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RESUMO

Estudos publicados pelo grupo demonstram o envolvimento do TGF-B na cardiopatia
chagéasica. A deposicdo excessiva de componentes de matriz extracelular (MEC) induz o
processo fibrético que leva ao comprometimento funcional do coragdo e o TGF-§ se destaca
como uma das principais proteinas reguladoras desse processo. As metaloproteases atuam
degradando a MEC, e estdo diretamente envolvidas no remodelamento cardiaco, tendo sua
atividade controlada por TIMPs. Dados paralelos do grupo indicam que animais infectados
por T. cruzi durante a fase crbnica experimental da doenca de Chagas, apresentaram
acometimento cardiaco, aumento da expressdo e deposi¢do de coldgeno no coracdo e aumento
dos niveis circulantes de TGF-. O tratamento com o composto GW788388, inibidor da
atividade de TGF-p, 120 dias pos-infeccdo (dpi), foi capaz de: melhorar a conducédo elétrica
cardiaca; reverter a expressdo e deposicdo de coldgeno no tecido cardiaco; e diminuir os
niveis circulantes do TGF-B. O objetivo deste estudo & compreender 0S mecanismos
envolvidos na reversdo da fibrose ap6s o tratamento com GW?788388, e avaliar possiveis
candidatos envolvidos na regeneracdo cardiaca, durante a fase crénica da doenca de Chagas
experimental. Para isso, animais C57BI/6 foram infectados com T. cruzi Cepa colombiana

(10°) e tratados com 3 mg/kg GW788388, apés 120 dpi em dois diferentes esquemas de
tratamento: i) 1x por semana ou ii) 3x por semana por via oral, durante 30 dias (até 150 dpi).
O coracdo dos animais foi retirado e proteinas e RNA totais foram extraidos para investigacdo
da expressdo de MMP-2 e MMP-9 (RT-qPCR e Western blot), assim como suas atividades
proteoliticas (Zimografia). Além disso, também foi investigada a expressdo de TIMPs -1, -2 e
-4 e troponina T por Western blot; e a expressdo génica de marcadores de regeneracao
cardiaca: Gata-4, Gata-6, T-box5, Nkx2-5, troponina T, desmina e titina por RT- qPCR.
Técnicas histoldgicas foram utilizadas para avaliacdo de Cx43. Além disso, foram avaliados
os niveis de TIMP-1 circulantes por ELISA. Nossos resultados demonstram que a infeccédo
cronica leva a desorganizacdo de Cx-43 e o tratamento recupera o padrdo de Cx-43. Foi
observada diminui¢éo da atividade de MMP-2 e -9 com a infeccédo crénica e o tratamento com
GW788388 aumentou suas atividades no coracdo dos animais. Os niveis de TIMP-1
circulantes aumentam em 120 dias apos a infecgdo e caem 150 dias apds a infeccdo, o
tratamento com GW788388 aumenta esses niveis. Entretanto, a expressao cardiaca dos TIMPs
-1, -2 e -4 aumentam em 150 dpi e o tratamento com GW788388 reverte esse aumento. A
infeccdo cronica leva a diminuicdo da expressdo de todos os marcadores de regeneragédo
cardiaca avaliados, e o tratamento com GW788388 3x por semana aumentou a expressao de
Gata-6 e T-box5. Nossos dados indicam que a reversao da fibrose cardiaca é mediada pela
regulacdo da atividade de MMP-2, -9 por TIMPs. Além disso, o tratamento com GW788388
parece ser capaz de induzir regeneragdo cardiaca em animais cronicamente infectados, sendo
promissor como uma nova possibilidade de tratar a fibrose cardiaca observada na fase cronica
da doencga de Chagas.
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EVALUATION OF POTENTIAL CARDIAC REGENERATION AFTER THE
INHIBITION OF TGF-B ACTIVITY IN AN EXPERIMENTAL MODEL OF
CHRONIC CHAGAS DISEASE

ABSTRACT

Studies published by our group demonstrate the involvement of TGF-f in Chagas'
heart disease. The excessive deposition of extrecellular matrix components (ECM) induces
the fibrotic process resulting in functional commitment of the heart and TGF- stands out one
of the main regulatory proteins of this process. The metalloproteases degrades ECM and are
directly involved in cardiac remodeling, and their activity is controlled by TIMPs.
Concomitant data from the group indicates that T. cruzi infected animals during the
experimental chronic phase of Chagas' disease presented cardiac damage, increased
expression and deposition of collagen in the heart and increased levels of circulating TGF-p3.
Treatment of the animals with the compound GW788388, inhibitor of TGF-§ activity, 120
days post infection (dpi), was able to: improve cardiac electrical conduction; reverse
expression and deposition of collagen in cardiac tissue; and decrease circulating levels of
TGF-B. The aim of this study is to understand the mechanisms involved in the reversal of
fibrosis after treatment with GW788388, and to evaluate possible candidates involved in
cardiac regeneration during the chronic phase of experimental Chagas' disease. For this,
C57BI/ 6 animals were infected with T. cruzi Colombian strain (10%) and treated orally with
3mg / kg GW788388, after 120 days of infection in two different treatment regimens: i) once
a week or ii) 3 times a week during 30 days (150 dpi). The animals' hearts were removed and
total proteins and total RNA were extracted for investigation of the MMP-2 and MMP-9
expression (RT-qPCR and Western blot), as well as their proteolytic activities (Zymography).
Also, the expression of TIMPs -1, -2 and -4 and troponin T was investigated by Western blot;
and the gene expression of cardiac regeneration markers: Gata-4, Gata-6, T- box5, Nkx2-5,
troponin T, desmin and titin by RT-qPCR. Histological techniques were used to evaluate
Cx43. In addition, the levels of circulating TIMP-1 were evaluated by ELISA. Our results
demonstrate that the chronic infection induces to disorganization of Cx-43 and the treatment
recovers the Cx-43 pattern. A reduction in MMP-2 and -9 activity was observed with the
chronic infection and the treatment with GW788388 increased its activities in the animals'
hearts. Circulating TIMP-1 levels increase at 120 days post-infection and fall 150 days post-
infection, treatment with GW788388 increases these levels. The expression of TIMPs -1, -2 e
-4 increase at 150 dpi and the treatment with GW788388 reduces these expression. Chronic
infection leads to decreased expression of all assessed cardiac regeneration markers, and
increased expression of Gata-6 and T-box5 was observed in the treatment with GW788388 3x
a week. Our data indicate that cardiac fibrosis reversion is mediated by the regulation of
MMP -2 and -9 activity by TIMPs. In addition, the treatment with GW788388 appears to be
able to induce cardiac regeneration in chronically infected animals and is promising as a new
possibility of treating cardiac fibrosis observed in the chronic phase of Chagas' disease.
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1. INTRODUCAO

1.1.Doencga de Chagas

A doenca de Chagas, descrita em 1909 pelo médico e pesquisador brasileiro
Carlos Chagas, que caracterizou o agente etiol6gico, bem como seu ciclo bioldgico,
e 0s aspectos clinicos e epidemiolégicos associados a doenca (Chagas, 1909).
Também conhecida como tripanossomiase Americana, a doenca € causada pelo
protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi), que tem como vetor o inseto

triatomineo, conhecido como barbeiro (OMS, 2017).

1.1.1 O agente etiologico: Trypanosoma cruzi

O agente etiologico da doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, € um
protozoario da Ordem Kinetoplastida, que pertence a Familia Trypanosomatidae,
um grupo de parasitas flagelados capazes de causar doencas em humanos. O T.
cruzi é caracterizado pela presenca de um flagelo e cinetoplasto (organela que
contém DNA e localizada na mitocondria). Ao longo de seu ciclo de vida, sdo
observadas trés distintas formas evolutivas (amastigota, epimastigota e
tripomastigota) que podem ser identificadas baseadas na posicdo do cinetoplasto
em relacdo ao nucleo da célula e a emergéncia do flagelo. As formas amastigotas,
sdo as formas multiplicativas encontradas no interior das células de hospedeiros
vertebrados, apresentam formato arredondado e flagelo pouco aparente. Formas
epimastigotas apresentam formato fusiforme com cinetoplasto e flagelo localizados
anteriormente ao nucleo, sdo formas multiplicativas encontradas no trato digestivo
dos insetos vetores. Nas formas tripomastigotas, forma infectante e nao replicativa,
o cinetoplasto e o flagelo estdo localizados posteriormente ao nucleo e apresentam

um formato alongado (Brener, 1997; de Souza, 2002).

Apresentando uma ampla heterogeneidade, o T. cruzi, € atualmente
classificado em seis grupos diferentes, denominados “unidades de tipagem
distintas” (DTUs), sendo essas DTUs divididas em Tcl a TcVI (T. cruzi | — VI)

1



(Zingales, et al 2009). Estas unidades apresentam distribuicdo geografica variavel e
extensa diversidade genética, e alguns estudos sugerem ainda uma correlagéo das
seis DTUs com a ocorréncia das diferentes patologias cronicas da doenca de
Chagas (Alvarez et al., 2014; Steverding, 2014). Entretanto, essa associacio entre
as DTUs e a forma clinica da doenca ainda € controversa, visto que até 0 momento
ndo ha dados que comprovem esta asociacao (Zingales, et al., 2012). Além disso,
ja foram relatados casos de infec¢cdes mistas por T. cruzi de diferentes DTUs em
humanos, animais reservatorios e triatomineos, demonstrando a sobreposicédo de
DTUs em uma mesma regido geografica e sugerindo que a gravidade os sintomas
na doenca pode ser atribuida a co-infec¢éo por T. cruzi com gendétipos de diferentes
DTUs (Hernandez et al., 2014; 2016a; 2016b).

O ciclo de vida do T. cruzi, esquematizado na figura 1.1, envolve estagios de
desenvolvimento no trato digestivo de insetos vetores e no sangue e tecidos de
mamiferos hospedeiros. A infeccdo do inseto vetor ocorre a partir do sangue
humano ou de qualquer outro mamifero contaminado, ao sugar este sangue o
inseto ingere entdo as formas tripomastigotas sanguineas do parasita. No intestino
meédio do vetor, os tripomastigotas se diferenciam na forma epimastigota, que sao
capazes de se replicar por fissdo binaria. Na porcdo posterior do intestino, as
formas epimastigotas se diferenciam nas formas tripomastigotas metaciclicas, que
sédo as formas infectantes, sendo excretadas nas fezes e urina dos triatomineos
(Mufios-Saravia et al., 2010). A infec¢cdo do hospedeiro mamifero ocorre quando as
formas tripomastigotas metaciclicas penetram no hospedeiro através de lesdo na
pele resultante da picada do inseto ou preexistente, podendo penetrar também
diretamente nas mucosas da boca ou dos olhos. Uma vez que as formas
tripomastigotas metaciclicas invadem as células se diferenciam em formas
amastigotas e se multiplicam por fissdo binaria. Apos varios ciclos de replicacéo e
com as células repletas de amastigotas, ocorre novamente a diferenciacdo em
tripomastigotas e a lise das células hospedeiras. Os parasitas liberados com o
rompimento das células podem invadir células adjacentes ou alcancar a corrente
sanguinea invadindo outros tecidos, principalmente células musculares cardiacas.
O ciclo é reiniciado quando os tripomastigotas séo ingeridos pelo inseto vetor no

momento do repasto sanguineo (de Souza, 2002; Rassi Jr et al., 2012).



A transmissao do T. cruzi através de vetores triatomineos ainda é a principal
via de transmissdo da doenca em regides endémicas, ocorrendo pelo contato com
fezes e urina de insetos infectados, conhecidos popularmente como “barbeiros”,
assim a transmisséao vetorial € responsavel por mais de 70% dos casos de infeccéo
em paises onde ndo ha um controle vetorial sistematico (Coura e Dias, 2009; OMS,
2017). No Brasil, a transmissao por Triatoma infestans, um dos principais vetores
de T. cruzi, foi considerada erradicada quando a Organizacdo Pan-Ameriacana de
Saude concedeu ao Ministério da Saude a certificacdo internacional de eliminacao
da transmissao da doenca de Chagas pelo T. infestans (revisto por Ferreira e Silva,
2006). Entretanto, ja foi relatada o retorno desta espécie em areas domiciliares e
peridomiciliares no estado da Bahia (Aradjo et al., 2014), este fato reforca a
necessidade manutencdo de vigilancia continua para controlar a propagacao da
doenca de Chagas, evitando novos focos de T. infestans. Além disso, esta espécie
vem sendo substituida por outras como, Triatoma brasiliensis (Nordeste),
Panstrongylus megistus (Nordeste e Centro-Sul) e T. sordida e T. pseudomaculata.
Em outros paises as principais espécies sao Triatoma dimidiate (Colédmbia,
Equador e América Central) e Rhodnius prolixus (Colémbia, Equador, Venezuela,
América Central e México), além da T. maculata (Venezuela), T. barberi e T.
longipenis (México) que vem apresentando importancia crescente devido a sua

presenca em regides peridomiciliares (Dias, 1993).

Nos ultimos anos a transmissao oral de T. cruzi, através da ingestao de
alimentos contaminados com o parasita, tem se tornado predominante no Brasil,
devido a surtos, especialmente na Amazonia, pela ingestdo do acai e cana-de-
acucar contaminados (NObrega et al., 2009; Dias et al.,, 2011). O parasite pode
ainda ser transmitido, menos frequentemente, por outras vias como: transmissao
congénita, transfusdo sanguinea, transplante de érgdos e vias acidentais (Dias e
Neto, 2011).
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Figura 1.1: Ciclo biolégico do protozoario Trypanosoma  cruzi.
Fonte: ICICT/FIOCRUZ

1.1.2. Epidemiologia da doenca de Chagas

A doenca de Chagas ocorre principalmente em regiées endémicas de 21
paises latino-americanos onde encontra-se a maioria dos individuos infectados, no
entanto, devido aos movimentos migratérios a doenca vem se espalhando por
outros continentes e atualmente estima-se que cerca de 6 a 7 milhGes de pessoas
estejam infectadas com T. cruzi em todo mundo (OMS, 2017). Este intenso
movimento de globalizacdo colaborou para o surgimento da doenca de Chagas em
paises ndo endémicos da América do Norte, Europa, Asia e Oceania, afetando
principalmente Estados Unidos, Canada, Espanha, Franca, Suica, Japao, Australia
e paises emergentes da Asia (Schmunis, 2007). Com isto, a doenca de Chagas
deixa de ser um problema apenas de paises endémicos tornando-se uma questao

de saude global (Figura 1.2).



Dados indicam que mais de 300 mil pessoas infectadas com T. cruzi residem
atualmente nos Estados Unidos e, ainda que limitados, os dados epidemioldgicos
da Europa indicam que h& mais de 100 mil casos de doenca de Chagas, sendo
Espanha e Italia os paises mais afetados com maior ocorréncia de casos. Assim, 0S
Estados Unidos e alguns paises da Europa, como Espanha, Franca e Reino Unido,
instituiu nos bancos de sangue uma triagem abrangente para T. cruzi, como forma
de prevenir a infec¢do por transfusdo de sangue e transplante de 6rgéos (revisto
por Andrade et al., 2014).

