanosina monofosfato ciclico (GMPc). Uma vez que esse é 0
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principal padréo de sinalizacdo do Oxido nitrico, a inibicdo da PDE-5 pode estar relacionada ao
aumento os niveis de o6xido nitrico, que leva a regulacdo da funcdo endotelial e angiogénese,
causando relaxamento dos masculos lisos e vasodilatacdo (Sakuma et al., 1990; Gamboa et al.,
2005; Chakrabarti e Freedman, 2008; Kukreja et al., 2011). As fosfodiesterases atuam na
regulacdo das atividades do sistema cardiovascular, principalmente na microcirculacéo
coronéaria (Maurice et al., 2003). Além da presenca da PDE-5 na musculatura vascular lisa, essa
substancia também esta relacionada a atividade plaquetaria, uma vez que leva a aumentos no
AMP ciclico, e regulacdo da estimulacéo cardiaca adrenérgica (Andrews et al., 2001).

Além de atuar como potente vasodilatador, estudos experimentais demonstram que o
dipiridamol induz a proliferagdo de células capilares endoteliais e a neoformacéo de capilares
em coracao de ratos (Mattfeldt e Mall, 1983; Mall et al., 1987).

Estudos prévios tem demonstrado efeitos benéficos do dipiridamol na nefropatia diabética
(Onozato et al., 2003), padrdo vascular da retina na diabetes (De La Cruz et al., 1997),
hipertensdo pulmonar (Clarke et al., 1994) e na doenca arterial periférica (Venkatesh et al.,
2010)

Os mecanismos que levam a tais alteracdes incluem a reducao do estresse oxidativo (Pattillo
et al., 2011) e de prostaciclinas (De La Cruz et al., 1997), aumento nos niveis de nitrito/NO
(Venkatesh et al., 2010) e aumento nos niveis de GMPc (Onozato et al., 2003).

Diante do exposto, é plausivel considerar que o uso prolongado do dipiridamol possa ser
uma intervencao farmacologica efetiva para reduzir as anormalidades perfusionais miocardicas
regionais identificadas na CCC.

Portanto, este projeto explorou a lacuna do conhecimento em relagdo ao papel
fisiopatologico da isquemia microvascular na progressdo da disfuncdo miocardica da CCC,
tendo como objetivo testar o efeito da potencial reversdo dos distarbios perfusionais
miocardicos mediante emprego de uso prolongado de dipiridamol sobre a evolucdo da

disfungdo miocérdica regional e global em modelo experimental de CCC no hamster.

1.6. Resumo da justificativa

Estudos clinicos e experimentais tém mostrado que fendmenos de isquemia microvascular
sdo comuns na CCC e que possam estar envolvidos nos processos fisiopatogénicos que levam
a disfuncdo sistolica ventricular esquerda por mecanismos semelhantes a hibernacdo

miocardica, com consequente desenvolvimento tardio de fibrose miocardica regional.
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Diante das evidéncias apresentadas na literatura, € possivel considerar que terapias voltadas
para diminuir o grau de isquemia microvascular possam prevenir ou reduzir defeitos de
perfusdo in vivo nos portadores de CCC, levando a atenuacéo do dano miocardico e consequente
melhora da funcéo ventricular, retardando a progressao da cardiomiopatia.

Tendo em vista o longo tempo de observagdo necessario (usualmente 2 a 3 décadas) para a
realizacdo de um estudo de seguimento clinico em humanos para observar-se 0s pacientes
chagasicos a partir da forma indeterminada até atingir-se a fase de cardiomiopatia cronica,
estudos em modelos experimentais com imagens de perfusdo e funcéo ventricular esquerda in
vivo poderiam se prestar de forma adequada para investigacdo da participacdo da isquemia
microvascular no desenvolvimento do dano miocardico na CCC.

Desta forma, o presente estudo teve por objetivo testar a hipotese de que a reversdo dos
defeitos perfusionais, avaliados in vivo, mediante 0 uso de agente vasodilatador coronario,
possa acompanhar-se de melhora da disfun¢do miocéardica ou reduzir a taxa de progressao para
formas mais graves de disfuncdo sist6lica ventricular esquerda em modelo experimental de
CCC.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo do presente estudo € avaliar os efeitos do uso prolongado do dipiridamol sobre
a perfusdo miocérdica e a funcdo sistolica do ventriculo esquerdo mediante emprego de
métodos de imagem in vivo em modelo experimental de cardiomiopatia chagésica crénica em

hamsters sirios.

2.2. Objetivos especificos

- Correlacionar a eventual reversdo dos defeitos perfusionais miocardicos com a progressao
da disfuncdo sistdlica ventricular esquerda;

- Analisar a correlacdo entre os achados in vivo dos parametros estudados de perfusdo com
as alteracdes histopatologicas, de fibrose e inflamatdrias, em modelo experimental de CCC em

hamsters sirios.



Métodos
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3. METODOS

3.1. Animais experimentais e protocolo experimental

Foram utilizados neste estudo hamster (Mesocricetus auratus) fémeas de 12 semanas de
idade (Anilab - Animais de Laboratério Criacdo e Comércio Ltda, Paulinia/SP, Brasil),
mantidos em alojamento climatizado no biotério do Departamento de Clinica Médica da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, com livre acesso a agua e racao padrédo, submetidos
a ritmo de 12 horas de luz/sombra.

Os animais do grupo chagasico foram infectados intraperitonialmente com 3,5x10* formas
tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi. Apos 2 semanas de infecgdo foi realizada a detec¢éo de
parasitas no sangue de um grupo animais selecionados aleatoriamente para confirmacdo da
infeccdo (Ramirez et al., 1994). Os animais do grupo controle foram inoculados com 0 mesmo

volume de solucéo salina.

3.2. Grupos experimentais

Os grupos experimentais, com o respectivo numero de animais por grupo, foram:

- Grupo Chagas + DIPI (n=15): Cronicamente infectados por T. cruzi, receberam
tratamento com dipiridamol por 4 semanas a partir de 6 meses apds infeccéo.

- Grupo Chagas + placebo (n=15): Cronicamente infectados por T. cruzi, foram tratados
com placebo na mesma janela temporal.

- Grupo controle + DIPI (n=15): receberam tratamento com dipiridamol por 4 semanas na
mesma janela temporal.

- Grupo controle + placebo (n=15): foram tratados com placebo por 4 semanas na mesma

janela temporal.

3.3. Delineamento geral do estudo

Na janela temporal de 6 meses de infeccdo, os animais de cada um dos grupos foram

submetidos aos seguintes exames de imagem: Doppler-ecocardiograma e cintilografia de
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perfusdo miocardica com Sestamibi-Tc-99m (mini-SPECT). Em seguida, receberam tratamento
medicamentoso com dipiridamol ou placebo durante 30 dias. Apds o periodo de tratamento 0s
métodos de imagem foram repetidos e em seguida os animais sofreram eutanasia para retirada

de Orgdos e tecidos para estudo histopatolégico, figura 1.

