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RESUMO

A cardiomiopatia dilatada cronica decorrente da infecgdo pelo T. cruzi esta associada
com o remodelamento do miocardio e com a fibrose intersticial, o que resulta em mudangas
significativas da matriz extracelular (MEC). O remodelamento da MEC ¢ regulado por
enzimas proteoliticas como as metaloproteinases de matriz (MMPs). Nesse estudo, avaliamos
pela primeira vez o envolvimento das MMPs 2 e 9 e seus inibidores (TIMPs) em pacientes
portadores das formas clinicas indeterminada (IND) e cardiaca (CARD) da doenca de Chagas.
Nossos resultados mostraram que os niveis séricos da MMP-9 estdo associados com a
gravidade do acometimento cardiaco e que a MMP-9 possui maior potencial de atividade
proteolitica no soro de pacientes CARD. Os niveis séricos de TIMP-1 ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre os grupos estudados. Por outro lado, os niveis séricos de TIMP-2
foram maiores no grupo CARD. A partir da andlise de correlagdo, foi possivel observar uma
possivel especificidade do TIMP-1 pela MMP-9. A andlise da produgdo de MMPs por
linfocitos T e mondcitos mostrou que essas células do sistema imune sdo capazes de produzir
MMP-2 e MMP-9 e, ainda que linfocitos T CD8" sdo as principais células mononucleares
produtoras de MMP-2 e MMP-9. A partir da cultura tridimensional de cardiomidcitos de
camundongos, observamos que existem componentes no soro dos pacientes com doenca de
Chagas capazes de induzir a expressao de componentes da matriz extracelular no microtecido
cardiaco. Além disso, MMP-2 apresentou correlacdo negativa com proteinas de matriz
(laminina e fibronectina) e com citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-1p), enquanto que
a MMP-9 apresentou correlagdo positiva com proteinas de matriz (laminina e fibronectina) e
com a citocina inflamatoria IL-1P. A partir da andlise da ocorréncia de polimorfismos de
nucleotideo unico, ndo foi possivel observar influéncia da genética do hospedeiro sobre os
niveis sércicos das MMPs 2 e 9 e seus inibidores, bem como sobre a morbidade da doenga de
Chagas. Nossos resultados sugerem que MMP-2 e MMP-9 participam de maneira diferente na
patogénese da doenga de Chagas, sendo que a MMP-9 parece estar mais envolvida no
processo inflamatério e no remodelamento cardiaco. Em resumo, nossos resultados mostram,
pela primeira vez, o envolvimento da MMP-9, mas ndo da MMP-2, na cardiomiopatia
chagasica. Esses dados sdo inovadores e representam um avango no conhecimento dos
mecanismos envolvidos no estabelecimento e manutencdo da patologia do acometimento

cardiaco na doenga de Chagas.
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ABSTRACT

Dilated chronic cardiomyopathy (DCC) in Chagas disease is associated with
myocardial remodeling and interstitial fibrosis, resulting in significant extracellular matrix
(ECM) modifications. ECM remodeling is regulated by proteolytic enzymes such as matrix
metalloproteinases (MMPs). In this study, we evaluated, for the first time, the serum MMPs 2
and 9 levels, as well as their main cell sources in the peripheral blood from patients presenting
the indeterminate (IND) or cardiac (CARD) clinical forms of Chagas disease. Our results
showed that MMP-9 serum levels are associated with the severity of Chagas disease. The
serum levels of TIMP-1 were not different between the studied groups; however the serum
levels of TIMP-2 were higher in CARD group. The correlation analysis showed a possible
specificity of TIMP-1 for MMP-9. The analysis of MMPs production by T lymphocytes
showed that CD8" T cells are the main source of both MMP-2 and MMP-9 molecules. Using
a new 3-dimensional model of fibrosis we also observed that serum from patients with Chagas
disease induced an increase in the extracellular matrix components in cardiac spheroids
obtained from mice cardiomyocytes. Furthermore, MMP-2 and MMP-9 have showed
different profile of correlation with matrix proteins (laminin and fibronectin) and
inflammatory cytokines (TNF-o and IL-1B) in patients with Chagas disease. Our results
suggest that MMP-2 and MMP-9 show distinct activities in Chagas disease pathogenesis.
While MMP-9 seems to be involved with the inflammation and cardiac remodeling of Chagas
disease, MMP-2 does not show any correlation with inflammatory molecules. There are many
factors involved in the determination of the severity and progression of Chagas disease, and
host genetics is certainly a contributing factor for the development of the disease. Therefore,
we evaluated whether there were significant polymorphisms in MMPs and TIMPs genes. Our
results did not show any association between polymorphisms occurrence and morbidity of the
disease. In conclusion, our data stress the involvement of MMP-9, and not of MMP-2, in heart
disease and, for the first time, its participation in chagasic cardiomyopathy. These data are
innovative and represent an advance in the knowledge of the mechanisms involved in the

establishment/maintenance of the Chagas heart disease pathology.
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INTRODUCAO

A doenga de Chagas, enfermidade negligenciada causada pelo Trypanosoma cruzi,
continua sendo um sério problema para a saude publica, afetando cerca de 10 milhdes de
pessoas na América Latina (WHO, 2012). Durante a fase crOnica, muitos pacientes
permanecem assintomaticos caracterizando a forma clinica indeterminada, que pode durar
toda a vida do paciente. Entretanto, 20 a 30% dos pacientes desenvolvem a forma cardiaca da
doenga.

A manifestacdo cardiaca da doenca de Chagas ¢ caracterizada por intensa resposta
inflamatéria com destrui¢do de fibras cardiacas no foco inflamatoério e comprometimento dos
plexos nervosos, levando ao aparecimento de fibrose no miocardio com consequente
insuficiéncia cardiaca (Andrade, 2000; Rocha et al., 2007; Nunes et al., 2012). Além disso, a
cardiomiopatia chagéasica leva a depressdo da contratilidade miocardica e a dilatacdo do
ventriculo esquerdo que tem sido associada ao remodelamento cardiaco e a fibrose intersticial
(Timonen et al., 2008). O processo de remodelamento cardiaco ¢ regulado por enzimas
proteoliticas, como, por exemplo, as metaloproteinases de matriz (MMPs).

Dentre as diferentes MMPs, MMP-2 ¢ MMP-9 destacam-se por seu envolvimento em
doencas cardiacas. Muitas evidéncias demonstram que as MMP-2 ¢ MMP-9 estdao presentes
no miocardio e sao capazes de degradar todos componentes da matriz do coracao (Polyakova
et al., 2010). Uma maior atividade dessas MMPs pode resultar em degradagdo das fibras de
colageno, remodelamento da matriz extracelular com consequente dilatacdo ventricular
progressiva (Li et al., 2000; Vanhoutte et al., 2006; Polyakova et al., 2010).

Vérios estudos buscam compreender os mecanismos envolvidos no controle e/ou
desenvolvimento das formas graves da doenga de Chagas objetivando identificar
marcardor(es) de prognéstico de evolugdo da morbidade. Nesse contexto, o estudo das
metaloproteinases nas diferentes formas clinicas da doenca de Chagas ¢ de grande

importancia para um melhor entendimento da patogénese da cardiomiopatia chagésica.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar o envolvimento das metaloproteinases 2 € 9 e seus inibidores (TIMPs 1, 2 e 4)

nas formas clinicas indeterminada e cardiaca da doenca de Chagas.

2.2 Objetivos especificos
- Avaliar a presenga e o potencial de atividade proteolitica de metaloproteinases (MMP-2 e
MMP-9), de TIMPs (TIMP-1 e TIMP-2), em amostras de soro de individuos ndo infectados e

de pacientes portadores das formas clinicas indeterminada e cardiaca da doenga de Chagas;

- Avaliar os niveis séricos de citocinas (TNF-a, IL-13, IL-6 e IL-10) em amostras de
individuos nao infectados e de pacientes portadores das formas clinicas indeterminada e

cardiaca da doenga de Chagas

- Avaliar os niveis intracitoplasmaticos das metaloproteinases 2 € 9 em leucocitos do sangue
periférico de individuos ndo infectados e de pacientes portadores das formas clinicas
indeterminada e cardiaca da doenga de Chagas, antes e apds estimulo com antigenos do T.

cruzi;

- Avaliar o efeito in vitro do soro de individuos ndo infectados e de pacientes portadores das
formas clinicas indeterminada e cardiaca da doenga de Chagas sobre a expressdo de proteinas
de matriz do microtecido cardiaco, utilizando um modelo tridimensional de cultura de

cardiomidcitos de camundongos;

- Avaliar a correlacdo entre as variaveis estudadas e as diferentes formas clinicas da doenca de

Chagas;

- Avaliar a ocorréncia de polimorfismo de nucleotideo inico em genes codificadores de
membros da familia das metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9) e de seu inibidor (TIMP-1) a
partir de amostras do sangue periférico de individuos ndo infectados e de pacientes portadores

das formas clinicas indeterminada e cardiaca da doen¢a de Chagas;

- Avaliar a associacdo entre os polimorfismos e os niveis séricos das metaloproteinases 2 ¢ 9 e

seus inibidores com as formas clinicas da doenga de Chagas.

26



REVISAO DA LITERATURA

27



REVISAO DA LITERATURA

A doenca de Chagas foi primeiramente descrita em 1909 por Carlos Chagas, que
reportou seus elementos clinicos, anatomopatoldgicos, epidemioldgicos, bem como seu
agente etioldgico, Trypanosoma cruzi, transmitido por inseto da ordem Hemiptera (Chagas,
1909). Apds um século de sua descoberta, a doenca de Chagas continua a ser um sério
problema de saiide e econdmico em muitos paises da América Latina. Estima-se que 10
milhdes de pessoas estejam infectadas com T. cruzi nas Américas, principalmente, na
América Latina, ¢ mais de 25 milhdes estejam em risco de infec¢ao (WHO, 2012). Além
disso, devido o crescimento da migracdo populacional, um maior nimero de casos de doenca
de Chagas, importados da América Latina, tem sido detectado em areas ndo endémicas, tais
como América do Norte e muitas partes da Europa, Asia e Oceania, tornando a doenga um
problema global (Schmunis & Yadon, 2010).

A principal forma de transmissdo da doenca ao homem ¢ a vetorial, considerada, ainda
hoje, responsavel por mais de 70% dos casos em paises onde ndo existe controle vetorial
sistematico (Coura & Dias, 2009). Ela ocorre pelo contato do hospedeiro vertebrado com as
fezes e/ou urina do inseto vetor, contaminadas com as formas tripomastigotas metaciclicas do
T. cruzi (Barreto, 1979). A infec¢do dos insetos ocorre durante a sucgdo do sangue do
hospedeiro vertebrado infectado, quando as formas tripomastigotas sanguineas sdo ingeridas
e, uma vez no intestino do inseto, passam por alteragdes morfologicas e fisiologicas
transformando-se em formas epimastigotas e, posteriormente, em tripomastigotas
metaciclicas. Os tripomastigotas metaciclicos sdo expelidos com as fezes e/ou urina do inseto
vetor no local da picada, apos o repasto sanguineo, e penetram no hospedeiro através da pele
lesada ou da mucosa. As formas tripomastigotas se desenvolvem no interior de diferentes
tipos de células do hospedeiro vertebrado, onde se transformam em formas amastigotas que se
multiplicam por sucessivas divisdes binarias, evoluindo, posteriormente, para as formas
tripomastigotas. As células infectadas rompem-se e os parasitos livres invadem células
préximas ou alcangam a corrente sanguinea disseminando a infec¢@o para os diferentes 6rgaos
e sistemas (Dias, 2000).

Outras formas de transmissdo também ja foram descritas, como oral (pela ingestdo de
alimentos contaminados com T. cruzi), transfusional, congénita, por transplante de 6rgéos ou
acidentes laboratoriais (Bittencourt, 1976; Brener, 1987; Schmunis, 1991; Dias, 2000; Brasil,
2005, Barbosa et al., 2012). No Brasil, desde a década de 1970, diretrizes de combate a

doenga foram desenvolvidas no sentido de interromper, com a maior agilidade possivel, a
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transmissao da doenga. A utilizacdo de inseticidas eficientes, a melhoria das habitag¢des rurais,
com adequada higiene e limpeza, além de medidas preventivas para controlar a transmissao
por meio das transfusdes de sangue e derivados foram métodos utilizados com sucesso no
controle da transmissdo (Silveira & Dias, 2011). Os esfor¢os se concentram atualmente no
sentido de manter os resultados obtidos, consolidar o controle de focos residuais, impedir o
estabelecimento de novos focos de transmissdo vetorial e, principalmente, controlar a
transmissdo oral (Consenso Brasileiro em doenca de Chagas, 2005).

A doenca de Chagas possui duas fases sucessivas: aguda e cronica. A fase aguda ¢
caracterizada por elevada parasitemia, que ¢ facilmente detectada em exames de sangue a
fresco. Ap6s um periodo de incubagdo de uma ou duas semanas, alguns individuos podem
desenvolver sinais e sintomas graves, tais como febre, calafrios, ndusea e vomito, diarréia,
erupgdo cutanea e irritacdo da meninge. Podem apresentar ainda, lesdo inflamatéria no local
da entrada do parasito (chagoma), edema periorbital unilateral (sinal de Romana),
conjuntivite, linfodenopatia e hepatoesplenomegalia. Porém, em alguns pacientes, a fase
aguda passa despercebida e o paciente queixa-se apenas de febre e mal-estar (Coura, 2007;
Moncayo & Silveira, 2009). Anormalidades laboratoriais ndo sdo especificas e podem incluir
anemia, trombocitopenia e elevag¢ao das enzimas hepaticas e cardiacas (Tanowitz et al., 2009).

Em muitos pacientes, com o desenvolvimento da resposta imune especifica tanto
celular quanto humoral, a parasitemia diminui ¢ os sinais e sintomas sao resolvidos
completamente em cerca de 2 a 4 meses, ocorrendo a recuperacdo de um estado
aparentemente saudavel (Moncayo & Silveira, 2009; Tanowitz et al., 2009). Esses individuos
entram, entdo, na fase cronica da doenca de Chagas que perdura por toda a vida do individuo
infectado.

Do ponto de vista clinico, as manifestagdes desenvolvidas durante a fase cronica
permitem a classificagdo dos pacientes em diferentes formas clinicas: indeterminada (IND),
cardiaca (CARD), digestiva (DIG) ou cardiodigestiva (CDG). A forma clinica IND ¢
observada na maioria dos pacientes infectados (50-60%). Esses pacientes apresentam testes
sorologicos e/ou parasitologicos positivos para o T. cruzi e exames clinicos como
eletrocardiograficos e radiologicos (silhueta cardiaca, esdéfago e colon) normais (Dias, 1989;
Macedo, 1997; Moncayo & Silveira, 2009; Tanowitz et al., 2009). No entanto, exames
adicionais e mais sofisticados podem demonstrar nesses pacientes algumas alteracdes e
anormalidades, geralmente discretas, que podem significar tanto um processo evolutivo em
marcha quanto apenas resquicios de processo agudo ou cronico inicial ja cicatrizado e sem

progressao clinica ou anatomica (Rocha et al., 2003).
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Os pacientes portadores da forma clinica IND podem permanecer sem manifestagdes
clinicas graves atribuidas a persisténcia do parasito. Entretanto, cerca de 2 a 5% desses
individuos irdo desenvolver a forma CARD a cada ano, enquanto uma menor porcentagem ira
apresentar a forma DIG (Macedo, 1980; Dias, 1989). A forma clinica DIG apresenta
prevaléncia de 6-9% em individuos acometidos pela doenca de Chagas e tem como principais
manifestagdes clinicas as dilatagcdes do colon e esdfago, podendo desenvolver formas graves
como o megacolon e megaesofago, respectivamente. A denominagado de forma clinica DIG foi
inicialmente proposta por Rezende (1959) para os casos de pacientes que apresentavam a
doenca de Chagas, sem a presenga de alteragdes cardiacas, mas com megacdlon e/ou
megaesofago bem caracterizados (Dias, 1989). As manifestagdes da forma clinica DIG sao
atribuidas a destruicdo de nervos do plexo mientérico que levaria a perda da coordenagdo
motora, retengdo de contetido semi-so6lido, hipertrofia muscular e dilatagdo (Koeberle &
Nador, 1955). Estudos mostram que alguns pacientes podem apresentar comprometimento
simultaneo do trato gastrointestinal e do tecido cardiaco, caracterizando a forma clinica CDG
(Dias, 1989).

A alteracdo cardiaca ¢ a manifestagdo clinica mais frequente da fase crdonica da
doenga, afetando 20-40% de individuos, variando de alguns anos a décadas apds a infecgdo
inicial (Rassi Jr et al., 2000; Moncayo & Silveira, 2009; Tanowitz et al., 2009). A
cardiomiopatia chagasica cronica caracteriza-se por infiltrado de células mononucleares,
destruicdo de fibras cardiacas no foco inflamatdrio e comprometimento dos plexos nervosos,
levando ao aparecimento de fibrose no miocardio com consequente insuficiéncia cardiaca
(Andrade, 2000; Rocha et al., 2007; Nunes et al., 2012). Além disso, a cardiomiopatia
chagésica leva a depressao da contratilidade miocardica e a dilatagao do ventriculo esquerdo
que tem sido associada ao remodelamento do miocardio e a fibrose intersticial (Timonen et
al., 2008). O quadro clinico varia significativamente de acordo com a extensao e localizagao
das lesdes cardiacas. Nos estdgios iniciais, 0 paciente pode apresentar sintomas leves,
relacionados a disturbios de ritmo. Nos estdgios intermediarios, as manifestagdes clinicas
persistem ou se intensificam, podendo ser detectado aumento do coragdo, de grau leve a
moderado. Nos estdgios finais, hd acentuado aumento do coragdo com grave insuficiéncia
cardiaca congestiva, fendmenos tromboembdlicos e arritmias graves (Mady et al., 1994).

Os mecanismos envolvidos no estabelecimento/manuten¢ao das diferentes formas
clinicas da doenga de Chagas sdo complexos e, por ainda ndo serem totalmente
compreendidos, muitos grupos de pesquisa concentram seus estudos na busca de marcadores

de prognostico de evolugdo dessas manifestagdes clinicas graves. Elementos ligados ao T.
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cruzi (cepa, viruléncia, antigenicidade, tropismo, tamanho do indculo) e ao hospedeiro (idade,
sexo, raca, estado nutricional, genética, perfil da resposta imune) sdo apontados como
possiveis fatores que influenciariam o desenvolvimento das formas graves da doenca, mas
parametros especificos preditivos e o papel de cada um destes fatores ainda ndo foram
identificados (Rassi Jr et al., 2006; Costa & Lorenzo, 2009).

O prolongado periodo de laténcia e a escassez no nimero de parasitos, contrapostos a
intensidade e a extensdo das lesdes, tém levado diversos autores a avaliarem o envolvimento
de fatores auto-imunes na patogénese da lesdo chagésica (Wood et al., 1982; Acosta &
Santos-Buch, 1985; Kierszenbaum, 1986; Van Voorhis & Eisen, 1989; Levitus et al., 1991;
Cunha-Neto et al., 1995; Kalil & Cunha-Neto, 1996; Al-Sabbagh et al., 1998; Ribeiro dos
Santos et al., 2001; Cunha-Neto et al., 2006; Fonseca et al., 2007). Entretanto, outros
trabalhos sugerem que o parasitismo intracelular pode ser mais frequente do que previamente
demonstrado por microscopia 6tica, sugerindo haver, na patologia chagasica, participagao
direta da reatividade imunoldgica contra células parasitadas (Jones et al., 1993; Vago et al.,
1996; Afiez et al., 1999; Palomino et al., 2000; Higuchi et al., 1993,1997, 2003; Gutierrez et
al., 2009). Existe, ainda, a coexisténcia desses dois fatores, resposta imune e parasitismo.
Apesar da resposta autoimune contra antigenos do coragdo ser importante para a patogénese
da doenca de Chagas, a persisténcia do parasito ou de antigenos do parasito indica que sua
permanéncia € necessaria para sustentar essa resposta (Soares et al., 2001).