A doenca de Chagas é responsavel por mais de 10 mil mortes estimadas ao
ano. Entretanto, apesar de sua gravidade e internacionalizacdo, a doenca de
Chagas ainda segue negligenciada uma vez que ainda € associada a areas
rurais e empobrecidas, afetando majoritariamente individuos menos favorecidos.
Dados apontam que mais de 25 milhGes de pessoas vivem em areas de risco de
infeccdo e embora seja conhecido atualmente que a doenca atinge também areas
urbanas e paises desenvolvidos, 0 estigma social associado a doenca de Chagas
permanece forte (OMS, 2014).

Figura 1.2: Distribuicdo global da doenca de Chagas. Rotas de migracdo da
América Latina e estimativa do numero total de individuos infectados em regides
ndo endémicas. Fonte: adaptado de Coura e Vifas, 2010.



1.1.3. Evolugéo clinica da doenca

A doenca de Chagas apresenta duas fases distintas e sucessivas: fase aguda
e fase crbnica. A fase aguda inicia-se em 6 a 10 dias ap0s a infec¢gdo com duracao
de cerca de 4 a 8 semanas (revisto por Steverding, 2014). Na maioria dos casos a
fase aguda nado € identificada pela auséncia de sintomas ou apresenta sintomas
clinicos inespecificos, como febre e mal-estar (revisto por Steverding, 2014). Em
casos menos frequentes, alguns individuos infectados, principalmente criangas entre
1-5 anos de idade, desenvolvem sintomas mais graves nesta fase como
hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, miocardite e meningoencefalite,
correspondendo a maioria dos casos fatais da doenca de Chagas aguda (Coura,
2007). Em alguns casos, como um sintoma especifico pode ser observado um
edema inflamatério no local da infec¢do, chagoma de inoculac¢éo, quando a picada
ocorre na pele e sinal de Romafia no caso do olho ter sido a porta de entrada,

ocorrendo um inchaco periorbital unilateral (Figura 1.3) (Mufioz-Saravia et al, 2010).

A fase aguda da doenca de Chagas tem como uma das principais
caracteristicas altos niveis de parasitas na circulacdo sanguinea, sendo facilmente
detectada através de exames de sangue (Figura 1.3). Outras caracteristicas
importantes observadas na fase aguda € a intensa resposta inflamatéria e
parasitismo de diversos tipos de células como macrofagos, células musculares

estriadas, lisas e cardiacas (Chagas, 1909; Coura, 2007; Alvarez et al., 2014).
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Figura 1.3: Manifestacdes clinicas da doenca de Chagas aguda. Da esquerda para
a direita: Chagoma de inoculac¢éo na superficie dorsal da méao esquerda apés 21
dias de infeccéo; Sinal de Romafa e Parasitemia, forma tripomastigota presente
em amostra sanguinea durante infeccédo por T. cruzi. Fonte: Kinoshita- Yanaga et
al. 2009; Rey Parasitologia, 22 edi¢do; CDC.




Passada a fase aguda, o individuo infectado evolui para a fase cronica da
doenca. A doenca de chagas crbnica pode se apresentar de duas formas: a
indeterminada e a sintomatica. A maioria dos individuos permanecem na forma
indeterminada durante toda a fase crénica, em que 0s pacientes apresentam testes
sorolégicos e parasitolégicos positivos para o T. cruzi, entretanto, sem alteracdes
em exames clinicos como eletrocardiografia (Moncayo & Silveira, 2009; Tanowitz et
al., 2009).

A forma sintomatica & observada em cerca de 30% dos individuos
cronicamente infectados, podendo ser observada apenas ap6s um periodo de 10 a
25 anos de infeccao (revisto por Steverding, 2014). Diferente da fase aguda,
durante a fase crbnica a parasitemia é baixa e parasitismo tissular ocorre
principalmente nos musculos cardiaco e digestivo, logo os sintomas da fase
cronica dividem-se em altera¢cfes cardiacas, digestivas ou mista (forma cardiaca e
digestiva) (WHO, 2017).

1.1.4. Cardiomiopatia Chagasica Crénica (CCC)

A CCC é a principal e mais grave manifestacdo da doenca de Chagas
cronica, representando um importante problema social em termos de custos
hospitalares (revisto por Alvarez et al., 2014). A forma cardiaca da doenca
geralmente leva a alteracdes do sistema de conducao elétrica, arritmias, aneurimas
apicais, tromboembolismo e insuficiéncia cardiaca progressiva (Figura 1.4), o que
pode resultar em morte subita do individuo afetado (Rassi Jr. et al., 2010). No
entanto, a morte subita pode ocorrer mesmo em individuos assintomaticos,
representando a principal causa de morte em pacientes com cardiomiopatia
chagéasica. A CCC também é a causa mais comum de cardiomiopatia dilatada na
América Latina, representando a principal causa de morte em pacientes com idade
entre 30-50 anos nas areas endémicas da doenca de Chagas (Rassi Jr et al.,
2000).

Durante a infeccao crbnica o parasita permanece nas células miocardicas do

hospedeiro contribuindo para os danos observados no tecido cardiaco, que
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envolvem resposta inflamatoéria, morte celular e fibrose focalizada (Higuchi et al.,
1993; Andrade, 1999; Rassi Jr. et al., 2012). Células mononucleadas que compdem
a inflamacéao estéo diretamente relacionadas ao aumento da fibrose miocéardica, por
meio da producédo de citocinas e fatores de crescimento, como TGF-, que atuam
sobre fibroblastos estimulando a producéo de colageno (Rossi, 1998). Estes danos
levam a diversas modificacbes estruturais envolvendo a reparacdo e
remodelamento cardiaco, resultando na substituicdo do tecido cardiaco danificado
por tecido conjuntivo, o processo fibrotico (lhn, 2002; revisto por Zamilpa et al.,
2014). Nele, os cardiomidcitos necrosados sao substituidos por uma cicatriz fibrosa,
correspondente ao acumulo intersticial de colageno, incluindo fibras individuais ou
em grupos, além de um aumento da espessura destas fibras. Este remodelamento
afeta a espessura da cicatriz comprometendo a contratilidade e propriedades
elétricas do miocardio (revisto por Rossi, 1991; Rossi e Ramos, 1996; Zamilpa et
al., 2014).

Tendo em vista o importante envolvimento da fibrose no acometimento
cardiaco durante a CCC, mecanismos envolvidos neste processo representam bons
alvos para estratégias terapéuticas que possibilitem a prevencéo ou reversdo da
fiborose como forma de melhorar o progndstico de pacientes portadores da CCC,
visto que ndo existem tratamentos especificos para esta fase da doenca (Rossi,
1991; Rossi e Ramos, 1996).

Disfuncio

dond
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Armitmia
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Figura 1.4: Acometimentos cardiacos caracteristicos da doenca de Chagas
cronica. BAV, bloqueio atrio ventricular; BRD, bloqueio de ramo direito; BFAE,
bloqueio fascicular anterior esquerdo. Fonte: adaptado de Rassi Jr, 2012.



1.1.5. Tratamentos

Atualmente apenas dois medicamentos tripanossomicidas sédo autorizados
para o tratamento da doenca de Chagas: Nifurtimox e Benznidazol (Bz). (Coura,
2009). Nifurtimox, também denominado Bayer 2502, quando administrado durante
a fase aguda, € capaz de melhorar a sintomatologia e negativar a parasitemia e
sorologia. No entanto, na fase cronica da doenca o tratamento com Nifurtimox pode
ndo ser benéfico para os pacientes (Prata et al.,, 1975). Os efeitos colaterais
observados com maior frequéncia estéo relacionados a sintomas gastrointestinais,
como: anorexia, nauseas, vomitos, desconforto abdominal e diarréia; afetando
cerca de 50% dos pacientes tratados com Nifurtimox (Bern, 2011, revisto por Rassi
Jr et al.,, 2012). Outros efeitos colaterais observados frequentemente envolve
toxicidade neurolégica, incluindo: insénia, irritabilidade, desorientacdo, mudancas
de humor, parestesias, cefaleia e tremores (Bern, 2011). Ainda podem ser
observada astenia, dorméncia nas extremidades do corpo, € menos
frequentemente, efeitos colaterais como: polineuropatia sensitiva periférica, dor
precordial, edema alérgico, tontura e mal-estar. Além disso, alguns pacientes
podem ainda apresentar baixa tolerdncia ao medicamento, sendo necessaria a

interrupcdo do tratamento (Prata et al, 1975).

Atualmente Benznidazol é medicamento de primeira linha para o tratamento
da doenca de Chagas no Brasil, tendo em vista que Nifurtimox teve sua
comercializacao suspensa desde os anos 80 (revisto por Coura e de Castro, 2002).
Apesar disto, o Nifurtimox continua sendo uma alternativa para casos de
intolerancia ao Benznidazol, sendo utilizado como uma terapia de segunda linha no
Brasil (Ministério da Saude do Brasil, 2008). Benznidazol pode ser administrado em
doses mais baixas, além de apresentar maior eficacia na cura e efeitos colaterais
menos intensos quando comparado ao nifurtimox, tornando-se entdo a primeira
opcao no tratamento para a doenca de Chagas. O tratamento com Benznidazol
pode causar efeitos colaterais como: (i) dermatite de hipersensibilidade, sendo o
mais frequente, caracterizada por erupcdes cutaneas, edema generalizado, febre,
linfodenopatias e dor muscular e articular; (ii) polineurite e neuropatia periférica,
efeito toxico grave relacionada a alta dose durante o tratamento e (iii) depressao da

medula éssea, neutropenia, agranulocitose e purpura trombocitopénica (Coura et
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al., 1997; Cancado, 2002).

Recentemente, o estudo clinico randomizado BENEFIT, o maior estudo
clinico ja realizado em pacientes portadores da doenca de Chagas, avaliou o efeito
do Benznidazol na fase crbnica da doenca. O estudo concluiu que apesar de
alcancar uma reducdo na deteccdo de parasitas no sangue de pacientes
cronicamente infectados, o tratamento com Benznidazol ndo foi capaz de impedir
ou reverter agravamentos no quadro cardiaco, como taquicardia e insercdo de
marcapasso, em pacientes com danos cardiacos ja estabelecidos (Morillo et al.,
2015). Embora o efeito benéfico do tratamento de pacientes portadores da CCC
com Benznidazol ndo tenha sido confirmada, € consenso que a persisténcia do
parasita no tecido cardiaco é crucial para o desenvolvimento e progessdo da
cardiomiopatia chagasica (Rassi Jr et al., 2017). Assim, apesar de ndao haver uma
reducdo estatisticamente significativa nas taxas de mortalidade e morbidade no
grupo tratado com Benznidazol, houve reducdo significativa no numero de
pacientes internados por sintomas cardiovasculares (Morillo et al., 2015). Além
disso, analisando-se os dados do estudo BENEFIT separando as regides
geograficas, os pacientes do Brasil responderam de forma positiva ao tratamento
com Benznidazol (Rassi Jr et al.; 2017). Dessa forma, o estudo BENEFIT apresenta
importantes limitagbe em seu desenho experimental, e consequentemente
conclusdes questionaveis, que necessitam ser melhor explorados, como o fato da
deteccdo de parasitas circulantes baseada em PCR, levandoa a associacéo
equivocada de que a presenca do parasita ndo tem relacdo com progressdo da
doenca, negando o consenso atual, entretanto, ndo se tem informacgdes sobre a
pesistencia do parasita no tecido cardiaco ap6s o tratamento. Portanto, os
resultados do estudo BENEFIT merecem ser mais explorados antes de concluir que
terapias tripanosomicidas, especialmente o benznidazol ndo tem papel no

tratamento de pacientes com CCC estabelecida (Rassi Jr et al., 2017).

Ambos os medicamentos, Nifurtimox e Benznidazol, apresentam baixa
eficacia na fase crbnica tardia da doenca de Chagas e, além disso, sdo necessarios
60 dias de tratamento com 2-3 doses diarias, o que pode ser uma das causas de
abandono do tratamento. Outra desvantagem se refere a contraindicagédo para
pacientes gravidas, pacientes com insuficiéncia renal ou hepatica e pacientes muito
debilitados ou com idade muito avancada (revisto por Coura e de Castro, 2002;

revisto por Coura e Dias, 2009). Durante a fase crbnica da doencga, quando ja sédo
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observadas manifestacdes cardiacas ou digestivas, nao existem terapias
especificas para o tratamento da doenca de Chagas, sendo realizado um
tratamento sintoma-especifico, que varia de acordo com os sintomas desenvolvidos
pelo paciente, semelhante aos tratamentos para cardiomiopatias em geral (Mufioz-
Saravia et al., 2012). Tendo em vista o longo periodo de tratamento com esses
compostos, suas contraindicagdes e efeitos colaterais, que podem impedir a
conclusdo do tratamento, sdo de significativa importancia o desenvolvimento de
novos compostos, menos toxicos e eficazes nas diferentes fases da doenca de

Chagas.

1. 2. Fator transformador de crescimento beta (TGF-B)

1.2.1. Superfamilia TGF-$

O fator transformador de crescimento (TGF-B), descoberto em 1982, foi
descrito pela primeira vez como uma fracdo adicional ao TGF-a capaz de conferir
“transformacéao” de colbnias de fibroblastos renais de rato (Roberts et al., 1982). Em
mamiferos existem trés isoformas de TGF-B: TGF-p1, TGF-2 e TGF-B3. Estas
isoformas compartilham homologia de cerca de 70% na sequéncia de aminoacidos,
entretanto, sdo codificados por genes distintos, localizados em regides distintas do
cromossomo humano (Kimura et al., 2007). As trés isoformas de TGF-f integram o
conjunto da Superfamilia TGF-p (Figura 1.5), juntamente com outras diversas
proteinas que se assemelham estruturalmente, apresentando 7 residuos de
cisteinas. S&o elas: activinas, proteinas morfogénicas do osso (BMPs), fatores de
crescimento e diferenciacdo (GDFs), fator neurotrofico derivado de linhagem de
células gliais (GDNF), substancia inibidora Mdlleriana (MIS) e inibinas (Massagué,
1998). As activinas sdao 0s membros desta superfamilia que apresentam

caracteristicas mais semelhantes ao TGF- (Kimura et al., 2007).

11



Ativina/Inibina

Ativina A, Ativina B,

Ativina AB, Ativina C,
Ativina E, Inibina A
Inibina B, Inibina C )

TGF-Bs T SI Mulleriana

. [ Superfamilia ]_, AMH/MIS
TGF-B

y

BMP2 BMP8b/OP-3  BMP15/GDF9b
BMP3b/GDF10 BMP9/GDF2 BMP16/Nodal
BMP4 BMP10 GDF1

BMP5 BMP11/GDF11  GDF3

BMP6 BMP12/GDF7  GDF8 /Myostatin

BMP7/0P-1 BMP13/GDF6  GDF9
BMP8a/OP-2 BMP14/GDF5 GDF15

BMPs

Figura 1.5: Representagédo esquematica dos membros da Superfamilia TGF-f em
mamiferos. Fonte: adaptado de Santibafiez et al., 2011.

1.2.2. Funcgdes, estrutura e ativagao

O TGF-B é uma citocina multifuncional, que desempenha importante papel
na regulacdo de processos como apoptose celular, embriogénese, migracdo de
células epiteliais e transi¢cdes endotelial-mesenquimal (Moustakas e Heldin, 2005).
No entanto, suas principais atividades biolégicas estdo associadas a regulacao da
proliferacdo e diferenciacdo celular, atividades imunossupressoras e regulagdo da
deposicdo de componentes de matriz extracelular (Reisdorf et al., 2001; Moustakas
e Heldin, 2005).

