UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FACULDADE DE MEDICINA DA BAHIA

Fundada em 18 de fevereiro de 1808

Monografia

Estudo funcional da Galectina e de seu inibidor na
progressao da cardiomiopatia chagasica cronica

Paulo Chenaud Neto

Salvador (Bahia)
Outubro, 2016



II

FICHA CATALOGRAFICA (Biblioteca Gongalo Moniz : Meméria da Satide
Brasileira/SIBI-UFBA/FMB-UFBA)

Neto, Paulo Chenaud
Estudo funcional da Galectina e de seu inibidor na progresséao da
cardiomiopatia chagasica crénica / Paulo Chenaud Neto — Salvador, Bahia: P,
Neto. 2016.

VI, 24p: II.

Monografia, como exigéncia parcial e obrigatéria para conclusao do Curso de
Medicina da Faculdade de Medicina da Bahia (FMB), da Universidade Federal
da Bahia (UFBA).

Professor orientador: Simone Garcia Macambira

Palavras-chaves: 1. Galectina; 2. Inibidor de Galectina; 3. Avaliacao Cardiaca;
4. Cardiomiopatia Chagasica Crdnica. I. Macambira, Simone Garcia. Il
Universidade Federal da Bahia lll. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FACULDADE DE MEDICINA DA BAHIA

Fundada em 18 de fevereiro de 1808

E SPIRITUS
-

[

Monografia

Estudo funcional da Galectina e de seu inibidor na
progressao da cardiomiopatia chagasica cronica

Paulo Chenaud Neto

Professora orientadora: Simone Garcia Macambira

Monografia de Conclusdo do
Componente  Curricular MED-
B60/2016.1, como pré-requisito
obrigatério e  parcial  para
conclusdo do curso médico da
Faculdade de Medicina da Bahia
da Universidade Federal da Bahia,
apresentada ao Colegiado do Curso
de Graduagao em Medicina.

Salvador (Bahia)
Agosto, 2016



v

Monografia: Estudo funcional da Galectina e de seu inibidor na
progressdo da cardiomiopatia chagdsica cronica, de Paulo Chenaud
Neto.

Professor orientador: Simone Garcia Macambira

COMISSAO REVISORA:

e Simone Garcia Macambira (Professora orientadora) Professora do
Departamento de Bio-fun¢do do Instituto de Ciéncias da Sauide da Universidade
Federal da Bahia.

e Alexandre Ribeiro do Espirito Santo, Professor do Departamento de
Biomorfologia do Instituto de Ciéncias da Saide da Universidade Federal da Bahia.

e Luciana Lyra Casais Silva, Professora do Departamento de Biorregulacdo do
Instituto de Ciéncias da Saide da Universidade Federal da Bahia.

Membro suplente

e Victor Diogenes Amaral da Silva, Professor do Departamento de Bio-funcéo
do Instituto de Ciéncias da Satde da Universidade Federal da Bahia.

TERMO DE REGISTRO ACADEMICO:

Monografia avaliada pela Comissdo Revisora, e
julgada apta a apresentac@o publica no X Semindrio
Estudantil de Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Bahia/UFBA, com posterior homologacdo do
conceito final pela coordenacdo do Nicleo de
Formacdo Cientifica e de MED-B60 (Monografia
IV). Salvador (Bahia), em de

de 2016.




“O sucesso nasce do querer, da determinacdo e persisténcia em se chegar a um
objetivo. Mesmo ndo atingindo o alvo, quem busca e vence obstdculos, no minimo fard
coisas admirdveis.” (José de Alencar).



VI

Aos meus amados pais,
Eliana Bloizi e Paulo
Chenaud, e a minha querida
1rma, Erica Chenaud



VII

EQUIPE

e Paulo Chenaud Neto, Faculdade de Medicina da Bahia/UFBA. Correio-e:
p_chenaud @hotmail.com;

e Simone Garcia Macambira, Instituto de Ciéncias da Saude/UFBA;

¢ Milena Botelho Pereira Soares, Centro de Pesquisa Gongalo Moniz/FIOCRUZ;

¢ Bruno Solano, Centro de Pesquisa Gongalo Moniz/FIOCRUZ;

e Piamela Santana Daltro, Instituto de Ciéncias da Saide/UFBA.