De fato, a resposta imune que se segue a infecgdo pelo T. cruzi representa importante
fator na determinacdo do destino da infec¢do. Dentre os fatores imunoldgicos que podem ser
destacados estdo o reconhecimento de antigenos do parasito por uma série de receptores de
membrana, a ativa¢ao de diferentes tipos celulares e, a producao de citocinas € quimiocinas e
outros fatores solliveis essenciais para o controle da parasitemia. No entanto, esses mesmos
fatores, que controlam a parasitemia, também podem contribuir para o dano inflamatdrio que
causa a morbidade na doenca de Chagas (Sathler-Avelar et al., 2009). Por exemplo, a
presenca de niveis elevados de citocinas e quimiocinas induzidas pelo T. cruzi no infiltrado
inflamatorio no miocérdio, pode causar morbidade e mortalidade e levar a alteragdes cronicas
na estrutura cardiaca, tais como deposi¢ao de coladgeno e fibrose (Ribeiro dos Santos et al.,
2001; Teixeira et al., 2002).

Além dos elementos imunologicos, componentes proteicos da MEC tém ganhado
destaque em vérios estudos por sua importante participagdo no remodelamento do tecido
conjuntivo, que ocorre em muitos processos fisiolégicos normais. Dentre esses componentes,

destacam-se as metaloproteinases de matriz (MMPs).
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As MMPs s3ao uma familia multigénica, codificada por 24 genes distintos em
humanos, que sdo expressos como 26 diferentes endopeptidades, célcio e zinco-dependentes
(Mannello & Medda, 2012) (Tabela 1). Essa familia de proteinas compartilha a mesma
topologia estrutural, com pré e pds-dominios, seguidos de um dominio catalitico (Figura 1). O
pré-dominio NH2-terminal ¢ uma pequena por¢ao hidrofobica que direciona a sintese dessas
proteinas para o reticulo endoplasmatico e a secregdo para o espaco extracelular. O pro-

dominio, localizado ap6s o pré-dominio e com aproximadamente 80 aminodcidos, mantém a

. . . , . L. . , . 2+
enzima em sua forma inativa. O dominio catalitico, por sua vez, possui um ion zinco (Zn"")

ligado ao sitio ativo e essa ligacdo ¢ feita por trés residuos conservados de histidina na
sequéncia AHEXGHXXGXXH. O sitio ativo ¢ o local onde os substratos se ligam
especificamente a proteina (Parks et al., 2004; Geurts et al., 2011; Mannello & Medda, 2012).

"
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Figura 1 — Estrutura das MMP-9 e MMP-2.

Representacdo esquematica da organiza¢ao de dominios nas MMP-2 e MMP-9. A estrutura padrao de uma MMP
¢ constituida de um pré-peptideo na por¢do NH,, um pro-peptideo, um dominio catalitico, um conservado sitio
de ligagdo ao zinco (Zn’") e um dominio hemopexina na por¢do C terminal. MMP-2 ¢ MMP-9 se diferenciam
por trés repeticdes de dominios semelhantes a fibronectina, local onde a gelatina e o colageno se ligam. Além
disso, a MMP-9 ¢ a tnica MMP que contém um dominio O-glicosilado rico em serina, treonina e prolina. A
interacio entre a cisteina no pro-peptideo e o Zn** mantém a enzima latente. A ativagdo das MMPs pela remogio
do pro-peptideo por um mecanismo chamado de troca de cisteina permite que o Zn>" interaja com uma molécula

de 4gua e que o substrato se ligue a proteina. Fonte: adaptado de Geurts et al., 2011.
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Tabela 1 — Classificacao das MMPs

MMP Nome Descritivo Principais Substratos

MMP-1  Colagenase intersticial Colagenos I, II, 111

MMP-2 Gelatinase A Colagenos IV e V, elastina, fibronectina, gelatina

MMP-3  Estromelisina-1 Colageno IV, pré-colageno I, laminina

MMP-7 Matrilisina Caseina, colageno IV, elastina, fibronectina,
laminina, gelatina I

MMP-8  Colagenase-2 Colageno I, fibrinogénio, neutréfilo C, gelatina

MMP-9  Gelatinase B Colagenos IV e V, elastina, gelatina I

MMP-10 Estromelisina-2 Caseina, gelatina

MMP-11 Estromelisina-3 Ainda ndo conhecido

MMP-12 Metaloelastase de macrofago Fibrinogénio, fator XII

MMP-13 Colagenase-3 Colagenos I, II e IlI, fibrinogénio, gelatina, fator
XII

MMP-14 Transmembrana-1 Colagnos I, II e 111, caseina, fibronectina,
fibrinogénio, gelatina

MMP-15 Transmembrana-2 Fibronectina, laminina

MMP-16 Transmembrana-3 Pro-MMP-2

MMP-17 Transmembrana-4 Fibrina, fibrinogénio, gelatina

MMP-18 Ainda ndo conhecido

MMP-19 Caseina, colageno IV, fibrina, fibronectina,
gelatina, laminina

MMP-20 Enamelisina Amelogenina

MMP-21 Ainda nao conhecido

MMP-23 Ainda ndo conhecido

MMP-24 Transmembrana-5 Gelatina

MMP-25 Transmembrana-6, Leucolisina Colageno 1V, fibrina, fibronectina, gelatina

MMP-26 Endometase, Matrilisina-2 Colageno IV, fibrinogénio, fibronectina, gelatina I

MMP-28 Epilisina Caseina

Fonte: Adaptado de Rydlova et al., 2008.
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As MMPs sdo secretadas em sua forma latente, como pré-enzimas ou zimogénios, e,
por isso, requerem ativacao proteolitica que ocorre apds remogao do pro-peptideo NH,-
terminal. Esse processo ¢ acompanhado pela quebra de ligagdo entre o grupo tiol da cisteina
no pré-peptideo e o zinco no dominio catalitico. Dessa maneira, o local para ligagdo ao
substrato fica exposto e o zinco disponivel para se ligar a uma molécula de agua, cuja
presenca ¢ indispensavel para o processo catalitico (Geurts et al., 2011; Mannello & Medda,
2012). Esse processo de ativagdo pode ser mediado por proteases e outras MMPs, ou
alternativamente, por tratamentos quimicos com ureia, detergentes e radicais livres (ROS)
(Geurts et al., 2011).

Cada uma das MMPs apresenta particularidades em sua estrutura e sao classificadas
em grupos de acordo com seu substrato especifico e com a organizacdo de seu dominio
catalitico. O grupo das gelatinases ¢ composto pelas MMP-2 e MMP-9 e se diferencia dos
outros grupos por possuir um dominio adicional semelhante a fibronectina, que é responsavel
pela ligagdo dessas enzimas ao colageno desnaturado e a gelatina. Além disso, a MMP-9
ainda se diferencia da MMP-2, pois possui um dominio O-glicosilado que confere
flexibilidade a sua estrutura, permitindo movimentos independentes, e, assim, facilitando a
interagdo dos substratos com o sitio ativo (Opdenakker et al., 2001a; Geurts et al., 2011).

As MMPs sdo capazes de degradar componentes proteicos da MEC e, por isso,
participam de uma variedade de processos fisiolégicos como angiogénese, reparacgao tecidual,
morfogénese, mobilizacdo de células tronco e cicatrizagao de feridas (Nagase et al., 2006;
Geurts et al., 2011). Durante esses processos fisiologicos a atividade das MMPs esta sob um
estreito controle combinando ativagdo e inibigdo. Os niveis de expressdo das MMPs sdo
precisamente regulados por fatores genéticos e epigenéticos, bem como poés-
transcricionalmente por hormonios, fatores de crescimento, citocinas e interagdes célula-
célula e célula-matriz, podendo ser reguladas, também, por inibidores fisiologicos enddgenos
(Kupai et al., 2010; Geurts et al., 2011). Dentre os inibidores endégenos, os principais sdo os
inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) (Nagase et al., 2006; Geurts et al., 2011).

O genoma humano tem 4 genes que codificam os TIMPs (TIMP-1 a 4). Os quatro
TIMPs humanos possuem, entre eles, cerca de 40% de similaridade na sequéncia génica
(Brew & Nagase, 2010). Em geral, todos os TIMPs sdo capazes de inibir os mais de 20
diferentes tipos de MMPs, mas existem diferengas na especificidade entre eles (Brew &
Nagase, 2010). Os TIMPs se ligam as pro-MMPs por meio da ligacdo de seu dominio C-
terminal com o dominio hemopexina da pro-enzima. Essa interacdo ¢ relativamente

especifica, sendo que TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4 se ligam a MMP-2, ¢ TIMP-1 e TIMP-3 a
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MMP-9. Uma vez que essa interagcdo ndo envolve a por¢do N-terminal do TIMP, o complexo
TIMP-MMP ainda ¢ capaz de interagir com uma segunda proteina, como, por exemplo, as
metaloproteinases transmembrana (Manello & Medda et al., 2012). Os TIMPs possuem outras
atividades bioldgicas independentes da inibicdo de MMPs, como, por exemplo, promog¢ao da
proliferacdo celular, atividade anti-angiogénica, pro e anti-apoptotica (Nagase et al., 2006;
Brew & Nagase, 2010).

A partir do momento que ocorre desequilibrio entre os niveis de MMPs e TIMPs, o
processo fisioloégico passa a ser patologico, desencadeando diversas doengas como cancer,
artrites, inflamagdo, diabetes, e doencas cardiovasculares (Kupai et al., 2010). Ja foi
demonstrado que o remodelamento da matriz extracelular por desequilibrio entre MMPs e
TIMPs provoca a perda da integridade estrutural do coracdo e, consequentemente, a
cardiopatia (Li et al., 2000; Geurts et al., 2011). De fato, niveis aumentados ou desregulados
de MMPs sao observados em qualquer doenca que tem por caracteristica a inflamacao (Parks
et al. 2004).

Dentre as diferentes MMPs, MMP-2 e MMP-9 destacam-se por seu envolvimento em
doengas cardiacas. Muitas evidéncias demonstram que as MMP-2 e MMP-9 estdo presentes
no miocardio e sdo capazes de degradar todos os componentes da matriz do coracio
(Polyakova et al., 2010). Uma maior atividade dessas MMPs pode resultar em degradacao das
fibras de colageno, remodelamento da matriz extracelular com consequente dilatagdo
ventricular progressiva (Li et al., 2000; Vanhoutte et al., 2006; Polyakova et al., 2010). Além
disso, podem clivar proteinas intracelulares como trombina e miosina durante o estresse
oxidativo (Opdenakker et al., 2001a; Gao et al., 2003; Nagase et al., 2006). Schulz (2007)
mostrou que MMP-2 ¢ MMP-9 sdo ativadas no coracdo humano apds a isquemia e sua
atividade correlaciona-se negativamente com o indice de fun¢do contratil do ventriculo
esquerdo e positivamente com a duragdo da isquemia.

A fibrose cardiaca ndo ¢ definida apenas pelo aumento da concentragdo de proteinas
da matriz no intersticio, mas também pela mudanca de conformagdo, organizagao e ligacdes
cruzadas dessas proteinas (Li et al., 2000). Polyakova et al. 2010 mostraram que o aumento da
expressdo das MMPs, especialmente das gelatinases 2 e 9, estd associado & maturagdo de
colageno I e III em pacientes com insuficiéncia cardiaca, indicando a importancia das MMPs
na configuragdo, ativacdo e deposicao do coldgeno no processo de fibrose. Na faléncia
cardiaca, o coldgeno ¢ degradado por MMPs, que estdo em niveis aumentados, e substituido
por fibras de coldgeno com fraca capacidade de interagdo, promovendo a dilatacdo dos

ventriculos (Brower et al., 2006). Além disso, a digestdo da matriz extracelular libera
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moléculas com potente efeito na sintese de matriz, tais como fatores de crescimento de
ligacdo a matriz e as matriquinas, que sao peptideos de matriz fragmentados que apresentam
atividade biologica na regulagdo da atividade das células do tecido conjuntivo. O resultado
final ¢, muitas vezes, aumento das MMPs acompanhado de aumento da fibrose (Li et al.,
2000).

Mudangas na expressao das MMPs podem ser decorrentes de alteracdo genética,
conhecida como polimorfismo. Polimorfismo genético ¢ a denominagdo dada a coexisténcia
de mais de uma forma variante de um gene num dado l6cus, na frequéncia acima de 1-2%, na
constitui¢do genética de uma populacio (De Nardini, 2009). Muitos trabalhos t€ém encontrado
associacao direta entre a ocorréncia de polimorfismos nas sequéncias génicas das MMPs e a
mudan¢a na atividade dessas proteinas, levando a predisposi¢do ao desenvolvimento de
doengas cardiovasculares (Mizon-Gerard et al., 2004; Haberbosch & Gardemann, 2005;
Abilleira et al., 2006, Ye, 2006). Wang e colaboradores (2011) mostraram que o polimorfismo
da MMP-9 -1562 C/T é um fator de risco associado ao infarto do miocardio, entretanto, essa
associa¢do varia em diferentes populagdes. Estudando o polimorfismo -1575 G/A da MMP-2
em pacientes com lupus eritematoso sistémico, Bahrehmand e colaboradores, 2012,
observaram associacao entre a ocorréncia do polimorfismo e o aumento dos niveis circulantes
de MMP-2, e que esse aumento estaria relacionado ao risco de desenvolver doengas
cardiovasculares.

Pode-se imaginar que as MMPs participam de processos patologicos simplesmente
degradando moléculas da matriz extracelular, como colageno, fibronectina e laminina
(Opdenakker et al., 2001a). Entretanto, essas enzimas possuem extensa variedade de fungdes
biologicas com atuagdo em varias biomoléculas, incluindo citocinas, quimiocinas e
hormdnios, promovendo a regulacdo da resposta imune. Por outro lado, as citocinas também
podem influenciar a expressao de MMPs (Geurts et al., 2011).

As MMPs s3o essenciais para o trafego de leucocitos pelos tecidos, a partir da
digestdo de moléculas da matriz extracelular (Parks et al., 2004; Hu et al., 2007). As MMP-2 e
MMP-9 também clivam quimiocinas como CCL2 (MCP-1) e citocinas como TGF-$3 e IL-1
promovendo um mecanismo indireto de regulacdo de fluxo de células para o foco inflamatorio
(Deschamps & Spinale, 2006). Apesar das MMPs serem cruciais para resposta inflamatoria, a
atividade descontrolada dessas proteases pode provocar dano tecidual grave ocasionando, em
alguns casos, a morte do hospedeiro (Geurts et al., 2011).

As MMPs estdo associadas a processos de remodelamento tecidual e tém papel

importante nas doengas infecto-parasitarias causadas por protozoarios (Geurts et al., 2011).
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Gutierrez et al., 2008 mostrou que camundongos infectados pelo T. cruzi tratados com
inibidores de MMP-2 e MMP-9 apresentam decréscimo significativo na inflamacao cardiaca e
aumento da sobrevida, além de niveis reduzidos de IFN-y, TNF-a e 6xido nitrico (NO). Esses
autores sugerem que as MMP-2 e 9 sdo importantes na indu¢ao da miocardiopatia na infec¢ao
pelo T. cruzi, possivelmente devido a migracao de células inflamatorias para o tecido
cardiaco. Apesar da infec¢do pelo T. cruzi induzir redugdo das formas latentes e ativas da
MMP-9 em hepatocitos in vitro, tanto MMP-2 quanto MMP-9 sao induzidas pelo T. cruzi em
culturas de cardiomidcitos (Geurts et al., 2011).

O rompimento da arquitetura da matriz extracelular, com o deslocamento de células
inflamatorias para o foco inflamatorio, tem sido apontado como principal mecanismo pelo
qual MMP-2 ¢ MMP-9 contribuem para a patogénese da miocardite chagésica (Gutierrez et
al., 2008). Entretanto, esse mecanismo nao esta totalmente esclarecido.

Considerando-se as informagdes acima, as MMPs podem ser destacadas como
moléculas importantes na origem das alteracdes patologicas do miocardio, entretanto nao
existem estudos in Vvivo que correlacionem a atividade dessas enzimas com a disfungdo
cardiaca na doenga Chagas. O presente estudo avalia a hipdtese de que: “os niveis, bem como,
o potencial de atividade proteolitica das metaloproteinases sdo diferentes entre pacientes que
apresentam formas clinicas distintas da doenca de Chagas, contribuindo para a inflamagao no
ambiente cardiaco e exercendo papel fundamental na patogénese da cardiomiopatia
chagasica”. Esse trabalho apresenta-se como inovador e de grande relevancia para o estudo da
doenca de Chagas, uma vez que avalia o efeito direto das MMPs 2 e 9 permitindo a
identificagdo de possiveis marcadores de prognoéstico da infeccdo chagasica que antecedem o

dano cardiaco intrinseco a doenga.
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POPULACAO DE ESTUDO, MATERIAIS E METODOS

3.1 Populagao estudada

Os pacientes portadores da doenca de Chagas foram recrutados no Ambulatorio de
referéncia em doenga de Chagas do Centro de Treinamento e Referéncia em Doencgas
Infecciosas e Parasitarias (CTR-DIP), da Faculdade de Medicina/UFMG. Os critérios e
descricao das formas clinicas foram baseados de acordo com Rocha et al, 2007:

Grupo IND: Constituido por pacientes portadores da forma clinica indeterminada (IND) que
apresentaram positividade soroldgica e/ ou parasitologica para doenca de Chagas; auséncia de
sintomas e/ ou sinais da moléstia; eletrocardiograma (ECG) convencional normal; estudos
radiologicos do coragdo, esofago e colon normais.

Grupo CARD: Constituido por pacientes portadores da forma clinica cardiaca grau V
(CARD) que apresentaram ECG com alteragdes avangadas, extra-sistoles ventriculares
frequentes, aumento do didmetro do ventriculo esquerdo em diastole e silhueta cardiaca
aumentada.

Os individuos nao infectados (NI) foram selecionados pelos pesquisadores,
pertencendo ao convivio pessoal dos mesmos, cuja procedéncia demografica era conhecida,
considerando os critérios de exclusao mencionados a seguir. A coleta da amostra foi realizada
no Laboratério de Imunologia Celular e Molecular (LICM) do Centro de Pesquisas René
Rachou (CPqRR). Critérios e descri¢ao dos individuos NI:

Grupo NI: Constituido por individuos ndo-infectados (NI) que apresentaram um minimo de
dois resultados negativos, além de auséncia de indicios clinicos e epidemiologicos do

diagnostico de doenga de Chagas.

Critérios de selecao

Apo6s avaliagdo clinica, eletrocardiografica e laboratorial, foram selecionados pacientes de
acordo com os seguintes critérios: diagnostico sorologico para a doenca de Chagas,
caracterizado pela presenca de pelo menos duas reagdes sorologicas positivas dentre as trés
técnicas empregadas (ELISA, Hemaglutinacdo e Reacdo de imunofluorescéncia indireta),
idade compreendida entre 30 e 70 anos; presenga de alteragdes eletrocardiograficas
compativeis com associagdo do bloqueio completo do ramo direito e hemibloqueio anterior
esquerdo; niveis de tensdo arterial dentro de faixa na normalidade (sistolica < 160 mmHg e
diastolica < 90 mmHg), auséncia de evidéncias clinicas e complementares de acometimento

cardiaco ndo relacionado a doenca de Chagas, e auséncia de condigdes clinicas que possam
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alterar a funcdo cardiocirculatoria; conclusdo dos exames propostos; consentimento voluntario
de participagdo na pesquisa.