Diversos tipos celulares como fibroblastos, plaquetas, células da placenta,
células do sistema imune e ainda células malignas sdo capazes de sintetizar e
secretar TGF-p (Roberts et al., 1982; Massagué, 1983; Frolik et al., 1983; Kehrl et

7

al., 1986). Todas essas ceélulas secretam TGF-B latente (LTGF-8), que €

biologicamente inativo. Haja visto os diversos efeitos biologicos do TGF-B, o

controle da sua atividade € uma etapa critica para a manutencdo de funcdes
fisiolégicas normais, sua desregulacdo implica na patogénese de numerosas

doencas (Khalil, 1999).
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O LTGF-B é formado por dimeros contendo uma regido N-terminal, que
confere a laténcia, denominada peptideo associado a laténcia (LAP) e uma regido
C- terminal, potencialmente ativa. As regibes N-terminal e C-terminal estao
associadas nao covalentemente e formam o pequeno complexo latente (Figura 1.6).
LAP se liga também a uma proteina adicional, denominada proteina de ligacdo a
TGF-B latente (LTBP), formando assim o grande complexo latente (Figura 1.6)
(Saharinen et al.,, 1999). LTBP se liga a LAP por pontes de hidrogénio, essa
associacdo nao confere laténcia a TGF-8, no entanto, esta relacionada ao controle

da secrecdo e armazenamento na matriz extracelular (Massagué, 1998).

Para que o TGF-B seja ativo € necessaria sua separacdo do complexo
latente, essa protedlise resulta em dois produtos: o dimero de 65-75 kDa a partir da
porcdo N-terminal referente a LAP e o dimero de 25 kDa a partir da regido C-
terminal, que € a forma biologicamente ativa de TGF-B. Dessa forma, TGF-§ ativo
pode interagir com seus receptores de superficie celular e desempenhar suas
funcdes bioldgicas. Assim a regulacdo da conversao de LTGF-B para TGF-B ativo é
um dos meios mais importantes para controlar a atividade do TGF- (Khalil, 1999).
A ativagdo do TGF-f in vitro pode ocorrer por varios mecanismos, como: ativagao
fisico-quimica (extremos de pH e temperatura elevada), ativacdo enzimatica e
ativacdo induzida por hormonio. A existéncia de diferentes isoformas de TGF-$ e
complexos latentes, como o numero de diferentes LTBPs, indicam que existem

varias vias para ativacdo do TGF-f (Koli et al., 2001).
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Figura 1.6: Complexo TGF-J latente. Fonte: adaptado de Brunner e Blakytny, 2004.
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1.2.3. Vias de sinalizacao

Uma vez ativo, o TGF-f € entdo reconhecido por seus receptores,
desencadeando assim sua via de sinalizacdo. A sinalizacdo de TGF- inicia-se a
partir da sua interacdo com seus trés receptores de superficie: receptor de TGF-
do tipo | (TBRI), do tipo Il (TBRII) e do tipo Il (TRRIII), presentes em todos os tipos
celulares estudados (Massagué, 1998; Pieck et al., 1999). Os receptores de TGF-
do tipo | e do tipo Il sdo receptores serina/treonina quinase transmembranares
(revisto por Verrechia e Mauviel, 2007). O receptor de TGF-B do tipo lll, também
denominado betaglicano, atua modulando diretamente a interacdo entre TGF-$ e
seus receptores de sinalizagdo (TPRI e TBRII), uma vez que se liga a esses
receptores com alta afinidade. Assim, TBRIII se liga ao TGF-p e o0 apresenta a TRRII
(Lopez-Casillas et al., 1993). A ligagédo de TGF-p a TBRII induz a formacéo de um
complexo formado por TPRI e TPRIl, no qual TPRIl fosforila o dominio
serinal/treonina do TPRI resultando na sua ativagdo (revisto por Verrechia e Mauviel,
2007).

A via classica de sinalizacdo de TGF-B, esquematizada na figura 1.7, envolve
0 grupo de proteinas Smads. TBRI ativado fosforila as Smads 2 e 3, e uma vez
ativas se ligam a Smad 4 formando um complexo heteromérico que se transloca
para o nucleo, onde em associacdo com outros fatores de transcricdo regulam a
transcricdo de genes responsivos ao TGF-p (Piek et al., 1999). H4 ainda as vias
alternativas de sua sinalizacdo, quando seus receptores agem sobre substratos
diferentes das Smads. As mais descritas sao as proteinas quinase N-terminal c-jun
(JNK) e as proteinas quinase ativada por mitégeno (P38 e ERK) (revisto por
Massagué et. al., 2000; Moustakas e Heldin, 2005).
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Figura 1.7: Via de sinalizacao classica do TGF-B. Representando os receptores de
TGF-B e ativacdo da via smad. Fonte: adaptado de Derynck e Zhang, 2003.

1.2.4. TGF-p e fibrose

O TGF-B se destaca como um regulador chave na producao e remodelamento
da matriz extracelular (MEC), uma vez que tém a capacidade de induzir a
expressdo de proteinas da MEC e ainda estimular a producéo de inibidores de
protease (Verrechia e Mauviel, 2007). O mecanismo pelo qual exerce a fungcédo de
impedir a degradacdo da MEC envolve a inibicdo da atividade de MMPs através da
inducéo de sintese de inibidores de protease, tais como o Inibidores de Tecido de
Metaloproteinases (TIMPs) e o Inibidor do Ativador de Plasminogénio-1 (PAI-1)
(Schiller et al.,, 2004). Dessa forma, uma elevada expressdao de TGF-B e
subsequentemente a desregulacédo de suas funcdes, correlaciona-se diretamente
com o surgimento de doencgas fibroticas, provocada pela deposicdo anormal de

tecido conjuntivo no 6rgao afetado (Verrecchia e Mauviel, 2007).
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A desregulacao no processo de cicatrizagéo e reparagao tecidual resulta em
uma exacerbada deposicdo de componentes da MEC e consequente
desenvolvimento da fibrose. Entre os eventos caracteristicos no desenvolvimento
da fibrose esta a producao, secrecao e ativacdo do TGF-B (Kisseleva e Brenner,
2008), que estimula a principal fonte de MEC, o fibroblasto, a produzir proteinas tais
como: fibronectina, colageno tipo | e tipo lll, elastina e glicosaminoglicanas
(Verrecchia e Mauviel, 2007). Além disso, TGF-B atua também estimulando a
diferenciacdo de fibroblastos cardiacos em miofibroblastos, forma com
propriedades contrateis de células musculares lisas que secretam ativamente
proteinas fibrogénicas, contribuindo para alteracao das propriedades e func¢des do
tecido afetado (Masseno et al., 2010).

1.2.5. TGF-B na doenca de Chagas

Diversos estudos tém relatado o envolvimento de TGF- na fibrose cardiaca
(Eghbali et. al., 1991; Okada et. al., 2005; Tan et al., 2010) e em outros 6rgéos
como rim, figado e pulméo (Wang et al., 2005; Petersen et al., 2008; Gellibert et al.,
2006; Daniels et al., 2004). Na doenca de Chagas, o envolvimento do TGF-§ foi
descrito pela primeira vez em 1991. Nesse estudo foi observado que TGF-f inibe a
atividade de INF-y favorecendo a sobrevivéncia do parasita e consequentemente o
aumento da parasitemia, uma vez que INF-y tem efeito tripanossomicida,

interferindo assim no controle natural na infec¢do pelo T. cruzi (Silva et al., 1991).

Posteriormente, em 1995, foi demonstrado que TGF-f atua favorecendo a
infecgcdo de T. cruzi na célula hospedeira, através de ensaios in vitro. Utilizando
células epiteliais mutadas, deficientes para TBRI ou TRRIIl, foi observado que
apesar de T. cruzi ser capaz de aderir, ndo foi capaz de invadir e se replicar no
interior das células mutadas. Quando foi feita a transfeccdo dos genes dos
receptores TBRI ou TRRII, T. cruzi recupera a capacidade de invadir essas células,
demonstrando o envolvimento da sinalizacdo de TGF-B na infeccdo de células
hospedeiras (Ming et. al., 1995). Sabe-se que a localizacdo subcelular de TRRII
esta associada a proteinas do citoesqueleto e essa localizagdo contribui para a

ativacdo da via de sinalizacdo de TGF-f (Moustakas e Heldin, 2008).
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Recentemente foi demonstrado que a associacdo de TBRIl ao citoesqueleto esta
ligada a constameres de vinculina e a ativacdo da via de sinalizacdo de TGF- €
dependente da manutencdo da integridade do citoesqueleto. Além disso, em
modelo de infec¢do in vitro, foi demonstrado também que T. cruzi induz a
desorganizacdo do citoesqueleto, gerando uma reducdo da distribuicdo dos
receptores de tipo Il de TGF-§ em cardiomiocitos altamente infectados, o que pode

levar a uma resposta reduzida a TGF-B nessas células (Calvet et al., 2016).

Tem sido amplamente descrito o envolvimento direto do TGF-B em
processos chaves no desenvolvimento da patologia, tais como: (i) regulacdo da
inflamacéo e da resposta imune; (ii) infeccdo do parasita na célula hospedeira; (iii)
ciclo intracelular do parasita; (iv) fibrose e (v) remodelamento cardiaco, durante a

fase aguda e crénica da doenca de Chagas (Araujo-Jorge et al., 2008; 2012).

Waghabi e colaboradores (2005a) demonstraram que T. cruzi ativa
diretamente TGF-B latente, como uma estratégia necessaria para a invasdo da
célula hospedeira representando um papel importante na modulacdo da infeccao
por T. cruzi. Recentemente, foi demonstrado que esta ativacdo é realizada por uma
cisteino peptidase expressa por T. cruzi, denominada cruzipaina, a principal e mais

expressa cisteino peptidase em T. cruzi (Ferrdo et al., 2015).

A participacdo do TGF-B no ciclo intracelular do parasita também foi relatado
por Waghabi e cols., (2005b), através de ensaios in vitro com cardiomiocitos
infectados pelo T. cruzi. Observou-se que as formas amastigotas sao capazes de
internalizar TGF- em sua bolsa flagelar e vesiculas intracelulares. Entretanto, esse
estoque diminui durante a diferenciacdo de amastigotas para as formas
tripomastigotas, sugerindo um papel regulador da citocina durante o ciclo

intracelular do T. cruzi.

Em alguns estudos foram avaliadas a producdo de TGF-B na doenca de
Chagas. Samudio e cols., (1999) relataram que primatas infectados por T. cruzi
apresentam aumento na producdo de TGF-f j& na primeira semana da fase aguda
e segue constantemente expresso ao longo da fase crbénica da infec¢do. Outro
importante estudo com pacientes cronicos portadores da doenca de Chagas,
demonstrou-se que esses pacientes apresentam niveis mais elevados de TGF-f3

circulante (10-20 vezes) quando comparados a individuos saudaveis (Aradjo-Jorge
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et al., 2002).

Araujo-Jorge e colaboradores (2002) relatam ainda o envolvimento da
sinalizacdo de TGF-B no desenvolvimento da fibrose cardiaca, demonstrando que
células cardiacas de pacientes com disfuncdo cardiaca moderada ou grave
apresentaram forte imunorreatividade para Smad-2 fosforilada, um marcador da
ativacdo da via de sinalizacdo classica de TGF-B, associado a um aumento na
deposicao de fibronectina. Outro estudo utilizando modelo murino demonstrou que
camundongos knockout para o2-macroglobulina, um inibidor de protease que se
liga a TGF-B e mantém TGF-B na sua forma latente, apresentaram carga parasitaria
significativamente elevada e aumento nos niveis de TGF-§ circulante associado a

grandes areas de fibrose no tecido cardiaco (Waghabi et al., 2002).

Recentemente, foi demonstrado que durante a fase aguda da doenca de
Chagas experimental, os niveis de TGF-B estdo mais elevados e sua via de
sinalizacdo esta mais ativa, uma vez que foi observado: aumento na expressao dos
receptores TBRI e TBRIl e aumento na fosforilagdo das proteinas da via de
sinalizacdo classica (Smad2/3) e alternativa (JNK, p38, ERK). Esse aumento
observado pode estar associado ao processo de deposicdo de matriz extracelular,
uma vez que foi relatado também aumento na expresséo de proteinas responsivas
a TGF-B, como fibronectina e CTGF, e aumento na deposi¢éo de colageno tipo | no
coracdo dos animais infectados pelo T. Cruzi. Esses dados indicam que a
regulacdo positiva da sinalizacdo de TGF-B pode estar diretamente ligada a

formacao de fibrose cardiaca na doenca de Chagas (Ferreira et al., 2016).

A Conexina-43 (Cx-43), uma proteina de juncdo do tipo Gap, € uma
importante molécula responsavel pela conducédo do impulso elétrico no coracao, e
que também é afetada pelo TGF-B na doenca de Chagas. Waghabi e cols. (2009a)
demonstraram que elevados niveis de TGF-B em pacientes portadores da doenca
de Chagas cronicos estdo associados a uma reducado significativa no namero de
placas de Cx43, aléem de uma desorganizacdo dessas estruturas de placas. Essas
alteracdes contribuem para a conducdo anormal do impulso elétrico e arritmias,

sintomas caracteristicos da cardiomiopatia grave na doenca de Chagas.
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1.2.6. Compostos anti-TGF-p na doenca de Chagas

Tomados em conjunto, os dados demonstram o papel central do TGF-$ no
processo de remodelamento da MEC e formacédo de fibrose, o que o torna um
importante alvo terapéutico. Dessa forma, o desenvolvimento de compostos que
inibem a sinalizacéo e atividade de TGF-§ (Figura 1.8) sao de grande interesse na
busca pela recuperacdo do 6rgdo acometido. O bloqueio na sinalizacdo de TGF-f3
pode entdo representar uma promissora terapia para diversas patologias
associadas a fibrose. Neste sentido, o grupo vem estudando intensamente a acao
terapéutica de compostos farmacolégicos inibidores da atividade de TGF-B na

doenca de Chagas.

Inicialmente foi testado o efeito do composto SB-431542, um inibidor do
receptor de TGF-B tipo | (TBRI), em cardiomidcitos infectados por T. cruzi. O
tratamento com SB-431542 foi capaz de inibir a ativacao da via de TGF-B induzida
pelo parasita, reduzindo assim a invasao de T.cruzi nos cardiomidcitos, afetando
também seu ciclo intracelular, uma vez que inibiu a diferenciacdo do parasita da
forma amastigota para tripomastigotas. Além disso, o tratamento também induziu a
apoptose de parasitas intracelulares (Waghabi et al., 2007). Em outro estudo do
grupo foi avaliado o efeito do SB-431542 sobre as proteinas de juncdes do tipo Gap
conexina-43 (Cx43). Foi observado que cardiomidcitos tratatos com TGF-B ou
infectados por T. cruzi apresentaram uma desorganizacéo e significativa reducao
na expressao de Cx-43. Essas alteracdes contribuem para a conducdo anormal do
impulso elétrico, que foi revertido apos o tratamento com SB-431542, aumentando
a expressdo de Cx43 e restabelecendo a organizacdo da sua estrutura de placas

nos cardiomiécitos (Waghabi et al., 2009a).