INSTITUICOES PARTICIPANTES

UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
¢ Faculdade de Medicina da Bahia (FMB)
e Instituto de Ciéncias da Saude (ICS)

FUNDACAO OSWALDO CRUZ
e (Centro de Pesquisa Gon¢alo Moniz (CPqGM)
e Laboratorio de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia (LETI)

HOSPITAL SAO RAFAEL
e Centro de Biotecnologia e Terapia Celular (CBTC)

FONTES DE FINANCIAMENTO

1. Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia (FAPESB);
2. Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq); e
3. Financiadora de Estudos e Projetos (FINEP).




VIII

AGRADECIMENTOS

A minha Professora orientadora, Doutora Simone Garcia Macambira, pela
constante presenga e pelas orientacdes nesta etapa de formagao académica, bem
como no ambito pessoal.

A Doutoranda Pamela Santana Daltro, pela paciéncia nas orientacdes
cientificas e de convivéncia.

Ao Doutorando Bruno Solano, pelo acolhimento no laboratério e nos conselhos
quando solicitado.

A Doutora Milena Botelho, por fornecer os meios pelos quais o estudo foi feito.

Aos meus Colegas Pedro Humberto Félix, Breno Barreto, Dulce Santana e
Poliana Mendes, pela gratificante ajuda em todas as etapas de elaboragdo desta
monografia.



SUMARIO

INDICE DE FIGURAS E TABELAS
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
I. RESUMO

II. OBJETIVOS

III. FUNDAMENTACAO TEORICA

IV. METODOLOGIA

V. RESULTADOS

VI. DISCUSSAO

VII. CONCLUSAO

VIIL. SUMMARY

IX. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

X. ANEXOS

Anexo I
Anexo II

10

15

17

18

19

22
23
24



INDICE DE FIGURAS E TABELAS

FIGURAS

FIGURA 1. Teste ergométrico no periodo pré-tratamento.
FIGURA 2. Teste ergométrico no periodo pds-tratamento.

FIGURA 3. Eletrocardiograma no periodo pré-tratamento de animais ndo

infectados.

FIGURA 4. Eletrocardiograma no periodo pré-tratamento de animais chagésicos.

FIGURA 5. Eletrocardiograma no periodo pos-tratamento com N-LAC.
FIGURA 6. Eletrocardiograma no periodo pds-tratamento com solucao salina.
TABELAS

TABELA 1. Arritmias no periodo pré-tratamento.

TABELA 2. Arritmias no periodo pds-tratamento.

10
11
11

12
12
13

13
14



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
SIGLAS

CCC Cardiomiopatia chagésica cronica

DC Doenca de Chagas

GCS-F Fator estimulador de coldnia de granuldcito
IFN Interferon

N-lac N-acetil-D-lactosamina

CTRL Controle

CEUA-CPqGM Comissio de Etica no Uso de Animais do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz
DP Desvio padrao

ECG Eletrocardiograma

BAY Bloqueio atrioventricular

BAVT Bloqueio atrioventricular total

TVS Taquicardia ventricular sustentada

DAY Dissociagdo atrioventricular

DCIA Distirbio de condugao intra-atrial

DCIYV Distirbio de condugdo intraventricular

ABREVIATURAS

T. Cruzi Trypanosoma cruzi



I. RESUMO

Estudo funcional da Galectina e de seu inibidor na progressio da
Cardiomiopatia Chagasica Cronica. A doenca de Chagas afeta cerca de 18 milhdes
de pessoas na América Latina e € uma das maiores causas de morte por faléncia
cardiaca. Cerca de 30% dos individuos infectados pelo 7. cruzi evolui para
cardiomiopatia chagasica cronica (CCC), doenga de curso fatal que tem como tnica
op¢ao terapéutica o transplante cardiaco. Neste cendrio, destaca-se a busca por alvos
moleculares que possam contribuir para o desenvolvimento de fiarmacos que ndo
apenas previnam, mas também atuem de forma eficaz para a regeneracao estrutural e
funcional do miocdrdio. Um destes alvos pode ser a Galectina, que atua como um co-
receptor, envolvendo diversas vias intracelulares, participando do processo de
transdugdo de sinal. Portanto, baseado no exposto e em trabalhos prévios do nosso
laboratdrio que apontam a relevancia do uso de fatores de crescimento no tratamento
da CCC, este estudo investigou se a Galectina exerce algum mecanismo sobre a
progressdo da CCC e se sua inibicdo promove altera¢ao no curso da doenca.