Critérios de exclusao

Foram excluidos deste estudo todos os pacientes que ndo preencheram os critérios de inclusao
definidos, acima, e os que apresentaram:

* Impossibilidade ou auséncia de disponibilidade para a realizacao dos exames propostos;

* Hipertensdo arterial sistémica (HAS), definida operacionalmente como: pressdo arterial
medida durante o exame fisico 160/95 mmHg, em mais de uma oportunidade ou; pressao
arterial medida durante o exame fisico entre 140-159/90-94 mmHg, em mais de uma
oportunidade, associado a:1) historia de hipertensao arterial sistémica, ou; 2) quarta bulha ao
exame fisico, ou; 3) provavel sobrecarga ventricular esquerda ao ECG pelo critério de
Romhilt-Estes, ou; 4) evidéncias de dilatagdo aortica a radiografia de torax.

* Evidéncias clinicas ou laboratoriais de hipo ou hipertireoidismo;

* Diabetes mellitus ou tolerancia reduzida a glicose, conforme anamnese, dosagem de
glicemia em jejum e, se necessario, prova de tolerancia oral a glicose;

* Episddio prévio sugestivo de doenca reumatica aguda;

* Doenga pulmonar obstrutiva cronica, evidenciada pela histéria clinica, exame fisico, ECG ¢
alteragdes radioldgicas sugestivas;

* Alcoolismo, definido como consumo médio semanal acima de 420 g de etanol (média diaria
acima de 60 g de etanol);

* Evidéncias clinicas, eletrocardiogréficas e/ ou ergométricas de cardiopatia isquémica;

* Outras cardiopatias;

* Gravidez, definida por critérios laboratoriais;

* Qualquer outra doenca sistémica significativa cronica ou aguda que possa interferir nos
resultados dos métodos propostos.

* Anemia significativa, definida arbitrariamente com hemoglobina menor que 10g/dl;

* Disttrbios hidroeletroliticos, especificamente, niveis séricos anormais de potassio e sodio;

* Insuficiéncia renal, definida pelo aumento dos niveis de creatinina e ureia plasmaticas,

associadas ou ndo as manifestacdes cldssicas de uremia.

3.2 Amostras de sangue
As amostras de sangue de pacientes portadores da doenga de Chagas e de individuos
ndo infectados foram coletadas da seguinte maneira: 5 mL de sangue periférico foram

coletados em tubos Vacutainer contendo o anti-coagulante EDTA (Becton Dickinson, CA,
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USA) para a extracdo de DNA e posterior avaliagdo da presenga de polimorfismos; 10 mL de
sangue periférico foram coletados em tubos vacutainer contendo o anticoagulante heparina
(Becton Dickinson, CA, USA) para a marcacdo de MMP-2 e MMP-9 em leucocitos; 10 mL
de sangue periférico foram coletados em tubos vacutainer sem anti-coagulante (Becton
Dickinson, CA, USA) para a separacdo de amostras de soro. As amostras de soro foram
obtidas apos centrifugagao dos tubos de coleta de sangue por 10 minutos a 3000 rpm, em
temperatura ambiente. O soro foi separado, aliquotado em tubos tipo eppendorf e
armazenados a -70°C para a realiza¢do dos experimentos de zimografia, dosagem de citocinas,
quimiocinas e MMP?2 e -9, e cultura de cardiomiocitos. Esses passos estdo esquematizados na

figura 2.

Avaliagiio dos niveis

. intracitoplasmaticos das MMD-
Extracio de DNA I—I Sangue Periférico I— ;::3 9 em leucdcitos
NI=6; IND=7; CARD-=1¢
Analise da presenga de
polimorfismos I Amosiras de soro

NI=52; INI»=47; CARDI=47

Cultura de

Avalizcdo da atividade
enzimética das MMP-2 ¢ -9
RI-25; IND-23; CARD-27

Dosagem de citocimas

NE=2§: IND=13; CARD=17

Daosagem das MMP-2 e 9 ¢
dos TIMP-1 e -2
NI-15; IND-2%; CARD-27

Cardiomibcitos
NI-10; [ND-10; CARD-10

Detecgo de proteinzs de
matriz
NI=10; IND=10; CARD=10

Figura 2 — Esquema da estratégia de trabalho.

Representacao esquematica da estratégia de trabalho com os experimentos realizados, bem como o niimero de
pacientes envolvidos em cada etapa experimental NI, individuos ndo infectados. IND, pacientes portadores da
forma clinica indeterminada. CARD, pacientes portadores da forma clinica cardiaca.

3.3 Preparo dos Antigenos derivados da forma Tripomastigota (TRIPO) do T. cruzi
As formas tripomastigotas da cepa Y foram obtidas de cultura de células Vero

mantidas em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino. Os
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parasitos foram lavados trés vezes em solugdo salina (PBS 0,15M pH=7.,4) por centrifugacao
e a massa umida congelada e degelada trés vezes. Completou-se a ruptura total dos parasitos
por homogeneizacdo em tubos Potter Elvejen a 20.000 g 5 vezes por 60 segundos cada, com
30 segundos de intervalo em banho de gelo. Subsequentemente, as suspensdes foram
centrifugadas a 50000 g durante 60 minutos a 4°C contra PBS. O fluido sobrenadante limpido
foi coletado, dialisado por 48 horas a 4°C, esterilizado por filtracdo em filtro Millipore
0.45um e mantido em pequenas aliquotas (ImL) a -70°C até o uso. A concentragdo proteica
foi dosada com auxilio do equipamento NanoDrop (Thermo Scientific) e a concentragao

utilizada foi de 20pg/mL.

3.4 Deteccao das MMPs 2 ¢ 9 e dos TIMPs 1 e 2 em amostras de soro

Para esse ensaio foi utilizada a Tecnologia Luminex™ xMAP, utilizando os Kits
Milliplex (Instituto Genese de Andlises Clinicas, Lifescience, Brasil) que envolve um
processo exclusivo que cora microesferas de latex com dois fluoréforos. A diluicdo do soro
dos pacientes portadores da doenca de Chagas e individuos NI utilizada foi de 1:20 e 1:50,
para dosagem de MMP-2 e MMP-9, e TIMP-1 e TIMP-2, respectivamente. Os ensaios se
fundamentam na metodologia “sanduiche” convencional de dois-sitios e foram realizados em
placas de 96 pocos, onde ja se encontrava o mix de microesferas acoplado a anticorpos de
captura especificos para MMPs 2 ¢ 9 e TIMPs 1 e 2. Os padrdes e as amostras foram
adicionados para que ocorresse a ligacdo do anticorpo de captura ao analito especifico. A
proxima etapa foi a adicdo do anticorpo de deteccdo biotinilado que se ligou ao analito
especifico. O resultado final foi amplificado através de incubacdo com estreptavidina-
ficoeritrina (SA-PE). SA-PE se ligou ao anticorpo biotinilado e ¢ responsavel pela revelagao
do ensaio, por meio da emissdo de sinal fluorescente. As microesferas foram lidas no
equipamento Luminex através de sistema duplo de lasers que incide sob as microesferas, a
medida que estas fluem através do fluxo celular. No Luminex, um feixe de laser detecta a
microesfera (o codigo de cor especifico para o ensaio) e o outro laser quantifica o sinal de em
cada microesfera. Ao passarem pelo fluxo celular Luminex, cada microesfera foi identificada
e o sinal SA-PE associado a elas foi quantificado. Os valores dos padrdes permitiram a
constru¢do de uma curva padrao, a partir da qual foi feita a quantificacdo das amostras. O

resultado final foi obtido em pg/mL (Figura 3).
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Figura 3 — Representacdo da metodologia utilizando o sistema Luminex.

Os ensaios se fundamentam na metodologia “sanduiche” convencional de dois-sitios e s@o realizados em placas
de 96 pogos. Resumidamente, os kits utilizam propor¢des precisas de dois fluordforos, criando 100 conjuntos
diferentes de microesferas — cada uma delas com uma assinatura baseada em “cdodigo de cores” e que podem ser
identificadas pelo instrumento Luminex. Os kits foram desenvolvidos com estas microesferas e se fundamentam
no imunoensaio. Anticorpos de captura especificos para cada proteina foram imobilizados as microesferas
através de ligagdes covalentes ndo reversiveis (1). A proteina, presente no soro, se liga aos anticorpos de captura
localizados na superficie das microesferas (2) e a deteccdo final ¢ feita através de um terceiro marcador
fluorescente, ficoeritrina (PE) ligada ao anticorpo de detec¢do (3 e 4). O resultado final é um ensaio “sanduiche”
realizado através de microesferas. O equipamento Luminex 200 movimenta estas esferas em fila unica através de
feixes de dois lasers diferentes em um citometro de fluxo (5). O primeiro feixe de laser detecta (classifica) a
microesfera (o codigo de cor para o ensaio) e o segundo laser quantifica o sinal de reporte em cada microesfera.
Cada microesfera ¢ identificada e o sinal dado pela SA-PE (estreptavidina conjugada com PE) ¢ quantificado. A
partir de uma curva padrdo, os valores das amostras sdo quantificados (6). Fonte: Instituto Genese de Analises

Clinicas.

3.5 Deteccao dos niveis séricos das MMPs por Zimografia

A técnica de zimografia consiste de eletroforese, a 0°C, em gel descontinuo de
poliacrilamida, proprio para avaliacdo de proteinas, contendo substrato enzimadtico (gelatina
do tipo II). O gel foi preparado com 1mg/mL de gelatina (Sigma). As amostras de soro foram
aplicadas com concentracao proteica de 40 ug, determinada apds dosagem de proteina com
BCA Protein Assay Kit (Pierce). Em cada gel, foram utilizados padrao de peso molecular
(New England Biolabs) e controles positivos representados por MMP-2 ¢ MMP-9
recombinantes (0,00lmg/mL, Calbiochem). A corrida de eletroforese foi feita a 100V e
35mA. Apods a eletroforese, o duodecil sulfato de sodio (SDS) foi removido com duas
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lavagens de Triton-X-100 a 2,5%. O gel foi incubado overnight, sob temperatura de 37°C, em
solucao de Tris 50mM para que as enzimas renaturassem e degradassem o substrato proteico.
Ap0s a incubagdo, o gel foi corado por 1 hora com Comassie Blue (0,5g de Comassie Blue,
200mL de Metanol, 5S0mL de 4cido acético) e posteriormente descorado em solucdo propria
(250mL Etanol, 80mL acido acético) por tempo suficiente para visualizagdo das bandas. A
coloragdo com azul de comassie permitiu a detec¢do de bandas de atividade proteolitica
incolores, em contraste com a coloragdo azul do gel (Figura 4). A imagem do gel foi obtida
pelo scanner GS-800 Calibrated Densitometer (Bio-Rad) e a quantificagdo das bandas foi
realizada no programa Quantity One. O programa analisa as bandas de acordo com os pixels
da area selecionada. Uma vez que a area de atividade enzimadtica ¢ incolor, ou seja, ndo possui
pixels, a andlise foi feita subtraindo a area em mm, pelo volume OD, valores dados pelo
programa, para obten¢do do valor correspondente aos niveis de MMPs, que também podem

ser interpretados como potencial de atividade enzimatica (Vandooren et al., 2013).
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Figura 4 — Gel de zimografia

Representacdo de um gel de zimografia. A atividade proteolitica das MMP-2 e -9 ¢ identificada a partir de
bandas incolores em contraste com a colorag@o escura do gel. A partir do peso molecular ¢ possivel distinguir
MMP-9 ¢ MMP-2. O niimero 1 corresponde ao padrdo de peso molecular em Kb ¢ os niimeros de 2 a 6

correspondem as amostras de soro aplicadas no gel.

3.6 Avaliacdo do padrio de citocinas (TNF-o, IL-10, IL-6, e IL-13) em amostras de soro
e sobrenadante de cultura.

As citocinas foram quantificadas utilizando-se o sistema citofluorométrico com
microesferas fluorescentes (Cytometric Bead Array-CBA, Becton Dickinson-BD), que

emprega uma mistura de esferas de poliestireno, de intensidades de fluorescéncia discretas e
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distintas, recobertas com anticorpos especificos para as citocinas e as quimiocinas humanas.
Essa metodologia permite a avaliagdo simultdnea de diversas moléculas soltiveis no mesmo
ensaio, empregando pequenos volumes de amostra. Para esse ensaio foi utilizado o Kit
inflamatoério, ndo sendo necessario diluir as amostras.

Para a reacdo, 25uL da mistura de esferas de captura, marcadas com anticorpos
monoclonais especificos para cada citocina estudada foram transferidas para tubos de
12x75mm destinados ao controle negativo e as amostras a serem testadas. Em seguida, 25uL.
do diluente G e das amostras a serem testadas foram adicionados aos seus respectivos tubos.
Logo depois, foram adicionados 18ul. do coquetel de anticorpos monoclonais humanos
marcados com PE (Human Inflammation PE Detection Reagent). Os tubos foram incubados
por 3 horas, a temperatura ambiente (TA) e ao abrigo da luz. Apos a incubacao, as esferas de
captura foram lavadas com 500ulL da solucao tampao PBS (Tampao Fosfato Salinico) e
centrifugadas a 400 g, por 7 minutos. Cuidadosamente, o sobrenadante foi aspirado e
descartado, restando aproximadamente 100uL em cada tubo. As amostras foram levadas para
leitura no citometro de fluxo. Para aquisi¢do dos dados das amostras, o aparelho foi ajustado
utilizando o BD FACSComp Software ¢ o BD Calibrate Beads. O objetivo do ajuste do
aparelho consiste em definir os pardmetros de tamanho (Foward Scatter —FSC) e
granulosidade (Side scatter- SSC) adequados para o posicionamento das esferas de captura em
graficos de tamanho versus granulosidade. Apos a sele¢do das esferas, procede-se o ajuste da
intensidade da Fluorescéncia 3 (FL3) para permitir a segregacdo das esferas policromaticas,
apresentando diferentes intensidades de fluorescéncia, em histogramas unidimensionais. Para
cada tubo processado foram adquiridos 1800 eventos dentro da regido selecionada R1 que
equivale a 300 eventos por citocina ou quimiocina testada.

Apos leitura, a andlise do perfil de citocinas foi feita seguindo o protocolo proposto
pelo fabricante através da utilizacdo do BD CBA Analyses Software com auxilio do Microsoft
Excel, modificado como descrito a seguir. O programa BD CBA Analysis Software faz a
selecdo automatica da regido das esferas de captura em graficos de tamanho versus
granulosidade. Em seguida, o programa separa as esferas em fungdo da intensidade da FL3 e
analisa o deslocamento das esferas em fun¢do da intensidade da fluorescéncia 2 (FL2) em
graficos bidimensionais de FL2 versus FL3. A ligacdao da citocina ou quimiocina presente na
amostra de interesse a esfera de captura e a revelacdo da ligacdo através do uso de um
coquetel de anticorpos monoclonais anti-citocinas humanas marcadas com PE pode ser

evidenciado através do deslocamento do conjunto de esferas para a regido de maior
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intensidade de fluorescéncia em relagdo ao tubo controle negativo, sem soro humano (Figura
5). Os valores correspondentes a intensidade média de fluorescéncia FL2 na escala
logaritmica foram utilizados como a unidade de analise semi-quantitativa para cada citocina
ou quimiocina analisada. Os valores foram expressos em pg/mL e intensidade média de
fluorescéncia (MFI). No presente trabalho, as andlises foram feitas utilizando os valores de

MFI.
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Figura 5 — Anadlise de citocinas por citometria de fluxo

Representagdo dos graficos de distribui¢do pontual obtidos a partir da leitura das amostras no citometro de fluxo
FACScalibur utilizando o kit inflamatério. Primeiramente, as esferas sdo selecionadas em graficos de
Granulosidade versus FL2 (A). Apos a selecao das esferas, as mesmas sdo separadas em fun¢@o da intensidade
da FL3 (B). A analise ¢ feita a partir do deslocamento das esferas em fun¢@o da intensidade da fluorescéncia 2
(FL2) em graficos bidimensionais de FL2 versus FL3 (C). O grafico B representa uma amostra negativa e o

grafico C representa uma amostra positiva.
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3.7 Analise dos niveis intracitoplasmaticos das metaloproteinases em leucécitos do
sangue periférico de pacientes portadores da doenca de Chagas por reacdes de

imunofluorescéncia através da citometria de fluxo

3.7.1 Analise ex vivo dos niveis intracitoplasmaticos das metaloproteinases

Aliquotas de 100ul das amostras de células sanguineas foram coletadas a vacuo em
tubos de SmL contendo anticoagulante EDTA (Vacutainer - BD, E.U.A), transferidos para
tubos de poliestireno 5ml (Falcon - Becton Dickinson - BD, E.U.A) e incubadas com
anticorpos monoclonais de superficie marcados com isotiocianato de fluoresceina (FITC),
Aloficocianina (APC) ou Cloreto de Peridina Clorofila (PerCP). As células e anticorpos
foram incubados por 30 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Posteriormente, as
amostras de células foram lisadas e fixadas em 2mL de solucdo de lise comercial
(50.000USP/L de heparina, 2,85g/L de citrato de sodio, 30mL/L de dietilenoglicol e 54mL/L
de formaldeido), por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionada as
amostras Iml de PBS-W (PBS pH 7.4, contendo 0.5% BSA e 0.1% de azida sodica) e estas
foram centrifugadas a 400g por 10 minutos a 18°C (Centrifuga Beckman Modelo j-6b,
E.U.A). O sobrenadante foi descartado e as amostras lavadas com 2ml de PBS W. Para a
detec¢do dos marcadores intracitoplasmaticos foram acrescentados ao tubo 2,5ml de PBS-P
(PBS, pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida sodica e 0,5% de saponina) por 10
minutos a temperatura ambiente. Seguidos da adi¢do de 20yl de anticorpo anti-MMPs
marcado com PE ou FITC, diluido em PBS-P ao respectivo tubo, e posteriormente incubado
por 30 minutos a temperatura ambiente, na auséncia de luz. Apoés a incubacdo, as células
foram lavadas com 1mL de PBS-W. No final, foram adicionados 200uL de solucao fixadora -
MFF (10g/1 de paraformaldeido, 1% de cacodilato de sédio, 6,67g/1 de cloreto de sodio, pH
7,2 - reagentes SIGMA, E.U.A). As amostras contendo a suspensdo celular foram utilizadas
para aquisi¢cao de dados em citdometro de fluxo (FACScalibur - BD, E.U.A). Foram analisados

em torno de 70.000 eventos totais.

3.7.2 Analise dos niveis intracitoplasmaticos das metaloproteinases apos estimulacdo
in vitro

As células sanguineas dos pacientes que participaram deste estudo foram coletadas em
tubo Vacuntainer estéril contendo heparina. Aliquotas de 1mL de sangue total foram

adicionadas a tubos de polipropileno de 14mL (Falcon, E.U.A). As células do sangue
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periférico foram incubadas na presenca de meio RPMI (Gibco), recebendo a denominagdo de
cultura controle (C) ou na presenca de antigenos soluveis tripomastigotas (TRIPO) do T.
cruzi, com uma concentragdo final de 20ug/mL, recebendo a denominagdo de cultura com
estimulo especifico (TRIPO). Os tubos foram previamente incubados durante 18 horas em
estufa de CO, com 5% de umidade a 37°C (Forma Scientific EUA). Em seguida, foram
adicionados a todos os tubos de cultura 20ul de Brefeldina A (Sigma, EUA) na concentragao
de Img/mL. As amostras foram incubadas por mais quatro horas em estufa nas mesmas
condi¢des acima. A utilizacdo da Brefeldina assegura a retencdo da citocina no interior da
célula, uma vez que essa substancia mantém a citocina no complexo de Golgi. Apos a
incubagao, 200uL de EDTA (Sigma, EUA) na concentragao final de 2mM foram adicionados
diretamente as culturas. Os tubos contendo as amostras foram incubados por 15 minutos em
estufa de CO, com 5% de umidade a 37°C. Esse procedimento bloqueia o processo de
ativacao posterior das células e garante a obtencao de resultados padronizados e comparaveis.
Posteriormente, foram adicionadas as amostras de sangue 3mL de PBS-W (PBS pH 7.4,
contendo 0.5% BSA e 0.1% de azida sddica) e estas foram centrifugadas a 400g por 10
minutos a 18°C. O sobrenadante foi aspirado deixando um volume final de 2mL. Foram
transferidos 200puL deste sangue para tubos de poliestireno de 5SmL (Falcon, EUA)
previamente identificados e com os anticorpos correspondentes e em seguida, incubados por
30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram lisadas e fixadas em
2mL de solugdo de lise comercial (50.000USP/L de heparina, 2,85g/L de citrato de sodio,
30mL/L de dietilenoglicol e 54mL/L de formaldeido) por 10 minutos a temperatura ambiente.
ao abrigo da luz. As células foram lavadas com ImL de PBS-W e centrifugadas a 400g, por
10 minutos a 18°C. O conteudo foi vertido e 200uL de solucdo fixadora — MFF (10g/1 de
paraformaldeido, 1% de cacodilato de sodio, 6,67g/L de cloreto de sddio, pH 7,2 - reagentes
SIGMA, E.U.A) adicionada aos tubos.