Em estudos utilizando o modelo murino de fase aguda foi avaliada a acgéo
terapéutica do SB-431542. Nesse trabalho, foi observado que o tratamento de
camundongos com o SB-431542, reduziu a mortalidade e a parasitemia, reduzindo
também o numero de infiltrados inflamatdrios e a carga parasitaria no miocardio.
Além de evitar danos cardiacos e prevenir alteracdes na conducdo elétrica cardiaca
dos animais (Waghabi et al., 2009b).
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Também foi avaliado pelo grupo a atividade terapéutica de um outro inibidor
da via de sinalizagdo de TGF-B, o GW788388. Este composto tem como
grande diferencial o fato de ser administrado por via oral, associado a uma maior
seletividade, especificidade e poténcia de ligacéo ao receptor de TGF-B (Gellibert et
al., 2006). Além disso, foi demonstrado que GW-788388 atua como inibidor da
fosforilacdo tanto do TPRI como do TPRII (Petersen et al., 2008). No estudo
realizado pelo grupo, foi avaliado o efeito do tratamento com o GW-788388 durante
a fase aguda experimental da infeccdo pelo T. cruzi. Foi observado que o
tratamento reduziu a mortalidade, parasitemia e disfuncdo elétrica, preservou a
organizagdo das placas de Cx43 e impediu o desenvolvimento da fibrose cardiaca
em camundongos infectados por T. cruzi. Além disso, o tratamento com o composto
GW788388 no final da fase aguda foi capaz de reduzir a mortalidade e reverter

fibrose cardiaca nos animais infectados (de Oliveira et al., 2012).

Recentemente nosso grupo investigou ainda o efeito do tratamento com
GW788388, em modelo experimental de doenca de Chagas cronica. Neste estudo
paralelo ao presente trabalho, foi observado que o tratamento com GW788388, em
dois esquemas de tratamento, uma vez e trés vezes por semana, durante a fase
cronica experimental da doenca de Chagas, teve efeito terapéutico benéfico, uma
vez que foram observados a diminuicdo dos niveis circulantes de TGF-$, a melhora
de parametros eletrocardiograficos e a reducdo da expressdo e deposicdo de
colageno tipo | e fibronectina no tecido cardiaco. Assim, o tratamento com
GW788388 na fase crbnica também foi capaz de recuperar a conducao elétrica
cardiaca e reverter fibrose no coracdo de camundongos com CCC (Dados em

submisséo).
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Figura 1.8: Inibidores farmacol6gicos da via de sinalizacdo de TGF-B. Fonte:
adaptado de Araujo- Jorge et al., 2012.

1. 3. Regulagdo da matriz extracelular: MMPs e TIMPs

A matriz extracelular € um complexo de proteinas fibrilares, proteoglicanos e
glicosaminoglicanos, sendo composta principalmente por uma rede de colagenos,
elastina, fibronectina e laminina. A fungéo bioldgica da MEC é o suporte estrutural,
sendo capaz de manter a arquitetura do tecido, preenchendo os espacos entre as
células. Além disso, também confere adesdo e forma, permitindo a migracao, a
proliferacdo e a diferenciagdo das células adjacentes (revisto por Medeiros et al.,
2012). A regulacédo dos componentes de matriz extracelular envolve um mecanismo

de controle entre os niveis e atividade de metaloproteases de matriz (MMPSs) e dos
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seus inibidores teciduais (TIMPs) (Zhang et al., 2014).

As MMPs pertencem a uma familia multigénica de endopeptidases
dependentes de zinco e calcio, denominada Metzincin. Essa familia é codificada por
24 genes distintos em humanos, que sdo expressos como 26 diferentes
endopeptidases, compartiham a mesma topologia estrutural, apresentando pro-
dominio e um dominio catalitico. O pr6-dominio, localizado ap6s o pré-dominio,
mantém a enzima em sua forma inativa. O dominio catalitico € onde se localiza o
ion zinco ligado ao sitio ativo. O sitio ativo € o local em que os substratos se ligam
especificamente a proteina (Parks et al., 2004; Mannello & Medda, 2012). Sabe-se
que as MMPs sao classificadas de acordo com sua estrutura primaria e
especificidade de substrato, nos seguintes grupos: colagenases, gelatinases,

estromelisinas, matrilisinas, MMPs de membrana (MT-MMP) e outras MMPs.

As células secretam MMPs numa forma inativa, como pré-enzimas (pro-
MMP) ou zimogénios, sendo necessaria ativacdo proteolitica através da remocao
do pro- peptideo, expondo assim o sitio de ligacdo ao substrato (Geurts et al.,
2011). A ativacdo das MMPs ocorre através da acdo de proteinases como a
plasmina e outras MMPs, que sdo capazes de clivar o pro-peptideo de suas

estruturas (revisto por Amalinei et al., 2007).

Dentre as diferentes MMPs, a MMP-2 e a MMP-9, esquematizadas na figura
1.9, destacam-se por seu envolvimento em doencgas cardiacas, uma vez que
evidéncias demonstram que estdo presentes no miocardio e sdo capazes de
degradar todos componentes da matriz do coracdo (Polyakova et al., 2010). Além
disso, é descrito que MMP-2 e MMP-9 sao capazes de ativar TGF-B (Ignotz e
Massagué, 1986; Yu e Stamenkovic, 2000). As MMP-2 (gelatinase A) e MMP-9
(gelatinase B) formam o grupo das gelatinases, que sdo as mais distribuidas,
podendo ser produzidas por fibroblastos, queratindcitos, células endoteliais,
monaocitos, macrofagos, osteoblastos e condrocitos (revisto por Amalinei et al.,
2007). Essas moléculas além de degradar gelatina, sdo capazes de degradar
também colagenos tipo I, tipo IV, tipo V e tipo X, elastina, laminina e fibronectina
(Stamenkovic, 2000).
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Figura 1.9: Estrutura das metaloproteases 9 e 2. Representacdo esquematica da
organizacdo de domineos das MMPs 2 e 9. As gelatinases sao distinguidas por
um dominio adicional de ligacdo a gelatina com trés repeticbes de tipo
fibronectina. Além disso, MMP-9 é a unica MMP que contém um dominio O-
glicosilado. Fonte: adaptado de Geurts et al., 2012.

A atividade das MMPs é rigorosamente controlada desde os niveis de
transcricdo, secrecdo e ativacdo até a inibicdo pos ativacdo, assim tanto a pro-
enzima guanto a enzima ativada podem ser reguladas endogenamente através de
inibidores especificos, denominados Inibidores de Tecido de Metaloproteinases
(TIMPs) (Amalinei et al., 2007). Os TIMPs s&o pequenas proteinas (21-28kDa) que
se ligam as MMPs formando um complexo numa estequiometria 1:1, ao se ligarem
as MMPs, os TIMPs blogueiam o sitio ativo, impedindo o0 acesso ao substrato

especifico (Souza e Line, 2002; Spinale et al., 2000).

Nos humanos sdo encontrados quatro tipos de TIMPs (TIMP-1, TIMP-2,
TIMP-3 e TIMP-4), codificados por quatro genes distintos. Em geral, todos o0s
TIMPs séao capazes de inibir os mais de 20 tipos diferentes de MMPs, embora
apresentem diferentes graus de especificidade entre eles (Brew & Nagase, 2010).
Assim, o balancgo entre a producdo de MMPs e TIMPs representa um ponto critico
para manter o equilibrio da matriz extracelular, tendo em vista que a desregulacao

destas moléculas pode desencadear quadros patologicos.

A atividade das metaloproteases pode ainda ser regulada em um segundo
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nivel, mediado pelo Inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-I) (Franco, 2001),
uma vez que as MMPs podem ser ativadas in vivo por plasmina (revisto por
Amalinei et al., 2007). A plasmina € ativada através da agao da uroquinase ativador
de plasminogénio (u-PA), que atua convertendo a pro—enzima, plasminogénio, na
enzima ativa, plasmina (Lijnen, 2002), como mecanismo de controle PAI-I atua
inibindo a converséo do plasminogénio em plasmina, consequentemente inibindo
também a ativacdo das MMPs mediada por plasmina (Franco, 2001). A regulagéo
da atividade das MMPs pode ainda ser realizada por outros inibidores endégenos,
sendo uma das principais a a2-macroglobulina, que se liga a MMPs e formam um

complexo associado de forma irreversivel (Baker et al, 2002).

1. 4. Regenaracdao cardiaca

O conhecimento da existéncia de células tronco residentes no coragao
resultou em grandes esfor¢cos no desenvolvimento por terapias baseadas nestas
células, buscando promover o reparo e regeneracdo do miocardio danificado
(Zamilpa et al., 2014). E apesar de ser conhecido que o coragdo adulto possui um
compartimento de células-tronco residentes, e ainda atribuido que estas céulas
poderiam conferir potencial regenerativo ao coracdo (Leri et al., 2005). Sabe-se
atualmente que as células-tronco residentes no coracdo contribuem muito pouco
para o repovoamento do tecido cardiaco apés lesédo cardiaca, sendo consenso que
sdo as células progenitoras extracardiacas, derivadas da medula Ossea, que
contribuem mais efetivamente para a diferenciacdo de cardiomidcitos no miocardio
ferido (Eschenhagen et al., 2017). Uma vez que as células progenitoras derivadas
da medula 6ssea, sendo a maioria de origem hematopoiética, migram para o
coracdo lesado em taxas mais altas, e diferenciam-se em cardiomiocitos
principalmente através do mecanismo de fusdo celular (Eschenhagen et al., 2017).

As células tronco (CT) séo definidas como ceélulas indiferenciadas, auto
renovaveis, e que servem como material celular de partida para os tecidos
especializados do corpo (Zhang et al., 2006). Diversos tipos de células tronco tém a
capacidade de se diferenciar em cardiomiécitos funcionais, indicando que CT
podem substituir de forma eficiente células necréticas ou apoptéticas apods dano

cardiaco (Zamilpa et al., 2014). As células tronco pluripotentes induzidas ou
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embrionarias, sdo as mais promissoras para a realizacdo de regeneracéo cardiaca
através da substituicAo de cardiomiécitos, pois podem se auto-renovar e
diferenciar-se em todos os tipos de células, incluindo cardiomiécitos. Além disso,
essa propriedade de diferenciacdo em multiplas linhagens, das células tronco
embrionarias, proporciona também a diferenciacdo destas células em células
musculares lisas e células endoteliais, permitindo assim repovoar todos o0s
elementos do tecido do miocardio (Pawani e Bhartiya, 2013). No entanto, a
regeneracao de lesbes amplas sdo limitadas quando ndo ha um estimulo para a
diferenciacdo das CT (Bailey et al., 2009; Hatzistergos et al., 2010), contudo,
algumas moléculas como VEGF e SDF-la tem sido utilizadas como forma de
estimular a diferenciacdo destas células em cardimdcitos (Tang et al., 2009; Wang
et al., 2012).

No coracdo, as CT estdo localizadas em microambientes especificos
denominados nichos (Gattazzo et al., 2014), conectados por juncdes aderentes a
fibroblastos e miocitos (Ferreira-Martins et al.,, 2012), e no coracdo adulto estdo
alocados preferencialmente no atrio e apice ventricular (Leong et al., 2017). Ha
ainda no coragdo células tronco extra cardiacas, como as células tronco
hematopoiéticas provenientes da medula 6ssea, baco ou circulacdo sanguinea, que
por meio de estimulos migram para o0 coracdo, podendo exercer efeitos
estimulatérios sobre as células tronco cardiacas residentes (Chan et al., 2009). Ja
foi demonstrado em modelos de transplante cardiaco, que células extra cardiacas
gue migram para o coracdo perdem a expressdo de marcadores hematopoiéticos
como CD45 e CD34 e passam a expressar fatores de transcricdo especificos de
células cardiacas como GATA-4 e NKx2.5, e consequentemente, adquirindo o
fendtipo de célula cardiaca (Li et al., 2007).

Fatores de transcricdo cardio-especificos sdo comumente utilizados como
marcadores para a avaliacdo da diferenciacdo de cardiomiocitos. Dentre estes
fatores de transcricdo, GATA-4, GATA-6, NKX2-5 e T-Box5, sdo 0s principais
marcadores de diferenciacdo de linhagem cardiaca precoce (revisto por Zamilpa et
al., 2014), uma vez que os primeiros e principais fatores de transcricdo expressos
durante o desenvolvimento de cardiomiocitos sdo 0 GATA-4 e o0 NKX2-5, seguidos
de membros da familia T-Box (Tbx 2, 5 e 20); estes regulam a expressado de
proteinas estruturais ou regulatorias, caracteristicas de cardiomiécitos (Van Wijk et

al., 2007). A familia GATA compreende alguns dos principais fatores de transcricéo
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envolvidos na cardiomiogénese, sendo composta por seis proteinas: GATA-1,
GATA-2, GATA-3, GATA-4, GATA-5 e GATA-6; sendo as trés ultimas associadas a
tecidos da endoderme e mesoderme (Pikkarainen et al., 2004). O NKX2-5 é outro
fator de transcricdo importante para a cardiomiogénese, sendo fundamental para
maturacdo funcional dos cardiomidcitos ventriculares e para a manutencdo da
homeostase dos cardiomiocitos (Akazawa e Komuro, 2005; revisto por Shiojima e
Komuro, 2005). O fator de transcricdo Thx5 desempenha papel fundamental na
iniciacdo e manutendo da programacédo genética do miocardio, sendo expresso na
mesoderme cardiaca durante os estagios iniciais da cardiomiogénese (revisto por

Shiojima e Komuro, 2005).

Além dos marcadores de linhagem cardiaca precoce, ha ainda marcadores
para avaliagdo da geracdo de cardiomiocitos a partir de células especificas, como
as células tronco mesenquimais (MSC). As MSCs provenientes da medula éssea,
podem migrar para o coracdo e desempenhar papéis importantes no reparo e
regeneracao cardiaca, assim a expressdo de proteinas como titina cardiaca,
troponina T, desmina, MHC, MEF2 e fosfolaban, tem sido utilizada como
marcadores para a diferenciacdo de cardiomiécitos a partir de MSCs (revisto por
Zamilpa et al., 2014).

1.5. Justificativa

O papel do TGF-B como indutor de diversos processos patolégicos na
doenca de Chagas, o torna um relevante alvo para o desenvolvimento de terapias
de pacientes cardiopatas crénicos. A compreensao dos mecanismos disparados
pelo composto inibidor da atividade de TGF- e a interferéncia destes fatores no
desenvolvimento da cardiopatia chagasica, sdo de grande importancia. Assim, com
0 presente estudo esperamos contribuir para o entendimento dos mecanismos
envolvidos na patologia da CCC com enfoque na atividade do TGF-f e na
recuperagdo cardiaca intermediada por GW788388. Essas informagfes podem
contribuir para compor uma nova proposta de terapia, que possam ser aditivas a
terapia tripanocida, buscando melhorar a qualidade de vida de pacientes

acometidos pela CCC.
26



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Compreender os mecanismos de reversao de fibrose e remodelamento
cardiaco observado apés o tratamento com o composto GW788388, inibidor da
atividade de TGF-B, durante a fase crbnica cardiaca da doenca de Chagas em

modelo experimental murino.