Palavras chave: 1. Galectina. 2. Inibidor de Galectina. 3. Avaliacdo Cardiaca. 4.
cardiomiopatia chagésica cronica.



II. OBJETIVOS

PRIMARIO
Investigar o papel da Galectina na progressdo da cardiomiopatia chagdsica cronica e os
efeitos terapéuticos da inibi¢do da molécula de Galectina na cardiomiopatia chagdsica

cronica em modelo experimental desenvolvido em camundongos.

SECUNDARIO

Avaliar a funcdo cardiaca de camundongos chagdsicos cronicos tratados e nado tratados
com inibidor de Galectina por eletrocardiografia e ergometria na progressao da

cardiomiopatia.



III. FUNDAMENTACAO TEORICA

A doenca de Chagas (DC), descoberta por Carlos Chagas em 1909, causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi (T. Cruzi), é um dos principais problemas
socioecondmicos e de saide publica no Brasil, e em outros paises latino-americanos. A
DC tem sido encontrada em paises ndo endémicos devido ao contexto mundial de
encurtamento das fronteiras espaciais e do grande fluxo migratério, chegando a afetar
cerca de 18 milhdes de pessoas somente no sul dos Estados Unidos da América até a
Patago6nia, causando aproximadamente 50.000 mortes por ano e cerca de 100 milhdes de
pessoas ainda vivem em dreas de risco de contaminacdo (6). Estes dados
epidemioldgicos explicitam a importancia de investigacao e busca por mecanismos que

beneficiem os individuos portadores da doenca e que previnam novas infecgdes.

Décadas ap6s a infec¢do primadria, cerca de 30% destes individuos evoluem para

forma mais grave da doenga, a cardiomiopatia chagésica crénica (CCC).

A CCC ¢ a manifestacdo mais grave da doenca, de elevada prevaléncia, causa
freqiiente de internacdo hospitalar e indicacao de transplante cardiaco (2, 8). Em geral,
os individuos que evoluem para CCC estdo na faixa etdria economicamente ativa,
refletindo ndo apenas como um importante problema de saide publica, mas
representando um Onus para o Estado com os custos com internacdo e aposentadorias
precoces. O custo de cada 100 mil pessoas infectadas, incluindo tratamento médico e as

auséncias no trabalho, ultrapassa cerca de 50 milhdes de ddlares por ano (33).

A CCC ¢€ caracterizada por diversas arritmias, tais como bradicardia e bloqueio
na conducdo atrio-ventricular e, nos casos mais avancgados, por insuficiéncia cardiaca e
eventos tromboembolicos, que podem levar a morte subita (8). As alteragdes estruturais
incluem mionecrose e miocitolise, intensa fibrose intersticial e aneurisma ventricular
apical. As manifestacdes clinicas do paciente portador da CCC incluem fadiga aos
esforcos fisicos, dor precordial, palpitagdes, edema de membros inferiores, congestao
hepdtica, sincope, aparecimento de tromboembolismo pulmonar e/ou acidentes

vasculares cerebrais decorrentes de &mbolos e morte precoce (7).



A grande maioria dos individuos acometidos pela CCC estd na faixa etdria
economicamente ativa, representando um grande onus para o Estado (33). Além disto, a
Unica opg¢ao terapéutica para estes pacientes € o transplante cardiaco que representa um
procedimento de alto risco de morte, dispendioso, a oferta de 6rgdos nao atende a
demanda e, como agravante, implica no uso de imunossupressores apds o transplante
que pode reativar a parasitemia latente (32). Diante deste cendrio, sdo urgentes
investimentos em pesquisas que busquem uma opcdo terapéutica eficaz para os

pacientes portadores da CCC.

A Galectina surge, entdo, neste cendrio de investimentos em intervencoes
terapéuticas que possam servir de alternativa para melhorar a situacdo desta doenca
cronica. Trata-se de uma molécula envolvida no processo de deposi¢do de coldgeno e
faléncia cardiaca, sendo secretada por macréfagos ativados do miocdrdio durante o
processo de remodelamento e € estimulada pelo IFN-gama, o que indica a sua expressao
aumentada em processos inflamatérios. Além disso, é responsavel pela proliferacdo de
fibroblastos, producdo de coldgeno e disfuncao ventricular no coragdo de camundongos

(22).

