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RESUMO

A doenga de Chagas, causada pelo protozoario Tivpanosoma cruzi, foi responsavel por 4.916 6bitos
no Brasil no ano de 2005, o que ressalta a importancia de que se busquem novas formas de tratamento
para esses pacientes. Estudos anteriores revelaram uma marcante lesdo renal em camundongos
infectados pelo 7. cruzi nos estagios iniciais da infec¢ao. Além disso, foi constatado que o bloqueio
das vias cardiovascular e renal (como o sistema renina angiotensina-aldosterona) diminuiu a
mortalidade dos animais em 40%. Recentemente foi observado que o bloqueio de aldosterona
minimiza a perda de potassio e os efeitos cardiovasculares da infecc@o pelo 7. cruzi. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da associagdo entre o benznidazol (Bz) e a espironolactona
(Sp) na condigao fisica dos camundongos infectados. Comparando os camundongos infectados e os
tratados com Bz/Sp, observamos que a associa¢do promove uma sobrevida de 100%, com ganho
de peso, manutengao do consumo de alimentos e da atividade fisica dos animais. Em comparagdo
com o tratamento somente com Bz, a combinag¢do mantém niveis superiores das atividades motora e
exploratoria, principalmente no 15° dia pés-infec¢do. Os dados sugerem, portanto, que a associagao
entre Bz e Sp apresenta uma benéfica influéncia na condigao fisica dos camundongos durante a fase
aguda experimental.

DESCRITORES: Trypanosoma cruzi. Fase aguda. Associagdo de benznidazol e espironolactona.
Sistema renina angiotensina aldosterona. Camundongos.

ABSTRACT

The impact of the benznidazole and spironolactone combination in the evolution of the acute phase
of Trypanosoma cruzi-infected mice

Chagas disease, caused by the protozoan Tiypanosoma cruzi, was the cause of 4,916 deaths in 2005 in
Brazil, underscoring the importance of searching for new forms of treatment for these patients. Previous
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studies have shown that mice infected with 7" cruzi present marked renal injury in the early stages of
infection. Furthermore, the blockade of the cardiovascular and renal pathways (such as RAAS) reduced
the mortality of the animals by 40%. Recently, it was observed that blocking aldosterone minimizes
the loss of potassium and the cardiovascular effects of the infection with 7. cruzi. The objective of this
study was to evaluate the efficiency of the association between Bz and Sp on the physical condition of
the infected mice. Comparing mice infected and treated with Bz / Sp, we observed that the association
promoted a 100% survival, weight gain, maintenance of food intake and physical activity of animals.
Furthermore, the treatment corresponding to Bz only kept high levels of motor and exploratory activity,
especially in the 15® dpi. Thus, we concluded that the association between Bz and Sp has a beneficial
influence on the physical condition of mice during the acute phase trial.

KEY WORDS: Trypanosoma cruzi. Acute phase. Association of benznidazole and spironolactone.
Renin angiotensin aldosteron system. Mice.

INTRODUCAO

A infecgdo pelo Trypanosoma cruzi ocorre de forma endémica em,
aproximadamente, 18 paises da América Latina. Estima-se que haja 17 milhdes de
pacientes e que 100 milhdes de pessoas (25% da populag@o do continente latino-
americano) estejam sob risco de contrair a infec¢do (22). Segundo a base de dados
do Ministério da Saude, as doengas relacionadas a pobreza sdo responsaveis por
82,5 mil mortes a cada ano. No ano de 2005, a doenga de Chagas foi a causa de dbito
de 4.916 pessoas, sendo considerada a mais grave doenga cronica transmissivel no
Brasil (10). A partir de um multiprograma coordenado por varios paises do Cone
Sul, o Brasil recebeu a certificagao da eliminacdo do Triatoma infestans, espécie
totalmente domiciliada, porém a transmissdo vetorial continuou a ser feita por
outras espécies. Paralelamente, a transmissdo sanguinea também foi interrompida
(5, 13, 27). A transmissdo do 7. cruzi pela via oral tem apresentado grande
importancia. Segundo Coura (2006), mais de 50% de casos agudos da doenga de
Chagas registrados na Amazonia brasileira entre 1968 e 2000 foram atribuidos
a microepidemias de infec¢do transmitida pela via oral (6). Este tipo de infec¢ao
esta associado a uma elevada taxa de mortalidade, geralmente nas primeiras duas
semanas apos o evento (13, 26).