Infecgdo com  Detecgio de - Tratamento com Reavaliagio
T cruzi parasitas Avaliagio dipiridamol e sacrificio

Aquisi¢io dos animais T 4 | i
................................ _l_l______________l i > Tempo
. l . .
| Inicio do estudo | Desenvolvimento da doenga Término do estudo |

Figura 1 - Desenho do estudo

3.4. Métodos de imagem

3.4.1. Ecocardiograma

Apos a sedagdo com uma combinacdo de Ketamina e Xilazina (100 e 10 mg/kg), os animais
foram submetidos a depilacdo da regido anterior do térax mediante aplicacdo de creme
depilatério comercial humano. Os animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo,
em ventilacdo espontanea, e a aquisi¢do de imagens ecocardiograficas foi realizada usando um
sistema de ecocardiografia bi-dimensional de alta resolucdo, (Figura 2), Philips HD11XE (Best,
DA, Netherlands), com transdutor linear de 15-MHz de frequéncia. Utilizando-se a janela
paraesternal para obtencdo de imagens do eixo curto do VE, em nivel dos papilares, foram
obtidas imagens em modo M para a medida da espessura do septo interventricular e da parede
posterior do ventriculo esquerdo, assim como das suas dimensdes sistolica e diastolica. O
didmetro diastolico do VE foi medido na dimenséo diastolica ventricular maxima e a dimensao

sistolica do VE foi obtida durante a maxima movimentacdo anterior da parede posterior.
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Figura 2 - Animal anestesiado, submetido & tricotomia do térax e posicionado em decubito lateral esquerdo
para aquisicdo de imagens ecocardiogréficas.

As imagens obtidas foram gravadas para analise “off-line”” dos dados ao final do estudo. A
coleta das imagens assim como a analise das mesmas foi realizada por um ecocardiografista
com experiéncia na obtencdo e andlise de ecocardiografias de pequenos animais, e cego a que
grupo de estudo o animal pertencia. As dimensdes obtidas no modo M (imagens de eixo curto)
do VE em diastole e sistole foram utilizadas para determinacéo da fracdo de ejecdo, conforme
a formula:

Fracdo de Ejecdo (FEVE) pelo método de Teichholz: = Volume diastélico-
Vsistélico/Vdiastolico x 100. Onde cada volume é calculado com D (dimensédo linear do VE)
da seguinte forma: V= (7/2,4 D)x D3,

As medidas representam sempre a média de, pelo menos, cinco ciclos cardiacos
consecutivos usando a mesma projecao, posicao de transdutor e angulagdo e no mesmo quadro
de imagem congelada.

A mobilidade parietal segmentar (MPS) sistélica do VE foi analisada pelo modelo de 13
segmentos (Morgan et al., 2004). Uma projecédo paraesternal do eixo longo e 3 niveis de corte
do eixo curto (basal, medioventricular e apical) do VE foram utilizadas para segmentagéo. A
mobilidade regional foi graduada visualmente em cada segmento, com atribui¢do dos escores:
1 = normal, 2 = hipocinético e 3 = acinético/discinético. Um escore de mobilidade parietal
segmentar foi determinado pela somatdria dos escores atribuidos a cada segmento, dividida

pelo nimero total de segmentos.
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3.4.2. Cintilografia (SPECT) de perfusdo miocardica de alta resolucéo

3.4.2.1. Sistema de aquisicdo de imagens tomogréficas

Para a aquisicdo das imagens cintilograficas, foi utilizada uma gama camara clinica
(BrightView XCT; Philips Medical Systems Inc., Cleveland, OH), adaptada a um sistema de
blindagem recentemente desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa (Mejia et al., 2010;
Oliveira et al., 2013), que permite o encaixe de um colimador de orificio simples (“pinhole™),
com diametro de 1,5 mm e angulo de abertura total de 150°, figura 3A. Esta blindagem ¢é
constituida por uma placa de aluminio recoberta com uma manta de chumbo de 6mm de
espessura, adequada para fétons com energia na faixa de 150 keV. O animal é posicionado em
um suporte cilindrico, acoplado a um sistema motorizado que permite 0 movimento rotacional
do alvo para as diferentes posicdes angulares de acordo com o nimero de projecdes a serem
registradas ao longo dos 360° da aquisi¢do tomografica, figura 3B e 3C. Sincronizada com o
protocolo de aquisicdo dindmico da gama camara, a sequéncia de projecOes é registrada e

armazenada em formato DICOM.

Figura 3A - Sistema posicionado em uma das duas cabegas da gama camara clinica Bright View XT; 3B E 3C —
animal posicionado em suporte rotacional.

3.4.2.2. Aquisicdo de imagens de perfusdo miocardica

Para o protocolo de imagens, os animais foram rapidamente anestesiados com Isoflurano a
3% por 1 minuto e uma atividade 555 MBq de Sestamibi-Tc99m foi injetada na veia sublingual.
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Em seguida, foi permitido que o animal despertasse. Uma hora e meia ap6s a inje¢do do
radiofdrmaco, os animais foram novamente anestesiados com uma combinacéo de Ketamina e
Xilazina (100 e 10 mg/kg), intramuscular, e posicionados no sistema para a aquisicdo de
imagens.

Quarenta projecdes, igualmente espacadas em 360 graus, foram adquiridas em todos os
protocolos de imagens. As projecOes foram registradas em uma matriz de 128 x 128 elementos,
cada elemento com uma area de 3,4 mm x 3,4 mm. Um fator de magnificacdo de 6,3 X foi
adotado para todos o0s experimentos, o que corresponde a uma dimenséo lateral de elemento do
volume do objeto (ou voxel) de 0,54 mm. O tempo de aquisi¢do de cada projecdo foi de 30

segundos, totalizando aproximadamente 23 minutos de tempo de aquisi¢cdo por animal.

3.4.2.3. Processamento e analise das imagens

Apds a aquisicdo das projecdes, as imagens foram exportadas em formato DICOM para um
computador pessoal, onde foram processadas para obtencdo do modelo tridimensional da
distribuicdo do radiofarmaco no érgdo alvo (Mejia et al., 2010). Para isso, desenvolvemos um
software de reconstrucdes interativas de imagens baseado no algoritmo de Maxima
Verossimilhanca (Shepp e Vardi, 1982). A ferramenta foi implementada em Linguagem C,
usando um compilador freeware Dev-C++ (Bloodshed Software). Para visualizacdo final das
reconstrugdes, foi utilizado o freeware AMIDE Medical Image Data Examiner (Loening e
Gambhir, 2003).

A andlise da perfusdo miocardica foi baseada na construcdo de mapas polares, gerados por
um software proprio, para avaliacdo quantitativa (planimetria) das areas de defeitos graves
(contagens abaixo de 50% em relacdo ao pixel de méxima captacdo). O software gera um perfil
circunferencial de contagens por toda a parede miocardica do ventriculo esquerdo em cortes do
eixo curto do coracdo. Apos a selecdo da quantidade de cortes a serem analisados e estipulado
limite de contagens, o software realiza uma interpolagéo dos dados e gera uma imagem onde as
areas abaixo do limiar de contagem, sdo excluidas e quantificadas, figura 4. O software permite
ainda a edicdo adequada do perfil circunferencial de forma que seja feita uma completa
varredura de miocéardio do VE.

Em seguida, foi realizada a segmentacdo miocardica do VE em 13 segmentos (6 basais, 6
médio-ventriculares e 1 apical). Para considerar como regido com defeito de perfusédo pelo mapa
polar, a &rea deveria apresentar regido de hipocaptacdo maior do que 50% por segmento.
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Figura 4 - Mapa polar de perfusdo miocardica de um animal controle normal, ilustrando a segmentacdo do
ventriculo esquerdo. Septo anterior basal (SAB), anterior basal (AB), anterolateral basal (ALB)
posterolateral basal (PLB), inferior basal (1B), septo inferior basal (SIB, septo anterior meédio (SAM),

anterior médio (AM), anterolateral médio (ALM) posterolateral medio (PLM), inferior médio (1IM),
septo inferior médio (SIM), apical (AP).