2.2. Objetivos especificos

1) Avaliar o perfil de expressdo de conexina-43 no coracdo dos animais

infectados submetidos ou ndo ao tratamento com GW788388;

2) Analisar a expressao e atividade de MMP-2 e MMP-9 no coracdo de animais

infectados tratados ou ndo com GW788388;

3) Avaliar os niveis de TIMP-1 circulantes, e expressdo de TIMP-1, -2, e - 4 no

coracao dos animais infectados tratados ou ndo com GW788388;

4) Analisar a expressdo génica e proteica de marcadores de regeneracao
cardiaca: GATA- 4, GATA-6, NKX2-5, T-box5, titina cardiaca, troponina T e

desmina no coracdo de animais infectados tratados ou ndo com GW788388.
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3. METODOLOGIA

3.1. Composto

O composto utilizado foi o GW788388 4-(4-[3-(Piridin-2-yl)-1H-pirazol-4-yl]
piridin-2-yl)-N-(tetrahidro-2Hpyran-4-yl) benzamida, produzido pela GlaxoSmithKline
Pharmaceuticals. Este composto atua inibindo a via de sinalizacdo de TGF-, uma
vez que é um inibidor competitivo do sitio de ligacdo de ATP de ambos os

receptores tipo | e tipo Il de TGF-p.

Figura 3.1: Estrutura quimica do composto
GW788388. Fonte: Petersen et al., 2008.

3.2. Modelo experimental

Camundongos fémeas da linhagem C57BIl/6 provenientes do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB/FIOCRUZ), foram inoculados por via
intraperitoneal com 100 (10%) formas tripomastigotas de T. cruzi da cepa
colombiana. O pico da parasitemia ocorreu em 42 dias apos a infecgao.

Os camundongos foram mantidos em condi¢cdes estaveis de temperatura e
livre de patogenos especificos, com ciclo de luz de 12h claro/escuro e com acesso

a agua e racao ad libitum durante 150 dias no biotério do Pavilhdo Cardoso Fontes.
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Foram realizados quatro ensaios, todos em conformidade com o comité de ética e
pesquisa da FIOCRUZ - Protocolo CEUA LW42/11 (Anexo ).

3.3. Grupos experiementais e tratamento

Os animais foram divididos em grupos de 10 animais, respeitando-se o limite
de 5 animais por gaiola, da seguinte forma: N&o infectados néo tratados, Infectados
nao tratados e Infectados tratados (dois esquemas de tratamento: 1x por semana
ou 3x por semana). Os animais foram entdo agrupados em 4 grupos diferentes
(Tabela 3.1). Ap6s 120 dias de infeccdo foi iniciado o tratamento dos animais por
via oral (gavage) na concentracdo de 3 mg/kg/camundongo, com duragdo de 30
dias, em dois esquemas diferentes: (i) 1x por semana ou (ii) 3x por semana. A
solucéo estoque do composto, 20 mg/ml, foi preparada em tampéo contendo (4%
DMSO, 96% [5% Tween 20, 20% HCI 1M em NaH>PO4 0,1M]). A cada dia de
administracdo do composto foi preparada a solucdo trabalho diluida em &gua

filtrada e cada animal recebeu 100pul da solucéo diluida.

Tabela 3.1- Relac&o dos grupos experimentais

Grupos experimentais

NI animais néo infectados
dpi 120 animais infectados com T.cruzi e néo tratados
dpi 150 animais infectados com T.cruzi e ndo tratados

dpil50+GW1x animais infectados com T.cruzi tratados com GW 1x por semana
dpil50+GW3x  animais infectados com T.cruzi tratados com GW 3x por semana

3.4. Obtencé&o do soro

O sangue foi coletado por puncéo cardiaca, apos eutanasia dos animais, nos
dias 120 e 150 pos-infeccdo. Em seguida, foi realizada a centrifugacdo do material

a 4000 rpm a 4°C, por 10 minutos para a obtencdo do soro. O soro obtido foi
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armazenado a -70°C até a analise para dosagem dos niveis de TIMP-1 por ELISA.

3.5. Dosagem dos niveis séricos de TIMP-1

A dosagem dos niveis séricos de TIMP-1 foi realizada através da técnica de
ELISA, utilizando o kit Quantikine® ELISA Mouse TIMP-1 Immunoassay (R&D
Systems). A dosagem foi realizada conforme as recomendagdes do fabricante. As
medidas de absorbancia foram obtidas, contra o branco, em um leitor de
microplacas da Molecular Devices com filtro de 450nm. As leituras foram obtidas no
programa SoftMax Pro Software. Todas as amostras foram testadas em duplicatas
e a media das leituras foi considerada para a analise.

3.6. Coleta de tecidos

Os animais foram eutanaziados em camara de CO: e o tecido cardiaco dos
animais dos diferentes grupos experimentais foi coletado no 120° e 150° dpi. Os
tecidos foram lavados em PBS e cortados ao meio em sentido transversal, sendo
uma metade imediatamente fixada em solucdo de Millonig-Rosman (10% Formalina
em PBS) para andlise histologica e a outra metade congelada em nitrogénio liquido

e mantida a -70°C para posterior extracdo de proteinas e RNAm.

3.7. Imunohistologia e quantificacdo de placas de Cx-43

Com os tecidos emblocados em parafina foram obtidos cortes de 3um de

espessura e aderidos a laminas revestidas com poli-L-lisina e mantido a 37°C
durante 48h. Em seguida foi realizada uma bateria de retirada da parafina em trés

banhos de xilol e reidratacdo em concentracdes decrescentes de etanol (100%,
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90%, 70% e 50%) em lavagens de trés minutos cada. Apds, foi realizada a
recuperacdo antigénica em tampéo citrato de sédio 10mM pH 6, no formo de
microondas a 750W por 5 minutos. Em seguida, os cortes foram submetidos ao
blogueio de sitios inespecificos com 3% BSA (albumina soro bovina) em PBS por
1h. Novo bloqueio com soro normal de cabra (animal em que foi preparado o
anticorpo secundario) diluido 1:500 em solu¢éo 1% BSA em PBS durante 1h. Em
seguida as amostras foram incubadas overnight a 4°C com o anticorpo primério
anti- conexina-43 (diluido 1:800 feito em coelho — Sigma). Em seguida foram
lavados com solucdo 1% BSA em PBS trés vezes por 10 minutos e entdo
incubadas por 1h a temperatura ambiente com anticorpo secundario (diluido em
solugcdo de bloqueio 1:500) anti- coelho Alexa Fluor 488. Em seguida foram
realizadas mais trés lavagens com solucédo 1% BSA em PBS por 10 minutos e apds
foi feita marcacdo do DNA (nucleo) por incubagdo com DAPI (4’6-diamidino-2-
phenylindol) diluido em solucéo de bloqueio 1:1000 por 10 minutos a temperatura
ambiente. ApGs as laminas foram lavadas com solucdo 1% BSA em PBS por 10
minutos e os cortes foram montados entre Iamina e laminula com 1.4-diazabiciclo-
(2.2.2)-octano (DABCO). Os cortes foram observados em microscopio de
epifluorescéncia (Nikon).

Para a quantificacdo do tamanho das placas de Cx-43 as imagens foram
obtidas utilizando o microscépio de epifluorescéncia (Nikon) e cada area de teste foi
fotografada em uma ampliacdo de impresséao final de 400x, nesta ampliagdo, uma
area de teste tipica incluiu aproximadamente 34.600 ym? de area do tecido. Os
tamanhos das placas de Cx43 foram avaliados usando o software NIS-Elements D,
sendo quantificado o comprimento da placa de Cx-43 a partir de imagens de cinco

campos/animal.

3.8. Extracdo e dosagem de proteinas

Para a extracdo de proteinas o tecido cardiaco dos animais coletado em 120
e 150 dpi, foi pesado e adicionado 1ml de tampéao de extragdo (NaCl 0,4M/ 0,05%
tween 20/ 1:100 cocktail de inibidores de protease (Sigma) / 0,2mM PMSF / PBS) a

cada 100 mg de tecido. Em seguida foi realizada a lise proteica do tecido com 3
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ciclos de ultrasom-gelo. As amostras foram entdo mantidas a -70°C até a realizacéo

do ensaio.

A quantidade total de proteinas soluveis foi dosada pelo kit de dosagem
RCDC (BioRad). A leitura da absorbancia foi feita em espectrofotdbmetro a 750nm e
a curva padrao foi elaborada utilizando concentragdes conhecidas de albumina soro
bovina (BSA) que variaram entre 0,2 mg/ml e 1,4 mg/ml.

3.9. Eletroforese

Foram utilizadas 20 ug de proteina do coracdo de cada animal e diluidas em
tampdo de amostra (62,5 mM Tris-HCIl, 2% SDS, 5% p-mercaptoetanol, 10%
glicerol, 0,002% azul de bromofenol) em volume final de 15 pl. A mistura foi
aquecida a 100°C por 5 minutos e submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) 12% (0,375 M de Tris-HCI pH 8,8; 30% acrilamida/
0,8% bis-acrilamida 12%; 0,1% SDS (dodecil sulfato de sodio); 0,1% persulfato de
amonio e 0,01% TEMED). As proteinas foram sepradas eletroforeticamente em
tampao de corrida Laemmli (24,6 mM Tris base; 192 mM glicina; 3,48 Mm SDS) a
200V.

3.10. Transferéncia

ApOs a eletroforese as proteinas foram eletrotransferidas para uma
membrana de nitrocelulose (Hybond C, GE), em tampao de transferéncia (25 mM
Tris base; 192 mM glicina; 20% etanol) a 100V por 1h a 4°C. Apés a transferéncia a
membrana foi corada com kit de coloracéo reversivel, MemCode TM Reversible
Protein Stain (Pierce), para a visualizacdo da eficiéncia da transferéncia de
proteinas. Posteriormente foi feita a saturag@o proteica da membrana utilizando-se
uma solucao de 5% leite desnatado em TBS-tween (Tris 100 mM pH 7,4; NaCl 150
Mm; 0,1% Tween 20) durante 2h em temperatura ambiente.
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3.11. Western Blot

ApoGs o periodo de saturacdo a membrana foi lavada 2 vezes com TBS-
tween por 5 minutos cada. Em seguida foi incubada com anticorpos primarios
(Tabela 3.2) diluidos em 5% leite desnatado em 0,1% TBS-tween, overnight a 4°C.
ApoOs a incubacéo a membrana foi lavada duas vezes com 0,1% TBS-tween e duas
vezes com TBS (Tris 100 mM pH 7,4; NaCl 150 mM) com duracédo de 5 minutos
cada lavagem. Em seguida a membrana foi incubada com anticorpos secundarios
anti-coelho ou anti-camundongo (animal em que foi preparado o anticorpo primario)
(Tabela 3.2) conjugado a peroxidase, diluidos em 5% leite desnatado em 0,1%
TBS-tween, por 1h em temperatura ambiente. Apds a incubacdo a membrana foi
novamente lavada duas vezes com 0,1% TBS-tween e duas vezes com TBS por 5
minutos.

A imunomarcacao foi revelada por incubacdo de 5 minutos com solucao de
revelacdo SuperSignal West PicoChemiluminescent Substrate (Pierce) de acordo
com as instru¢cdes do fabricante e em seguida exposta ao filme em diferentes

tempos, revelada e fixada em solu¢cdes Kodak GBX.

Tabela 3.2 — Anticorpos primarios e secundarios

Anticorpos primarios Diluicdo | Anticorpos secundarios Diluicao
anti-MMP2 (Sigma) 1:1000 anti-coelho 1:10000
anti-TIMP1 (Sigma) 1:1000 anti-coelho 1:10000
anti-TIMP2 (Sigma) 1:1000 anti-coelho 1:10000
anti-TIMP4 (Sigma) 1:1000 anti-coelho 1:10000

anti-Troponina T (Sigma) 1:500 anti-coelho 1:10000

anti-GAPDH (Ambion) 1:5000 anti-camundongo 1:10000

3.12. Zimografia

Para avaliacdo das atividades proteoliticas das metaloproteases 2 e 9, foi
utiizado 40 pg das amostras misturadas com tampao de amostra (sem f

mercaptoetanol) e aplicadas em géis SDS-PAGE 12% com 0,1% de gelatina
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incorporada como substrato. Em seguida, foi realizada corrida eletroforética, em
200V. Apos a corrida, os géis foram incubados sequencialmente sob agitacdo nas
seguintes solugdes: (i) 2,5% Triton X 100/H20, durante 15 minutos; (ii) 2,5% Triton
X-100/50 Mm Tris-Cl pH 7,5, durante 15 minutos; (iii) 50 Mm Tris-Cl pH 7,5, duas
vezes durante 10 minutos cada; (iv) 50 Mm Tris-Cl pH 7,5/ 10 mM CacClz, “overnight”
a 37°C. Apds as incubacgdes, os géis foram corados com 0,5% Coomassie Brilliant
Blue R-250 (BioRad) e descorados em solucdo de 30% etanol/ 7% acido acético
até se obter o melhor contraste entre o fundo do gel (de cor azul) e as bandas (de
cor branca). A analise densintométrica das bandas foi feita no programa Quantity
One® (BioRad).

3.13. Extracdo e dosagem de RNA

Foram utilizadas amostras do tecido cardiaco pesando entre 20-30 mg dos
animais dos diferentes grupos experimentais. Em seguida, em tubos livres de
RNase, foi adicionado 1ml de Trizol para cada amostra de tecido e o material foi
submetido a 3 ciclos de 10 segundos de ultrasson-gelo para a lise do tecido. Apés a
lise do tecido, as amostras foram tratadas com proteinase K e incubadas por 30
minutos a 56°C. Em seguida foi adicionado 200 pl de cloroférmio em cada amostra.
Apoés as amostras foram centrifugadas a 10000 g por 18 minutos a temperatura de
2 a 8°C. Apods a centrifugacdo a mistura se separou em duas fases: uma fase
inferior vermelha (fase organica) e uma fase superior incolor (fase aquosa), onde
fica exclusivamente o RNA. A fase aquosa foi aspirada e transferida para um novo
tubo livre de RNase e adicionado um volume de etanol para cada amostra igual ao
volume que foi aspirado. Em seguida foi dado continuidade ao procedimento de
extracdo utilizando o kit RNeasy Mini Kit (Qiagen), de acordo com as instru¢des do
fabricante.

Apés a extracdo, o RNA foi dosado por espectrofotometria utilizando o aparelho
Picodrop Spectrophotometry, a leitura de absorbancia em 260 nm e 280 nm foi
realizada e a pureza do RNA foi determinada pela razdo das absorbancias a
260/280 nm. Foram realizados géis para verificacdo da integridade do RNA: Gel de

1% agarose com 0,7% formaldeido.
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3.14. RT-qgPCR

O RNA foi tratado com DNase utilizando o kit DNase | Amplification Grade
(Sigma), seguindo as instrucbes do fabricante. Em seguida foi realizada a
transcricdo reversa para a sintese do cDNA utilizando o kit Superscript Ill, de
acordo com as instru¢goes do fabricante. As amostras de cDNA foram utilizadas
para a amplificacdo quantitativa dos genes alvos (MMP-2, MMP-9, GATA-4, GATA-
6, NKX2-5, T-Box5, titina cardiaca, troponina T e desmina) e como candidatos a
genes de referéncia foram utilizados GAPDH e B-actina. Para a amplificacdo dos
genes alvos foi utilizado o sistema de sondas fluorescentes TagMan® (Applied

Biosystems), segundo recomendacdes do fabricante.

Foram utilizados 2 pl da amostra de cDNA adicionados a uma mistura
(MasterMixTagman; Primer+Sonda (especifica para o gene alvo); H20 de vacina). A
amplificacdo quantitativa foi realizada no equipamento 7500 Fast Real-Time PCR
System (Life Technologies), utilizando o programa ViiA™ 7 Software (Life
Technologies). Todas as amostras foram testadas em duplicatas e os valores de
RQ e Delta Ct foram considerados para andlise, realizada através do método da
quantificacao relativa (AACt) (Livak & Schmittgen, 2001).