Em relagdo ao modelo experimental (camundongo e parasito), apesar de
alguns autores descreverem uma forma disseminada da infecgdo pelo 7. cruzi durante
a fase aguda experimental, a presenga do parasito nos tecidos ¢ predominantemente
associada as musculaturas cardiaca e esquelética e também ao sistema nervoso em
razdo do tropismo da cepa de 7. cruzi envolvida (12). O acometimento renal € pouco
abordado pela literatura, ndo havendo sequer uma detalhada abordagem sobre a
presenga do parasito no tecido renal. Lenzi et al. (1996) relataram que, no modelo
murino, o parasito pode ser encontrado em diversos orgdos, inclusive no rim.
Estes autores observaram também que a leso tecidual estd associada a presenga
e a multiplicagdo parasitaria (19). Outros autores, utilizando cepas diferentes do 7.
cruzi, observaram reduzido parasitismo tecidual no rim durante a fase aguda (20).
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A insuficiéncia cardiaca ocorre, portanto, por uma reagdo em cadeia
que envolve os sistemas cardiovascular ¢ renal e alteragdes hematoldgicas dos
camundongos (23). Resultados recentes demonstram que camundongos infectados
apresentam lesdo renal aguda nos estagios iniciais da infec¢do (nao relacionada
a presenga ou a multiplicagdo parasitaria) decorrente da intensa modulagdo
inflamatoria local em resposta ao parasito (11, 24). No eixo cardiorrenal, ha
alteragdes eletrocardiograficas e cardiovasculares, acometimento inflamatorio
cardiaco, insuficiéncia cardiaca e 80% de mortalidade (23). Além disso, também
observamos marcantes alteragdes na condigao fisica dos animais (8).

Ficou, assim, evidenciado um acometimento sistémico do camundongo
pelo T. cruzi. Especificamente no estudo do eixo cardiorrenal, nossos resultados
preliminares, no que se refere ao sistema renina angiotensina-aldosterona (SRAA),
demonstram que camundongos que tiveram bloqueada a agdo da enzima conversora
de angiotensinogénio (ECA) e de aldosterona minimizaram a perda de potassio e
apresentaram queda de 30% a 40%, respectivamente, na mortalidade durante o
curso agudo da infeccdo experimental (25). Por outro lado, quando bloqueamos
os receptores AT1, observamos um aumento de 10% a 20% da mortalidade dos
animais (25). Estes resultados demonstram que ndo somente o coragdo esta afetado,
ha também uma importante interconexao entre a lesdo renal e a insuficiéncia
cardiaca e que, possivelmente, a condigdo fisica e a mortalidade dos animais estdo
relacionadas as alteragdes em diversos sistemas.

Atualmente existe apenas uma droga disponivel para o tratamento desta
doenga, 0 benznidazol, apesar de suas limitagdes como os diversos efeitos colaterais
(1, 21). Este medicamento foi introduzido na clinica como potente tripanocida nas
décadas de 1960 e 1970, mas, de um lado, ha divergéncias quanto aos percentuais
de cura e, de outro, ha consenso sobre a sua utilidade, a depender de circunstancias
como: transmissdo congénita, fase da doenca, idade do paciente e condi¢des
associadas (7, 14). Portanto, ¢ necessario que se busquem novos medicamentos
tripanocidas com menor toxicidade. Deve-se também ressaltar que a produgao deste
medicamento ndo esta sendo suficiente para atender as necessidades primarias do
tratametno. Outra necessidade € a busca por protocolos terapéuticos associados ao
benzonidazol que sejam capazes (com a mesma eficacia tripanocida) de melhorar a
condi¢ao clinica dos pacientes (18, 30).