A suprarregulacdo de genes na CCC envolvidos na modulacdao miocérdica e no
processo de fibrose foi investigada (25), mas ainda sem a citagdo sobre o gene da
Galectina. Com o decorrer de estudos, apontou-se a maior expressao da Galectina na
insuficiéncia cardiaca cronica (29). Em 2011, demonstraram a superexpressdao da
Galectina em corag¢do de camundongos chagasicos em comparagdo aos controles (26).
Em 2013, evidenciaram a diminui¢do da expressdo de Galectina nos animais tratados
com o fator estimulador de col6nia de granulécito (GCS-F) (32). Portanto, a utilizagao
do inibidor direto de Galectina (N-lac) baseia-se em dados da literatura que sugerem a
participacdo desta molécula no comprometimento estrutural e funcional cardiaco em
cardiopatias de diferentes etiologias. Portanto, o racional tedrico deste estudo em
modelo experimental é sustentado no fato de que a inibicdo da Galectina poderia alterar
o processo de remodelamento cardiaco que ocorre na CCC, intervindo na progressdo da
doenca com a recuperacdo funcional e regeneracdo estrutural cardiaca. Uma opg¢ao
terapéutica para os pacientes chagdsicos a fim de controlar a evolu¢do da CCC,

prevenindo a insuficiéncia cardiaca, pode surgir neste cendrio.



IV. METODOLOGIA

Infec¢do de camundongos por 7. cruzi: camundongos fémeas da linhagem
C57Bl/6 com 8 semanas de idade foram inoculados por via intraperitoneal com 1000
tripomastigotas da cepa Colombiana de 7. cruzi, obtidos do sobrenadante de cultura de
células da linhagem LCC-MK2 infectadas. A avaliagdo da infec¢do aguda foi feita

através da parasitemia periodica.

Parasitemia: a parasitemia foi avaliada em diferentes momentos apds infecc¢do,
através da contagem do ndmero de tripomastigotas nas aliquotas de sangue periférico
colocadas entre a lamina de vidro e a laminula, utilizadas para andlise ao microscopio

optico (3).

Tratamento dos animais chagdsicos: Camundongos C57B1/6 (n=10) na fase
cronica da infecc¢do por T. cruzi (6 meses pos-infec¢do) foram tratados por 2 meses com
0,5% N-lac (EcoNugenics, Santa Rosa, CA), inibidor de Galectina, por injec¢ao
intraperitoneal 3 vezes por semana. Um grupo controle positivo composto por animais
chagésicos (n=9) foi tratado com solucao salina 0,9%. Outro grupo controle negativo,

que nao foi infectado, recebeu apenas dgua (n=7).

Todos os camundongos foram sacrificados para remog¢do de coracdo dois meses
apés o tratamento, para posterior correlacdo entre a andlise funcional e a avaliacdo

histopatolégico do tecido cardiaco.

Avaliacdo da funcdo cardiaca: a andlise funcional foi realizada através de estudo
eletrocardiogrificos, apds a inducdo de anestesia geral por inalacdo de isoflurano
administrado por circuito anestésico Vevo Compact Anesthesia System (Visual Sonics,
Toronto, Canadd), e de ergometria nos camundongos. Os registros eletrocardiogréaficos
foram obtidos pelo equipamento Bio Amp PowerLab que permite o registro de sinais
bioldgicos em animais com total isolamento elétrico. Os dados foram adquiridos e
armazenados em computador para andlise no programa Chart 5 para Windows. Os
parametros adquiridos, através dos ECGs analisados, sao a frequéncia cardiaca, o

intervalo PR, o intervalo QT, o QTC, a amplitude de onda P e do complexo QRS e a



presenca de arritmias. Para os estudos de ergometria, usou-se o equipamento LE 8700 —
CO (Panlab, Barcelona, Espanha). Os dados foram armazenados em computador para
andlise no programa Chart 5 for Windows — Metabolism for PowerLab System. O
animal foi colocado na esteira 05 minutos antes de iniciar o exercicio. A velocidade
inicial foi de 06 cm/s com incrementos na velocidade de 06 cm/s a cada 5 minutos. O
teste foi realizado até o animal entrar em exaustdo, isto é, permanecer por 10 segundos
ou mais na area de choque. Os parametros avaliados foram o tempo de exercicio e a

distancia percorrida.