3.5. Intervencao terapéutica

O dipiridamol [2,6-bis (diethanolamino)-4,8-dipiperidino-pyrimido- (5,4-d) pyrimidine]
foi obtido da Boehringer Ingelheim USA, disponivel comercialmente no Brasil.

Os animais dos grupos tratados com dipiridamol receberam injecdo intraperitoneal na
dosagem de 4mg/Kg, duas vezes ao dia. A dose do dipiridamol foi escolhida baseado em
estudos prévios, avaliando efeitos vasculares cardiacos desta droga (Mattfeldt e Mall, 1983;
Mall et al., 1987). Os animais com medicacdo placebo receberam, via injecdo intraperitoneal,
0 mesmo volume de solucdo salina. A dosagem da medicacdo foi ajustada na segunda semana

do estudo, considerando-se a varia¢do do peso dos animais ao longo do estudo.

3.6. Histopatologia

Ap0s anestesia em niveis mais profundos, o térax foi aberto e os animais foram sacrificados.
Rapidamente o coracdo foi excisado e lavado em solugdo PBS. Em seguida os vasos da base
assim como os atrios foram descartados.

Para analise histopatologica, foram obtidos cortes perpendiculares ao longo eixo cardiaco,

em trés niveis do coracdo (basal, medioventricular e apical), com o cuidado de se manter a
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posicdo dos cortes de forma a permitir a correlacdo topografica com as imagens in vivo. Os
cortes adequadamente posicionados foram fixados em solucdo de formaldeido a 10%, por 24
horas, e depois transferidas para alcool 70%. As amostras foram progressivamente desidratadas,
embebidas em parafina, cortadas e coradas com hematoxilina-eosina e picrosirius-vermelho
para quantificacdo da presenca de inflamacéo e fibrose, respectivamente.

As laminas foram escaneadas por um sistema de patologia digital constituido por um escaner
digital (Scanscope CS System; Aperio Tecnologies, Inc., CA, USA), com uma objetiva
Olympus UPlanSApo 20x com expecificacdes 20x/0.75 acoplada ao escaner, gerando arquivos
de imagem svs. As imagens digitalizadas foram analisadas através do programa Aperio Image
Scope View Software (Aperio Tecnologies, Inc., CA, USA), uma nova tecnologia que dispensa
0 uso do microscopio optico.

Para todas as analises, foram utilizadas amostragens que variaram de 1,5 a 2 mm? mantendo
correlacdo topografica com os exames de imagem in vivo, figura 5. Pela coloracdo de
Hematoxilina e Eosina, foram realizadas analises quantitativa (nimero de células
mononucleadas por milimetro quadrado) e qualitativa da intensidade de inflamacdo. Pela
coloracdo de Picrosirius vermelho foi quantificada e extensdo de fibrose intersticial e
perivascular, expressa em area percentual de fibrose em relacdo & area total do tecido

miocardico.

P

Figura 5 — Andlise histopatoldgica dos cortes de tecido cardiaco mantendo a correlagdo topografica com os exames
de imagem in vivo. A: Ladmina corada com HE; B: Lamina corada com picrosirus vermelho. Os
quadrados verdes indicam as areas de amostragem onde as quantifica¢cdes de inflamacao e fibrose foram
realizadas.
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3.7. Aspectos éticos

Os animais foram submetidos aos procedimentos sob anestesia, de forma a ndo induzir
estresse ou dor. Ndo foram utilizados métodos cruentos ou que submetessem 0s animais a
sofrimento ou dor. O projeto foi executado apds a devida aprovacdo do projeto no comité de
ética em pesquisa animal da nossa instituicdo (Protocolo n° 028/2014), ANEXO 1.

Este estudo recebeu apoio da Fundacdo de Apoio a Pesquisa do Estado de Séo Paulo -
FAPESP (Processo: 2014/07722-4) e Fundacdo de Apoio ao Ensino Pesquisa e Assisténcia do
Hospital das Clinicas (FAEPA ).

3.8. Métodos estatisticos

Os resultados de variaveis continuas sdo apresentados como meédia * erro padrdo da média
e as varidveis nominais expressas como frequéncia absoluta (n) e relativa (%).

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi empregado para testar-se a distribuicdo amostral
gaussiana das variaveis. Para comparacdo das médias entre 0s grupos experimentais ha mesma
janela temporal, amostras independentes, foi utilizado o teste t de Student, para variaveis de
distribuicdo gaussiana, ou o Teste de Mann-Whitney, para variaveis de distribuicdo néo
gaussiana. Para comparacdo entre as médias do mesmo grupo na condi¢do basal e apds-
tratamento foi utilizado o teste t de Student pareado, para variaveis com distribui¢do gaussiana,
ou o teste de Wilcoxon, para variaveis de distribuicdo ndo gaussiana. Para comparacdo
simultanea das médias das varidveis obtidas antes e ap0s a intervencdo com dipiridamol em
todos 0s 4 grupos experimentais, foi aplicado o Teste de Kruskall-Wallis. Estabelece-se como
nivel de significAncia um valor de p < 0,05, bicaudal.



Resultados
|
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4. RESULTADOS

4.1. Deteccdo de parasitas e confirmacéo da infeccdo experimental:

Apbs 14 dias de infeccdo, na fase aguda da doenca, foi observado a presenca de parasitas

no sangue, confirmando a presenca de infeccéo.

4.2. Mortalidade e exclusao

No grupo Controle + Placebo 1 animal morreu antes do inicio do protocolo. No grupo
Controle + DIPI houve 2 dbitos espontaneos. No grupo Chagas + DIPI houve 1 6bito pds
anestesia e no grupo Chagas + Placebo houve 2 6bitos espontaneos. Foram excluidos das
analises 4 animais do grupo Controle + Placebo, 4 animais do grupo Controle + DIPI, 1 animal
do grupo Chagas + placebo e 1 animal do grupo Chagas + DIPI devido a qualidade sub-étima

das imagens.

4.3. Avaliacéo basal

A média de peso dos animais controles foi de 186,9 + 4,1g e dos animais chagasicos foi de
192,4 £+ 4,19, p=0,4.

Nessa janela temporal, dos 30 animais chagéasicos, 18 animais (60%) apresentaram defeitos
de perfusdo. Do total de 390 segmentos analisados, 150 (38,5%) apresentaram defeitos
perfusionais graves. Considerando os 18 animais que apresentavam defeitos de perfusdo, os
segmentos com maior frequéncia de acometimento foram: anterior basal (72%), septo anterior
basal (72%), septo inferior basal (55%), septo inferior meédio (55%), antero lateral medio (55%)
e apical (100%), grafico 1A. Na avaliacdo da mobilidade parietal segmentar, 3 animais
apresentaram hipocinesia difusa e 10 animais apresentaram regides com alteracdo segmentar,
com principal acometimento nas regides anterior médio (30%), septo anterior médio (30%),
septo inferior medio (40%), inferior médio (40%), postero lateral médio (40%), antero lateral
médio (30%) e apical (80%), grafico 1B.
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Grafico 1 - A: Frequéncia (%) de acometimento dos segmentos com defeitos de perfusdo dos 18 animais na
cintilografia. B: Segmentos com alteracdo de mobilidade parietal segmentar dos 10 animais com
alteracBes segmentares ao ecocardiograma

Os valores de FEVE, DdVE, escore MPS e defeitos de perfusdo basal dos grupos
experimentais sdo apresentados na tabela 1. Na avaliacéo basal foram encontradas maiores area
de defeitos de perfusdo nos animais de ambos 0s grupos chagasicos, quando comparados aos
grupos controles, p<0,05. Os parametros ecocardiograficos (FEVE, DAVE e escore MPS) foram

similares entre 0s grupos nessa janela temporal, ANOVA - p>0,05 (Grafico 2).
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Tabela 1 - Sumario dos resultados de Fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE),
didmetro diastolico final do ventriculo esquerdo (DdVE), escore de mobilidade parietal
segmentar (MPS) e da porcentagem de defeitos de perfusdo dos grupos experimentais no basal.