Considerando que o uso de espironolactona promoveu uma significativa
redug¢do da mortalidade de camundongos durante a fase aguda (25), nossa
hipdtese principal baseia-se na avaliacdo da importancia do eixo cardiorrenal na
morbimortalidade durante a infecgdo experimental. Neste trabalho, objetivamos
avaliar com base em parametros ndo invasivos (peso corporal, consumo de agua
e ragdo, atividade motora, exploratdria e temperatura corporal), especificamente,
a influéncia do tratamento com a associagdo de benznidazol e espironolactona
na condicdo fisica dos camundongos infectados pelo 7. cruzi, uma vez que a
espironolactona bloqueia os efeitos negativos da aldosterona (desequilibrio
eletrolitico, por exemplo) nos animais durante a fase aguda experimental.
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MATERIAIS E METODOS

Animais: Camundongos BALB/c, machos, adultos, livres de patogenos
especificos (s.p.f.) € ndo isogénicos foram obtidos do Centro de Criagdo de Animais
de Laboratorio (CECAL/FIOCRUZ). Os animais foram alojados durante uma
semana antes da infeccdo na Setor de Experimentagdo Animal (Laboratorio de
Biologia Celular/Laboratorio de Inovagdes em Terapias, Biofilmes e Ensino,
10C) ¢ mantidos em condigdes estaveis de temperatura e com ciclos de 12 horas
de claro e escuro. Todos os procedimentos foram realizados em conformidade
com as diretrizes estabelecidas pelo Comité Etico para o Uso de Animais da
Fiocruz (Licenga n° 020/08). O numero de animais utilizados em cada conjunto
experimental foi de n=10 por grupo em ensaios em triplicata.

Parasitos e infecgdo: A cepa Y de T cruzi foi mantida por passagem
em camundongos Swiss Webster ndo isogé€nicos e as formas de tripomastigotas
sanguineas foram isoladas como descrito anteriormente (1). Os parasitos foram
ressuspensos em tampdo fosfato (PBS) ¢ contados em um hemocitdmetro para
ajustar o indculo na concentragdo de 5x10° parasitos/mL. A infecgao foi realizada
com 200 pl da suspensdo (1 x 10° parasitos) por via intraperitoneal (ip) nos grupos
infectados tratados e ndo tratados.

Protocolos terapéuticos: O tratamento foi realizado a partir do 5° dia
pos-infecgdo (dpi) (momento do surgimento de parasitos na corrente sanguinea)
com Benznidazol (Bz) (Lafepe Benznidazol 100mg — Brasil) e Espironolactona
(Sp) (Eurofarma Espironolactona 25mg — Brasil) por vinte dias consecutivos por
via oral (gavagem e ad libitum, respectivamente) (2, 31). Conforme descrito na
literatura, utilizamos as dosagens em camundongos de 100mg/Kg para Bz e 20mg/
Kgpara Sp (2, 31). Os grupos experimentais foram divididos em: G1) ndo infectado
e ndo tratado (N); G2) infectado e ndo tratado (Inf); G3) infectado e tratado com Bz
(Inf/Bz); G4) infectado e tratado com Sp (/nf/Sp) e G5) infectado e tratado como Bz
e Sp (Inf/Bz/Sp).

Parametros parasitologicos e pesagem corporal: A parasitemia
foi determinada diariamente entre o 5° e 12° dias pds-infecgdo (dpi) para que
pudessemos observar a elevagdo ¢ a queda do nimero de parasitos no respectivo
modelo experimental (BALB/c & cepaY) e quantifica-los pelo método Pizzi-Brener
(3). O peso corporal de todos os camundongos foi avaliado diariamente de 0 a 30
dpi. A mortalidade foi anotada diariamente ¢ os indices percentuais da mortalidade
cumulativa (%MC) foram calculados no 40° dpi.

Parametros ndo invasivos: Consumo de alimentos: Iniciamos uma
semana antes da infec¢do a estimativa do consumo didrio de ragdo e agua. Este valor

182 REVISTA DE PATOLOGIA TROPICAL



foi obtido calculando-se a diferenca entre o peso/volume ofertado (250g/250ml)
e o retirado apds 24 horas em cada gaiola. O consumo individual foi calculado
seguindo-se as formulas: Cons,_, = peso ou volume adicionado - peso ou volume,
apo6s 24 h. Entdo o consumo individual considerado foi: Cons, , = Cons_ /niimero
de animais por gaiola.