3.15. Anadlises estatisticas

Os resultados obtidos foram avaliados por testes estatisticos através do
software GraphPadPrism. Foram realizados testes ndo paramétricos pelo Mann
Whitney. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas quando
p<0,05 (*), p<0,01 (**) e p<0,001 (***).
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4. RESULTADOS

4.1. Investigacdo do papel de Conexina-43 e sua possivel relagdo na
recuperacdo da conducdo do impulso elétrico apés tratamento com
GW788388

A proteina de juncéo celular do tipo gap, Conexina-43 (Cx-43), é amplamente
conhecida por sua importancia na conducdo do impulso elétrico (Spray e Burt,
1990). Assim, com base em dados paralelos obtidos por nosso grupo, que
demonstraram que a infec¢éo crénica de camundongos fémeas C57BI/6 por T. cruzi
cepa Colombiana (mesmo modelo experimental utilizado no presente trabalho) leva
ao comprometimento da conducdo elétrica cardiaca desses animais e
demonstrando ainda que o composto inibidor da via de sinalizacdo de TGF-f3,
GW788388, foi capaz de reverter estes danos (Dados em submissédo), investigamos
entdo se CX-43 poderia estar envolvida no mecanismo de acdo do composto na

melhora da conducéo elétrica cardiaca dos animais.

4.1.1. Avaliacéo da organizacao de Cx-43

Para determinar se o efeito benéfico na frequéncia cardiaca dos animais,
observado apés o tratamento com GW788388, poderia ser mediado pelo rearranjo
de Cx-43 no coracédo, avaliamos entdo a organizacao destas proteinas no tecido
cardiaco dos animais cronicamente infectados, através da técnica de

imunohistologia.

Observamos que camundongos né&o infectados apresentavam Cx-43
organizadas como estrutura de placas (Figura 4.1A, setas finas). A infeccdo cronica
pelo T. cruzi desorganizou a estrutura de placas formada pela Cx-43,
especialmente 150 dpi (Figura 4.1B-C, setas largas), apresentando um padréao
pontilhado. Essa desorganizacdo pode entdo estar associada ao comprometimento
da conducédo do impulso elétrico, observado nos animais cronicamente infectados.

Ambos os esquemas de tratamento com GW788388, uma vez e trés vezes por
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semana, foram capazes de reestabelecer a organizacéo de placas de Cx-43. Esta
reorganizacdo de Cx-43 observada no tecido cardiaco apds o tratamento com
GWwW788388 (Figura 4.1D-E, setas finas) possivelmente contribuiu para a

recuperacdo da conducéo elétrica cardiaca dos animais (Dados em submisséao).

Figura 4.1: Organizagdo de Cx-43 pela técnica de Imunohistologia no coragao dos
camundongos: (A) nao infectados; (B) infectados por T. cruzi cepa Colombiana nao
tratados em 120 e (C) 150 dpi; e infectados pelo T. cruzi e tratados com GW
788388 em dois esquemas diferentes (D) 1x por semana e (E) 3x por semana.
Aumento de 200x. Seta fina indica organizagdo de Cx-43 néo alterada. Seta larga
indica desorganizacdo de Cx-43. N= 3 NI / 3 Tc120 / 3 Tc150 / 3 Tc+GW1x / 3
Tc+GW3x.
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4.1.2. Andlise do comprimento das placas de Cx-43

Complementarmente a analise qualitativa relativa a organizacédo de Cx-43 no
tecido cardiaco dos animais, foi realizada a quantificacdo do comprimento das
estruturas de placas formadas por Cx-43. A analise demonstrou que camundongos
cronicamente infectados por T. cruzi, apresentam placas de Cx-43
significativamente menores, quando comparados a camundongos nao infectados,
contribuindo para o aspecto pontilhado de Cx-43 observado na imagem anterior nos
grupos infectados nédo tratados. A anélise demonstrou também que o tratamento
com GW788388, reverteu a perda das estruturas de placas de Cx-43 induzidas pela
infeccdo, preservando seu comprimento, uma vez que o tamanho das placas em

camundongos tratados foi semelhante ao grupo nao infectado (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Grafico representando o comprimento de placas de Cx-43 no tecido
cardiaco dos camundongos: nao infectados (NI), infectados pelo T. cruzi nos dias
120 e 150 nao tratados; e infectados por T. cruzi e tratados com GW788388 em
dois esquemas diferentes: 1x e 3x por semana. Asterisco indica diferencas
significativas entre os grupos (***p<0,001) N= 3 NI / 3 Tcl20 / 3 Tcl50 / 3
Tc+GW1x/ 3 Tc+GW3X.
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4.2. Investigacdo dos mecanismos envolvidos na reversao da fibrose

cardiaca ap0s tratamento com GW788388

Dados paralelos do grupo também demonstram a reversdo da fibrose
cardiaca em resposta ao tratamento com GW788388 em modelo experimental da
doenca de Chagas crbnica, observados pela reducdo da expressao de
componentes de matriz extracelular associados a fibrose, como fibronectina e
coldgeno (Dados em submissao). Assim, para compreender os mecanismos pelos
quais ocorre a reversao do processo fibrético apos o tratamento, analisamos o peffil
de expressdo e atividade das metaloproteases 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9),
responsaveis pela degradacédo de componentes de matriz extracelular. Além disso,
avaliamos ainda a expressao de TIMPs, conhecidos como inibidores da atividade
de metaloproteases.

4.2.1. Avaliagdo da expressao génica de MMP-2 e MMP-9

Para avaliar se o efeito reversor da fibrose cardiaca frente ao tratamento com
GW788388, poderia estar associado a degradacdo da matriz extracelular
envolvendo MMP-2 e MMP-9, realizamos a quantificacdo de RNAm pela técnica de
RT-gPCR, para determinar a expressdo génica destas proteinas no coracdo dos

animais infectados por T. cruzi, tratados ou ndo com GW788388.

Os resultados demonstraram que a expressao génica de MMP-2 no coragao
dos animais tem uma tendéncia a redu¢do com a infec¢ao cronica, entretanto ndo é
estatisticamente significativo (Figura 4.3A). Entretanto, a expressdo génica de
MMP- 9 no coracéo dos animais apresentou queda acentuada em 150 dias apés a
infeccdo pelo T. cruzi e o tratamento com GW788388 induziu aumento da
expressdo desta molécula tanto com o esquema de tratamento de uma vez por
semana quanto com o esquema de tratamento de trés vezes por semana (Figura
4.3B). Essas alteracbes na expressdo de MMP-9 podem refletir um possivel
envolvimento desta proteina no processo fibrotico na doenca de Chagas cronica e

na reversdo deste processo apos o tratamento com GW788388. No entanto, as
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metaloproteases sofrem regulacdo em diversos niveis, assim a expressao génica

pode ndo estar diretamente relacionada a sua atividade, sendo entdo relevante a

avaliacao da expresséao proteica assim como de sua atividade por zimografia.
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Figura 4.3: Avaliacdo da expressdo génica de MMP-2 (A) e MMP-9 (B) por RT-
gPCR no coracéo dos camundongos: nao infectados (NI) e infectados pelo T. cruzi
nos dias 120 e 150 nao tratados; e infectados por T. cruzi e tratados com
GW788388 em dois esquemas diferentes: 1x e 3x por semana. Asterisco indica
diferencas significativas entre os grupos (*p<0,05). N=4 NI /6 Tc120/7 Tc150/5

Tc+GW1x /7 Tc+GW3X.
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4.2.2. Avaliacdo da expresséao proteica de MMP-2

De modo a avaliar se o0s niveis de expressdo génica eram equivalentes aos
niveis de expressdo proteica, foram realizados ensaios de Western blot para
andlise da expressdo de MMP-2 no tecido cardiaco dos camundongos infectados
tratados ou ndo com GW788388. A andlise demonstrou que assim como foi
observado em relacdo a expressédo génica de MMP-2, a expressao proteica desta
molécula no coragcédo dos animais também né&o € alterada frente a infeccao cronica
e frente ao tratamento com GW788388 (Figura 4.4).
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Figura 4.4: Avaliacdo da expressdo de MMP-2 no coracdo dos camundongos néo
infectados (NI), e infectados pelo T. cruzi nos dias 120 e 150 n&o tratados; e
infectados por T. cruzi e tratados com GW788388 em dois esquemas diferentes:
1x e 3x por semana. Grafico representando a média utilizando o programa
QuantityOne (BioRad) para MMP-2 (A). Analise por Western blot utilizando
anticorpo anti-MMP-2 (B). N=4 NI /3 Tc120/3 Tc150 /4 Tc+GW1x /4 Tc+ GW3X.
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4.2.3. Avaliacdo da atividade de MMP-2 e MMP-9

Uma vez que as metaloproteases sao sintetizadas na forma inativa, a
expressdo pode nao corresponder a atividade destas proteinas. Dessa forma,
avaliamos entdo a atividade das metaloproteases 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9) através
da utilizacdo da técnica de zimografia para determinar se estas moléculas estariam
participando ativamente na degradacdo de matriz extracelular no processo de

reversao da fibrose cardiaca apos o tratamento com GW788388.

Os resultados da zimografia demonstraram uma queda na atividade de
MMP- 2 em 150 dias apés a infeccao, tendo uma queda mais acentuada com o
tratamento com GW788388 no esquema de 1 vez por semana (Figura 4.5A-B). No
entanto, o tratamento com GW788388 no esquema de 3 vezes por semana foi
capaz de induzir maior atividade de MMP-2 em relacdo ao grupo infectado néo
tratado em 150 dias apos a infecgéo (Figura 4.5A-B).

Os dados em relacdo a atividade de MMP-9 demonstraram também que a
infeccdo crbnica por T. cruzi leva a uma reducdo na sua atividade em 150 dias apos
a infeccdo (Figura 4.5C-D). Ambos os esquemas de tratamento com GW788388,
uma vez e trés vezes por semana, induziram um aumento da atividade de MMP-9,
indicando uma possivel maior atividade na degradacdo de matriz extracelular
(Figura 4.5C-D).

4.2.4. Avaliacdo dos niveis circulantes de TIMP-1

Para compreender 0os mecanismos de regulagcdo da atividade das
metaloproteases analisadas, avaliamos os niveis circulantes de TIMP-1, um dos
moduladores da atividade das MMPs, através da técnica de ELISA, buscando
avaliar se a variagdo da atividade de MMP-2 poderia estar relacionada aos niveis

de um de seus inibidores.
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Figura 4.5: Avaliacdo da atividade de MMP-2 e MMP-9 pela técnica de zimografia
em extrato proteico do coracdo dos camundongos: ndo infectados (NI) e infectados
pelo T. cruzi nos dias 120 e 150 nao tratados; e infectados por T. cruzi e tratados
com GW788388 em dois esquemas diferentes: 1x e 3x por semana. Gréfico
representando a média utilizando o programa QuantityOne (BioRad) para MMP-2
(A). Analise de MMP-2 por Zimografia utilizando Comassie Blue (B). Grafico
representando a média utilizando o programa QuantityOne (BioRad) para MMP-9
(C). Andlise de MMP-9 por Zimografia utilizando Coomassie Blue (D). Asterisco
indica diferengas significativas entre os grupos (*p<0,05; **p<0,01). N= 9 NI / 7
Tcl20/7 Tcl50/ 4 Tc+GW1x /9 Tc+GW3x.

Os dados de ELISA demonstraram niveis mais elevados de TIMP-1
circulante em 120 dias apos a infec¢cdo, com uma significativa queda em 150 dias
apos a infeccdo. Mesmo com a queda, os niveis de TIMP-1 observados em 150
dias de infeccdo sdo aumentados quando comparados aos animais nao infectados.
O tratamento com o composto GW788388 em ambos 0os esquemas de tratamento,
uma vez e trés vezes por semana, apresentaram aumento nos niveis de TIMP-1
quando comparados ao grupo néao infectado e ao grupo infectado nao tratado no
150° dia de infeccdo. Assim, nao observamos correlagdo entre 0s niveis
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circulantes de TIMP-1 e a atividade de MMP-2 e MMP-9 no coracao (Figura 4.6) ja
que seria esperado niveis mais baixos de TIMP-1 frente ao tratamento com
GW788388, favorecendo a maior atividade enzimatica observada no ensaio de

zimografia.
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Figura 4.6: Grafico dos niveis circulantes de TIMP-1 pela técnica de ELISA no soro
dos camundongos: nao infectados (NI) e infectados pelo T. cruzi nos dias 120 e
150 néo tratados; e infectados por T. cruzi e tratados com GW788388 em dois
esquemas diferentes: 1x e 3x por semana. Asterisco indica diferencas
significativas entre os grupos (*p<0,05; **p<0,01). N=3 NI /3 Tc120 /4 Tcl50/5
Tc+GW1x /4 Tc+GW3xX.

4.2.5. Avaliacdo da expresséo cardiaca de TIMPs

Ainda buscando compreender as diferencas observadas entre a expressao e
atividade das MMPs- 2 e 9, avaliamos entdo a expressao de seus inibidores TIMP-
1, TIMP-2 e TIMP-4 in locu no coragdo dos animais, utilizando a técnica de Western
blot.

Os dados de Western blot, demonstraram que o0s camundongos
cronicamente infectados pelo T. cruzi apresentam aumento acentuado na
expressao cardiaca de todos os TIMPs (TIMP-1, TIMP-2 e TIMP-4) analisados, no
150° dia de infeccéo
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(Figura 4.7A-D). Além disso, TIMP-4 apresentou expressao significativamente

aumentada no coragdo também em 120 dias ap0s a infecgéo (Figura 4.7C).

Os resultados demonstraram ainda que a expressao de TIMP-1, TIMP-2 e
TIMP-4 no coragdo dos camundongos com doenca de Chagas cronica, foram
significativamente reduzidas em resposta a ambos os esquemas de tratamento com

GW788388, uma vez e trés vezes por semana (Figura 4.7A-D).
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Figura 4.7: Avaliacdo da expressao de TIMPs no coracdo dos camundongos nao
infectados (NI), e infectados pelo T. cruzi nos dias 120 e 150 n&o tratados; e
infectados por T. cruzi e tratados com GW788388 em dois esquemas diferentes:
1x e 3x por semana. Grafico representando a meédia utilizando o programa
QuantityOne (BioRad) para TIMP-1 (A), TIMP-2 (B) e TIMP-4 (C). Andlise por
Western blot utilizando anticorpo anti-TIMP-1, anti-TIMP-2 e anti-TIMP-4 (D). $
indica diferencas significativas dos grupos infectados em relacdo ao grupo nao
infectado ($p<0,05; $$p<0,01). Asterisco indica diferengas significativas entre os
grupo infectado tratados com o grupo infectado d150 (*p<0,05; **p<0,01). N=4 NI
/3Tcl1l20/3 Tcl50/ 4 Tc+GW1x /4 Tc+ GW3X.
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4.3. Investigacdo do potencial de regeneracao cardiaca ap0s tratamento com
GW788388

Uma vez que o tratamento com o composto GW 788388 foi capaz de reverter
processos fibréticos ja estabelecidos no coracdo de camundongos durante a fase
cronica da doenca de Chagas, com potencial mecanismo de acado envolvendo
atividade de metaloproteases 2 e 9. Investigamos entdo se o tratamento com
GW788388 seria capaz ainda de induzir a regeracdo cardiaca pela diferenciacao
em novos cardiomiécitos, através da analise da expressdo de marcadores de

regeneracao cardiaca.