Para a detec¢do dos marcadores intracitoplasmaticos foram acrescentados ao tubo
2,5ml de PBS-P (PBS, pH 7.4 contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida sédica e 0,5% de
saponina) por 10 minutos a temperatura ambiente. Seguidos da adi¢dao de 20uL de anticorpo
anti-citocina ou anti-MMPs marcado com PE, diluido em PBS-P ao respectivo tubo, e
posteriormente incubado por 30 minutos a temperatura ambiente, na auséncia de luz. Apos a
incubacdo, as células foram primeiramente lavadas com ImL de PBS-P e em seguida, com
ImL de PBS-W. No final, foram adicionados 200ulL de solu¢ao fixadora MFF. As amostras

contendo a suspensdo celular foram utilizadas para aquisi¢cao de dados em citometro de fluxo
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(FACScalibur - BD, E.U.A). Foram analisados em torno de 70.000 eventos dentro da
populagdo de linfocitos totais. As moléculas de superficie analisadas foram: CD14PerCP (BD,
USA. Clone M®P9), CD8 FITC (BD, USA. Clone HIT8a) e CD8 PerCP (BD, USA. Clone
SK1), CD4APC (BD, USA. Clone RPA-T4). Os marcadores intracitoplasmaticos analisados
foram: MMP-2 PE (R&D Systems. Clone 1A10) e MMP-9 FITC (R&D Systems. Clone

56129). A diluigdo para esses marcadores intracitoplasmaticos foi de 1:7.

3.8 Extracdo de DNA de amostras do sangue periférico

O DNA das amostras de sangue periférico foi extraido utilizando-se o protocolo de
fenol-cloroformio descrito por Miller et al, 1988, modificado em nosso laboratorio. No
processo de extragdo do DNA, um volume de 200uL de sangue venoso periférico coletado em
tubo vacutainer, contendo o anticoagulante EDTA, foi transferido para tubos conicos de
1,5mL utilizando pipetas plasticas de transferéncia e adicionados ImL de solu¢do de Tris
NH4CI (1:9) (Tris HC1 0,17 M pH 7,65/NH4Cl1 0,155M) previamente aquecida a 37°C. As
amostras foram homogeneizadas e incubadas a 37°C durante 5 minutos, sendo posteriormente
centrifugadas a 900 g por 10 minutos. O sobrenadante foi aspirado deixando 400uL no tubo
(o sobrenadante foi descartado em solug¢do de hipoclorito de s6dio 5%). O procedimento
descrito foi repetido utilizando dessa vez 600uL. da mesma solucdo e descartando-se todo o
sobrenadante. O precipitado foi ressuspendido com 1 mL de solugdo salina 0,9%. As amostras
foram novamente homogeneizadas e centrifugadas a 900 g durante 10 minutos.
Posteriormente, o sobrenadante foi aspirado e descartado em solugdo de hipoclorito. Em
seguida, adicionou-se 150uL de HIGH TE (Tris HCI pH 8,0 100mM/ EDTA pHS,0 40mM), e
o precipitado foi ressuspendido por agitacdo no voértex. Adicionou-se, entdo, 200uL de
solugdo de Lise de Madissen (Tris HCI 0,1 M pH8,0/ EDTA 0,5M pHS8,0/ SDS 0,2%/ NaCl
IM) pré-aquecida a 50°C, 10uL de solucdo de proteinase K (20mg/mL) e as amostras
incubadas a 37°C overnight (ON). Apos esse periodo, 400uL de fenol (saturado com Tris)
foram adicionados em cada uma das amostras, homogeneizando lentamente por inversao,
durante 20 minutos e, em seguida, centrifugadas a 900 g por 5 minutos. Esse procedimento foi
repetido e, entdo, a fase aquosa foi aspirada e transferida para um novo tubo conico de 1,5mL,
no qual foram adicionados 400uL de cloroférmio — alcool iso-amilico (24:1) a temperatura
ambiente. As amostras foram novamente homogeneizadas por 20 minutos € entdo
centrifugadas a 900 g por 5 minutos. A nova fase aquosa formada foi aspirada e transferida
para outro tubo conico de 1,5mL, no qual adicionou-se 40uL de acetato de so6dio (3M) e 450

uL de alcool isopropilico gelado. A amostra foi homogeneizada lentamente at¢é o DNA
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precipitar e centrifugada a 900 g por 5 minutos. Em seguida, os tubos foram vertidos por 5
minutos em papel absorvente. O DNA foi ressuspendido em 30uL. de LOW TE (Tris HCI
10mM pHS,0 / EDTA 40mM pHS,0) e incubado em banho Maria a 57°C por 5 minutos. A
quantificagdo da concentracdo de DNA de cada amostra foi realizada em NanoDrop 100
(Thermo Scientific) utilizando-se 1uL da amostra de DNA. As amostras foram diluidas em

agua Mili-Q para que uma concentragao final de 50ng fosse obtida.

3.9 Detec¢ao de polimorfismo de nucleotideo inico em genes codificadores de membros
da familia das metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9) e de seu inibidor (TIMP-1)

A partir do DNA isolado do sangue periférico, conforme protocolo descrito acima, a
genotipagem foi realizada pelo método Real Time PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase),
utilizando o sistema TagMan. Foram utilizados primers e sondas, confeccionados pela
Applied Biosystems, correspondentes a cada SNP. O sistema TagMan utiliza, além dos
primers, uma sonda (oligonucleotideo) contendo um corante fluorescente reporter ligado a sua
extremidade 5°(VIC e FAM) e um quencher nao fluorescente ligado a extremidade 3’(MGB).
Essa sonda liga-se a uma regido do DNA posterior ao primer. Quando a polimerase comega a
sintetizar o fragmento de DNA a partir do primer, ela é capaz de clivar a sonda e separar o
corante do quencher, havendo, dessa forma, liberagdo de um sinal fluorescente. Cada alelo
possui uma sonda fluorescente diferente, permitindo determinar o gendtipo do polimorfismo a
ser estudado de acordo com a(s) fluorescéncia(s) produzida(s). As identificagdes dos

polimorfismos estudados estdo apresentadas na tabela 2.

Tabela 2 - Identificacdo dos polimorfismos estudados

Gene Posicao Troca de Bases Cromossomox rs
MMP-2 -1575 G/A 16q13-q21 243866
MMP-2 -1306 C/T 16q13-g21 243865
MMP-2 735 C/T 16q13-g21 2285053
MMP-9 -1562 C/T 20ql1.2-q13.1 3918242
TIMP-1 +372 C/T Xpl1.3-p11.23 4898

* Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene
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As reagdes de PCR foram realizadas no termociclador em tempo real da Bio-Rad
(CFX96 Real-Time, Bio—Rad Laboratories, USA). Foi utilizado um volume final de reacao
de 20 pL, contendo 50 ng de DNA diluidos em 9 pL de agua, 10uL de master mix (TagMan)
e 0,5uL de primer. Essas reacdes foram realizadas em placas de 96 pogos (Bio-Rad, USA),
sendo incluidos controle positivo e controle negativo. As condicdes de realizagao das reagdes

estdo descritas na tabela 3.

Tabela 3 - Condi¢des da PCR utilizada para a identificacdo de polimorfismos

Condicoes Temperatura Duracéo Ciclos
°C
Ativagdo da AmpliTaq polimerase 95 10 minutos -
Desnaturacao 95 15 segundos 40
Anelamento/extensao 60 1 minuto 40

As andlises foram realizadas através do software CFX-manager (Bio-Rad).
Considerando que cada alelo estd associado a um fluor6foro diferente, a apresentacdo de
apenas um sinal fluorescente refere-se ao genoétipo homozigoto, enquanto que a apresentagao

de dois sinais fluorescentes refere-se ao gendtipo heterozigoto.

3.10 Preparo de microtecidos cardiacos — Cultura primaria tridimensional de

cardiomiocitos

Células musculares cardiacas foram obtidas de acordo com método descrito por
Meirelles e colaboradores (1986), a partir dos coragdes de embrides de camundongos suigos
com 18 dias de gestacdo. Os camundongos sui¢os fémeas foram provenientes do biotério de
experimentacdo animal do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ-RJ. Todos os procedimentos
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA- LW-21/09) da
FIOCRUZ-RJ.

As fémeas gravidas foram eutanasiadas individualmente em camara com dioxido de
carbono (CO,), mergulhadas em é4lcool 70% e fixadas na placa de contencdo (placa de cortiga)
com a regido ventral voltada para cima para remocao dos embrides. O peritonio foi exposto
com auxilio de tesoura e pinga e, com outro par de pinga e tesoura, abriu-se a cavidade
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peritoneal para retirada do utero, que foi colocado em placa de petri contendo solugdo de
Ringer (NaCl 154mM, KCI 3,35mM, CaCl, 1,7mM, pH 7,0). Os embrides foram removidos,
decapitados e foi feito um pequeno corte no esterno para retirada dos coragdes. Os atrios
foram descartados e, os ventriculos, fragmentados com auxilio de bisturi. O tecido
fragmentado foi lavado em PBS e submetido a dissociagdo mecanica (com pipeta e agitador
magnético por Sminutos a 37°C) e enzimatica sequencial com solu¢do de tripsina 0,025% e
colagenase 0,01% em PBS. A cada processo de dissociagdo o sobrenadante foi coletado e
guardado em tubos de 15mL no gelo. Os tubos foram identificados com o nimero do processo
de dissociagdo. O sobrenadante da primeira dissociacdo ndo foi coletado, pois tinha
basicamente hemacia, por isso, a coleta do sobrenadante foi inciada a partir da segunda.
Foram feitas em média 12 repeti¢des da dissociagdo, até desaparecer o grumo, sendo que a
cada dissociagao verificou-se a liberacdo de células no sobrenadante com auxilio do
microscopio. Apds o término da dissociagdo, a suspensdo celular foi lavada e submetida a
centrifugacao a 400 g, por 10 minutos a 4°C. Ao final da lavagem as células foram colocadas
em um Unico tubo para contagem em camara de Neubauer. As células foram cultivadas (2,5 x
10*/pogo) em placas de 96 pogos com fundo em U, previamente revestidas com agarose 1%.
A cultura foi mantida em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2% de
extrato embrionario de embrides de galinha, 1% de L-glutamina, 2,5mM de CaCl,, nitrato
férrico, hepes e penicilina. As culturas foram mantidas e conservadas a 37°C com atmosfera
de 5% de CO2, por 96 horas para formacgdo dos esferdides. Os esferoides s¢ao, portanto,

agregados de cardiomidcitos, fibroblastos e matriz extracelular (Figura 6)

Figura 6 — Esferdide de cardiomidcitos
Representagdo do tamanho de um esferéide de cardiomiécitos (25 x 10° células) em placas de fundo em U (96
pogos) apds 96 horas de cultura na auséncia de soro humano. Imagens obtidas a partir de microscopio de

contraste de fase (Olympus). Aumento: 400X
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3.11 Tratamento do microtecido cardiaco com soro de individuos nio infectados e de
pacientes com doeng¢a de Chagas

A dilui¢@o de soro dos pacientes portadores da doenca de Chagas e individuos NI foi
de 1:20, sendo o soro diluido em meio DMEM. Apds obtengdo dos esferdides conforme
protocolo descrito acima, os mesmos foram coletados com auxilio de pipeta Pasteur, lavados e
colocados em placas de 24 pocos com fundo chato. Cada placa de 96 pocos continha 60
esferdides e correspondia a um pogo da placa de 24 pocos (Figura 7). Os esferdides foram
cultivados com o soro, previamente diluido, por 72 horas, em estufa a 37°C com atmosfera de
5% de CO,. Apos esse periodo foram feitas analises de contratilidade a partir da observagao
dos esferdides em microscopio Optico. O sobrenadante foi separado e armazenado a -70°C até
o uso. Os esferoides foram novamente coletados, lavados e submetidos a extracdo proteica
com tampao RIPA (50mM Tris-CL, 150nM NaCl - 0,1% SDS, 1% NP-40 (ImL), 0,5%
Deoxicolato, ImM CaCl,). Logo depois, as amostras foram sonicadas (QSonica, LLC) por 10
segundos na velocidade 2, e a dosagem de proteina foi feita utilizando o Kit de BCA Protein

Assay Kit (Pierce).

Figura 7 — Agregados de esferdides de cardiomiocitos

Representacdo de um agregado de esferdides de cardiomidcitos em placas de 24 pogos apds 72 horas de cultura

com soro humano. Imagens obtidas a partir de microscopio de contraste de fase (Olympus). Aumento: 100X

3.12 Western Blot para detec¢do de proteinas de matriz extracelular

Foram aplicadas 10ug de proteinas em gel descontinuo de poliacrilamida a 12%.
Procedeu-se com a reagdo de eletroforese. Em seguida, foi realizada a reagdo de transferéncia
das amostras do gel para uma membrana de nitrocelulose, utilizando uma cuba apropriada. A
reacdo ocorreu a 100V, 0,10A, por lhora. Apds esse periodo, as membranas foram separadas,
lavadas com agua e, posteriormente, marcadas com corante especifico que auxilia na
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visualizacdo das bandas, demonstrando que a transferéncia foi bem sucedida. Apos lavagem
das membranas para retirada do corante, foi feito o bloqueio de ligagdes inespecificas
utilizando solug@o de bloqueio, contendo TBST (Tris 50mM, NaCl 150mM, Tween 20 0,1%)
e 5% de leite em pd desnatado (Molico). Os anticorpos primarios o-murinos para MMP-2
(Sigma), MMP-9 (Sigma), TIMPs (1-4, Sigma) e laminina (Sigma) foram incubados com a
membrana durante a noite e o bloqueio foi feito apenas por lh, a 4°C. Ja os anticorpos
primarios o.-murinos para Colageno (Novatec) e Fibronectina (Sigma) foram incubados com a
membrana por 2hs e o bloqueio foi durante a noite a 4°C. Foi utilizado, ainda, um controle
enddogeno com o anticorpo primario GAHPDH (Sigma), que também foi incubado na
presenca da membrana por 2hs. Os anticorpos primarios especificos para MMP-2, MMP-9 e
laminina (dilui¢do de 1:1.000), coldgeno I e fibronectina (dilui¢ao 1:5.000), TIMP-1, TIMP-2
TIMP-3 e TIMP-4 (dilui¢do 1:500) foram diluidos em solu¢do de bloqueio. Foram utilizados
anticorpos secundarios anti-IgG mouse (PIERCE Thermo Scientific) e anti-IgG rabbit
(PIERCE Thermo Scientific) na diluicdo 1:10.000, e os mesmos foram incubados com as
membranas por 1 hora, a temperatura ambiente, ao abrigo da luz e sob constante agitacdo. A
revelagdo da peroxidase foi realizada por quimioluminescéncia, utilizando-se o kit Super
Signal West Pro (Piere Biotechnology) e filmes de raio-X (Figura 8). Apds fixagdo e
revelagdo, os filmes foram escaneados e as bandas quantificadas com auxilio do programa

Quantity One.

NI IND CARD

30— D ED g e @ Laminina

Figura 8 — Imagem do resultado de western blot apds revelacdo em filme de raio-X.
Representacdo de um filme de raio-X correspondente ao western Blot da proteina laminina e do controle
endogeno GAPDH, com pesos moleculares de 230Kb e 36Kb, respectivamente. As bandas correspondem a
expressdo da laminina e de GAPDH por esferdides estimulados com soro de individuos néo infectados (NI) e de

pacientes portadores das formas clinicas indeterminada (IND) e cardiaca (CARD) da doenga de Chagas.
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3.13 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada a partir do teste ndo paramétrico Kruskal Wallis
seguido de Dunn’s, com o objetivo de detectar diferengas entre os grupos de pacientes, e do
teste de Wilcoxon, no intuito de realizar andlises pareadas, verificando diferencgas entre
culturas estimuladas ou ndo com antigenos do parasito. O nivel de significancia definido foi
de p < 0,05 e todas as andlises foram realizadas utilizando o Software GraphPad Prism 5.0
(San Diego, CA).

Para as andlises de correlagdo foi empregado o teste de Spearman’s (rS) Rank (dados
nao paramétricos) ou de Pearson (dados paramétricos), sendo as andlises realizadas utilizando
o Software JUMP 5.1 (SAS Institute). As diferencas estatisticamente significativas foram
consideradas quando p < 0,05.

Para as analises dos dados de polimorfismo foi utilizado o software Statistical Package
for Social Sciences (SPSS versdao 12.0. IBM corporation, USA), onde foram feitos testes de
associagdo genotipica e alélica univariada. Foi realizado o teste do Qui-quadrado (X %) para a
comparacgdo das frequéncias alélicas e genotipicas entre os grupos de estudados. A analise de
distribuicao genotipica foi realizada em tabela de contingéncia 3x2 enquanto a distribuicdo
alélica e dos gendtipos +/- em tabela 2x2. O Odds Ratio (OR) foi calculado considerando-se
um intervalo de confianca de 95%. Foram consideradas significativas as comparacdes em que

p<0,05.
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4- RESULTADOS

4.1 Avaliacao das metaloproteinases 2 e 9 e dos inibidores teciduais de metaloproteinases
1 e 2 em amostras de soro de individuos nio infectados e de pacientes portadores das

formas clinicas indeterminada e cardiaca da doenca de Chagas

As MMPs 2 e 9 sdo proteinas soluveis e, por isso, podem ser encontradas no soro. Sao
secretadas em sua forma latente, sendo necessaria uma ativagao extracelular. Dessa forma, no
soro podem ser encontradas MMPs ativas e inativas (Amalinei et al., 2007; Rydlova et al.,
2008). A dosagem dos TIMPs 1 e 2 foi feita através da técnica de Luminex (Millipore’s
MILLIPLEX™) ¢ a dosagem das MMPs 2 e 9 foi feita através dos ensaios de Milliplex e
zimografia, como descrito na metodologia. O kit Milliplex detecta, além das MMPs,
complexos MMP-TIMP e produtos da degradagdo dessas enzimas. Por outro lado, a
zimografia detecta os niveis das enzimas em sua forma intacta e, devido a presenga do SDS,
ndo permite a visualizagdo de complexos MMP-TIMP. Os resultados da zimografia nao
indicam atividade enzimatica, apenas um potencial de atividade proteolitica, e complementam

os resultados de milliplex (Opdenakker et al., 2001b; Vandooren et al., 2013).