Atividades motoras e exploratorias: Para melhor caracterizar a atividade
espontanea de camundongos, foi utilizado o sistema Noldus EthoVision XT6
(Noldus Tecnologia da Informagao, Leesburg, Holanda). A arena foi definida com
12 retangulos, divididos em éreas laterais e centrais. Na arena total, os retangulos
foram calibrados com as dimensdes iguais para garantir a consisténcia dos
parametros em que o aparelho Noldus EthoVision XT6 detectou a transi¢ao dos
movimentos do camundongo (15, 16).

Esta analise foi utilizada para medir: a) a atividade motora, ou seja, a
distancia percorrida na arena (cm) ¢ a velocidade média (cm/s); b) a atividade
exploratoria, a frequéncia (nimero de eventos) ¢ o tempo de permanéncia
(segundos) no quadrante central em cinco minutos, semanalmente entre os dias 0 e
30 pos-infecgdo. Para isso, foi gravado um video por meio de uma camera colocada
a 1,0m de distancia da arena de observagao.

Temperatura auricular: Durante o curso da infecgdo, a temperatura
corporal de cada camundongo foi avaliada semanalmente por meio da contengio
fisica e da avaliagdo da temperatura auricular, utilizando-se um termometro
pediatrico digital, Braun ThermoScan (Braun Ind., Sao Paulo, Brasil), também entre
os dias 0 e 30 pds-infecgao.

Andalises estatisticas: O teste de MannWhitney (ndo paramétrico) foi
utilizado para comparar todos os grupos de dados (sofiware SPSS versio 8.0);
os valores de significancia (P< 0,05) foram expressos em relagdo a: a) diferenca
estatistica observada entre o grupo Inf/Bz/Sp e Inf, indicada por asterisco nas figuras
e legendas; b) diferenga estatistica observada entre os grupos Inf/Bz/Sp e Inf/Bz e
indicada por asterisco; c¢) diferenca estatistica calculada entre os grupos Inf'e Inf/Sp
¢ indicada por &. O desvio padréo ¢ indicado por +SD.

RESULTADOS

Os resultados demonstram que, em relac@o aos parametros parasitologicos
(Figura 1), diferentes aspectos podem ser observados. Na contagem de parasitos
(Figura 1A), os grupos Inf e Inf/Sp apresentaram valores semelhantes, principalmente
no 8° dpi (348.4 + 64 e 300.0 + 44 parasitos x 10* parasitos/ml, respectivamente)
que foi o pico de parasitemia. Durante o tratamento com Bz nos grupos /nf/Bz e Inf/
Bz/SP, ainda foi possivel observar raros parasitos at¢ o 7° dpi (1.4 +0.5¢ 4.1 0.2
x 10* par/ml), que estavam completamente zerados, em ambos 0s grupos, a partir
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do 3° dia de tratamento (8° dpi). Em relagdo a mortalidade cumulativa (Figura 1B),
observamos que os camudongos infectados sem tratamento (/rf) apresentaram 80%
de mortalidade, ao passo que os animais infectados que receberam o tratamento
com Sp (Sp) tiveram sua mortalidade reduzida para 40% até o 40° dpi. Nos grupos
tratados (Inf/Bz e Inf/Bz/Sp), foi de 100% a sobrevida durante toda a fase aguda
experimental.