Variaveis Controle + Controle + Chagas + Chagas + DIPI
Placebo (n=10) DIPI (n=9) Placebo (n=15) (n=15)
FEVE (%) 65,1+3,1 63,0+1,8 68,8 £1,9 651+24
DdVE (mm) 0,70 £ 0,02 0,64 + 0,02 0,63+0,01 0,67 +0,01
Escore MPS 1,2+£0,1 1,1+£0,1 1,29+0,1 1,1+£0,1
Defeitos de perfusao 38407 3609 192454 * 209+42*

(%)

Valores como média * erro padrdo da média. *p<0,05 vs. Controles. O valor de p refere-se ao Kruskal-Wallis test.
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Grafico 2 - Graficos em colunas representando os valores obtidos de diametro diastélico do ventriculo esquerdo
(DdVE), fracdo de ejecédo do ventriculo esquerdo (FEVE), escore de mobilidade segmentar (MPS) e de

defeito de perfusdo dos dos grupos experimentais no basal. *p<0,05



4.4. Comparacdo entre as condicdes basal e pos tratamento

4.4.1. Peso corporal
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A média de peso dos animais no basal e pds tratamento sdo apresentados na tabela 2. N&o

houve diferenca significativa entre o peso dos animais no basal e pds tratamento, p>0,05.

Tabela 2 - Média de peso dos animais em gramas (g) basal e pds tratamento

Grupos Basall P6s tratamento
Controle + Placebo (n=10) 186,0 £5,2 202,00 £ 4,9
Controle + DIPI (n=9) 189,7 + 6,8 195+ 5,7
Chagas + Placebo (n=12) 195,7+6,8 202,4+7,1
Chagas + DIPI (n=13) 189,1 + 4,7 192,4+56

Valores apresentados como média + Erro padrdo da média. DIPI: Dipiridamol.

4.4.2. Efeito do dipiridamol sobre a funcéo sistdlica e remodelamento do
ventriculo esquerdo

Os valores de FEVE e DdVE de cada grupo no basal e p6s tratamento sdo apresentados na

tabela 3. Foi encontrada reducéo dos valores de FEVE e aumento do DAVE nos grupos Chagas

+ Placebo e Chagas + DIPI, p=0,0005 e p=0,002, respectivamente (Figura 6). No entanto, essa

diferenca ndo foi evidenciada nos grupos controles, p>0,05, gréficos 3 e 4.

Tabela 3 - Sumario dos resultados de Fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE) e diametro
diastolico final do ventriculo esquerdo (DdVE) basal e p6s tratamento de cada grupo experimental.

Grupos FEVE (%) DdVE (cm)
Basal Pds Basal Pds
Controle + Placebo (n=10) | 65,1 + 3,10 60,0+ 2,8 0,70 £ 0,02 0,70+ 0,03
Controle + DIPI (n=9) 63,0+1,8 59,3+3,0 0,64 + 0,02 0,65 + 0,03
Chagas + Placebo (n=12) 69,3+1,4 54,4 + 2 5* 0,64 +£0,01 0,70 £ 0,02*
Chagas + DIPI (n=13) 653+25 53,6 + 1,9* 0,68 + 0,01 0,76 + 0,02*

Valores como média + erro padrdo da média. *p< 0,002 vs. basal. O valor de p refere-se ao teste de Wilcoxon

matched-pairs signed-ranks test.
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Gréfico 3 - Graficos em colunas representando os valores obtidos de fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (FEVE) de cada grupo experimental nas condi¢Bes basal e apos tratamento.

*p<0,002 vs basal.
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Gréfico 4 - Graficos em colunas representando os valores obtidos de didmetro diastélico do ventriculo
esquerdo (DAVE) de cada grupo experimental nas condi¢Bes basal e ap6s tratamento. *p=0,002

vs basal.

Na analise comparativa de cada grupo experimental no basal e pds tratamento, ndo foi
evidenciada alteracdo no escore de mobilidade segmentar (Grafico 5). Os valores do escore de

mobilidade parietal segmentar sdo apresentados na tabela 4.
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Tabela 4 - Sumario dos resultados de escore de mobilidade parietal segmentar (MPS) basal e

pos tratamento de cada grupo experimental.

Variaveis Escore de MPS
Basal Pds
Controle + Placebo (n=10) 12+0,1 1,12+0,1
Controle + DIPI (n=9) 1,1+0,1 1,12+0,1
Chagas + Placebo (n=12) 1,1+0,1 1,87+0,1
Chagas + DIPI (n=13) 1,1+0,0 1,35+0,1

Valores como média + erro padrdo da média.
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Gréfico 5 - Graficos em colunas representando os valores obtidos de escore de mobilidade parietal segmentar
(MPS) de cada grupo experimental pré e p6s tratamento.

4.4.3. Efeito do dipiridamol sobre a perfusdo miocardica

A tabela 5 apresenta os valores em porcentagem dos defeitos de perfusdo miocardica de
cada grupo experimental no basal e p6s tratamento. Foi encontrada reducédo significativa da
porcentagem de defeitos de perfusdo somente no grupo chagasico tratado com dipiridamol,
Gréfico 6 (figura 7A), p<0,004. No grupo Chagas + Placebo e em ambos 0s grupos controles,

os valores de porcentagem de defeitos de perfusdo foram mantidos no basal e pds tratamento,
figura 7B.

Tabela 5 - Resultados dos defeitos de perfusdo miocardica, expresso como area de superficie
total do ventriculo esquerdo nas condic6es basal e pos tratamento em cada grupo experimental.
Defeitos de perfuséo (%)

Grupos
Basal Pos
Controle + Placebo (n=10) 3,9+0,7 55+1,0
Controle + DIPI (n=9) 35+0,9 2911
Chagas + Placebo (n=12) 13,0+£0,8 105+3,0
Chagas + DIPI (n=13) 17,3+3,7 6,7+2,1%*

Valores como média + erro padrdo da média. *p=0,002 vs. basal. O valor de p refere-se ao teste de Wilcoxon
matched-pairs signed-ranks test.
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Gréfico 6- Graficos em colunas representando os valores obtidos da porcentagem de defeito de perfusdo de cada grupo
experimental pré e pos tratamento. *p<0,002 vs basal.
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Figura 7 - Imagens ilustrativas do estudo de perfusdo miocérdica na condi¢do basal e pds-tratamento de um animal
chagésico tratado com DIPI (A) e tratado com placebo (B). Sdo mostrados cortes representativos das
imagens tomogréaficas (SPECT) obtidas em 3 niveis da cavidade ventricular esquerda (basal, médio
cavitario e apical) e eixos longos vertical e horizontal, com o mapa polar resultante mostrado na

extremidade direita da figura.
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4.5. Analise histopatoldgica

Na avaliacdo histopatoldgica ndo foi visualizada a presenca de parasitas nas formas
tripomastigotas (extracelular) ou amastigotas (intracelular) na fase crénica da doenca.