A andlise funcional foi feita em dois momentos através de ECG e ergometria:
primeiramente, antes do tratamento, para comparac¢do entre animais infectados e nao
infectados e, posteriormente, antes do sacrificio, para comparagdo de resultados entre
controle negativo (ndo infectados), controle positivo (infectados e tratados com solu¢do
salina) e infectados tratados com o inibidor de Galectina. Ap6s o segundo momento da

andlise funcional, todos os camundongos foram submetidos a eutanésia.

Consideragdes éticas: o projeto foi submetido 2 Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (CEUA-CPqGM). A pesquisa foi
aprovada em 23 de dezembro de 2013 sob parecer 016/2013.



10

V. RESULTADOS

ANALISE FUNCIONAL CARDIACA

1) Ergometria

Infeccao por T. cruzi compromete a capacidade de realizar atividade fisica em
esteira ergométrica:

Os animais do grupo controle ndo infectados (n=7) percorreram uma distincia
média no teste ergométrico de 586.1+ 224.4m, enquanto os animais chagasicos (n=19)

tiveram um desempenho médio de 288.9 + 185.8m.
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Figura 1. A infec¢do por T. cruzi compromete o desempenho fisico dos camundongos em esteira
ergométrica avaliado pela mensuragdo da distincia percorrida. Os dados sdo expressos como média+DP

de animais controles e chagasicos. p < 0,001.

O tratamento com inibidor de Galectina, N-LAC, nio recuperou a
capacidade de realizar exercicio fisico em esteira ergométrica:

Dois meses ap6s o tratamento com N-LAC, inibidor de Galectina, o desempenho
ergométrico dos animais chagdasicos cronicos (175.1x 105.7m) ndo melhorou quando
comparados com o grupo chagasico tratado com salina (174.5+ 136.2m) e com o grupo

controle ndo infectado (784.3+ 281.3m).
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Figura 2. O tratamento dos camundongos chagdsicos cronicos com N-LAC ndo reverteu o
comprometimento do desempenho fisico em esteira ergométrica avaliado pela mensuracdo da distancia
percorrida. Os dados sdo expressos como média+DP de animais controles, chagésicos e chagasicos

tratados com N-LAC . p < 0,001.

A infeccao por T. cruzi induziu alteracdes cardiacas detectadas pelo
eletrocardiograma:

O registro da atividade elétrica cardiaca ndo detectou altera¢des nos tragados dos
camundongos ndo infectados (Figura 3). Contudo, 6 meses apds a infec¢do, os
camundongos chagdsicos cronicos apresentaram diferentes arritmias (Figura 4),
incluindo bloqueio atrioventricular de 1° Grau (BAV 1° GRAU), o bloqueio
atrioventricular total (BAVT), a taquicardia ventricular sustentada (TVS), o

bigeminismo ventricular e a dissociagdo atrioventricular isorritmica (Tabela 1).

Aw VL4000 T
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Figura3. ECG de camundongo controle-negativo, sem infec¢do. Ritmo sinusal normal, com intervalo

PR=37ms e intervalo QT=42ms.

Y

Sl

Figura 4. O registro pertence a um animal chagésico antes do tratamento. Observa-se um bloqueio
atrioventricular de 1° grau devido ao intervalo P-R ser de 80ms, enquanto o padrio mensurado em
camundongos ndo infectados é de 40ms. Ainda evidencia-se extrassistole atrial pela presenga de onda P

que sobrepdes o QRS anterior.

O tratamento com inibidor de Galectina, N-LAC, nao reverteu as arritmias

cardiacas induzidas pela infeccao com 7. cruzi:

Dois meses apds o tratamento com N-LAC, ndo foi observada reversdao ou

melhora nos disturbios de conducgio cardiaca (Figura 5). O mesmo sendo observado no

grupo chagésico tratado com salina (Figura 6).

S R B B B B 5] T T 5] 5] 7 = T = 8] s

Figura 5. Nao houve melhora dos distirbios de conducdo apds o tratamento com N-LAC. Evidencia-se
um bigeminismo ventricular, devido a extrassistoles ventriculares que se inscrevem de maneira regular e

repetidamente apds cada complexo QRS.
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Figura 6. Nao houve melhora dos distiirbios de condu¢do apds o tratamento com salina. Evidencia-se

ritmo juncional com prolongamento de QT=52ms.

Tabela 1 - Arritmias detectadas durante o registro eletrocardiografico dos

camundongos nao-infectados (controle negativo) e infectados no periodo pré-

tratamento.