@ |nf === |nf/Bz === |nf/Sp = = |nf/Bz/Sp

400~
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N
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Figura 1. Pardmetros biologicos. Curva de parasitemia (A) ¢ mortalidade
cumulativa (B). Realizamos a quantificagdo (numero de parasitos x
10*ml) e a comparagao entre os grupos: camundongos infectados sem
tratamento (/nf"), infectados tratados com Bz (/nf/Bz ), infectados e
tratados com Sp (Inf/Bz) ¢ infectados e tratados com a associagdo de Bz
e Sp (Inf/Bz/Sp) até o 12° dpi. Observamos a mortalidade cumulativa e
descrevemos em percentual (%) a contagem de 6bitos até o 40° dpi.
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A pesagem corporal dos camundongos infectados pelo 7. cruzi (Figura 2)
foi realizada diariamente em todos os grupos. O grupo N apresentou um ganho de
peso de 3,4+ 0,5g entre os dias 0 e 30 pos-infecgdo. Inversamente, os camundongos
do grupo Infneste mesmo periodo demonstraram uma queda média no peso corporal
de 2,8 + 0,9g. Observamos que, no tratamento com SP, ocorreu perda de peso com
valor médio de 1,6 &+ 0,2g, significativamente menor que o grupo /nf. No grupo
tratado com Bz, ocorreu um ganho de peso similar ou acima dos valores normais. O
grupo Inf/Bz apresentou um ganho de 3,7 + 0,9g, ao passo que na associagio de Bz
e Sp foi observado um ganho de peso superior, com valores médios de 4,7 + 1,0g,
em relagdo aos animais tratados com Bz entre os dias 0 e 30 pos-infecgao.

N Inf M Inf/Bz M Inf/Sp W Inf/Bz/Sp

77 *P<0,05
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3 L &(P<0,05)
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i
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I

-7- De 0 a 30° dpi

Figura 2. Calculo do ganho de peso. O ganho de peso (eixo Y com niimeros
positivos) ou a perda de peso (eixo Y com numeros negativos) foram
expressos em gramas para os grupos: camundongos sem infecgdo
(N), infectados sem tratamento (/nf’), infectados tratados com Bz (/nf/
Bz), infectados e tratados com Sp (Inf/Sp ) e infectados e tratados
com a associa¢do de Bz ¢ Sp (Inf/Bz/Sp). (*) indica que houve uma
significancia estatistica (P<0,05) para o ganho de peso do grupo Inf/
Bz/Sp em relagdo ao Inf/Bz. (&) indica a diferenca estatistica (P < 0,05)
entre os grupos Inf'e Inf/Sp entre os dias 0 e 30 pos-infeccao.

A Figura 3 demonstra os resultados da pesagem corporal. O menor
consumo de ragdo e agua (Figura 3A e B) foi observado nos animais do grupo /nf
com uma queda média de 2,8 + 0,08¢g e 3,0 = 0,07ml. Cada camundongo consumia
aproximadamente 5,0g de ragdo ¢ 5,2ml de agua por dia antes da infec¢do. Apds
30 dias de infecgdo, o consumo individual médio desses animais caiu para 2,2g de
racdo e 2,2ml de agua. O tratamento com Bz gerou uma queda no consumo para
2,1 +0,09g de ragao e 1,7 + 0,08ml de agua. Ja o tratamento com Bz e Sp manteve
o consumo de alimento praticamente semelhante entre os dias 0 e 30 pos-infecgéo.
Foi possivel observar uma leve queda no consumo de ragéo (0,2 = 0,001 e 0,1 +
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0,001 g) e de agua (0,4 + 0,002 ¢ 0,7+ 0,001 ml). Além disso, o grupo Sp apresentou
uma queda significativamente menor do consumo tanto de agua quanto de racao
em relacdo aos animais /nf. Os animais sem infec¢do aumentaram seu consumo de
racdo e agua em 1,0+ 0,08g e 1,0 = 0,07ml, respectivamente.

N Inf M Inf/Bz M Inf/Sp M Inf/Bz/Sp

7_
GRS
8
lw 3_
s
o M [
S 1
g - ! *P<0,05
=] -3 —_—
2 &(P<0,05)
o] -5
o
-7-
B N Inf W Inf/Bz W Inf/Sp W Inf/Bz/Sp
7_
T s
S 3
(=]
\© 1_ _
% L __| ||
it r
£ || *P<0,05
3 &(P<0,05)
8 -57 De 0 a 30° dpi
-7-