4.3.1. Andlise da expressédo génica de marcadores de regeneracao cardiaca

Para avaliar se o tratamento com GW788388 seria capaz de induzir a
diferenciacdo de novos cardiomiécitos, foi realizada a analise da expressao génica
dos marcadores de regeneracdo cardiaca: GATA-4, GATA-6, T-Box5, NKX2-5,
Titina cardiaca, Troponina T, e Desmina, no tecido cardiaco dos animais, através
da técnica de RT-gPCR.

Os dados de RT-gPCR demostraram que a infec¢do crdnica levou a queda
na expressao génica de todos os alvos selecionados, tanto em 120 quanto em 150
dpi (Figura 8.4A-E / Figura 9.4A-B). O tratamento com GW788388, tanto uma vez
guanto trés vezes por semana, ndo alterou a expressdo dos marcadores NKX2-5,
GATA-4, Titina cardiaca, Troponina T e Desmina, quando comparados ao grupo
infectado (Figura 8.4A-E).
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Figura 4.8: Avaliacdo da expressdo génica de marcadores de regeneracdo
cardiaca: GATA-4 (A), NKX2-5 (B), Titina (C), Troponina T (D) e Desmina (E), por
RT-gPCR no coragao dos camundongos: nao infectados (NI) e infectados pelo T.
cruzi nos dias 120 e 150 néo tratados; e infectados por T. cruzi e tratados com
GW788388 em dois esquemas diferentes: 1x e 3x por semana. Asterisco indica
diferencas significativas entre os grupos (*p<0,05; **p<0,01). N=6 NI /6 Tc1l20/6
Tcl50/5 Tc+GW1x /7 Tc+GW3X.
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Além disso, nossos resultados demonstraram também que o tratamento com
0 composto GW788388, no esquema de trés vezes por semana, foi capaz de
induzir aumento da expressao génica dos marcadores GATA-6 e T-Box5 no
coragao dos animais cronicamente infectados pelo T. cruzi, sugerindo assim, que
este esquema de tratamento pode ser suficiente para induzir a regeneracao

cardiaca pela diferenciacao de novos cardiomiécitos (Figura4.9A-B).
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Figura 4.9: Avaliacdo da expressdo génica de marcadores de regeneracéo
cardiaca: GATA-6 (A), T-Box5 (B), por RT-gPCR no coragdo dos camundongos:
nao infectados (NI) e infectados pelo T. cruzi nos dias 120 e 150 n&o tratados; e
infectados por T. cruzi e tratados com GW788388 em dois esquemas diferentes:
1x e 3x por semana. Asterisco indica diferencas significativas entre os grupos
(*p<0,05; **p<0,01). N=6 NI/ 6 Tcl20/6 Tcl50/5 Tc+GW1x /7 Tc+GW3X.
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4.3.2. Avaliacdo da expresséo proteica de TroponinaT

De modo a avaliar se o0s niveis de expressdo génica eram equivalentes aos
niveis de expressdo proteica, foram realizados ensaios de Western blot para
andlise da expressdo de Troponina T no tecido cardiaco dos camundongos
infectados tratados ou ndo com GW788388. A analise demonstrou que assim como
foi observado em relacéo a expressdo génica, a expressao proteica de Troponina T
é significativamente reduzida no coracdo dos animais cronicamente infectados, ndo
sendo alterada com o tratamento, apresentando padrdo semelhante ao que foi

observado em relagdo a expresséo génica (Figura 4.10).
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Figura 4.10: Avaliacdo da expressdo de Troponina T no coracdo dos
camundongos né&o infectados (NI), e infectados pelo T. cruzi nos dias 120 e 150
nao tratados; e infectados por T. cruzi e tratados com GW788388 em dois
esquemas diferentes: 1x e 3x por semana. Gréafico representando a meédia
utilizando o programa QuantityOne (BioRad) para Troponina T (A). Analise por
Western blot utilizando anticorpo anti- MMP-2 (B). N=3 NI/ 3 Tc120/4 Tcl50/ 4
Tc+GW1x /4 Tc+ GW3Xx.
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5. DISCUSSAO

Na fase crbnica da doenca de Chagas o achado histopatologico mais
importante observado € a fibrose, juntamente com a inflamacao, tanto em humanos
guanto em modelos experimentais, estando associado ao aumento da deposicao e
expressao de proteinas de matriz extracelular (revisto por Rossi, 1998). TGF-§ se
destaca como um importante indutor desse processo, dessa forma, seu papel
biolégico como mediador chave na patogénese do processo de fibrose e
remodelamento cardiaco vem estimulando o desenvolvimento de terapias baseadas
na inibicdo de TGF-f como estratégias para a reversao da fibrose. Compostos que
inibem a atividade de TGF-p j& demonstraram inibir a expressdo de genes

relacionados a fibrose e prevenir fibrose vascular (Liu et al., 2005; Fu et al., 2008).

GW788388 € um potente composto ativo por via oral, inibidor da atividade de
TGF-$, através do bloqueio de sua via de sinalizacdo, agindo tanto no receptor tipo
| quanto no receptor tipo Il de TGF-B, que ja demonstrou ser capaz de reduzir
fibrose renal em modelo in vivo (Petersen et al., 2008). Em estudo realizado pelo
nosso grupo, foi demonstrado que a administracdo do composto GW788388, em
baixas doses (3mg/kg em dose Unica), foi capaz de reverter a fibrose cardiaca
observada no final da fase aguda experimental da doenca de Chagas (de Oliveira
et al., 2012), indicando assim que este composto poderia ter potencial efeito
terapéutico na reversao da fibrose durante a fase cronica da doenga de Chagas.

Assim, foi avaliado pelo nosso grupo se o tratamento com GW788388
durante a fase crbnica experimental da doenca de Chagas também poderia ter
efeito benéfico. Este estudo, realizado em paralelo ao presente trabalho, avaliou o
efeito do composto GW788388 em dois esquemas de tratamento: 1x e 3x por
semana, administrado por 30 dias. Foi observado que o tratamento diminui 0s
niveis circulantes de TGF-B, melhora parametros eletrocardiograficos e da
expresséo e deposicao de colageno tipo | e fibronectina no tecido cardiaco. Esses
dados demonstram que o tratamento com GW788388 recupera a conducao elétrica
cardiaca e reverte fibrose no coragdo de camundongos acometidos pela CCC

(Dados em submisséao).
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Assim, no presente trabalho avaliamos os possiveis mecanismos pelos quais
o tratamento com o composto GW788388 induz a reversao da fibrose e o
remodelamento cardiaco. Além disso, avaliamos também a capacidade de
regeneracdo cardiaca apos a reversdao do dano no coracdo dos animais
cronicamente infectados em resposta ao tratamento. Para este estudo foi utilizado
modelo pré-clinico de infec¢ao crénica de camundongos C57BI/6 inoculados com T.
cruzi cepa Colombiana, que reproduz em 120 dias de infec¢cdo caracteristicas
clinicas relevantes da Cardiopatia Chagéasica Cronica (CCC) (Silverio et al., 2010;
Pereira et al., 2015). Foram analisados os tecidos cardiacos dos animais nos dias
120 dpi e ap6s 30 dias de tratamento com GW788388 (150 dpi), em dois esquemas
de tratamento: uma vez e trés vezes por semana. Sabe-se que TGF-3 expresso em
niveis elevados pode ser prejudicial para a funcdo cardiaca, promovendo excesso
de deposicdo de matriz extracelular, aumento da rigidez miocéardica e disfuncéo
diastolica (Dobaczewski et al., 2011). No entanto, € necessario manter os niveis
basais de TGF-B preservados uma vez que esta é uma citocina pleiotrépica com
uma diversidade de funcdes reguladoras, por estes motivos foram testados estes
diferentes esquemas terapéuticos, com 0 objetivo de reduzir a possibilidade de
bloqueio completo de TGF-f e por conseguinte possiveis efeitos colaterais

resultados por baixos niveis desta citocina.

A fibrose € a principal alteracdo estrutural do coracdo na CCC, em que o
acumulo progressivo de componentes de matriz extracelular interfere na
contratilidade e propriedades elétricas do miocérdio, levando ao desenvolvimento
de arritmias (Rossi, 1998). Em nosso estudo, para compreender o que poderia
influenciar nas alteracfes eletrocardiograficas durante a CCC, e como o tratamento
com GW788388 recupera a conducao elétrica cardiaca, analisamos a caracteristica
da marcacdo de Cx-43 no tecido cardiaco, tendo em vista que ja foi relatado o
papel determinante das jun¢cdes comunicantes de Cx43 na condugé&o do impulso
elétrico no miocardio. Alteracdes nas estruturas de Cx43 podem ser responsaveis
por anomalias de propagacdo do impulso elétrico, contribuindo para ineficiéncia
mecanica e arritmias do miocardio hipertrofiado (Peters et al., 1993), caracteristicas
clinicas constantemente observadas durante na CCC. A marcacdo de Cx-43 no
tecido cardiaco foi realizada por imunofluorescéncia, e observamos que animais
cronicamente infectados por T. cruzi apresentam desorganizacdo da estrutura de

Cx-43 no coracdo, esse aspecto observado estda em conformidade com
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padrées semelhantes descritos em modelo de infeccdo experimental aguda da
doenca de Chagas (de Oliveira et al., 2012; de Carvalho, 1994) e em coragao de
pacientes com CCC (Waghabi et al., 2009a). Ainda, utilizando o mesmo modelo de
infeccdo experimental apresentado no presente trabalho, Pereira e cols. (2014)
observaram alteracbes semelhantes na organizacdo e estrutura de Cx-43,
corroborando nossos resultados. Ja foi relatado que TGF-B pode atuar também
como um regulador da expresséo de Cx-43, sendo um importante mediador para a
comunicacao celular através das juncdes comunicantes (Hurst et al., 1999), uma
vez que ja foi descrito que na CCC os niveis de TGF-B encontram-se elevados
(Araujo-Jorge et al. 2002), essas alteracfes na expressao de TGF-B podem estar
contribuindo também para as alteracdes na organizacao de Cx-43 observadas no
tecido cardiaco, corroborando esta hipétese, ja foi proposto que niveis elevados de
TGF-B durante a infeccdo por T. cruzi desorganizam as jun¢bes do tipo gap
(Waghabi et al., 2009a). Além disso, foi observado ainda que a infecgdo crbnica
experimental da doenca de Chagas, ndo sO desorganiza como também leva a
diminuicdo do comprimento das placas de Cx- 43, assim como foi observado na
fase aguda experimental da doenca (de Oliveira et al., 2012). Dessa forma, tal
aspecto de desorganizacdo das estruturas de Cx-43 no coragdo, associadas a
fibrose, podem ser responsaveis pela conducdo anormal do impulso elétrico
observada na doenca de Chagas cronica, levando a um agravamento da

cardiomiopatia.

O tratamento com GW788388 reestabeleceu o padrdo normal das placas de
Cx-43, preservando a organizacdo, estrutura e o comprimento das placas. Este
padrao de organizacdo de Cx-43 observado com a inibicdo da atividade de TGF-f
esta de acordo com o que foi observado por Waghabi et al. (2009a) e de Oliveira et
al. (2012), o que demonstra o efeito direto da sinalizacdo de TGF-B sobre a
organizacdo de Cx-43. Tomados em conjunto, nossos dados sugerem que O
tratamento com GW788388, inibindo a sinalizacdo de TGF-B, favorece uma

transmissao regular e correta do impulso elétrico cardiaco.

Uma vez observada a reversado da fibrose em resposta ao tratamento com
GW788388, avaliamos o0s possiveis mecanismos que estariam mediando este
processo. O processo de remodelamento e regulagdo dos componentes de matriz
extracelular envolve um mecanismo de controle entre os niveis e atividade de

metaloproteases de matriz (MMPS) e dos seus inibidores teciduais (TIMPSs), assim,
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a atividade das MMPs é regulada por TIMPs por meio de formacdo de complexos
nao covalentes (Zhang et al., 2014). Dessa forma, o volume das proteinas de matriz
extracelular é dependente do equilibrio entre sua producao e degradacdo, mediada
principalmente pelas metaloproteases e inibicdo por TIMPs, alteracfes destas

propor¢cdes geram processos patoldgicos como a fibrose.

Fares et al. (2013) demonstraram niveis seéricos elevados de MMP-9 em
pacientes cronicos com a forma cardiaca da doenca de Chagas, associados com a
gravidade da doenca de Chagas. Em contraste, nossos resultados demonstraram
que a expressao génica de MMP-9 avaliada diretamente no coracdo, €
significativamente reduzida com a infeccdo crénica. TGF-f € considerada uma
molécula fibrogénica por estimular a producdo de componentes de matriz
extracelular, inibindo a transcricdo de MMPs, como demonstrado por Han et al.,
2001; Yuan e Varga 2001. Como ja foi descrito, a infeccao por T. cruzi aumenta os
niveis de TGF-B em modelo experimental agudo (Ferreira et al., 2016) e em
pacientes portadores da doenca de Chagas na fase crbénica (Araujo-Jorge et al.,
2002). Tal fato poderia explicar a reducao da expressao génica cardiaca de MMP-9

observada em nossos resultados.

Observamos que o tratamento com GW788388 aumenta a expressao génica
de MMP-9, indicando que a inibicdo da sinalizacdo de TGF- induz o aumento da
sintese de MMP-9, o que possivelmente pode contribuir para uma maior

degradacdo de matriz extracelular, e por conseguinte reversao da fibrose cardiaca.

A andlise da expressdo génica demonstrou ainda que expressdo de MMP-2
nao € alterada tanto em relacdo a infeccdo crbnica quanto ao tratamento. Para
avaliar se a expressdo de MMP-2 é suscetivel a alteracbes pds-transcricionais,
analisamos a expresséo proteica desta metaloprotesase no coracédo. Os dados do
Western Blot corroboraram os dados de RT-gPCR, demonstrando também que a
infec¢@o crénica e o tratamento por GW788388 ndo alteram a expressao proteica
de MMP-2 no coracgao, indicando assim que esta metaloprotease ndo € regulada
em niveis pos-transcrionais. Sabe-se que MMP-2 é expressa de forma constitutiva,
sendo pouco responsiva a estimulos, enquanto que a expressao de MMP-9 é
susceptivel a estimulos, sendo alterada mais facilmente (Opdenakker et al., 2001),
este fato pode explicar a auséncia de variagdo da expressdao de MMP-2 e

modulacdo de expressdao de MMP-9 frente a infeccdo e ao tratamento com
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GW788388 observada em nossos resultados.

Como as metaloproteases tém sua atividade altamente regulada em diversos
niveis, desde sua sintese, secrecdo, ativacado e pos-ativacao (Spinale, 2007), os
seus niveis de transcricdo e traducdo podem nao ser diretamente correlacionados
com a sua atividade. MMP-2 e MMP-9 sdo gelatinases (Souza e Line, 2002;
Amalinei et al., 2007), o que permite a avaliacdo da sua atividade por ensaios de
Zimografia. E embora ndo tenhamos observado variagdo na expressado génica e
proteica de MMP-2, observamos uma reducado na sua atividade em 150 dias apoés a
infeccdo. Essa reducéo também foi observada em relacdo a atividade de MMP-9.
Esses dados reforcam a ideia do envolvimento de MMP-2 e MMP-9 no mecanismo
de desenvolvimento da fibrose cardiaca frente a infeccao crénica, uma vez que a
atividade de proteinas responsaveis pela degradacdo de matriz extracelular esta
reduzida neste periodo da infeccdo, ocorre o favorecimento do aumento da

deposicdo de MEC, e consequentemente a formacéo da fibrose cardiaca.