Arritmia / Animais

Controle negativo (n=7)

Chagasicos (n=19)

Sem alteracdes - +
Sobrecarga atrial - +

BAV 1° Grau - +++++
Ritmo juncional - +
BAVT - +++++
TVS - ++
Bigeminismo Ventricular - -

DAYV isorritmica - ++
DCIV - +

BAV - bloqueio atrio-ventricular. BAVT - bloqueio atrio-ventricular total. TVS —taquicardia

ventricular sustentada. DAV - dissociacio atrio-ventricular. As cruzes expressam a quantidade de

animais com a arritmia.
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As arritmias mais frequentes nos animais chagdsicos ainda sem o tratamento
foram o bloqueio atrio-ventricular de 1° grau e o bloqueio étrio-ventricular total. Nos
animais do grupo controle negativo, nao infectados, ndo foram registradas arritmias

durante a realizacdo do eletrocardiograma.

Tabela 2 - Arritmias detectadas durante o registro eletrocardiografico dos
camundongos nao-infectados (controle negativo), infectados tratados com salina

(controle positivo) e infectados tratados com N-LAC.

Arritmia / Animais | Controle Negativo (n=7) Salina (n=9) N-LAC(n=10)
Sem alteracdes - - -
Sobrecarga atrial - + -
DCIA - ++ -
Ritmo juncional - + -
BAV 1° Grau - -+ ++
BAVT - ++ +++
TVS - + )
Bigeminismo - - 44
Ventricular

DAV isorritmica - + -
DAV - + -
DCIV - + )
Arritmia complexa |- - ++

BAV - bloqueio atrio-ventricular. BAVT - bloqueio atrio-ventricular total. TVS - taquicardia
ventricular sustentada. DAV - dissociacio atrio-ventricular. DCIA - distirbio de conducio intra-
atrial. DCIV - distirbio de conducio intraventricular. As cruzes expressam a quantidade de

animais com a arritmia.

As arritmias mais frequentes entre os camundongos chagdsicos independente do
tratamento com salina ou N-LAC sdo bloqueio atrio-ventricular de 1° grau e bloqueio
atrio-ventricular total. O distirbio de conducdo intra-atrial foi observado apenas no
grupo tratado com salina e o bigeminismo ventricular foi observado apenas no grupo
tratado com N-LAC. Nos animais do grupo controle negativo, ndo infectados, nao

foram registradas arritmias durante a realizac¢do do eletrocardiograma.
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VI. DISCUSSAO

Uma caracteristica importante do modelo camundongo € a heterogeneidade do
curso e intensidade da infec¢do, bem como das lesdes em diferentes populacdes
(linhagens, cepas), que se expressa na distingao entre modelos resistentes e susceptiveis
a condicdes similares de infecc@o. Essa caracteristica € apontada desde a década de 40
(10, 20). Em relacdo a cepa do T. cruzi sabe-se que ha uma grande diversidade genética
intraespecifica, demonstrada por diferentes técnicas bioquimicas e moleculares, se
tratando na realidade de um complexo heterogéneo de subpopulagdes (12). Neste
estudo, utilizou-se a cepa Colombiana de por conta de seu tropismo muscular e pela
capacidade de induzir cardiomiopatia chagasica cronica em camundongos C57Bl/6 (4,
19). Assim, os padrdes de resisténcia e susceptibilidade a infeccdo, medidos através de
taxas de mortalidade, tempo de sobrevida e niveis de parasitemia, bem como o dano

tecidual, dependem da conjung¢do da linhagem do camundongo e cepa do parasita (1).

A linhagem C57BL/6 vem sendo utilizada ante diferentes cepas e clones do T.
cruzi, por muitos grupos (21, 24, 30). Em diversos trabalhos do Laboratério esta
linhagem de camundongo tem sido utilizada como modelo de cardiomiopatia chagdsica
cronica, visto que este camundongo desenvolve alteracdes cardiacas estruturais e
funcionais caracteristicas da doenca em humanos (27, 18, 17, 32). Baseado nestes
estudos que demonstraram a cronificacdo da doenca de Chagas nesta linhagem de
camundongos e nos demais que apontam a linhagem C57Bl/6 como susceptivel a
infeccdo pelo T. cruzi (31, 28), utilizamos esta linhagem e a cepa Colombiana de T.
cruzi para avaliar o efeito da inibi¢cdo da Galectina na progressdao da cardiomiopatia

chagasica cronica.