Figura 3. Cadlculo do consumo de alimentos: A diferenga entre a pesagem/
volume de ragdo (A) e agua (B) disponibilizada e a retirada apos 24
horas fundamentou o consumo individual de alimentos. O aumento
(eixo Y com niimeros positivos) de consumo (em gramas ou mililitros)
ou diminui¢do (eixo Y com nimeros negativos) foi expresso para os
grupos: camundongos sem infecgdo (), infectados sem tratamento (/nf’
), infectados tratados com Bz (Inf/Bz), infectados e tratados com Sp (/nf/
Bz) e infectados e tratados com a associacao de Bz e Sp (Inf/Bz/Sp ). (*)
indica que houve uma significancia estatistica (P<0,05) para o consumo
de ragdo ou agua do grupo Inf/Bz/Sp em relagdo ao Inf/Bz. (&) indica a
diferenca estatistica (P < 0,05) entre os grupos Inf e Inf/Sp entre os dias
0 e 30 pds-infecgdo.
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Um importante fator de avaliagdo da condi¢@o de satide dos animais foi
amensuragdo das atividades motoras e exploratorias (Figuras 4 ¢ 5). Em relagdo
a atividade motora, primeiramente foi avaliada a distancia total percorrida
na arena (cm) (Figura 4A). Antes da infecgdo, todos os grupos percorreram
distancias semelhantes. Durante todo o curso da infec¢do, o grupo Inf/Bz/Sp
apresentou valores superiores ao animal infectado sem tratamento (8°dpi: 2,287
+48vs 1,971 £123; 15°dpi: 2,470 £ 98 vs 1,223 + 84; 22° dpi: 2,415+ 56 vs 282
+ 23 ¢ 30° dpi: 2,834 + 101 vs 896 + 59cm). No 15° dpi, os animais infectados
que foram tratados com a associac¢do de Bz e Sp também demonstraram melhor
atividade fisica quando comparados com os animais que receberam somente
o tratamento com Bz (2,470 + 98 vs 1,841 + 41cm), uma vez que percorreram
maior distancia. Ressaltamos que no 22° e no 30° dpi ocorreu uma diferenca
significativa entre os grupos Inf'e Inf/Sp (22° dpi: 0,25+0,001 vs 0,6+0,001; 30°
dpi: 0,6£0,01 vs 1,4+0,5cm). Outro parametro da atividade motora avaliado foi
a velocidade média de deslocamento (cm/s) (Figura 4B). Antes da infeccdo,
todos os animais de todos os grupos apresentaram valores semelhantes. Porém,
a partir do 8° dpi, os animais do grupo /nf/Bz/Sp mantiveram sua velocidade
com valores superiores ao grupo /nf (8° dpi: 7,4 £ 0,8 vs 4,9 £ 0,4; 15° dpi: 7,8
+0,6 vs 4,3 +0,3; 22°dpi: 8,1 £0,9 vs 0,9+ 0,01 e no 30° dpi: 9,5+ 1,0 vs 3,9
+ 0,2cm/s). Comparando a atividade motora do grupo /nf/Bz/Sp com a do grupo
Inf/Bz, no 15° dpi os valores do primeiro grupo também foram superiores: 7,8
+0,6 vs 6,2 +0,8cm/s.

A atividade exploratoria (Figura 5), avaliada pelo nimero de presencas
(frequéncia) do animal (n° de eventos) no quadrante central (Qc) da arena,
encontra-se demonstrada na Figura SA e o tempo de permanéncia do animal neste
quadrante encontra-se na Figura 5B. Os animais tratados com a associa¢do de Bz
e Sp apresentaram maior interesse exploratorio que os animais infectados que
ndo receberam tratamento e, no 15° dpi, foi superior também aos camundongos
infectados e tratados somente com Bz. A comparac@o Inf vs Inf/Bz/Sp, no parametro
frequéncia no Qc, demonstrou os seguintes resultados: 8° dpi: 4,5 + 0,5 vs 6,0 =
0,5; 15°dpi: 29+ 1,0 vs 7,0 £0,8; 22° dpi: 0,8 £ 0,1 vs 5,9+ 0,5 e no 30° dpi: 3,1 +
0,2 vs 6,0 = 0,6 eventos. A comparacio /nf/Bz/Sp vs Inf/Bz apresentou os seguintes
resultados: no 15° dpi: 7,0 £0,5 vs 3,0 = 0,1 eventos.