4.1.1 Avaliacao dos niveis séricos das MMPs 2 e 9 determinados por Milliplex

Os resultados do milliplex mostraram que no grupo CARD os niveis séricos da MMP-
2 foram significativamente maiores em relacdo aos grupos IND e NI (Figura 9A). Em relagao
a MMP-9, as amostras de soro dos pacientes do grupo CARD apresentaram niveis
significativamente maiores da enzima em relacdo ao grupo NI (Figura 9B). Além da
comparagdo entre os grupos, outra estratégia de analise foi a comparag@o entre as proteinas.
Para essa comparagdo foram realizados o célculo de razdo e a analise de correlagdo. A razdo
entre as duas MMPs mostrou que, em todos os grupos, a expressaio de MMP-9, apesar de
aparentemente maior quando comparada a expressio da MMP-2, ndo foi estatisticamente
diferente (Figura 9C). Ja a andlise de correlagdo mostrou que no grupo IND a correlagdo entre
MMP-2 ¢ MMP-9 foi negativa e significativa, entretanto ndo foram observadas correlagdes
significativas nos grupos NI e CARD (Figura 9D).

A andlise dos niveis de TIMP-1 ndo revelou diferencas estatisticas significativas entre
os grupos estudados (Figura 10A). Por outro lado, os niveis séricos de TIMP-2 foram
significativamente maiores no grupo CARD em relacdo aos grupos IND e NI (Figura 10B). A
comparagdo entre os dois inibidores mostrou que a razdo entre TIMP-1 e TIMP-2 foi
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estatisticamente significativa entre os grupos NI e CARD, comprovando que os niveis de
TIMP-1 s3ao maiores que os niveis de TIMP-2 nas amostras estudadas (FiguralOC).
Correlagdo positiva e significativa foi observada entre TIMP-1 e TIMP-2 em todos os grupos

estudados (Figura 10D).
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FIGURA 9 — Analise dos niveis séricos das MMPs 2 e 9 dosados por Milliplex.

Os niveis séricos da MMP-2 (A) e da MMP-9 (B) foram avaliados em amostras de individuos NI (barra branca)
e de pacientes portadores das formas clinicas indeterminada (IND, barra cinza claro) e cardiaca (CARD, barra
cinza escuro) da doenga de Chagas, através da tecnologia do luminex. Os valores sdo expressos em ng/mL e os
resultados expressos como mediana com intervalo interquartil. As figuras C e D representam as analises de razao
e de correlacdo respectivamente. As diferencas estatisticas estdo representadas por linha conectoras e pelo

koo

simbolo e destacadas pelo quadrado vermelho nos graficos de correlagio.
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FIGURA 10 — Analise dos niveis séricos dos TIMPs 1 e 2.

Os niveis séricos do TIMP-1 (A) e do TIMP-2 (B) foram avaliados em amostras de individuos NI (barra branca)
e de pacientes portadores das formas clinicas indeterminada (IND, barra cinza claro) e cardiaca (CARD, barra
cinza escuro) da doenca de Chagas, como descrito na metodologia. Os valores sdo expressos em ng/mL e os
resultados expressos como mediana com intervalo interquartil. As figuras C e D representam as analises de razao
e de correlagdo respectivamente. As diferencas estatisticas estdo representadas por linha conectoras ¢ pelo

simbolo “*” e destacadas pelo quadrado vermelho nos graficos de correlag@o.

Na tentativa de verificar qual a relacdo entre os niveis séricos de MMPs e os TIMPS,
realizamos analises de correlagdo. A analise de correlacdo entre MMP-2 ¢ TIMP-1 mostrou
correlagdo positiva e significativa apenas no grupo CARD (Figura 11A). Por outro lado, a
correlacdo entre os niveis séricos de MMP-9 e TIMP-1 foi negativa e significativa nos grupos
IND e CARD (Figura 11B). A correlagio entre MMP-2 e TIMP-2 foi positiva e
estatisticamente significativa nos grupos NI, IND e CARD (Figura 11C) e entre os niveis de

MMP-9 e TIMP-2 a correlagao foi positiva e significativa apenas no grupo NI (Figura 11D).
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FIGURA 11 — Correlagdo entre os niveis séricos das MMPs 2 e 9 e os niveis séricos dos

TIMPs 1 e 2, dosados por Milliplex.
Os niveis das MMPs e dos TIMPs foram avaliados em amostras de individuos NI (n=25) e de pacientes
portadores das formas clinicas indeterminada (IND, n=23) e cardiaca (CARD, n=27) da doenga de Chagas,
utilizando a tecnologia do Luminex. A significancia das correlagdes foi dada para p<0,05, como destacado pelos
quadrados vermelhos. A ¢ B - Graficos de correlagdo entre os niveis séricos de TIMP-1 ¢ os niveis séricos de
MMP-2 e MMP-9. C e D - Graficos de correlagio entre os niveis séricos de TIMP-2 ¢ os niveis séricos de MMP-
2 e MMP-9.
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4.1.2 Avaliacio dos niveis séricos das MMPs 2 e 9 determinados por zimografia

Apo6s analise dos niveis de MMP-2 por zimografia, os resultados nao revelaram
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos IND e CARD (Figura 12A). A andlise
foi feita apenas entre esses dois grupos, pois no grupo NI a MMP-2 ndo foi detectada através
da zimografia. A analise dos dados mostrou, ainda, aumento significativo dos niveis da MMP-
9 em amostras de soro de pacientes portadores da forma clinica CARD, em relagdo ao grupo
IND. Além disso, os niveis da MMP-9 em amostras de soro do grupo IND foi menor em
relagdo ao grupo NI (Figura 12B). Foi realizada, ainda, a andlise da razdo entre MMP-9 e
MMP-2, que mostrou que os niveis da MMP-9 sdo maiores que os niveis da MMP-2, em
todos os grupos. Entretanto, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
(Figura 12C). A analise de correlagdo entre os niveis séricos dessas proteinas, detectados por
zimografia, foi realizada e mostrou que tanto no grupo IND quanto no grupo CARD a

correlagdo ¢ positiva e significativa (Figura 12D)
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FIGURA 12 — Analise da atividade enzimatica das MMPs 2 e 9 em amostras de soro.
A atividade enzimatica da MMP-2 (A) e da MMP-9 (B) foi avaliada em amostras de individuos NI (barra

v

branca) e de pacientes apresentando a forma clinica indeterminada (IND, barra cinza claro) e cardiaca (CARD,
barra cinza escuro) da doenga de Chagas, como descrito na metodologia. Os valores foram obtidos a partir da
subtracdo dos valores da area (mmy,), da banda selecionada, pelo volume (OD), como descrito na metodologia.
Os dados estdo expressos como mediana com intervalo interquartil. As figuras C e D representam as analises de
razdo e de correlacdo respectivamente. As diferengas estatisticas estdo representadas por linha conectoras e pelo

koo

simbolo e destacadas pelo quadrado vermelho nos graficos de correlagio.
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4.2 Correlacao entre os niveis de citocinas e os niveis séricos e atividade enzimatica das

metaloproteinases 2 e 9

As citocinas desempenham papel importante na regulagdo da resposta imune e,
seguramente, estdo envolvidas tanto na resisténcia a infeccdo quanto nos mecanismos
relacionados a evolugdo da doenca de Chagas. Um balango entre citocinas inflamatorias e
reguladoras representa elemento chave no estabelecimento das distintas formas clinicas da
doenca de Chagas. De fato, o desequilibrio entre as citocinas inflamatérias e anti-
inflamatoérias tem sido apontado como um dos fatores determinantes na morbidade da doenca
(Gomes et al., 2003, 2005; Vitelli-Avelar et al., 2006; Magalhaes et al., 2013).

As citocinas também estdo envolvidas na ativagdo das MMPs (Lockwood et al., 2008;
Deschamps & Spinale, 2006). Para avaliarmos se havia diferenca no balanco e na possivel
relacdo entre estes fatores, estudamos a correlacdo entre os niveis séricos das citocinas e os
niveis séricos das MMPs 2 e 9 dosados por Milliplex (Figuras 13) assim como dosados por
zimografia (Figura 14). Os niveis séricos das citocinas foram mostrados em trabalhos
anteriores do nosso grupo de pesquisa ¢ apontaram predominio de citocinas anti-inflamatorias
nos pacientes IND e de citocinas inflamatorias nos pacientes CARD (Gomes et al., 2003;
2005). Para a analise de correlagdo foram selecionadas quatro citocinas, sendo trés
inflamatorias (TNF-a, IL-6 e IL-1B) e uma anti-inflamatoria (IL-10). As citocinas
inflamatorias foram selecionadas a partir de artigos cientificos que mostraram a importancia
dessas citocinas para a ativagdo das MMPs (Lockwood et al., 2008; Deschamps & Spinale,
2006). A citocina IL-10 foi selecionada baseando-se na sua importancia para a regulagdo da
inflamac¢ao na doenga de Chagas, previamente descrita (Gomes et al., 2003, 2005; de Arauajo
2007, 2012).

Os resultados, a partir da dosagem por milliplex, mostraram correlagdo positiva e
significativa entre a MMP-2 sérica e IL-6 no grupo NI. Por outro lado, a correlagdo entre
essas duas variaveis foi negativa e significativa no grupo IND. No grupo CARD nao foi
observada correlacdo entre MMP-2 sérica e IL-6. As correlagcdoes entre MMP-9 sérica e 1L-6
ndo foram significativas. Além disso, ndo foi observada correlagdo entre os niveis séricos de

MMP-2 e MMP-9 em relacdo a TNF-a, IL-15 e IL-10 nos grupos estudados (Figura 13).
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FIGURA 13 — Correlagao entre os niveis séricos das citocinas e das MMPs 2 e 9, dosados por

Milliplex, de individuos ndo infectados e de pacientes portadores da doenca de Chagas
A andlise de correlagdo foi feita como descrito na metodologia. A andlise das correlagdes foi considerada
significativa para p<0,05, como destacado pelo quadrado vermelho. Os niveis séricos das citocinas e das MMPs

foram dosados em amostras de soro de individuos NI (n=25) e de pacientes portadores das formas clinicas

indeterminada (IND, n=23) e cardiaca (CARD, n=27).
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A andlise das correlagdes ndo mostrou muitas diferengas estatisticas entre os varios
parametros analisados. Entretanto, um ponto importante a ser destacado, principalmente em
pacientes portadores da doenga de Chagas, ¢ a diferenga no perfil entre MMP-2 e MMP-9. As
correlagdes entre as MMPs séricas e TNF-a, bem como IL-1p e IL-10, ndo apresentaram
grandes diferengas entre os grupos IND e CARD e entre as MMPs. Por outro lado, a
correlacdo entre MMP-2 sérica e IL-6 foi negativa e significativa no grupo IND. Além disso,
nos dois grupos, enquanto a correlacdo entre MMP-2 e IL-6 foi negativa, para MMP-9 essa
correlagdo foi positiva, mas nao significativa (Figura 13).

Outra andlise realizada foi a correlagdo entre os niveis séricos das citocinas ja
mencionadas acima, e os niveis séricos das MMPs dosadas por zimografia. As correlagdes
para MMP-2 ndo foram mostrados para o grupo NI, pois essa proteina nao foi detectada, por
essa técnica, nesses individuos. Nao foram observadas correlagdes estatisticamente
significativas nesse grupo. Para os grupos IND e CARD, foi observado maior nimero de
correlacdes significativas, principalmente no grupo IND. Observamos correlagdo significativa
apenas para MMP-2 no grupo IND em relagdo a TNF-a (Figura 14). As correlagdes com a
citocina IL-6 ndo apresentaram significancia estatistica. (Figura 14). No grupo IND, a citocina
IL-1B apresentou correlagdo negativa e significativa com a MMP-2. Ja no grupo CARD, a
correlacdo foi positiva e significativa entre IL-f e MMP-9 (Figura 14). Por fim, a citocina
anti-inflamatoria IL-10 apresentou correlagdo positiva e significativa com as MMPs 2 e 9 no
grupo IND (Figura 14).

A figura 15 traz um esquema com o resumo dos dados estatisticamente significativos
encontrados a partir dessas correlagdes. Podemos observar claramente que no grupo IND a
MMP-2 se correlaciona negativamente com as citocinas inflamatorias e positivamente com a
citocina anti-inflamatoria IL-10. Além disso, observamos correlagao inversa entre os niveis de
MMP-2 ¢ MMP-9 nos pacientes do grupo IND. No grupo CARD a MMP-9 também se
correlaciona positivamente com IL-10. No entanto, correlacdo positiva e significativa &,

também, observada com a citocina inflamatoria IL-1[3.
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FIGURA 14 — Correlagao entre os niveis séricos das citocinas e das MMPs 2 e 9, dosados por

zimografia, de individuos ndo infectados e de pacientes portadores da doenca de Chagas

A andlise de correlagdo foi feita como descrito na metodologia. A andlise das correlagdes foi considerada
significativa para p<0,05. Os niveis séricos das citocinas bem como a atividade enzimatica foram dosados em
amostras de soro de individuos NI (n=25) e de pacientes portadores da forma clinica indeterminada (IND, n=23)
e cardiaca (CARD, n=27).
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FIGURA 15 — Esquema representativo dos principais resultados obtidos a partir da analise de

correlagdo entre os niveis séricos das citocinas ¢ as MMPs 2 ¢ 9

Esse esquema retne as principais correlagdes significativas entre os niveis séricos das citocinas e as MMPs 2 e 9,
incluindo-se os niveis séricos dosados pelas duas técnicas, milliplex e zimografia. O objetivo foi resumir o perfil
de citocinas encontrado para pacientes portadores da doenca de Chagas. A linha continua representa as
correlagdes encontradas em amostras de pacientes portadores da forma clinica indeterminada (IND) e a linha
pontilhada representa as correlagdes encontradas em amostras de pacientes portadores da forma clinica cardiaca

(CARD). A correlag@o positiva esta representada pelo simbolo (+) e a correlagdo negativa pelo simbolo (-).
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4.3 Avaliacdo da expressio de metaloproteinases 2 e 9 por células do sistema imune
(linfocitos e mondcitos) do sangue periférico de individuos nao-infectados e de pacientes
portadores das diferentes formas clinicas da doenca de Chagas, antes e apdés estimulo

por antigenos do T. cruzi

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das formas graves da doenca de
Chagas e sua morbidade sdo ainda pouco compreendidos. Acredita-se que estas manifestacdes
sdo consequéncia de multiplos fatores, dentre eles destaca-se a resposte imune. A mobilizagao
do sistema imune ¢ importante na redu¢do da carga parasitaria, mas, por outro lado, pode
contribuir para o aparecimento das manifestacdes cronicas observadas em alguns pacientes
(Gomes et al., 2005; Dutra & Gollob, 2008; Sathler-Avelar et al., 2009). Além das citocinas,
os leucocitos também estdo envolvidos na producdo e secrecdo das MMPs, principalmente
MMP-9 (Opdenakker et al., 2001b,c; Brunner et al., 2010; Edsparr et al., 2011).

Considerando-se que monocitos e linfocitos desempenham papel importante na
resposta imune desencadeada pelo T. cruzi (Gomes et al., 2005, 2012), investigamos a
frequéncia dos niveis intracitoplasmaticos das MMPs 2 e 9 e sua principal fonte celular dentro
das células mononucleares.

A expressao das metaloproteinases 2 e 9 foi avaliada intracelularmente em linfécitos T
CD4" e CD8" e em mondcitos CD14", no contexto €X Vivo, na presenca e na auséncia (cultura

controle) de estimulo com antigenos do T. cruzi (TRIPO).

4.3.1 Avaliacio dos niveis intracitoplasmaticos de MMP-2

Apos analise dos dados, observou-se maior expressdo ex vVivo de MMP-2 por linfocitos
TCD4" de pacientes portadores da doenga de Chagas em relagdo aos individuos NI.
Entretanto, na cultura controle e ap6s estimulo por TRIPO ndo observamos diferengas
estatisticamente significativas. Nao foram observadas diferencas quando comparamos os
grupos IND e CARD. Ao comparar a expressio de MMP-2 por LT CD4" na presenca e
auséncia de estimulo, observou-se que no grupo NI a expressdo apos estimulo foi
significativamente maior (Figura 16A).

Os resultados das andlises das células T CDS8" revelaram maior expressdo ex Vivo de
MMP-2 por essas células nos grupos IND e CARD em relagdo ao grupo NI. Quando em
cultura, tanto na auséncia quanto na presenca de TRIPO, células T CD8" do grupo CARD
apresentaram maior expressdo de MMP-2 quando comparadas as células CD8" do grupo NI e

IND. Além disso, na cultura controle, o grupo CARD apresentou maior percentual de MMP-2
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dentro de LT CD8", em relagdo ao grupo IND. Por fim, LT CD8" do grupo NI na presenca de
estimulo com TRIPO apresentaram maior expressio de MMP-2 em relacdo aos LTCDS" na
auséncia de estimulo (Figura 16B).

A analise da expressio de MMP-2 por mondcitos CD14" ndo mostrou diferengas
significativas entre os grupos estudados, tanto no contexto €X Vivo quanto apds cultura.
Entretanto, comparando-se a expressdo de MMP-2 na cultura controle e apo6s estimulo,
mondcitos CD14" apresentaram aumento significativo da produgdo de MMP-2, apés estimulo

por TRIPO, em todos os grupos estudados (Figura 16C).
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FIGURA 16 — Andlise da expressdao da metaloproteinase-2 por linfécitos e monocitos.

A expressdo das MMP-2 foi avaliada em linfécitos T CD4'(A), T CD8" (B) e em monécitos CD14" (C) do
sangue periférico de individuos NI (barra branca) e de pacientes portadores das formas clinicas indeterminada
(IND, barra cinza claro) e cardiaca (CARD, barra cinza escuro) da doenca de Chagas. Os valores sdo expressos
em percentual de células positivas. A primeira coluna representa os dados no contexto ex Vvivo, a segunda coluna
representa os dados da cultura controle e a terceira coluna representa os dados apds estimulagdo in vitro com
antigenos de T. cruzi. As diferengas estatisticas estdo representadas por linha conectoras e pelo simbolo “*”. O
simbolo “#” significa diferenga estatistica significativa entre a cultura estimulada com TRIPO e a cultura

controle.
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4.3.2 Avaliacio dos niveis intracitoplasmaticos de MMP-9

A expressio de MMP-9 por LT CD4" foi significativamente maior no grupo CARD
em relagdo ao grupo NI, no contexto ex vivo. Na cultura controle ndo foram observadas
diferencas estatisticas significativas entre os grupos. Apos estimulo, a expressio de MMP-9
por linfécitos T CD4" foi maior no grupo NI quando comparada aos grupos IND ¢ CARD.
Como observado para MMP-2, no grupo NI, LT CD4" aumentam significativamente a
expressao MMP-9 apos estimulo com TRIPO em relagdo as células ndo estimuladas (Figura
17A).

A expressdo de MMP-9 por linfécitos T CD8" foi significativamente maior no grupo
CARD em relagdo ao grupo NI, no contexto ex vivo. Novamente, na cultura controle nao
foram observadas diferengas estatisticas significativas entre os grupos. Apos estimulo por
TRIPO, a expressdo de MMP-9 por linfocitos T CD8" foi significativamente maior no grupo
CARD em relagao ao grupo IND. A andlise comparativa da expressao antes e apos estimulo
nao mostrou diferengas estatisticamente significativas (Figura 17B).

A analise do percentual de monécitos CD14" expressando MMP-9" mostrou que, no
contexto eX Vivo, esse percentual ndo se alterou entre os grupos NI, IND ¢ CARD. Por outro
lado, os grupos IND e CARD apresentaram percentual de monécitos CD14"MMP-9"
significativamente maior quando comparado ao percentual de monécitos CD14 MMP-9" do
grupo NI, na cultura controle e apds estimulo com TRIPO. Além disso, apos estimulo, a
expressio de MMP-9 por mondcitos CD14" foi significativamente maior em relagio as

células ndo estimuladas em todos os grupos estudados (Figura 17C).
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FIGURA 17 — Anélise da expressdo da metaloproteinase-9 por linfécitos e monocitos.