No que concerne a patogénese da CCC, muito hd ainda para ser investigado
como, por exemplo, o papel de biomarcadores nesta cardiomiopatia durante o processo
de remodelamento cardiaco. A possivel participacdo da Galectina na progressdao da
lesdo tecidual em diferentes 6rgdos como rim, pulmao e coragdao foi demonstrada
anteriormente (11, 13, 23, 15). Em relagdo a CCC, detectou-se uma elevada expressao
de Galectina em camundongos chagdsicos cronicos quando comparados aos animais nao

infectados (26). A possivel participacio da Galectina na progressdo da CCC foi
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demonstrada (32), quando detectaram que o tratamento de camundongos chagdsicos
cronicos com GCS-F induz a diminui¢do da expressdo da Galectina, concomitante com
a recuperagdo estrutural do miocardio. Assim, a inibicao desta molécula, com o intuito
de diminuir efeitos danosos provocados por sua a¢do, poderia fomentar uma nova etapa
na busca de estratégias terapéuticas para a doenca de Chagas. Neste intuito, utilizou-se o
N-LAC que apresenta alta afinidade pela Galectina, inibindo-a.

Seis meses pos-infec¢do, foi observado que os camundongos apresentaram arritmias
cardiacas graves caracteristicas da progressdo do comprometimento cardiaco (2, 22, 9).
Estas alteracdes podem ter sido um fator agravante para a redug¢do da capacidade de
realizar atividade fisica dos animais infectados, como demonstrado durante o teste

ergométrico.

O tratamento com N-LAC ndo reverteu os distirbios cardiacos elétricos dos
camundongos chagdsicos cronicos. A partir destes resultados, sugere-se que a Galectina
talvez ndo seja o melhor alvo molecular para intervengao terapéutica como um agente
cardioprotetor. Contudo, ja foi demonstrado que camundongos knockout para o gene da
Galectina ou a inibi¢do farmacoldgica da Galectina em camundongos selvagens, ambos
submetidos a sobrecarga de pressdo por injecdo de angiotensina II, apresentam melhora
na disfuncdo cardiaca (5). Esta controvérsia dos resultados pode ser atribuida a
diferenca dos modelos experimentais utilizados nos dois estudos e, também, o grau de

compartimento cardiaco devido ao remodelamento.

O desempenho ergométrico dos animais infectados também nao melhorou apés a
administracio de N-LAC. O baixo rendimento dos animais chagésicos, tanto dos
tratados com N-LAC como os tratados com salina, em comparagdo com o grupo de
controle-negativo pode ser decorrente de comprometimento cardiaco consequente da
cardiomiopatia chagésica cronica (16), bem como de um possivel infiltrado inflamatério

que comprometeu o tecido muscular esquelético (14).



17

VII. CONCLUSAO

A administracdo do inibidor de Galectina, N-LAC, ndo foi capaz de reverter o
comprometimento cardiaco e fisico dos camundongos chagésicos cronicos, sugerindo
que a Galectina ndo é o alvo farmacol6gico mais adequado para prevengao e tratamento

da cardiomiopatia chagésica cronica.
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VIII. SUMMARY

Functional study of Galectin and its inhibitor in progression of chronic chagasic
cardiomyopathy. Chagas disease affects about 18 million people in Latin America
and it is one of the main causes of death due to heart failure. About 30% of the
infected individuals with 7. cruzi evolves to chronic chagasic cardiomyopathy
(CCC), that is a fatal course disease whose only therapeutic option is cardiac
transplantation. In this scenario, it stands to search for molecular targets that can
contribute to development of drugs that not just prevent, but also act effectively for
the structural and functional regeneration of the myocardium. One of these targets
can be the Galectin, that acts as a co-receptor, involving several intracellular
pathways, participating in the signal transduction process. Therefore, based on the
exposed and previous of our laboratory jobs, that point to the relevance of growth
factors use in CCC treatment, this study investigated if the Galectin exerts some
influence on CCC progression and if its inhibition promotes change in the course of
this disease.

Keywords: 1. Galectin. 2. Galectin Inhibitors. 3. Cardiac Evaluation. 4. chronic

chagasic cardiomyopathy.
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ANEXO 1
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12ERRE.
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ANEXO II
Desenho Experimental
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