Em relac@o ao tempo de permanéncia, a comparacdo Inf vs Inf/Bz/Sp
demonstrou os seguintes resultados: 15° dpi: 2,6 = 1,0 vs 6,0 £ 0,8; 22° dpi: 0,3 £+
0,01 vs 5,9 £ 0,5 e no 30° dpi: 2,5 + 0,2 vs 7,5 £ 0,6 eventos. A comparagio Inf/
Bz/Sp vs Inf/Bz apresentou os seguintes resultados no 15° dpi: 6,0 £ 0,5 vs 3,0 +
0,1 eventos.

Os animais ndo infectados e ndo tratados (V) ndo demonstraram alteracao
em seus niveis de atividade motora e exploratdria. Além disso, a temperatura
corporal ndo demonstrou alteragdes significativas durante o curso da infecgdo
(dados ndo mostrados).
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Figura 4. Atividade motora. A atividade motora foi medida pela distancia

188

total percorrida (A) em centimetros (cm) e a velocidade média
(centimetros/segundo) (B) dos respectivos grupos: camundongos
sem infec¢do e sem tratamento (N), camundongos infectados sem
tratamento (/nf), infectados tratados com Bz (/nf/Bz), infectados e
tratados com Sp (/nf/Bz) e infectados e tratados com a associa¢ao de
Bz e Sp (Inf/Bz/Sp). (#) indica a diferenca estatistica (P< 0,05) entre
os grupos Inf/Bz/Sp e Infentre o 8° e 0 30° dpi. (*) indica a diferenca
estatistica (P < 0,05) entre os grupos /nf/Bz/Sp e Inf/Bz no 15° dpi.
(&) indica a diferenga estatistica (P < 0,05) entre os grupos Infe Inf/
Sp nos dias 22 e 30 pos-infecgao.
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Figura 5. Atividade exploratoria. Foi mensurado o interesse exploratorio pela
frequéncia do animal no quadrante central (Qc), descrita em nimero
de eventos (A), e o tempo de permanéncia dos individuos neste
quadrante em segundos (B). Foram comparados os seguintes grupos:
camundongos sem infeccdo ¢ sem tratamento (N ), camundongos
infectados sem tratamento (/nf), infectados tratados com Bz (Inf/Bz),
infectados e tratados com Sp (/nf/Bz) e infectados e tratados com a
associacdo de Bz e Sp (Inf/Bz/Sp). (#) indica a diferenga estatistica (P<
0,05) entre os grupos Inf/Bz/Sp e Inf'entre o 8° (ou 15) e o 30° dpi. (*)
indica a diferenca estatistica (p < 0,05) entre os grupos /nf/Bz/Sp e Inf/
Bz no 15° dpi.
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DISCUSSAO

A importancia do eixo cardiorrenal ¢ pouco explorada na literatura que
trata da infecgdo pelo 7. cruzi. Porém, acerca do uso de bloqueadores do SRAA
na infeccdo experimental pelo parasito existem interessantes abordagens. Leon
et al. (2003) demonstraram que a utilizacdo de captopril (inibidor da ECA),
dependendo da dose, reduziu significativamente o processo de necrose e fibrose
em camundongos infectados e, contrariamente, o aumento da invasdo parasitaria
nos cardiomidcitos que expressam receptores para bradicinina do tipo 2 (B2R) (17,
29). Além disso, os tecidos altamente vascularizados, como parénquima renal e
pulmdes, abundantes na expressdo de ECA (9), apresentam reduzida invasao celular
pelo T cruzi (19). Em relagao ao bloqueio da aldosterona, o uso de espironolactona
atenuou a remodelacdo do miocardio durante a fase cronica sintomatica, diminuindo
a gravidade da miocardiopatia chagasica dilatada pela reduco da infiltragdo
inflamatoria neste tecido (28). Além disso, em pacientes com cardiomiopatia
chagasica cronica, a otimizagdo do tratamento com enalapril e espironolactona e a
adicdo subsequente de carvedilol foram seguros e benéficos na fung@o cardiaca e na
condi¢@o clinica dos doentes (4).