Grande parte dos animais chagasicos apresentaram importante dilagdo de camaras com
diminuicdo do espessamento de paredes do ventriculo esquerdo. No entanto, ndo foram
encontradas areas de fibrose transmural. Intenso infiltrado inflamatorio focal com células
monoclueares geralmente apresentaram-se em regides subepicardica ou perivascular. A maioria
dos animais apresentou miocardite branda multifocal ou difusa. Nos animais controles, foram

encontradas fibras preservadas, com leve edema intracelular e raras vesiculas claras, figura 8.

Os valores médios de nucleos de infiltrado inflamatério e da porcentagem de fibrose em
cada grupo experimental sdo apresentados na tabela 6. Foi encontrado maior nimero de nucleos
de células inflamatdrias mononucleares em ambos 0s grupos chagasicos quando comparados
aos grupos controles, no entanto, ndo se observou diferenca significativa entre os grupos Chagas
+ DIPI e Chagas + Placebo, nem entre os grupos controle + DIPI e controle + Placebo, gréfico
7.

A porcentagem de fibrose foi maior nos grupos Chagas + DIPI e Chagas + Placebo quando
comparados com o grupo controle + Placebo, gréafico 7.

\ J
NN X L e

Figura 8 - Cortes histoldgicos de um animal controle (A) e um chagéasico apresentando grande quantidade de
infiltrado inflamat6rio mononuclear (B).
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Tabela 6 - Sumario dos resultados histopatoldgicos

CTR + Placebo CTR + DIPI Chagas + Placebo Chagas + DIPI

Variaveis

(n=10) (n=9) (n=12) (n=13)
Nucleo/mm? 257,1+216 396,5 + 28,3 1191,4 + 133,2*} 998,1 + 116,0*+
% Fibrose 3,2+0,3 46+0,3 54 +0,2* 47 +0,4*

Valores como média + erro padrdo da média. DIPI=dipiridamol, CTR=controle. *p<0,05 vs. Controle + Placebo.
+p=0,05 vs. Controle + DIPI O valor de p refere-se ao Kruskal-Wallis test.
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Gréfico 7 - Gréaficos em colunas representando os valores obtidos na andlise quantitativa de fibrose e inflamag&o na
histopatologia. CO+PLB: Controle + Placebo, CO+DIPI: Controle + Dipiridamol CH+PLB Chagas +
Placebo, CH+DIPI: Chagas + Dipiridamol.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, nos avaliamos o efeito do uso prolongado de agente vasodilatador da
microcirculacdo coronariana, dipiridamol, sobre a perfusdo miocérdica em repouso e sobre a
evolugéo da disfungéo ventricular esquerda em modelo de CCC em hamsters, correlacionando

estes achados in vivo com alterac6es histopatoldgicas de inflamacéo e fibrose.

5.1. Modelo experimental

Neste estudo, nos utilizamos o modelo de CCC, mediante infecgdo de 35.000 formas
tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi em hamsters sirios. Nos encontramos fungo sistdlica do
VE ainda preservada quando os animais foram estudados na condi¢do basal, ao sexto més pos
infeccdo. Contudo, observamos o desenvolvimento de DSVE nos animais infectados quando
investigados ao sétimo més pds infecgdo. Esses achados estdo de acordo com estudos prévios,
na qual sdo observados que, aos 4-6 meses pos infeccdo, os parametros ecocardiograficos dos
animais chagasicos sdo ainda comparaveis aos animais controles, ou seja, ndo apresentando
cardiopatia aparente, com o desenvolvimento ulterior da cardiopatia ocorrendo por volta do
oitavo més (Bilate et al., 2003; Oliveira et al., 2016).

O hamster sirio tem demonstrado ser um modelo bastante adequado para se investigar o
desenvolvimento da disfuncdo miocardica e das lesfes histopatoldgicas da CCC. Tem sido
descrito que esses animais, quando cronicamente infectados pelo T. cruzi, desenvolvem as
principais caracteristicas funcionais e patoldgicas vistas na CCC em humanos, incluindo a
disfuncdo ventricular global, presenca de miocardite multifocal e/ou difusa e aumento de
fibrose intersticial na escassez ou aparente auséncia de parasitismo tecidual (Bilate et al., 2003).

Outros modelos de CCC em animais sdo descritos na literatura, como camundongos (Rossi
et al., 1984; De Souza et al., 2004; Prado et al., 2009) e ratos (Chapadeiro et al., 1988). No
entanto, algumas particularidades da forma de desenvolvimento da cardiopatia nesses modelos
ndo espelham o que ocorre na historia natural da CCC em humanos. Desta forma, camundongos
desenvolvem uma fase aguda bastante intensa, com elevada mortalidade e evoluem a seguir
para uma fase sub-aguda que se continua com a fase crénica, sem uma distin¢do temporal bem
delimitada. Dessa forma, observa-se que 0 modelo de CCC no camundongo evolui sem passar
por uma fase de quiescéncia da doenca, que caracterizaria o equivalente a uma fase crénica em

forma indeterminada (Brener, 1965; Ramirez et al., 1994). Por outro lado, estudos demonstram
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que os ratos podem ser altamente resistentes a infec¢do pelo T. cruzi , ocorrendo na maioria
dos casos a interrupcdo da infeccdo de forma imprevisivel sem que ocorra o desenvolvimento
tardio da forma crénica cardiaca (Chapadeiro et al., 1988).

E importante salientar que em nosso estudo, apds 6 meses de infecgdo pelo T. cruzi os
valores de FEVE, foram semelhantes entre os animais chagasicos e 0s animais controles,
reforcando a nogdo de que esses animais desenvolvem um periodo da fase crbnica sem
cardiopatia aparente, ou no nosso caso sem alteracdes globais ou segmentares da funcéo do VE
ao ecocardiograma, que poderia ser comparavel em certo grau a forma indeterminada
encontrada na CCC em humanos. Adicionalmente, a avaliagdo mais tardia realizada no sétimo
més de evolucédo da infeccdo experimental foi conclusiva em mostrar a evolucgdo da cardiopatia
chagasica para sua forma crénica, caraterizada pelo desenvolvimento de disfuncéo sistolica
global e dilatacdo cavitaria do ventriculo esquerdo. Dessa forma, julgamos que o modelo do
hamster sirio mostrou ser adequado em reproduzir as fases evolutivas da fase cronica

aproximando-se da historia natural da CCC em humanos.

5.2. Métodos de imagem

Neste projeto empregamos a avaliacdo sequencial e ndo invasiva da funcdo sistélica
ventricular esquerda e da estrutura cardiaca, com método de imagem com alta resolucédo
espacial, que permitiu o estudo do curso natural da doenca, conforme ja preconizado por outros

pesquisadores. (Prado et al., 2009).

A ecocardiografia é atualmente um dos métodos de avaliacdo in vivo mais amplamente
utilizado para imagens do sistema cardiovascular em pequenos animais, produzindo imagens
com excelente resolucgéo espacial e temporal, permitindo medidas anatbmicas, como volume e
massa, e funcionais, como a FEVE (Wu et al., 2003). Tendo em vista sua praticidade, baixo
custo e ampla disponibilidade, a ecocardiografia € 0 método de imagem mais frequentemente
utilizado quando se deseja imagens sequenciais de um mesmo animal (Tanaka et al., 1996; Ram
et al., 2011). Dentre os parametros mensuraveis pela ecocardiografia, a FEVE é 0 mais
frequentemente utilizado para avaliar a fungdo sistolica do VE, tanto no cenario pré-clinico
(Fayssoil e Tournoux, 2013), quanto clinico.