A expressdo das MMP-9 foi avaliada em linfocitos T CD4°(A), T CD8" (B) e em mondcitos CD14" (C) do
sangue periférico de individuos NI (n=6) e de pacientes portadores das formas clinicas indeterminada (IND, n=7)
e cardiaca (CARD, n=10) da doenga de Chagas. Os valores sdo expressos em percentual de células positivas. A
primeira coluna representa os dados no contexto ex Vivo, a segunda coluna representa os dados da cultura
controle e a terceira coluna representa os dados apds estimulagéo in vitro por antigenos de T. cruzi. As diferengas
estatisticas estdo representadas por linhas conectoras e pelo simbolo “*”. O simbolo “#” significa diferenca

estatistica significativa entre a cultura estimulada com TRIPO e a cultura controle.
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4.3.3 Avaliacio da principal fonte celular das MMPs 2 e 9, a partir de leucodcitos
mononucleares

A partir dos resultados mostrados acima, o préximo questionamento foi qual seria a
principal fonte das MMPs, dentro das células mononucleares. Foram feitas analises adicionais
para obtenc¢do de evidéncias a cerca do nimero de células mononucleares MMP-2" ¢ MMP-
9". Nossos dados mostram que a expressdo intracelular de MMP-2 foi significativamente
maior em linfocitos T CD4" e CD8" quando comparados aos mondcitos CD14", em
individuos NI. Nos grupos IND ¢ CARD, os linfécitos TCD8" se destacaram como as células
que mais expressaram MMP-2, em relagdo aos linfocitos T CD4" e aos mondcitos CD14".
Ainda nesses grupos, a expressao intracelular de MMP-2 foi significativamente maior em
linfocitos T CD4" quando comparados aos mondcitos CD14" (Figura 18A).

A expressdo intracelular de MMP-9 ndo foi diferente entre os linfocitos T CD4" e
CDS8" e os mondcitos CD14", em individuos NI. No grupo IND, a expressdo de MMP-9 foi
maior em linfécitos TCD8" em relagdo aos mondcitos CD14". Os linfocitos TCD8" também
foram as células que mais expressaram MMP-9 no grupo CARD, mas em relacdo aos
linfocitos TCD4" (Figura 18B).

De maneira geral, nossos resultados mostram que em todos os grupos os linfécitos
TCDS8" sdo as células que mais expressaram MMP-2. Além disso, em pacientes com doenga

de Chagas linfocitos TCDS sdo a principal fonte de MMP-9 também (Figura 18).
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FIGURA 18 — Avaliaciao da produ¢ao de MMP-2 e MMP-9 por células mononucleares

do sangue periférico e suas subpopulagdes.

A analise da principal fonte de MMP-2 (A) e MMP-9 (B) foi realizada a partir da sele¢@o inicial das células
mononucleares totais, seguida da avaliacdo da expressdo de MMPs dentro das subpopulagdes. As subpopulagdes
avaliadas foram monocitos, Linfocitos T CD4" ¢ CDS". Os dados sdo expressos como mediana com intervalo
interquartil. Os dados também sdo mostrados em graficos de pizza que representam a propor¢ao de linfocitos T
CD4" e CD8" e mondcitos CD14" dentro das células mononucleares produtoras de MMP-2 e MMP-9. As

1734

diferencas estatisticas estdo representadas por linhas conectoras e pelo simbolo
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4.4 Avaliagdo do efeito in vitro do soro de individuos nido infectados e de pacientes
portadores de diferentes graus de acometimento cardiaco da doenca de Chagas sobre a
expressio de proteinas de matriz do microtecido cardiaco, utilizando cultura

tridimensional de cardiomiocitos de camundongo

As MMPs estdo envolvidas no remodelamento cardiaco a partir da degradagdo da
matriz extracelular (Geurts et al., 2011; Manello & Medda, 2012). Apds avaliacdo do soro e
do sangue periférico, em relagdo as MMPs e seus inibidores, nosso proéximo objetivo foi
avaliar a expressdo de proteinas de matriz na presenca do soro de individuos nao infectados e
de pacientes portadores da doenga de Chagas, utilizando cultura tridimensional (3D) de
cardiomidcitos de camundongos como descrito em materiais € métodos.

O desenvolvimento do modelo de cultivo primario de células musculares cardiacas
vem contribuindo para um maior entendimento da patogénese da doenga de Chagas (Meirelles
et al., 1986; Garzoni et al., 2004). Agregados celulares do tipo esferdide tém sido empregados
nos ultimos anos para a produgdo de microtecidos in vitro. Neste sistema as células
(cardiomiocitos) e a MEC organizam-se em 3D como ocorre no tecido cardiaco in vitro. As
interagdes célula-célula e célula-MEC em um sistema 3D s3o essenciais para mimetizar a
resposta observada nos tecidos in vivo (Garzoni et al., 2008).

Primeiramente, foi feita a analise da contragdo dos esferdides apds 2 e 72 horas de
cultura, com objetivo de detectar diferencas entre os estimulos com soro de individuos NI e
soro de pacientes portadores da doenca de Chagas. Apds 2 horas, os esferdides estimulados
com soro de pacientes CARD iniciaram redu¢do na contragdo, porém as diferencas entre os
grupos nao foram estatisticamente significativas (Figura 19A). Quando avaliados apds
72horas, os esferoides estimulados com soro de pacientes portadores da doenga de Chagas,
tanto IND quanto CARD, apresentaram reducdo significativa nas contragdes, em relagdo aos
esferoides estimulados com soro de individuos NI (Figura 19B).

O efeito do soro de individuos ndo infectados e de pacientes portadores da doenga de
Chagas sobre a expressdo de proteinas da matriz do microtecido cardiaco também foi
avaliado. Em relacdo a expressao das proteinas de matriz, a andlise dos resultados mostrou um
aumento significativo da expressdo de colageno tipo I pelas células na presenca de soro de
pacientes IND e CARD em relagdo as células na presenga de soro de individuos NI (Figura
20A). A expressdo de fibronectina também foi significativamente maior na cultura com soro
de pacientes IND em relagdo a cultura com soro de individuos NI, ndo sendo observadas

diferengas em relagdo ao grupo CARD (Figura 20B). A expressdo de laminina ndo apresentou
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diferengas estatisticas significativas na presenca de soro de pacientes portadores da doenga de

Chagas e de individuos NI (Figuras 20C).
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FIGURA 19 — Analise da contragao de esferdides estimulados com soro

A partir da observagdo dos esferdides em microscopio Optico, a contragdo dos esferdides foi calculada,
considerando 10 esferoides em cada pogo da placa de 24 pogos, sendo no total 4 pogos para cada estimulo. As
contragdes para cada esferdide foram contabilizadas no tempo de 10 segundos. A- Grafico representativo das
contragdes dos esferdides apos 2hs de cultura com soro. B- Grafico representativo das contragdes dos esferoides
apos 72hs de cultura com soro. As diferengas estatisticas estdo representadas por linhas conectoras e pelo

simbolo “*”. MC3D - Microtecido cardiaco em cultura 3D

Os resultados revelaram ainda aumento significativo na expressio da MMP-2 por
esferdides estimulados com soro de pacientes IND em relagdo aos esferdides estimulados com
soro de individuos NI (Figura 20D). Por outro lado, a expressao da MMP-9 nao apresentou
diferentes estaisticas entre as culturas avaliadas (Figura 20E). A expressao dos inibidores das
MMPs também foi avaliada e os resultados mostraram uma maior expressao de TIMP-1 pelas
células estimuladas com soro de pacientes CARD em relagdo a cultura estimulada com soro
de individuos NI (Figura 20F). O mesmo aconteceu para a expressao de TIMP-4. Além disso,
a expressdao de TIMP-4 foi maior na cultura estimulada com soro de individuos NI quando

comparada as cultura estimuladas com soro de pacientes CARD e individuos NI (Figura
20G).
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FIGURA 20 — Analise da expressao de proteinas de matriz em microtecido cardiaco

As proteinas de matriz foram avaliadas a partir de proteinas extraidas de microtecido cardiaco na presenca de
soro de individuos NI (n=10) e de pacientes portadores das formas clinicas indeterminada (IND, n=10) e
cardiaca (CARD, n=10) da doenga de Chagas, como descrito na metodologia. A analise da expressdo de
colageno tipo I (A), fibronectina (B), laminina (C), MMP-2 (D), MMP-9 (E), TIMP-1 (F) e TIMP-4 (G) foi
realizada pelo indice de variagdo (IV) da expressdo das proteinas em relagdo ao grupo controle. As diferencas
estatisticas estdo representadas por linhas conectoras e pelo simbolo “*”. MC3D - Microtecido cardiaco em
cultura 3D

Correlacionando os dados da expressdao das proteinas de matriz com os dados da
expressao de MMPs, observamos que a expressao de MMP-2 possui correlagdo negativa e
significativa com a expressdo de laminina em todos os grupos estudados (Figura 21A),
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enquanto que a expressao de MMP-9 apresentou correlacdo positiva, em relagdo a expressao
de laminina em todos os grupos. No entanto, a expressdo foi significativa apenas no grupo
IND (Figura 21B). Em relagdo a fibronectina, a expressao de MMP-2 mostrou correlagdo
positiva no grupo NI e correlacdo negativa nos grupos IND e CARD, sendo esta tltima
estatisticamente significativa (Figura 21C). A expressdo de MMP-9 no grupo NI ndo se
correlacionou com a expressao de fibronectina, entretanto, nos grupos IND e CARD essa
correlagdo foi positiva, sendo significativa apenas no grupo CARD (Figura 21D). As analises
entre Colageno e MMPs e TIMPs e MMPs também foram feitas, mas ndo apresentaram

correlagdo e, por essa razao, ndo sdo mostradas.
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FIGURA 21 — Correlagdo entre a expressado de MMP-2 e -9 e a expressdao de laminina e

fibronectina

A andlise de correlagdo foi feita como descrito na metodologia. As correlagdes foram consideradas
estatisticamente significativas quando p<0,05 (destacado pelo quadrado vermelho). A expressdo das proteinas foi
avaliada em esferdides na presenga de soro de individuos NI (n=10), de pacientes portadores da forma cinica
indeterminada (IND, n=10) e cardiaca (CARD, n=10) da doenca de Chagas. A e B- Correlagdo da expressao de
MMP-2 e MMP-9 com a laminina. B e C- Correlagdo da expressdo de MMP-2 e MMP-9 com a fibronectina.
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A Figura 22 traz um esquema com o resumo dos dados estatisticamente significativos
encontrados a partir das correlagdes mostradas acima. Podemos observar claramente que a
MMP-2 apresenta correlacdo negativa com fibronectina e laminina, nos grupos IND e CARD,

enquanto que a MMP-9 se correlaciona positivamente com essas proteinas.

MMP-2 () (+) R
O e 0 i

] o L ()

FIBRONECTINA LAMININA

FIGURA 22 — Esquema representativo dos principais resultados obtidos a partir da analise de

correlacdo entre a expressao de proteinas de matriz e as MMPs 2 e 9

Esse esquema reune as principais correlagdes estatisticamente significativas entre a expressdo de proteinas de
matriz ¢ as MMPs 2 ¢ 9. O objetivo foi resumir o perfil encontrado para pacientes portadores da doenga de
Chagas. A linha continua representa as correlagdes encontradas a partir de amostras de soro de pacientes
portadores da forma clinica indeterminada (IND) e a linha pontilhada representa as correlagdes encontradas a
partir de amostras de soro de pacientes portadores da forma clinica cardiaca (CARD). A correlagdo positiva esta

representada pelo simbolo (+) e a correlacdo negativa estéd representada pelo simbolo (-).
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4.5 Avaliacio da ocorréncia de polimorfismo de nucleotideo unico em genes
codificadores de membros da familia das metaloproteinases (MMP-2 e MMP-9) e de seu

inibidor (TIMP-1)

A partir dos resultados encontrados acima e tendo em vista que a patologia da doenca de
Chagas pode ser decorrente de fatores genéticos do paciente, nosso proximo passo foi
identificar a ocorréncia de polimorfismo em genes codificadores das MMP-2 e -9 e do TIMP-
1 e avaliar se essas alteragdes estdo associadas a mudangas nos niveis dessas moléculas.

Os tipos mais comuns de polimorfismos s3o: segmentos repetidos in tandem
(nucleotideos de mini e microsatélites), delecdes/ insercdes/ duplicagdes de segmentos
pequenos ou grandes e polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) (Chorley et al., 2008). Os
SNPs sdo sitios no genoma onde a sequéncia de DNA de uma porcentagem de individuos da
populacdo difere por uma tinica base (De Nardini, 2009).

A presenca do polimorfismo em um determinado gene pode ou ndo acarretar em
alteracdes funcionais. A maioria dos polimorfismos ¢ encontrada nas regides nao
codificadoras dos genes (introns), mas que podem influenciar no padrdo de expressdo da
molécula por constituir regides de interacdo com fatores de transcrigdo. Ja os polimorfismos
presentes nos €éxons € na regido promotora afetam diretamente esses padroes. Ha cerca de 10
milhdes de polimorfismos de nucleotideo tnico no genoma humano sendo que cada um
poderia representar a chave para entender riscos envolvendo doencas (Bradbury et al., 2004).

Todos os polimorfismos estudados neste trabalho foram avaliados em 146 individuos,
sendo 52 individuos nao infectados e 94 pacientes portadores da doenga de Chagas, sendo 47
portadores da forma clinica indeterminada e 47 portadores da forma clinica cardiaca, como
mostrado na Figura 1.

Inicialmente foi realizada a avaliacdo das frequéncias dos genotipos esperada versus
observada através do Equilibrio de Hardy-Weinberg, que verifica se a variacdo genética de
uma determinada populacdo esta preservada. A verificagdo do equilibrio de um loco pode ser
realizada pela contagem das frequéncias genotipicas (Ridley, 2006). Primeiro calculam-se as
frequéncias génicas e em seguida verificam-se as frequéncias de homozigotos. Se a frequéncia
de homozigotos observada se igualar ao quadrado de suas frequéncias génicas, a populagdo
esta em equilibrio de Hardy-Weinberg. Se as frequéncias ndo se igualam, a popula¢ao nao
estad em equilibrio (Ridley, 2006).

O equilibrio de Hardy-Weinberg mostra se as frequéncias génicas se mantém constantes

ao longo das geragdes, fundamentando-se na hipotese de que na auséncia de fatores
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evolutivos atuando sobre uma populagdo, as frequéncias génicas permaneceriam inalteradas e
as proporcdes genotipicas atingiriam um equilibrio estavel, mostrando a mesma relagdo
constante entre si ao longo do tempo (Ridley, 2006).

Considerando-se um nivel de significancia de 5% e grau de liberdade igual a 1, os valores
de X ? inferiores a 3,84 indicam que a populacio estd em equilibrio. Os resultados desta

analise estdo mostrados na tabela 4.

Tabela 4 — Equilibrio de Hardy-Weinberg para os polimorfismos estudados

Polimorfismo X2 Valor de p
MMP-2 (-1575 G/A) 3,7339 0,0533
MMP-2 (-1306 C/T) 121,334 0,0000

MMP-2 (-735 C/T) 1,1178 0,2904
MMP-9 (-1562 C/T) 69,0804 0,0000
TIMP-1 (+372 C/T) 50,6718 0,0000

De acordo com os dados obtidos, apenas os polimorfismos MMP-2 (-1575 A/G) e MMP-

2 (-735 C/T) encontram-se em equilibrio.

4.5.1 Avaliacio do perfil genotipico e alélico

4.5.1.1 Polimorfismo G/A na posic¢éo -1575 do gene MMP-2

A genotipagem do polimorfismo no gene MMP-2 (-1575 G/A) nos diferentes grupos de
estudo estd apresentada na Tabela 5. A comparagdo entre os trés genotipos nos diferentes
grupos nao apresentou resultados estatisticamente significativos. Em relacdo a frequéncia
alélica, € possivel observar que o alelo ancestral G ¢ mais frequente no grupo NI em relagao
ao grupo CARD (p=0,0005). Entretanto, ndo foram encontradas diferencas da frequéncia
alélica entre as formas clinicas da doencga de Chagas. A analise comparativa da presenga (A+)
ou auséncia (A-) do alelo polimérfico ndo mostrou diferencas significativas entre os grupos

estudados.
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Tabela 5 - Avaliagdo do perfil genotipico e alélico do polimorfismo G/A na posi¢ao -1575 do

gene MMP-2
NI IND CARD
n(%) n(%) n(%)

GENOTIPOS
GG 30 (58%) 20 (43%) 11 (23%)
AG 16 (31%) 19 (40%) 23 (49%)
AA 6 (12%) 8 (17%) 13 (28%)

ALELOS
G 76 (73%) 59 (63%) 45 (48%)
A 28 (27%) 35 (37%) 49 (52%)
PRESENCA/ AUSENCIA

G+ (AG/GG) 47 (90%) 39 (83%) 34 (72%)
G- (AA) 5 (10%) 8 (17%) 13 (28%)

4.5.1.2 Polimorfismo C/T na posic¢éo -1306 do gene MMP-2

A genotipagem do polimorfismo no gene MMP-2 (-1306 C/T) nos diferentes grupos de

estudo estd apresentada na Tabela 6. A comparagdo entre os trés genotipos nos diferentes

grupos nao apresentou resultados estatisticamente significativos. Em relacdo a frequéncia

alélica foi possivel observar que o alelo polimoérfico T € mais frequente no grupo CARD em

relacdo ao grupo IND (p=0,0124). A analise da presenca (T+) /auséncia (T-) do alelo

polimorfico ndo mostrou diferengas significativas entre os grupos estudados.
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Tabela 6 - Avaliacdao do perfil genotipico e alélico do polimorfismo C/T na posi¢ao -1306 do

gene MMP-2
NI IND CARD
n(%) n(%) n(%)
GENOTIPOS
45 (87%) 38 (81%) 33 (70%)
6 (12%) 8 (17%) 12 (26%)
1 (2%) 1 (2%) 2 (4%)
ALELOS
91 (87%) 77 (82%) 68 (72%)
13 (13%) 17 (18%) 26 (28%)
PRESENCA/ AUSENCIA
T+ (CT/TT) 7 (13%) 9 (19%) 14 (30%)
45 (87%) 38 (81%) 33 (67%)

4.5.1.3 Polimorfismo C/T na posicéo -735 do gene MMP-2

A genotipagem do polimorfismo no gene MMP-2 (-735 C/T) nos diferentes grupos de

estudo estd apresentada na Tabela 7. A comparacdo entre os trés genotipos e da frequéncia

alélica nos diferentes grupos ndo revelou resultados estatisticamente significativos. E possivel

observar que, de maneira geral, o alelo polimérfico T é menos frequente em relagdo ao alelo

C, porém nao foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos

estudados.
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Tabela 7 - Avaliacdo do perfil genotipico e alélico do polimorfismo C/T na posi¢ao -735

do gene MMP-2

NI IND CARD
n(%) n(%) n(%)
GENOTIPOS

CcC 44 (85%) 39 (83%) 34 (72%)

TT 1 2%) 0 (0%) 2 (4%)
CT 7 (13%) 8 (17%) 11 (23%)

ALELOS
C 95 (91%) 86 (91%) 79 (84%)
T 9 (9%) 8 (9%) 15 (16%)
PRESENCA/ AUSENCIA

T+ (CT/TT) 8 (17%) 8 (17%) 13 (28%)
T- (CC) 44 (85%) 39 (83%) 34 (72%)

4.5.1.4 Polimorfismo C/T na posic¢éo -1562 do gene MMP-9

A genotipagem do polimorfismo no gene MMP-9 (-1562 C/T) nos diferentes grupos de
estudo estd apresentada na Tabela 8. A andlise do polimorfismo mostrou frequéncias
genotipicas bem distintas entre os grupos estudados, sendo encontradas diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos NI e CARD (p=0,029) e entre os grupos IND e
CARD (p=0,032). Os valores das frequéncias genotipicas revelaram que o gendtipo CT ¢
mais predominante no grupo CARD, onde apenas 6% das amostras desse grupo apresentaram
genotipo TT. Ja& os grupos NI e IND apresentaram percentuais maiores do genotipo TT, 27% e
21%, respectivamente. As frequéncias alélicas ndo foram estatisticamente diferentes entre os
grupos estudados. O genotipo CC ndo foi encontrado nas amostras estudadas, isto €, o alelo
polimérfico T estd presente em 100% das amostras e, por essa razao, ndo foi possivel efetuar

a analise estatistica em relagdo a presenga ou auséncia do alelo T.