Em relagdo a infecgdo experimental, com o uso de captopril em uma
linhagem susceptivel de camundongos (BALB/c) infectados com a cepa Y de
T. cruzi foi observado que os animais apresentaram valores semelhantes de
parasitemia, porém menor mortalidade em relagdo ao seu controle infectado ¢ ndo
tratado (23). O bloqueio da aldosterona e dos receptores para angiotensina do tipo 1
(ATR1), pelo uso de espironolactona e losartana (Lo), respectivamente, apresentou
resultados contrarios entre si (25). O uso de Sp diminuiu a mortalidade em 40%, ao
passo que o uso de Lo aumentou a mortalidade em 20% (25).

Apesar de todos os esforgos que resultaram na interrupgéo da transmissao
vetorial do parasito no Brasil, ainda ha um grande niimero de pacientes infectados
e outro relevante nimero de pessoas sob risco de infec¢do que irdo desenvolver
a doenca e os sintomas na fase aguda (7). Somente o Bz estd disponivel para o
tratamento dos pacientes chagasicos no Brasil. Este composto possui eficiéncia
discutivel na fase cronica e marcantes efeitos colaterais durante o seu tratamento,
principalmente em idosos (27). Assim, torna-se necessaria a busca de protocolos
terapéuticos que substituam ou se associem com o Bz para minimizar a gravidade
da doenga ¢ aumentar a qualidade de vida dos pacientes infectados (18).

Neste trabalho, nosso objetivo foi avaliar a eficiéncia da associa¢do entre
Bz e Sp na melhora da condigio fisica de camundongos infectados pelo 7. cruzi
durante a fase aguda da infecgdo. Os parametros parasitologicos demonstram que
a associagdo com Sp nao compromete a atividade tripanocida do Bz. Os valores de
parasitemia ¢ mortalidade cumulativa foram semelhantes. A condigao fisica do nosso
modelo experimental foi observada com base em pardmetros ndo invasivos como
pesagem corporal, consumo de alimentos e atividades motoras e exploratorias (8).
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Nossos resultados demonstram que, em relagdo aos animais infectados
(sem tratamento), a associacdo de Bz e Sp promoveu uma melhora da condi¢ao
fisica dos animais, representada por ganho de peso, maior atividade fisica e maior
interesse exploratorio em todos os dias pos-infec¢dao. Quando comparamos os
camundongos infectados que receberam somente o tratamento com Bz com os
que receberam a associagdo de Bz e Sp, observamos que, durante todo o curso da
infecgdo, esta associagdo demonstrou valores similares para o consumo de alimento,
tendéncia ao ganho de peso e aumento da atividade fisica. Outrossim, no 15° dpi,
tanto a atividade motora quanto o interesse exploratorio foram significativamente
maiores nos camundongos que receberam o tratamento associado em relagdo aos
que foram tratados somente com Bz.

Estes resultados podem servir de subsidios para futuros ensaios que
avaliem a importancia do eixo cardiorrenal na génese da miocardiopatia dilatada,
o mecanismo de agdo do SRRA no agravamento da infecgdo experimental
e, principalmente, o papel da aldosterona. Além disso, devem ser estudados
tratamentos associados ao Bz que mantenham a eficécia tripanocida, minimizem a
toxicidade e melhorem a condigao fisica de animais infectados.

CONCLUSOES

O uso de Bz reduziu drasticamente a mortalidade do modelo susceptivel
(BALB/c & cepa Y), porém nao corrigiu outras alteragdes sistémicas promovidas
pela cepa Y durante a infec¢@o experimental aguda em camundongos BALB/c.
Nossos resultados sugerem que a aldosterona possui uma importante influéncia
na morbimortalidade dos animais. Além disso, o uso associado de benznidazol e
espironolactona promove significativa melhora na condi¢ao fisica dos camudongos
infectados pelo 7. cruzi durante a fase aguda, considerando-se principalmente
o ganho de peso corporal, a elevacdo da atividade motora e o superior interesse
exploratorio em relag@o aos animais que receberam somente o tratamento com Bz.
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