O aspecto central investigado neste estudo foi a deteccdo da isquemia microvascular e a
observacdo de sua eventual correlagdo com o desenvolvimento da disfungdo sistolica

ventricular esquerda no modelo de CCC no hamster. Para cumprir esse objetivo, avaliamos as
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areas de defeitos de perfusdo ndo invasivamente e sequencialmente utilizando a cintilografia
miocardica de perfusdo com Sestamibi-Tc99m pelo método de SPECT de alta-resolugéo.

Vale ressaltar que, perante a necessidade de obtencdo de imagens de perfusdo miocardica
pelo método cintilografico com resolucdo espacial em torno de 1 mm, que representa uma
resolucéo 10 vezes melhor do que a obtida por uma gama-camara convencional de uso clinico,
nosso grupo de pesquisa recentemente desenvolveu um sistema de aquisicdo de imagens de
SPECT de alta resolucdo baseado em um colimador “pinhole” e um sistema rotacional de
suporte para pequenos animais, que sao adaptados a uma gama camara de uso clinico. Esse
método apresentou elevada resolucéo espacial e as imagens de perfusdo miocérdica obtidas
tanto em ratos controles quanto ratos submetidos a infarto miocardico experimental,
apresentaram qualidade comparavel as imagens obtidas em humanos, permitindo a visualizacdo
das paredes e da cavidade ventricular esquerda. Mediante emprego deste sistema de imagem,
foi possivel a medida da extensdo e da topografia dos defeitos perfusionais que apresentaram
forte correlacdo com as areas de infarto avaliadas pelo emprego da histopatologia (Oliveira et
al., 2013).

Também é relevante salientar que 0 modelo de CCC deve ser aplicado em animal cujo porte
permita adequada resolucdo espacial para realizacdo de exames de imagem in vivo, tendo em
vista a resolucdo espacial alcancada pelos equipamentos de imagem disponiveis. Desse modo,
0 modelo de CCC em hamsters empregado no nosso estudo demonstrou ser bastante apropriado
para aquisicdo de imagens ecocardiogréficas e de cintilografia miocérdica de perfusdo por
SPECT, com resolucdo espacial adequada para as analises necessarias, corroborando o0s

resultados ja levantados em estudos anteriores (Bilate et al., 2003; Oliveira et al., 2016).

Dessa forma, mediante o emprego deste sistema de imagens de SPECT de alta-resolucéo
foi possivel observarmos nao invasivamente e de forma quantitativa os distarbios regionais de
perfusdo neste modelo experimental de CCC. Observamos que apesar da fungéo cardiaca estar
preservada ao sexto més de infeccdo, 60% dos animais chagasicos ja apresentavam defeitos de
perfusdo em repouso, sugerindo que as alteracdes de perfuséo precedem o desenvolvimento da
disfuncdo contratil miocéardica neste modelo. Esses resultados corroboram os achados
anteriores do nosso grupo de pesquisa, que em estudo clinico em humanos mostrou a ocorréncia
de defeitos de perfusdo em pacientes chagasicos crénicos com coronarias normais na mesma
topografia das paredes do VE onde mais tardiamente se desenvolvem as alteracdes regionais de
contratilidade (Simoes et al., 2000; Hiss et al., 2009).
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5.3. Efeitos do dipiridamol

Em nosso estudo, observou-se que 60% dos animais chagasicos aos 6 meses pés infeccao
apresentavam &reas de defeitos perfusionais em repouso significativas, principalmente nos
segmentos anterior basal, septo anterior basal, septo inferior basal, septo inferior médio, antero
lateral médio e apical. Somente no grupo chagasico que recebeu tratamento com dipiridamol,
houve reverséo desses defeitos perfusionais, enquanto que nos animais tratados com placebo,
os defeitos perfusionais foram mantidos. Assim, de maneira original, mostramos que 0 uso
prolongado do dipiridamol associa-se a reducdo dos defeitos de perfusdo miocardicos nesse
modelo de CCC. Adicionalmente, esses resultados confirmam que esses defeitos perfusionais
graves, correspondendo a reducdo de captagdo mais grave do que 50% do pixel de maxima
captacdo, avaliados em repouso, ndo correspondem a fibrose regional transmural, aspecto
reforcado a posteriori no nosso estudo pela analise da histologia que mostra discreta extensao
de fibrose intersticial ndo confluente nessas mesmas regides.

Nossos achados estéo de acordo com os efeitos do dipiridamol descritos na literatura, pelos
quais esta droga é considerada um agente vasodilatador da microcirculacdo, com seletividade
corondria, que também reduz a atividade plaguetaria, sendo globalmente reconhecido como
uma agente antitrombdético, principalmente através da inibicdo do transportador da adenosina e
consequente elevacdo de seus niveis no plasma (Bult et al., 1991; Chakrabarti e Freedman,
2008). A combinacdo dos efeitos de vasodilatacdo e de antiagregacdo plaquetaria sdo
consideradas como as principais responsaveis pela melhora da perfuséo tecidual observada com
emprego do dipiridamol. (Chakrabarti e Freedman, 2008).

Outro mecanismo de acdo do dipiridamol descrito na literatura é a inibicdo de
fosfodiesterases do tipo 5 e 6, que sdo um grupo de enzimas presentes no citosol, plasma,
membranas, reticulo endoplasmatico, membrana nuclear e citoesqueleto (Houslay et al., 1998;
Nyby et al., 2003). Os inibidores da fosfodiesterase 5 sdo uma classe de medicagdes que geram
aumento dos niveis teciduais tanto do AMPc, secundario ao aumento da adenosina, quanto do
GMPc. O GMPc ¢ o principal agente intracelular na cascata de sinalizacdo do 6xido nitrico,
desta forma, o aumento de seus niveis leva a elevacdo da concentracdo de 6xido nitrico, um
vasodilatador e inibidor da agregacdo plaquetaria (Sakuma et al., 1990; Chakrabarti e
Freedman, 2008; Kukreja et al., 2011).

Diversos estudos na literatura demonstram elevagao nos niveis de adenosina em pacientes

com IC, isquemia e inflamacao, possivelmente, como um mecanismo endoégeno compensatorio
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ao alto nivel de ativagdo neuro-humoral vasoconstritor (Funaya et al., 1997; Kitakaze et al.,
1998). A adenosina regula uma grande variedade de funcdes cardiovasculares, incluindo
crescimento e diferenciacdo celular, angiogénese, alteracdo do fluxo sanguineo miocérdico,
conducéo e frequéncia cardiaca e sensibilidade a estimulacdo adrenérgica (Sommerschild e
Kirkeboen, 2000; Headrick et al., 2003).

Estudos demonstram que a presenca de DSVE em camundongos com insuficiéncia
cardiaca, € associada a reducdo nos niveis de adenosina e alteracdo na densidade de seus
receptores no miocardio, sugerindo que a modulacéo da adenosina e altera¢éo do seu padrdo de
sinalizacdo no miocardio possam ser um novo alvo terapéutico em pacientes com IC (Funakoshi
et al., 2007).

No coragdo os receptores da adenosina estdo localizados nas artérias coronarias, nodo sino
atrial e atrio ventricular e miécitos. A adenosina pode ligar-se a esses receptores no endotélio e
células musculares lisas cardiacas causando relaxamento da parede arterial e consequente
vasodilatacdo. Os efeitos no sistema cardiovascular da inibi¢do da captacdo da adenosina pelo
dipiridamol sdo complexos e dependem tanto do tecido quanto do tipo de receptor (A1 ou Az)
que estdo sendo estudados (Belardinelli et al., 1989).