84



Tabela 8 - Avaliacdo do perfil genotipico e alélico do polimorfismo C/T na posigdo -1562 do

gene MMP-9

NI IND CARD
n(%) n(%) n(%)
GENOTIPOS

CcC 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

TT 14 (27%) 10 (21%) 3 (6%)
CT 38 (73%) 37 (79%) 44 (94%)

ALELOS
C 38 (36%) 37 (39%) 44 (47%)
T 66 (64%) 57 (61%) 50 (53%)
PRESENCA/ AUSENCIA

T+ (CT/TT) 52 (100%) 47 (100%) 47 (100%)

T- (CC) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

4.5.1.5 Polimorfismo C/T na posi¢ao +372 do gene TIMP-1

A genotipagem do polimorfismo no gene TIMP-1 (+372 C/T) nos diferentes grupos de
estudo estdo apresentadas nas Tabelas 9, 10 e 11. O gene TIMP-1 ¢ localizado no
cromossomo X e, por essa razao, a analise foi feita agrupando os pacientes por género. Vale
ressaltar que apenas os individuos do sexo feminino apresentam gendtipos heterozigotos para
esse gene, logo, para pacientes do género masculino a Unica analise realizada foi em relagdo a
presenga ou auséncia do alelo polimoérfico T. A Tabela 9 mostra os dados das analises de
frequéncia fenotipica e alélica dos pacientes do sexo feminino, a Tabela 10 traz os dados dos
pacientes do sexo masculino e a Tabela 11 mostra os dados de presenga ou auséncia, dos
individuos quando agrupados.

Entre os pacientes do sexo feminino, ndo foram encontradas diferencas estatisticas nas
frequéncias genotipicas e alélicas avaliadas (Tabela 9). No grupo de pacientes do sexo
masculino a diferenca encontrada foi entre os grupos NI e CARD (p=0,010), em relagdo a
presenca ou auséncia do alelo polimorfico T, apontando maior frequéncia do alelo
polimérfico T no grupo NI. Entre os demais grupos nenhuma diferenga estatistica foi

observada (Tabela 10).
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A andlise do polimorfismo em ambos os géneros mostrou diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos IND e CARD em relacao a presenga do alelo polimorfico T. A

presenca do alelo T foi significativamente maior no grupo CARD quando comparado ao

grupo IND (p=0,006; OR=3,314), mostrando, ainda, que pacientes que apresentam o alelo T

tem 3 vezes mais chance de desenvolver a forma cardiaca da doenca de Chagas (Tabela 11).

Tabela 9 - Avaliacdo do perfil genotipico e alélico do polimorfismo C/T na posi¢do +372 do

gene TIMP-1 de pacientes do sexo feminino

NI IND CARD
n(%) n(%) n(%)
GENOTIPOS

CC 12 (33%) 9 (31%) 12 (48%)
TT 18 (50%) 17 (59%) 11 (44%)

CT 6 (17%) 3 (10%) 2 (8%)

ALELOS
C 30 (42%) 21 (36%) 26 (52%)
T 42 (58%) 37 (64%) 24 (48%)
PRESENCA/ AUSENCIA

T+ (CT/TT) 24 (67%) 20 (69%) 13 (52%)
T- (CC) 12 (33%) 9 (31%) 12 (48%)

Tabela 10 - Avaliagao do perfil genotipico e alélico do polimorfismo C/T na posi¢ao +372 do

gene TIMP-1 de pacientes do sexo masculino

NI IND CARD
n(%) n(%) n(%)
PRESENCA/ AUSENCIA
T+ (CT) 12 (92%) 9 (90%) 5 (83%)
T- (CC) 1 (8%) 1 (10%) 1 (17%)
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Tabela 11 - Avaliacdo do perfil genotipico e alélico do polimorfismo C/T na posi¢do +372 do

gene TIMP-1 em pacientes dos géneros feminino € masculino

NI IND CARD
n(%) n(%) n(%)
PRESENCA/ AUSENCIA
T+ (CT/TT) 32 (62%) 22 (47%) 35 (74%)
T- (CC) 20 (38%) 25 (53%) 12 (26%)

4.5.2- Analise entre os niveis séricos de MMP-2, MMP-9 e TIMP-1 e a distribuicao

dos gendtipos e alelos dos respectivos genes.

Para verificar se os dados genotipicos podem influenciar os niveis séricos das MMPs 2 e
9 e do TIMP-1 analisamos essas variaveis em relacdo aos genotipos e alelos apresentados
pelos individuos estudados. Com essa andlise, pode-se verificar também se a presenca ou
auséncia do alelo polimérfico pode influenciar os niveis séricos das MMPs 2 ¢ 9 e do TIMP-1

nos individuos estudados.

4.5.2.1-Anélise dos niveis séricos da MMP-2 de individuos NI e portadores da doenca
de Chagas de acordo com as frequéncias genotipicas referentes aos polimorfismos -1575
G/A; -1306 C/T e -735 C/T.

O alelo ancestral (G) referente ao polimorfismo -1575 G/A da MMP-2 tem sido associado
a maior produ¢ao da MMP-2 e, portanto, a presenca do alelo polimdrfico (A) leva a redugdo
dos niveis de MMP-2 (Hua et al., 2009; Mossbock et al., 2010). A andlise dos niveis séricos
de MMP-2 em relagdo a frequéncia genotipica ndo mostrou diferencas estatisticamente
significativas entre os niveis séricos da MMP-2 para os gendtipos homozigotos GG e AA. Por
outro lado, individuos NI que possuem o gendtipo heterozigoto GA apresentam menores
niveis séricos de MMP-2 em rela¢do aos pacientes CARD portadores do mesmo genotipo

(p=0,0378) (Figura 23).
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FIGURA 23 — Anadlise dos niveis séricos da MMP-2 de acordo com as frequéncias

genotipicas referentes ao polimorfismo -1575 A/G.

Os niveis séricos da MMP-2 e o polimorfismo foram avaliados em amostras de individuos NI (barra branca) e de
pacientes portadores das formas clinicas indeterminada (IND, barra cinza claro) e cardiaca (CARD, barra cinza

escuro) da doenca de Chagas, como descrito na metodologia. Os dados estdo expressos como mediana com

3T

intervalo interquartil. As diferencas estatisticas estdo representadas por linhas conectoras e pelo simbolo

Dados da literatura demonstram que a presenca do alelo polimdrfico T, referente ao
polimorfismo -1306 C/T da MMP-2, estda associada a reducdo da transcricdio de MMP-2
(Beeghly-Fadiel et al., 2009; Mossbock et al., 2010). Nossos resultados mostram que
individuos portadores do genotipo homozigoto CC da forma clinica CARD apresentam
maiores niveis séricos de MMP-2 quando comparado aos individuos NI portadores do mesmo
gendtipo (p=0,007). E importante salientar que o gendtipo heterozigoto CT nio foi detectado
em amostras de individuos NI e de pacientes IND usadas para dosar os niveis séricos da
MMP-2, e, por essa razdo, ndo foi possivel realizar a analise estatistica para esse genodtipo.
Nao foram encontradas diferengas estatisticas significativas nos niveis séricos da MMP-2 para
o genotipo TT (Figura 24).

Com relagdo ao polimorfismo -735 C/T, relatos da literatura demonstram que a presenga
do alelo polimoérfico T estd associada a menor produgdo da MMP-2 (Beeghly-Fadiel et al.,
2009; Hua et al., 2009). Em nossas analises ndo foram observadas diferencas estatisticamente

significativas entre os niveis séricos de MMP-2 para o gendtipo homozigoto CC. Em
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contrapartida, pacientes CARD que possuem o genoétipo heterozigoto CT apresentam maiores
niveis séricos de MMP-2 em relagdo aos pacientes IND portadores do mesmo gendtipo
(p=0,0238). O genotipo homozigoto TT ndo foi detectado em amostras de individuos NI e de
pacientes IND usadas para dosar os niveis séricos da MMP-2, e, por essa razdo, nao foi

possivel realizar a analise estatistica para esse genotipo (Figura 25).
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[I:I NI: Individuos Ndo Infectados (n=6) [ IND: Forma clinica Indeterminada (n=17) Bl CARD: Forma clinica Cardiaca (n=17)]

FIGURA 24 — Andlise dos niveis séricos da MMP-2 de acordo com as frequéncias

genotipicas referentes ao polimorfismo -1306 C/T.

Os niveis séricos da MMP-2 e o polimorfismo foram avaliados em amostras de individuos NI (barra branca) e de
pacientes portadores das formas clinicas indeterminada (IND, barra cinza claro) e cardiaca (CARD, barra cinza
escuro) da doenca de Chagas, como descrito na metodologia. Os dados estdo expressos como mediana com
intervalo interquartil. As diferencas estatisticas estdo representadas por linhas conectoras e pelo simbolo “*”. A

sigla ND significa frequéncia genotipica ndo detectada.
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FIGURA 25 — Anadlise dos niveis séricos da MMP-2 de acordo com as frequéncias

genotipicas referentes ao polimorfismo -735 C/T.

Os niveis séricos da MMP-2 e o polimorfismo foram avaliados em amostras de individuos NI (barra branca) e de
pacientes portadores das formas clinicas indeterminada (IND, barra cinza claro) e cardiaca (CARD, barra cinza
escuro) da doenca de Chagas, como descrito na metodologia. Os dados estdo expressos como mediana com
intervalo interquartil. As diferencas estatisticas estdo representadas por linhas conectoras e pelo simbolo “*”. A

sigla ND significa frequéncia genotipica ndo detectada.

4.5.2.2-Anélise dos niveis séricos da MMP-9 de individuos NI e portadores da doenca

de Chagas de acordo com as frequéncias genotipicas referentes ao polimorfismo -1562 C/T.

O alelo polimérfico T referente ao polimorfismo -1562 C/T da MMP-9 esté associado
ao aumento da expressdao da enzima (Ye, 2006; Blankenberg et al., 2003). Como ja mostrado
em andlises anteriores, o gendtipo homozigoto CC ndo foi encontrado na andlise do
polimorfismo da MMP-9. Para os outros genotipos, a analise dos dados mostrou que pacientes
IND e pacientes CARD que possuem o gendtipo homozigoto CC apresentam maiores niveis
séricos de MMP-9 quando comparados com os individuos NI portadores do mesmo genotipo
(p=0,0047 e p=0,0152, respectivamente). Nao foram observadas diferencas significativas
entre os niveis séricos de MMP-9 para o gendtipo homozigoto TT. Além disso, o genotipo
homozigoto TT nao foi detectado em amostras de individuos CARD utilizadas para dosar os

niveis séricos da MMP-9 (Figura 26).
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FIGURA 26 — Analise dos niveis séricos da MMP-9 de acordo com as frequéncias

genotipicas referentes ao polimorfismo -1562 C/T.

Os niveis séricos da MMP-9 e o polimorfismo foram avaliados em amostras de individuos NI (barra branca) e de
pacientes portadores das formas clinicas indeterminada (IND, barra cinza claro) e cardiaca (CARD, barra cinza
escuro) da doenca de Chagas, como descrito na metodologia. Os dados estdo expressos como mediana com
intervalo interquartil. As diferencas estatisticas estdo representadas por linhas conectoras e pelo simbolo “*”. A

sigla ND significa frequéncia genotipica ndo detectada.

4.5.2.3-Anélise dos niveis séricos da TIMP-1 de individuos NI e portadores da doenca
de Chagas de acordo com as frequéncias genotipicas referentes ao polimorfismo +372 C/T.

Apo6s analise dos dados nao foram encontradas diferencas estatisticamente

significativas entre os niveis séricos de TIMP-1 e os genotipos CC, CT e TT, em todos os

grupos estudados (Figura 27).
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FIGURA 27 — Andlise dos niveis séricos da TIMP-1 de acordo com as frequéncias

genotipicas referentes ao polimorfismo +372 C/T.

Os niveis séricos do TIMP-1 e o polimorfismo foram avaliados em amostras de individuos NI (barra branca) e de
pacientes portadores das formas clinicas indeterminada (IND, barra cinza claro) e cardiaca (CARD, barra cinza
escuro) da doenca de Chagas, como descrito na metodologia. Os dados estdo expressos como mediana com

intervalo interquartil. A sigla ND significa frequéncia genotipica ndo detectada.

4.5.3- Analise entre os niveis séricos de MMP-2 e TIMP-1 e a presenca ou auséncia

do alelo polimérfico.

4.5.3.1-Anélise dos niveis séricos da MMP-2 de individuos NI e portadores da doenca
de Chagas de acordo com a presenca ou auséncia dos alelos polimorficos referentes aos
polimorfismos -1575 GJ/A; -1306 C/T e -735 C/T.

Para o polimorfismo -1575 G/A, os resultados demonstraram que os pacientes CARD
que possuem o alelo polimorfico A+ apresentam maiores niveis séricos de MMP-2 quando
comparados com individuos NI portadores do mesmo alelo (p=0,0102) (Figura 28).

Os resultados relacionados a presenca/auséncia do alelo polimodrfico para o
polimorfismo -1306 C/T ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas nos niveis
séricos de MMP-2 entre os grupos que apresentam o alelo polimérfico T+. A diferenca
estatistica significativa foi encontrada apenas na auséncia do alelo polimorfico, como também

demonstrado nas andlises de frequéncia genotipica (Figura 29).
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Para o polimorfismo -735 C/T, os resultados demonstraram que os pacientes CARD
que possuem o alelo polimorfico T+ apresentam maiores niveis s€ricos de MMP-2 quando

comparados com pacientes IND portadores do mesmo alelo (p=0,0121) (Figura 30).
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[:I NI Individuos N#o Infectados (n=6) 1 IND: Formaclinica Indeterminada (n=17) Bl CARD: Forma clinica Cardiaca (n=17)]

FIGURA 28 - Analise dos niveis séricos da MMP-2 de acordo com a presenca (GA+AA) ou
auséncia (GG) do alelo polimorfico —1575 A.

Os niveis séricos da MMP-2 e o polimorfismo foram avaliados em amostras de individuos NI (barra branca) e de
pacientes portadores das formas clinicas indeterminada (IND, barra cinza claro) e cardiaca (CARD, barra cinza
escuro) da doenga de Chagas, como descrito na metodologia. Os dados estdo expressos como mediana com

intervalo interquartil. As diferencas estatisticas estio representadas por linhas conectoras e pelo simbolo “*”.
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FIGURA 29 - Analise dos niveis séricos da MMP-2 de acordo com a presenga (CT+TT) ou
auséncia (CC) do alelo polimorfico —1306 T.

Os niveis séricos da MMP-2 e o polimorfismo foram avaliados em amostras de individuos NI (barra branca) e de
pacientes portadores das formas clinicas indeterminada (IND, barra cinza claro) e cardiaca (CARD, barra cinza
escuro) da doenca de Chagas, como descrito na metodologia. Os dados estdo expressos como mediana com

intervalo interquartil. As diferencas estatisticas estdo representadas por linhas conectoras e pelo simbolo “*”.
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FIGURA 30 - Analise dos niveis séricos da MMP-2 de acordo com a presenga (CT+TT) ou
auséncia (CC) do alelo polimoérfico —735 T.

Os niveis séricos da MMP-2 e o polimorfismo foram avaliados em amostras de individuos NI (barra branca) e de
pacientes portadores das formas clinicas indeterminada (IND, barra cinza claro) e cardiaca (CARD, barra cinza
escuro) da doenga de Chagas, como descrito na metodologia. Os dados estdo expressos como mediana com
intervalo interquartil. As diferencas estatisticas estdo representadas por linhas conectoras e pelo simbolo “*”. A

sigla ND significa presenca alélica ndo detectada.
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4.5.3.2-Anélise dos niveis séricos de TIMP-1 de individuos NI e portadores da doenca
de Chagas de acordo com a presenca ou auséncia dos alelos polimorficos referentes aos

polimorfismos +372 C/T.

A andlise do polimorfismo +372 C/T ndo mostrou diferengas estatisticamente
significativas nos niveis séricos de MMP-2 em relagdo a presenca ou auséncia do alelo

polimorfico T (Figura 31).
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FIGURA 31 - Anélise dos niveis séricos da TIMP-1 de acordo com a presenca (CT+TT) ou

auséncia (CC) do alelo polimorfico +732 T.

Os niveis séricos do TIMP-1 e o polimorfismo foram avaliados em amostras de individuos NI (barra branca) e de
pacientes portadores das formas clinicas indeterminada (IND, barra cinza claro) e cardiaca (CARD, barra cinza
escuro) da doenga de Chagas, como descrito na metodologia. Os dados estdo expressos como mediana com

intervalo interquartil.

Todos os resultados acima mostrados, referentes ao estudo de polimorfismo, estao
demonstrados na Tabela 12. Nessa tabela sdo mostrados os gendtipos e alelos que
apresentaram maior frequéncia em cada grupo estudado, bem como, os grupos que

apresentaram diferenca significativa na analise dos niveis séricos.
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Tabela 12 — Resumo dos resultados da avaliacdo da ocorréncia de polimorfismos em genes da

MMP-2, MMP-9 e do TIMP-1.

Frequéncia Impacto nos Frequéncia alélica* Impacto nos
genotipica* niveis Séricos niveis Séricos
MMP-2 NI IND CARD NI IND CARD
-1575 GG GG GA GA: CARD>NI G G A A+: CARD>NI
-1306 CC CC CC CC: CARD>NI C C C T-: CARD>NI
-735 CC CC CC CT: CARD>IND C C C T+: CARD> NI
MMP-9
CT:INDe
-1562 CT CT CT T T T -
CARD>NI
TIMP-1+*
+372 TT TT CC - T T C -

*Genotipos e alelos que apresentaram maior frequéncia em cada grupo estudado.

**Qs resultados mostrados para TIMP-1 sdo referentes a andlise do sexo feminino.
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DISCUSSAO
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DISCUSSAO

O controle da transmissdo da doenca de Chagas resultou em queda acentuada da
incidéncia de novos casos nos ultimos anos. No entanto, a doenga de Chagas ainda ¢ uma
enfermidade cronica grave, portanto, um problema significativo de saude publica com elevado
impacto socio-econdmico sendo, atualmente, considerada problema global (Schmunis &
Yadon, 2010). Ainda existe a ocorréncia de novos casos decorrentes de transmissao vetorial,
em areas isoladas, e de transmissdo oral (Silveira & Dias, 2011). Os casos cronicos
remanescentes ainda continuam a ser problema grave e de grande interesse médico-cientifico
devido a destacada heterogeneidade clinica.

O grande questionamento nos dmbitos clinico e cientifico é o porqué alguns pacientes
permanecem durante toda a vida sem manifestagdes clinicas decorrentes da doenca de
Chagas, enquanto outros sdo acometidos com uma forma grave, com grande
comprometimento da fun¢do cardiaca e/ou digestiva. A doenga de Chagas tem grande
variabilidade em relacdo as manifestacdes clinicas, mesmo entre os pacientes portadores da
forma clinica cardiaca (Menezes et al., 2011). Apesar da classificagdo da forma cardiaca em
diferentes estagios ajudar a distinguir pacientes com pior progndstico, a morte subita e outros
eventos clinicos graves ainda ocorrem em pacientes no estagio inicial do acometimento
cardiaco (Andrade et al., 2011). Assim, um dos principais desafios no estudo dos mecanismos
fisiopatologicos da doenca de Chagas ¢ a identificagdo de potenciais fatores de risco, ou
biomarcadores, para a ocorréncia de manifestacdes clinicas (morte subita, faléncia cardiaca,
arritmia maligna) ou para a progressdo da doenca entre pacientes que ainda apresentam a
forma indeterminada ou estdo no estagio inicial da forma cardiaca (Rocha et al., 2003, 2007;
Menezes et al.,, 2011). Na tentativa de responder a esse questionamento € na busca de
biomarcadores de prognéstico, o estudo da patogénese da fibrose cardiaca advinda da
infecg¢do pelo T. cruzi tem sido alvo de estudos intensos (Lannes-Vieira et al., 2011; Aragjo-
Jorge et al., 2008; Gutierrez et al., 2008).