O tratamento com GW788388 no esquema de tratamento de uma vez por
semana, nao foi suficiente para induzir o aumento da atividade de MMP-2 no
coracao, entretanto, de forma importante, o tratamento com este composto trés
vezes por semana aumentou a atividade de MMP-2. Ambos os esquemas de
tratamento foram suficientes para induzir aumento da atividade de MMP-9. Este
aumento observado na atividade de MMP-2 e MMP-9 frente a inibicdo de TGF-3
apos o tratamento com GW788388, sugere a participacdo dessas moléculas no
processo de reversao da fibrose cardiaca, uma vez que maior atividade indica

maior degradacéo de matriz extracelular.

Para compreendermos as diferencas observadas entre a expressdo e a
atividade de MMP-2 e MMP-9, avaliamos os niveis circulantes de TIMP-1, uma vez
que esta proteina realiza a regulagdo da atividade proteolitica das MMPs. Nao
observamos correlacdo entre os niveis circulantes de TIMP-1 e a atividade de
MMP-2 e MMP-9 no coracao. Ou contrario, foi observado maiores niveis de TIMP-1
circulante frente ao tratamento com GW788388, o que indicaria uma maior inibicdo
da atividade das metaloproteases. Como ja € conhecido, a atividade de MMPs é
controlada pela expressdo de seus inibidores especificos (TIMPs) numa proporgéo
de 1:1 (Souza e Line, 2002), assim sendo fundamental a analise da expresséo dos

TIMPs diretamente no tecido cardiaco, pois como a doenca de Chagas é uma
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doenca sistémica, os niveis circulantes de TIMP-1 avaliados podem nao refletir

necessariamente a sua expressao no tecido alvo, o coragao.

Como a analise dos niveis circulantes ndo esclareceram o mecanismo de
regulacao da atividade de MMP-2 e MMP-9 no coragdo, avaliamos a expresséo de
TIMP-1, TIMP-2 e TIMP-4 no tecido cardiaco. Sabe-se que TIMP-1 inibe
preferencialmente a atividade de MMP-9, sendo capaz de se ligar a forma ativa e a
forma inativa desta enzima (Pr6-MMP-9) assim impedindo também a sua ativacao
(revisto por Amalinei et al., 2007). Enquanto TIMP-2 se liga preferencialmente a
MMP-2, sendo até 10 vezes mais eficaz que o TIMP-1 na inibicdo da atividade de
MMP-2 (Souza e Line, 2002). Ja& TIMP-4 é capaz de inibir tanto a atividade de
MMP- 2 quanto MMP-9, além disso a expressdo de TIMP-4 é especialmente
abundante no coragéo (revisto por Amalinei et al., 2007), sendo fundamental seu
estudo. Embora TIMP-1 e TIMP-2 tenham padrdes de ligacao preferencial, eles séo
capazes de inibir quase todos os membros da subclasse das MMPs (McDonnell e
Matrisian, 1990).

A expressdo dos TIMPs analisados no coracdo estava inversamente
proporcional com a atividade das MMPs observadas, ou seja: quanto menor
expresséo de TIMPs, maior atividade das MMPs. A infecg&o crbnica provocou um
aumento significativo na expressdo dos TIMPs -1, -2 e -4, no tecido cardiaco em
150 dias apés a infeccdo, mesmo periodo em que foi observada a reducdo da
atividade das MMPs -2 e -9. Em conjunto, estes dados reforcam o envolvimento dos
alvos analisados na génese do processo fibrético, pois a alta expressédo de TIMPs
associadas a reducao da atividade de MMPs, propiciam o cenario ideal para o
desenvolvimento de fibrose exacerbada provocada pelo acumulo de matriz

extracelular.

Sabe-se que TGF-B atua regulando tanto a expressao de MMPs, quanto
suas atividades, por induzir a expressdo de TIMPs (Schiller et al., 2004; Bujak e
Frangogiannis, 2007). O tratamento com GW788388, favorece a degradacédo dos
componentes de matriz extracelular, uma vez que induziu de forma acentuada a
diminuicdo da expressdo cardiaca dos TIMPs analisados, sendo essa queda
associada ao aumento da atividade de MMP-2 e-9 observado em resposta ao
bloqueio da sinalizacdo de TGF-B apdés o tratamento. A correlacdo desses

resultados observados, enfatizam o envolvimento das MMPs 2 e 9 na reversao da
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fibrose cardiaca, uma vez que ha a combinacdo de uma maior atividade e menor
expressdo de seus inibidores. Dessa forma, GW788388 esta possivelmente agindo
através da regulacdo da atividade de MMPs -2 e -9, e da modulacdo da expressao

de TIMPs, favorecendo a atuacéo equilibrada dessas moléculas.

Além disso, a regulacdo da atividade das MMPs pode ainda estar sendo
mediada por outros mecanismos como inibidores de proteases ndo especificos
como a a2-macroglobulina e al-inibidor de protease (Folgueras et al., 2004). Em
conjunto, nossos dados indicam também que a sinalizacdo de TGF-B esta
relacionada a modulacdo da atividade de MMP-2 e MMP-9, uma vez que inibindo
sua via, observamos aumento da atividade destas moléculas. Ainda, essa
modulacdo pode estar ocorrendo de forma indireta: TGF- B induz a expressao de
PAI-1 (Chen et al.; Kutz et al., 2001; Dong et al., 2002), e sabe-se que PAI-I atua
inibindo a conversdo do plasminogénio em plasmina (Franco, 2001), por
conseguinte inibe também a ativagdo das MMPs mediada por plasmina,
apresentando-se como o primeiro nivel do mecanismo de regulacao da atividade de
metaloproteases (Franco, 2001; Lee et al., 1996). Dessa forma, blogueando a via
de sinalizacdo de TGF-B, € possivel que haja menos PAI-I sendo expresso,
favorecendo a manutencéo das MMPs no seu estado inativo.

Uma vez determinado alguns dos mecanismos de acdo pelo qual o
tratamento com o composto GW788388 induz reversao da fibrose cardiaca, torna-
se importante determinar se este composto também seria capaz de induzir a
regeneracao cardiaca. Dados paralelos do grupo demonstram que ambos 0s
esquemas de tratamento com GW788388, uma vez e trés vezes por semana, foram
capazes de levar a uma melhora nos batimentos cardiacos, revertendo o bloqueio
atrio-ventricular que é observado na infeccéo crénica, e ainda favorecer ao aumento

da fracéo de ejecao ventricular observada por eco- cardiograma.

Durante décadas acreditava-se que o coragdao era um 0Orgao pos-mitotico,
sem capacidade de regeneracgdo, atualmente sabe-se que 50% dos cardiomiécitos
sao renovados ao longo da vida (Carvalho e de Carvalho, 2010). Os fatores de
transcricdo governam a maioria dos programas de expressdao génica de
desenvolvimento e podem alterar completamente o estado de uma célula
diferenciada (Louis e John, 2011; Marjolein et al., 2016). No coragdao, um grande

grupo de fatores de transcri¢cdo, incluindo membros das familias GATA, T-Box,
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NKX, Islet, Mef2 e Hand, atuam controlando a expressdo de gene cardiaco
(Alexander e Bruneau, 2010), como os genes das células cardiacas envolvidos na
contracdo e na morfologia, contribuindo para a cardiogénese (Olson, 2006). J4 foi
relatado que a combinacdo especifica de trés fatores de transcricdo (GATA, Mef2c
e Tbox-5) foi suficiente para gerar cardiomiocitos funcionalmente contrateis, que
foram reprogramados para adotar um perfil de expressdo de genes tipo
cardiomiécitos (leda et al.,, 2010). Alguns destes fatores de transcricdo sé&o
comumente utilizados como marcadores de regeneracdo cardiaca, estes
marcadores selecionados possibilitariam a observacdo da diferenciacdo para

linhagem de cardiomidécitos recentes (Zamilpa et al.,2014).

No presente estudo, demonstramos que a infeccdo crbnica provoca queda
da expresséao de todos os marcadores selecionados, este fato pode contribuir ainda
mais para o comprometimento da funcionalidade cardiaca. Além disso, observamos
também que os camundongos cronicamente infectados com T. cruzi e tratados com
GW788388 trés vezes por semana, durante 30 dias, apresentaram aumento na
expressao de dois dos marcadores de regeneracéao testados, GATA-6 e Thox-5. Tal
dado indica que este esquema de tratamento foi capaz de induzir a regeneracao
cardiaca. Ja foi demonstrado que membros da familia GATA e Tbox sdo capazes
de interagir entre si (Garg et al., 2003), e co-ativam a expressao de genes
cardiacos, promovendo assim a diferenciacdo de cardiomiécitos (Ghosh et al.,
20009).

Ifkovits et al. (2014) demonstraram que a inibicdo de TGF-f leva ao aumento
da conversao de fibroblasto em cardiomidcitos e na presenca de TGF-f3, a taxa de
conversdo dos fibroblastos em cardiomidcitos é diminuida. Um outro estudo usando
um modelo de leséo cardiaca do infarto do miocardio mostrou que a inibicdo do
receptor de TGF-3 aumentou a regeneracao cardiaca e melhorou a funcéo cardiaca
(Chen et al., 2015). Esses dados demonstram que a inibicdo de TGF-$ apresenta

potencial terapéutico em medicina cardiovascular regenerativa.

A analise da expressao proteica de Troponina T corroboraram os dados da
expressdo génica observados por RT-gPCR. Troponina T € um marcador de
sarcomero especifico de cardiomiécitos maduros diferenciados, e apesar da
diferenciacdo de cardiomiocitos ocorrer de forma rapida, a maturagdo completa €

um processo lento, que ocorre ao longo de varias semanas (leda et al., 2010). Tal
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informacédo pode justificar o fato de ndo observarmos aumento da expressao de
Troponina T no coracdo dos animais infectados por T. cruzi em resposta ao
tratamento com GW788388, uma vez que a analise é realizada apenas quatro
semanas apos o inicio do tratamento, e este periodo ndo seria suficiente para a

maturacdo dos cardiomidcitos diferenciados.

Tendo em vista as consideracdes acima abordadas, seria interessante o
acompanhamento dos animais por um periodo mais longo, apos a interrup¢cédo do
tratamento, uma vez que marcadores como a Troponina T poderiam estar
aumentados posteriormente. Assim, torna-se importante estender os experimentos
por mais 30 dias, chegando a 180 dpi, possibilitando acompanhar o padrdo de
expressdo dos marcadores selecionados para avaliar se estes poderiam ser
aumentados ou mantidos apos este periodo. Além disso, seria interessante também
verificar a zona do coracdo onde ocorre a regeneracdo cardiaca e ainda a

localizac&o das metaloproteases e TIMPs analisados no tecido cardiaco.

Em conjunto nossos dados demonstram que o tratamento com GW788388
reverte a fibrose cardiaca possivelmente através de um mecanismo de controle da
atividade de MMP-2 e MMP-9 e regulacédo da expressao de TIMPs. Além disso, o
tratamento no esquema de 3 vezes por semana pode contribuir para a regeneracao
cardiaca, favorecendo a diferenciacdo de novos cardiomidcitos. Dessa forma,
nosso estudo demonstra que compostos que regulam a atividade de TGF- podem
ser considerados como uma boa estratégia alternativa para o tratamento da fibrose
cardiaca que contribui para a gravidade do acometimento cardiaco em cerca de
30% dos pacientes portadores da doenca de Chagas crbnica e, além disso,
podendo ser um tratamento alternativo também para pacientes cardiopatas de
outras etiologias.
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6. CONCLUSOES

e O tratamento com GW788388 recuperou a organizacdo da proteina
conexina-43, preservando o comprimento das placas no coracdo dos
animais cronicamente infectados, desempenhando assim, papel protetor

para a manutencao da estrutura de placas de jun¢des comunicantes;

e A expressdo de MMP-2 no coracdo ndo é modulada pela infeccéo
cronica e nem pelo tratamento com GW788388, no entanto, estes fatores
sdo capazes de modular a atividade desta proteina: enquanto a infec¢éo
diminui a atividade de MMP-2, o tratamento com GW788388 aumenta
sua atividade; indicando que o mecanismo pelo qual o tratamento com
GW788388 reverte a fibrose cardiaca envolve o aumento da atividade de
MMP-2;

e A infeccdo crbnica modula negativamente a expressdo e atividade de
MMP-9 no coracao e o tratamento com GW788388 favorece a reversao
da fibrose cardiaca, estimulando a degradacdo de matriz extracelular
através da modulacdo positiva da expresséo e atividade de MMP-9 no
coragao;

e As alteracfes na atividade de MMP-2 e MMP-9 frente a infeccdo crénica
e ao tratamento com GW788388, demonstram o papel importante destas
proteinas no processo de remodelamento cardiaco durante a doenca de

Chagas croénica;

e A expressdo de TIMP-1, TIMP-2 e TIMP-4 no coracdo também foram
moduladas pela infeccdo crbnica e em resposta ao tratamento com
GW788388, demonstrando que TGF-B atua no processo fibrotico
cardiaco regulando a atividade das metaloproteases com a participacéo
da modulacéo de expressao dos seus inibidores TIMPs;
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A reversao da fibrose cardiaca observada em resposta ao tratamento
com GW788388 parece ser mediada por mecanismos dependentes da
regulacédo e equilibrio entre a atividade de MMP-2, MMP-9 e expressao

de seus inibidores TIMPs.

O tratamento com GW788388 no esquema trés vezes por semana
parece ser capaz de induzir a regeneracdo cardiaca por estimular a
diferenciacdo de novos cardiomiocitos, através do aumento de fatores de
transcricdo GATA-6 e T-Box5;

O esquema de tratamento com GW788388 trés vezes por semana
parece ser mais eficaz em relacdo ao esquema de uma vez por semana,
tendo em vista que foi capaz de aumentar a atividade de ambas
metaloproteases e reduzir a expressdo de TIMPs no coragéao,
favorecendo a reversdo da fibrose e ainda induzir a regeneracao

cardiaca, demonstrando ser um melhor esquema de tratamento.
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LW-42/11

LICENCA

Certificamos que o protocolo (P-45/11-6), intitulado "Inovacdes terapéuticas parao
tratamento da fibrose cardiaca na doenca de Chagas experimental através da inibicdo de
TGF-3", sob aresponsabilidade de MARIANA CALDAS WAGHABI, atende ao disposto na Lei
11794/08, que dispde sobre 0 uso cientifico no uso de animais, inclusive aos principios da
Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL). A referida licengca ndo exime a
observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislac&o nacional.

Esta licenca tem validade até 28/11/2015 e inclui o uso total de:

Mus musculus
- 500 Machos de Swiss Webster, Peso: 12,0000 Grama(s).
- 300 Fémeas de Swiss Webster, Peso: 12,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 500 Fémeas de C57BL/6, Peso: 12,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 500 Machos de BALB/c An, Peso: 12,0000 Grama(s).

Rio de Janeiro, 28 de novembro de 2011

Octavio Augusto Franca
Presgrave Coordenador da CEUA

Comisséo de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratdrios de Referéncia - Fundag&o Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expanséo - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
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75


mailto:ceua@fiocruz.br