Um mecanismo adicional da adenosina € a sua contribuicdo para a manutencdo da
integridade tecidual (Antonioli et al., 2014). Estudos com inibidores da captacdo de adenosina
sugerem que o aumento de sua disponibilidade protege e atenua a severidade das lesdes
teciduais, reduzindo a quantidade infiltrado de células inflamatdrias intersticiais na pancreatite
aguda (Noji, Nan-Ya, et al., 2002), glomerulonefrite (Noji, Sato, et al., 2002) e peritonite
(Rogachev et al., 2006) em camundongos, quando tratados previamente a indugdo da leséo. Os
autores sugerem que ha 2 possiveis mecanismos para justificar esse efeito protetor: efeito anti-
inflamatdrio e hemodinamico, ambos mediados pelo aumento da adenosina enddgena. Apesar
das evidéncias apresentadas, ndo existem relatos na literatura dos efeitos anti-inflamatérios com
0 uso do dipiridamol em cardiomiopatias. Em nosso estudo, pela anélise anatomo-patoldgica,
observamos leve reducdo do numero de nucleos das células inflamatdrias nos hamsters
chagésicos que receberam dipiridamol, no entanto, essa redugdo ndo atingiu significancia
estatistica.

Adicionalmente, o dipiridamol associado a aspirina foi testado em modelo de retinopatia
em ratos, que é ocasionada pela oclusdo de capilares e consequente isquemia da retina, na qual
a hiperatividade plaquetaria parece desempenhar um papel predominante. Nesse estudo, 0s

animais foram tratados com dipiridamol oral (12mg/kg) por 90 dias e foi evidenciado melhora
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no padrédo vascular da retina, interrompendo a progressao da lesdo vascular quando comparado

aos animais néo tratados (De La Cruz et al., 1997).

O efeito vasodilatador do dipiridamol foi estudado por Clarke et al. (1994) que avaliou 0s
efeitos de dois inibidores de fosfodiesterases, dipiridamol e milrinone, em modelo de coelho
com aumento da resisténcia vascular pulmonar induzida. Ambos os agentes foram potentes e
efetivos para reduzir a resisténcia, mas a magnitude da reducdo foi maior com o uso do
dipiridamol (Clarke et al., 1994).

Além dos efeitos na regulacdo da atividade plaquetéaria e vasodilatacdo, ha relatos de que o
dipiridamol esteja relacionado a inducdo da proliferacdo de células endoteliais capilares e a
neoformacdo de capilares em coracdo de ratos, apés 4 e 6 semanas de tratamento,
respectivamente, quando ministrado na dosagem de 4mg/Kg, intraperitonealmente (Mattfeldt e
Mall, 1983; Mall et al., 1987).

Nesse mesmo contexto, mais recentemente, Venkatesh et al. (2010) conduziu um estudo em
modelo de isquemia de membros posteriores de camundongos. Os animais foram tratados com
200 mg/kg de dipiridamol, duas vezes por dia, até atingir niveis plasmaticos terapéuticos.
Posteriormente, foi induzida a isquemia em membro posterior, através da oclusdo da artéria
femoral. Utilizando anélise de fluxo sanguineo por laser Doppler, foi evidenciado aumento da
densidade vascular e proliferacdo celular nos animais tratados, associado a melhora na perfuséo
arterial colateral e restauracdo do fluxo sanguineo a niveis basais, apds 5 dias p6s ocluséo,
sugerindo que essa melhora ocorre, principalmente, devido ao aumento da perfusdo pela
microcirculacdo. Adicionalmente, esses efeitos foram também dependentes da producéo de NO
(Venkatesh et al., 2010).

De fato, a isquemia crénica pode levar ao desenvolvimento de colaterais corondrias que
protegem contra o desenvolvimento de necrose, desta forma, os beneficios da acdo do
dipiridamol podem estar relacionados a melhora da circulacao colateral ao longo do tempo, uma
vez que a adenosina estimula a proliferacdo de células endoteliais e a producdo de fatores de

crescimento (Meininger e Granger, 1990; Grant et al., 1999).

Dentre 0s mecanismos propostos para explicar o aparecimento das alteracdes de perfuséo
miocéardica em nivel microvascular na CCC, destacam-se a presenca de lesGes vasculares com
hiperproliferagdo da camada intima e espessamento da parede arteriolar que levam a obstrucéo
dos finos ramos arteriolares coronarios; formagao de “plugs” plaquetarios e dano endotelial,
principalmente pelo aumento da producdo de endotelina e agdo de citocinas inflamatorias
(Torres, 1958; Rossi et al., 1984; Petkova et al., 2001). Adicionalmente, podem ocorrer
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fendmenos de vasoreatividade e espasmos arteriolares coronérios (Factor et al., 1985) Todos
esses fatores podem levar a reducdo do fluxo sanguineo miocéardico e, consequentemente, a

isquemia microvascular

Apesar de nosso estudo ndo ter sido desenhado para avaliar tais mecanismos, é plausivel
supor que o efeito do dipiridamol em reduzir os distarbios de perfusdo neste modelo
experimental de CCC possa ter sido mediado por sua atuacdo em varios dos mecanismos
descritos acima, principalmente inibindo a formacéo de plugs plaquetarios, inibindo o espasmo
arteriola e revertendo a disfuncdo. Além disso, a melhora do fluxo sanguineo miocérdico
encontrado em nosso estudo pode ser decorrente do aumento da circulacdo colateral resultante

do efeito angiogénico da adenosina.

O achado mais importante do presente estudo foi mostrar que, apesar da significativa
melhora dos defeitos de perfusdo com o uso do dipiridamol, esse efeito benéfico ndo se fez
acompanhar de atenuacdo da progressdo da disfuncdo miocardica neste modelo de CCC. De
fato, nossos resultados mostram que em ambos 0s grupos chagasicos, tanto recebendo placebo
quanto dipiridamol, houve reducdo dos valores de FEVE e aumento do DdVE nos animais
chagésicos ao longo do tempo de conducéo do estudo.

5.4. Efeitos do dipiridamol sobre a fungéo sistélica do VE

N&o ha relatos na literatura estudos em modelos animais evidenciando melhora na funcéo
cardiaca, avaliada in vivo, apds o uso do dipiridamol. Contudo, estudos em humanos com IC de
etiologia isquémica e ndo isquémica demonstram que, apds a administracdo prolongada de
dipiridamol, ocorre aumento significativo dos niveis de adenosina e dos valores de FEVE, mas
sem alterar o didmetro diastélico final do ventriculo esquerdo (Kitakaze et al., 1998; Sanada et
al., 2007). Em pacientes com etiologia isquémica, o0 uso do dipiridamol associado a aspirina
leva a melhora da perfusdo miocérdica, avaliada por ressonéncia magnética, e da fungéo
sistélica do ventriculo esquerdo (Akhtar et al., 2007). Esses dados corroboram os achados de
Belardinelli et al. (2001), na qual a administragéo de dipiridamol em pacientes com IC, também
de etiologia isquémica, esta relacionada ao aumento dos valores de FEVE, avaliados pela
ecocardiografia com estresse, e da perfusdo miocardica, avaliada pela cintilografia miocardica
com Télio, com aumento da circulacdo colateral coronéria na angiografia (Belardinelli et al.,

2001). Nesse ultimo estudo, a melhora da perfusdo miocéardica foi evidente em regides
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dependentes de colaterais e foi correlacionada com o aumento da resposta contratil a

dobutamina nos segmentos com disfuncéo.

Grande parte dos estudos envolvendo o dipiridamol e pacientes com disfuncédo ventricular
incluem tanto pacientes com miocardiopatia isquémica quanto ndo isquémicas. O unico relato
descrito na literatura com pacientes chagésicos submetidos ao tratamento com dipiridamol
demonstrou que a administracdo oral de 300 mg de dipiridamol por 60 dias promoveu aumento
nos valores de FEVE e FEVD em 15 e 18%, respectivamente. Esse incremento foi
acompanhado da melhora das anormalidades regionais de parede do ventriculo esquerdo e
direito com reducdo do grau de dissinergia (Kuschnir et al., 1983). No entanto, a reversao da
disfuncdo sistolica parietal segmentar do ventriculo esquerdo, consequente a erradicacao da

isquemia miocardica microvascular neste cenario clinico ainda ndo foi determinada.

Recentemente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu estudo em populagdo de pacientes
com miocardiopatia dilatada de etiologia nao isquémica, com a finalidade de avaliar os efeitos
do dipiridamol na funcao do ventricular esquerda em repouso e durante o esforgo, associando
essa resposta aos disturbios de perfusdo miocardica. Foi encontrada melhora na funcéo sistolica
do ventriculo esquerdo, no entanto, essa resposta foi heterogénea, ocorrendo em pacientes que
apresentavam reserva contratil. Além disso, esses resultados nao foram correlacionados com a

melhora dos defeitos de perfusdo (Schwartzmann et al., 2014).

Dentre os mecanismos propostos na literatura para explicar o aumento da FEVE com uso
prolongado do dipiridamol, inclui-se o aumento do inotropismo, que ocorreu em midcitos
ventriculares de ratos isolados na presenca de receptores da adenosina do tipo Aza, por
mecanismos dependentes e independentes do AMPc (Dobson e Fenton, 1997). A adenosina
quando liga-se a esses receptores leva a vasodilatagdo dos vasos coronarios (Berne, 1980) e
aumento da contratilidade dos midcitos ventriculares (Xu et al., 1996; Monahan et al., 2000),

no entanto, esse Ultimo dado ainda é conflitante (Stein et al., 1994).

E plausivel supor que uma possivel reducdo da po6s-carga, promovida por efeito
vasodilatador arteriolar periférico pelo dipiridamol, poderia facilitar o esvaziamento sistélico
ventricular esquerdo e contribuir para a melhora da funcéo ventricular em repouso, no entanto,
esse efeito ndo ocorreu em nosso estudo, uma vez que a funcao sistolica dos animais do grupo
controle tratado com dipiridamol foi semelhante ao controle tratado com placebo.

Apesar dessas evidéncias in vitro demonstrarem um possivel aumento no inotropismo, néo
ha outros relatos na literatura em modelo animal que demonstrem a melhora da perfuséo e

funcdo miocérdica, avaliadas in vivo, com o uso prolongado do dipiridamol.
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Contrariamente aos achados dos estudos supracitados, nossos resultados da avaliagdo da
funcdo sistolica VE mostram que a utilizacdo do dipiridamol ndo foi efetiva para impedir ou
atenuar a progressdo da disfuncdo ventricular em modelo de CCC em hamsters.
Adicionalmente, também né&o foi observado aumento da FEVE nos animais controles tratados
com dipiridamol, demonstrando a auséncia de efeitos dessa droga no aumento da contratilidade
miocéardica. Essas aparentes discordancias encontradas entre o cora¢do de humanos e animais
pode ser explicada pelo uso concomitante de outras medicacfes associadas no tratamento da

insuficiéncia cardiaca ou pela propria diferenca entre as espécies (Funakoshi et al., 2007).

Nossos resultados mostram que em ambos os grupos controles ndo houve alteracédo
significativa dos valores de FEVE e DdVE ap6s uso do dipiridamol. No entanto, nos animais
infectados com T. cruzi, tratados ou ndo com dipiridamol, a doenca progrediu da mesma
maneira como que foi relatada em estudos anteriores (Bilate et al., 2003; Oliveira et al., 2016),
demonstrando que o dipiridamol apresentou efeito neutro sobre esses parametros de evolucgéo

da doenca.

As anélises histopatoldgicas da inflamagdo corroboram diretamente os achados
ecocardiograficos, no sentido de mostrar graus semelhantes de lesao histoldgica miocardica nos
grupos chagasicos tratados com placebo ou dipiridamol, os quais apresentaram maior
quantidade de infiltrado inflamatdrio quando comparado aos animais controles. Na andlise de
extensdo de fibrose, n6s encontramos diferenca entre ambos 0s grupos chagasicos somente com
0 grupo controle + placebo. Vale ressaltar que esses resultados mostrando diferenca do grau de
fibrose apenas entre alguns dos grupos experimentais pode refletir a discreta expressdo da
fibrose intersticial e perivascular encontrada nesta janela temporal de evolucdo da CCC no
hamster , grosseiramente alcangando 5,5%, pouco acima do encontrado nos controles. Nesta
fase da doenca no hamster as alteracGes inflamatdrias sdo mais proeminentes e se correlacionam
com o grau de disfuncdo ventricular, como ja mostrado por estudo anterior de nosso grupo de

pesquisa (Oliveira et al. 2016)

Adicionalmente, Bilate et al. (2003) demonstraram que em fases mais tardias da evolucgéo
da CCC, animais que apresentam aumento da fibrose apresentavam maior severidade de
disfuncdo do VE (Bilate et al., 2003), indicando que a disfunc¢do do ventriculo esquerdo em
hamsters cronicamente infectados seja consequéncia de um processo de remodelamento
desencadeado principalmente por processos inflamatérios seguidos tardiamente por

proporcional grau de fibrose. (Bilate et al., 2003).
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Consideracdes finais

O conjunto dos resultados coletados no presente estudo indica que a hip6tese inicial de que
a reducdo da isquemia microvascular pudesse ser acompanhada de atenuagdo da evolucdo da

disfuncdo miocardica e da lesdo miocardica da CCC néo foi confirmada.

A partir dos resultados obtidos e de extensa revisdo da literatura, consideramos que possam
existir outros mecanismos que ainda devem ser explorados para elucidar a participacdo da
isquemia no processo fisiopatogénico da doenca de Chagas. E plausivel supor que a isquemia
microvascular ndo seja um mecanismo fisiopatogénico independente, como mostra nossos
resultados, mas sim um marcador da presenca de um processo lesivo subjacente, provavelmente

de natureza inflamatoria, que induz a progressao da disfuncéo ventricular esquerda na CCC.



Conclusao
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo indicam que o uso prolongado de dipiridamol em hamsters
infectados cronicamente com T. cruzi esta associado a reducdo significativa das areas de
defeitos de perfusdo avaliados in vivo.

A reversdo dos defeitos perfusionais encontrados nos animais chagasicos tratados com
dipiridamol ndo se associou a atenuacdo da progressdo da disfungdo ventricular esquerda ou

atenuacdo das lesdes histologicas miocardicas nesse modelo experimental de CCC.
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de agente vasodilatador da microcircula¢do coronariana sobre a perfusdo
miocdardica e a disfuncdo ventricular esquerda em modelo de
cardiomiopatia chagdsica crénica em hamsters”, sob a responsabilidade
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adopted by the National Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and was
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University of Sao Paulo in 07/28/2014.
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