Apesar das diferentes etiologias e manifestagdes clinicas, a maioria das doencas
fibroticas apresentam constante producdo de fatores de crescimento, enzimas proteoliticas,
fatores angiogénicos e citocinas fibrogénicas, que estimulam a deposi¢do de componentes da
MEC desencadeando progressivamente o remodelamento tecidual (Wynn, 2008). No contexto
do coragdo, o remodelamento cardiaco promove alteracdo na conformacao das células e da
matriz extracelular no coracdo, resultando em mudangas moleculares, celulares e intersticiais

miocardicas. Dessa forma, o miocardio apresenta variagdes no tamanho, forma e na fragdo de
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ejecdo (Cohn et al., 2000; Mendes et al., 2010). Essas caracteristicas sdo encontradas na
cardiomiopatia chagésica e estdo diretamente relacionadas a faléncia cardiaca (Rocha et al.,
2009).

Fatores celulares e extracelulares estdo envolvidos no processo de remodelamento, e a
acdo combinada desses fatores promovem mudangas na estrutura e na fungdo do miocardio
(Brower et al., 2006; Deschamps & Spinale, 2006). O presente trabalho traz o estudo dos
fatores extracelulares, MMPs e seus inibidores TIMPs. As MMP-2 e MMP-9 desempenham
funcdo fisiologica importante de degradagdo de componentes da MEC do coragdo, nos
processos envolvendo a sintese ¢ deposi¢do de colageno ¢ no remodelamento do tecido
conjuntivo (Li et al., 2000; Vanhoutte et al., 2006; Kupai et al., 2010; Polyakova et al., 2010).
Atualmente, existe grande nimero de estudos sobre as metaloproteinases nas doencas
cardiacas, mas, pela primeira vez, avaliamos o envolvimento dessas enzimas no contexto do
acometimento cardiaco da doenga de Chagas em humanos.

O primeiro passo foi avaliar o perfil sérico das MMPs 2 ¢ 9 e dos TIMPs 1 e 2. Nossos
resultados utilizando milliplex mostraram que tanto a MMP-2 quanto a MMP-9 sao
produzidas em maior quantidade por pacientes portadores da forma clinica CARD (Figura 9).
Entretanto, os resultados da zimografia ndo mostraram diferengas nos niveis de MMP-2
(Figura 12). Além disso, a MMP-2 nao foi detectada no grupo NI, o que pode sugerir que,
nesse grupo, a MMP-2 pode estar complexada com o TIMP ou degradada, ndo apresentando
potencial de atividade proteolitica. Por outro lado, a dosagem por zimografia também mostrou
que apenas os niveis de MMP-9 estavam aumentados em pacientes CARD, quando
comparados a pacientes IND (Figura 12), mostrando que, nos pacientes CARD, a MMP-9 tem
maior potencial de atividade enzimatica.

Corroborando com esse achado, estudos clinicos demonstraram que niveis aumentados
de MMP-9 circulante estdo associados com o remodelamento do ventriculo esquerdo apos o
infarto agudo do miocardio (Matsunaga et al., 2005; Kelly et al., 2007). Niveis plasmaticos da
MMP-9 também foram associados a disfun¢do cardiaca e ao aumento da espessura da parede
do ventriculo esquerdo, indicando a participacdo da MMP-9 plasmatica no remodelamento
ventricular (Sundstrdém et al., 2004). Recentemente, Fontana e colaboradores (2012),
mostraram que a concentragdo dessas enzimas no sangue pode estar associada ao progndstico
e a complicagdes cardiovasculares da hipertensdo, apresentando-se como indicador util no
acompanhamento clinico do paciente. Dini e colaboradores (2010) observaram que pacientes
com disfun¢do sistolica do ventriculo esquerdo apresentaram niveis elevados de MMP-9

sérica, sendo ainda superiores aos niveis de BNP (Peptideo Natriurético tipo B, marcador
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utilizado para diagnostico de doencgas cardiovasculares) em determinar sobrevida e ocorréncia
de eventos cardiacos. Altos niveis de MMP-2 ¢ MMP-9 também foram associados a
maturacdo do colageno na faléncia cardiaca, demonstrando importante papel dessas enzimas
na fibrose através de mudancas na configuracdo, ativagdo e deposi¢do de colageno (Polyakova
et al., 2010). Em estudo experimental com coelhos, também foi demonstrado que a MMP-9
esta mais ativa em miocardio hipertrofiado em comparagao a coragdes saudaveis e essa maior
atividade estaria relacionada a inibicdo da angiogénese, promovendo, assim a hipertrofia
ventricular (Nikolova et al., 2012). Gutierrez e colaboradores (2008) também observaram
maior atividade de MMP-2 ¢ MMP-9 em amostras de tecido cardiaco de camundongos
infectados com T. cruzi. Portanto, em conjunto com esses dados, nossos resultados sugerem
uma relagdo da MMP-9 com o remodelamento cardiaco e, consequentemente, participacao
dessa protease na cardiomiopatia chagasica.

Nossos resultados também mostraram que a MMP-9 ¢ mais produzida que a MMP-2
(Figuras 9 e 12). Li e colaboradores (2000) descreveram que a MMP-2 ¢ expressa em baixos
niveis por muitas células, quando comparada aos niveis de expressdo da MMP-9. A anélise de
correlagdo, a partir dos dados de milliplex, revelou correlagdo negativa entre as duas enzimas
apenas no grupo IND (Figura 9), indicando que quando a MMP-9 estd aumentada a MMP-2
esta diminuida, e vice-versa. No entanto, a correlacdo a partir dos dados de zimografia foi
positiva entre os niveis séricos das duas MMPs, nos grupos IND e CARD (Figura 12). Mesmo
com correlacdo positiva, os niveis de MMP-9, ao contrario do grupo IND, se sobressairam
nos pacientes CARD, sugerindo que nos pacientes IND existe maior equilibrio em relagdo aos
niveis das duas MMPs.

Os principais inibidores enddégenos das MMPs sao os TIMPs (Lambert et al., 2004;
Kupai et al., 2010). Os TIMPs se ligam as MMPs através da propor¢ao molar estequiométrica
1:1, formando um sistema importante para o controle da atividade endégena das MMPs in
vivo (Spinale et al., 2000). Diante disso, nosso proximo objetivo foi dosar os niveis séricos
dos principais TIMPs envolvidos na inibicdo das MMPs (TIMP-1 e TIMP-2). Os niveis
séricos de TIMP-1 nao foram diferentes entre os grupos, enquanto, que os niveis de TIMP-2
sdo maiores nos pacientes CARD (Figura 10). Alguns autores ja demonstraram que os TIMPs
estdo consideravelmente aumentados em pacientes portadores de cardiopatias distintas
(Thomas et al., 1998; Ahmed et al., 2006). Thomas e colaboradores, 1998, constataram
aumento significativo na expressdo do TIMP-1 e do TIMP-2 no miocéardio de pacientes
portadores de cardiopatia dilatada grave. Ahmed e colaboradores (2006) descreveram

aumento significativo do TIMP-1 no plasma de pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica e
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hipertrofia do VE, em contrapartida, observaram leve aumento do TIMP-2, independente da
presenca da hipertrofia do VE. A comparacao dos niveis sé€ricos dos TIMPs ainda nao esta
descrita na literatura, mas nossos resultados, a partir da andlise de razdo entre os TIMPs,
mostraram que os niveis de TIMP-1 sdo maiores em relacdo aos niveis de TIMP-2 (Figura
10). Além disso, as analises de correlagio mostram que TIMP-1 e TIMP-2 apresentam
correlagdo positiva em todos os grupos estudados (Figura 10). Assim, quando os niveis
séricos de TIMP-1 estdo aumentados os niveis de TIMP-2 também aumentam, possivelmente
como mecanismo de controle da atividade das MMPs 2 e 9 produzidas.

A especificidade dos TIMPs ainda ndo est4 totalmente esclarecida, mas alguns autores
citam a preferéncia de ligacao do TIMP-1 8 MMP-9 e do TIMP-2 a MMP-2 (Brew & Nagase,
2010; Moore et al., 2011). Para entender essa relagao, realizamos analises de correlagdo entre
as MMPs e seus inibidores. Nossos resultados mostraram correlagdo positiva entre TIMP-1 e
MMP-2, e correlagdo negativa entre TIMP-1 ¢ MMP-9 (Figura 11), mostrando que
possivelmente a especificidade do TIMP-1 seja pela MMP-9. A correlagdo do TIMP-2 com a
MMP-2 foi positiva em todos os grupos estudados, enquanto que a correlacao entre TIMP-2 e
MMP-9 foi negativa apenas no grupo IND (Figura 11). Apesar de TIMP-2 ser descrito como
inibidor, essa molécula também participa da ativagdo da MMP-2 (Mannello & Medda, 2012;
Moore et al., 2011). Isso poderia explicar a correlagdo positiva e significativa encontrada
entre MMP-2 e TIMP-2 nos grupos avaliados.

Analisando conjuntamente esses primeiros resultados, podemos observar que apesar
de serem produzidos e apresentarem correlacdo negativa com a MMP-9, os niveis de TIMP-1
parecem ndo ser suficientes para regular a MMP-9 no grupo CARD. Enquanto que os niveis
de TIMP-2, significativamente maiores no grupo CARD, poderiam controlar eficientemente a
MMP-2. Esses dados juntamente com os dados acima descritos sugerem possivel atuacao
diferente entre MMP-2 e MMP-9 na patogénese da doenca de Chagas. Ja foi descrito que a
MMP-2 pode estar localizada no nucleo de células cardiacas, onde essa proteina teria papel
protetor ao impedir a apoptose dessas cé€lulas. Até o momento, ndo foram identificadas
fungdes protetoras para MMP-9 (Mannello & Medda, 2012). Além disso, o aumento da
MMP-9 associado a redu¢do da MMP-2 foi relacionado a hipertrofia do ventriculo esquerdo
em pacientes com hipertensdo (Ahmed et al., 2006). Estudo conduzido em modelo
experimental, também mostrou papéis opostos das MMPs 2 e 9 na progressao da artrite.
Enquanto MMP-2 apresentou papel supressor, MMP-9 foi associada ao desenvolvimento da

doenca inflamatoria (Itoh et al., 2002).
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Citocinas e quimiocinas, tais como TGF-f, IL-6, IL-1pB, IL-8 sdao apontadas como
potenciais indutores da transcricdo das MMP e podem estar envolvidas na ativacdo das MMPs
(Kadri et al., 2000; Lambert et al., 2004; Deschamps & Spinale, 2006; Lockwood et al.,
2008). Para investigar o envolvimento entre citocinas ¢ as MMPs 2 e 9, foram realizadas
analises de correlagdo entre os niveis séricos de TNF-a, IL-6, IL-13 e IL-10 e os niveis
séricos das MMPs. Nossos dados mostram que IL-6 apresenta correlacdo com os niveis
séricos de MMP-2 e MMP-9 dosados por Milliplex, sendo essa correlagdo negativa e positiva,
respectivamente (Figura 13). A IL-6 tem sido amplamente estudada nas doengas
cardiovasculares e tem sido associada a intensificacdo da inflamacdo no miocardio,
favorecendo a disfunc¢do cardiaca (Bielecka-Dabrowa et al., 2013; Stanciu et al., 2013;
Kortekaas et al., 2012). Stanciu e colaboradores, 2013, mostraram que apos tratamento da
insuficiéncia cardiaca os niveis de IL-6 reduziram, chegando a niveis igualitarios aos de
individuos sauddveis. Em conjunto com nossos dados, podemos sugerir envolvimento MMP-9
com a inflamagao, ao passo que para MMP-2 essa afirmacdo ainda ndo foi observada.

Em relacdo aos niveis séricos das MMPs dosados por zimografia, a IL-10 ¢ a
citocina com maior destaque no grupo IND e a IL-1p no grupo CARD. A IL-10 apresentou
correlagdo positiva com as MMPs 2 e 9 apenas no grupo IND (Figura 14). Ja foi demonstrado
que pacientes IND apresentam maiores niveis de IL-10, diferentemente dos pacientes CARD
(Gomes et al., 2003; 2005) e isso, possivelmente, poderia estar favorecendo essa correlagao
positiva com as MMPs no grupo IND. Além disso, a correlagdo positiva entre IL-10 ¢ as
MMPs pode sugerir producao da IL-10 para controle das MMPs produzidas. A IL-10 ¢ uma
citocina com papel imunosupressor que regula a resposta inflamatdria cronica (Moore et al.,
2001). Além desse importante papel, a IL-10 tem sido apontada como inibidora da fibrose
(Wynn, 2008). Em estudo experimental utilizando drogas indutoras de fibrose, o tratamento
com IL-10 reduziu a fibrose no figado (Thompson et al., 1998). Estudando o processo de
cicatrizagdo, Shi e colaboradores (2013), mostraram que fibroblastos humanos cultivados com
IL-10 apresentaram melhor cicatrizagdo e menor deposi¢cdo de coldgeno, mostrando papel
importante da IL-10 na inibicdo da deposicdo excessiva de componentes da matriz
extracelular (Shi et al., 2013). No contexto cardiaco, um estudo comparando camundongos
selvagens e camundongos Knockout para IL-10 mostrou que, na auséncia de IL-10, os
processos de disfuncdo ventricular, hipertrofia e fibrose foram intensificados. Todavia, com a
administracdo sistémica de IL-10 recombinante, a fun¢do do ventriculo esquerdo melhorou

acentuadamente ¢ o remodelamento cardiaco foi inibido (Verma et al., 2012). Nosso grupo
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tem demonstrado que na doenga de Chagas, pacientes cardiacos (CARD) desenvolvem forte
resposta contra antigenos do T.cruzi, com secregao de altos niveis de IFN-y e baixos niveis de
IL-10, sendo que esta resposta estd associada ao desenvolvimento da patologia cardiaca
(Gomes et al., 2003; de Aratjo et al., 2007). Outros dados da literatura mostram que a baixa
expressao de IL-10 estd associada com o desenvolvimento da cardiomiopatia chagésica (Costa
et al., 2009).

A IL-1p apresentou correlagdao negativa com as MMPs no grupo IND, enquanto que
no grupo CARD essa correlagdo foi positiva (Figura 14), mostrando que o perfil inflamatoério
do paciente pode influenciar no potencial de atividade proteolitica das MMPs. Cardiomidcitos
infectados pelo T. cruzi desencadeiam resposta imune inflamatéria caracterizada pela
producdo de IL1-3 e TNF-a e associada a hipertrofia dessas células (Aoki et al., 2012). Além
disso, essas citocinas podem clivar e ativar MMP-2 ¢ MMP-9, intensificando o processo de
remodelamento cardiaco (Aoki et al., 2012; Parks et al., 2004). De fato, ja foi demonstrado
que a IL-1P reduz a contratilidade das células cardiacas de maneira dose-dependente e
contribui para apoptose dos cardiomiocitos com consequente hipertrofia (Rutschow et al.,
2006). O aumento da IL-13 também pode ser devido a acdo dos inflamassomos cuja ativagao
promove dano no miocardio, favorecendo o infiltrado inflamatério no coragdo e,
consequentemente, a fibrose e a disfuncao cardiaca (Kawaguchi et al., 2011). Portanto, em
adicdo aos resultados ja discutidos, podemos verificar que o papel das MMPs 2 e 9 sdo
significativamente distintos, sendo a MMP-9 associada a inflamagao.

As MMPs sdo altamente induziveis, respondendo a muitos fatores, incluindo
estiramento mecanico, hormodnios, transformacodes celulares, fatores de crescimento e
citocinas (Nagase et al.,, 1999; D’Armiento et al., 2002). A maioria desses fatores estad
presente no miocardio, particularmente durante a progressao da insuficiéncia cardiaca. Assim,
as MMPs podem responder a estimulos do ambiente, de maneira rapida e sustentada, para
reorganizar a estrutura e o conteitdo da MEC do tecido (Fedak et al., 2005). A expressao das
MMPs ¢ constitutiva na maioria das células, mas foi em neutréfilos que a MMP-9 foi
primeiramente identificada (Sopata & Dancewics, 1974) e, posteriormente, em monodcitos e
macrofagos (Mainardi et al., 1984). Células dendriticas e linfocitos também produzem MMP-
2 e MMP-9 (Opdenakker et al., 2001c; Brunner et al., 2010; Edsparr et al., 2011). Além das
células do sistema imune, varios tipos celulares incluindo fibroblastos, células endoteliais e

osteoblastos sdo capazes de produzir MMP-9 apds estimulagdo. No entanto, quando
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comparadas aos leucécitos, essas células sao apontadas como baixos produtores (Opdenakker
et al., 2001b).

A partir dessas informagdes, nosso proximo objetivo foi avaliar a fonte das MMPs 2 e
9 e a participagdo das células do sistema imune nesse processo. Avaliamos, entdo, os niveis
intracitoplasmaticos das MMPs 2 e 9 em linfocitos TCD4" ¢ CD8" e em mondcitos CD14".
Os resultados mostraram que as células avaliadas sdo capazes de produzir tanto MMP-2
quanto MMP-9 (Figuras 16 e 17), corroborando com dados ja publicados (Brunner et al.,
2010; Edsparr et al., 2011; Clark et al., 2011). Além disso, os niveis de MMP-2 ¢ MMP-9
foram maiores em células de pacientes portadores da doenca de Chagas em relagdo aos
individuos nao infectados. O estimulo com antigenos de TRIPO aumentou ainda mais os
niveis intracitoplasmaticos dessas enzimas nos monécitos CD14" quando comparados a
cultura controle (Figuras 16 e 17). Esses resultados podem indicar um envolvimento da
doenca na indugdo da produgdo das MMPs 2 e 9 e que, possivelmente, essa producdo seja
estimulo-dependente. Nosso grupo de pesquisa ja mostrou em outros trabalhos a participagao
essencial de células do sistema imune, tais como monocitos (Gomes et al., 2012) e linfocitos
(de Aragjo et al., 2012; Keesen et al., 2012) no mecanismo de patogénese da doenca de
Chagas.

Apo6s avaliacdo do perfil das MMPs no soro e andlise do seu possivel papel no
desenvolvimento das formas clinicas da doenca de Chagas, outra estratégia de analise foi
verificar, dentro das células mononucleares, a principal fonte das MMPs 2 e 9. Os resultados
mostraram que os linfocitos TCDS" foram as células que mais contribuiram para a produgio
tanto de MMP-2 quanto de MMP-9 (Figura 18). E importante ressaltar que entre os grupos
IND e CARD, em relagdo aos niveis intracitoplasmaticos de MMP-2 ¢ MMP-9, foram
encontradas diferencas apenas nas células CD8. A participagdo das MMPs na migragdo de
células imunes ja tem sido destacada (Gutierrez et al., 2008), podendo justificar a importancia
da producdo dessas proteinas por linfécitos, especialmente, linfocitos TCDS', que sdo as
principais células encontradas no coracdo, no contexto da doenga de Chagas (Reis et al.,
1993). Estudos histopatologicos mostram que a principal caracteristica da cardiomiopatia
chagasica ¢ a presenca de infiltrado inflamatoério composto por macréfagos (50%), linfocitos
T (40%, com predominancia dos linfécitos T CD8" em relagdo aos linfocitos T CD4"),
linfocitos B (menos de 10%) e raras células NK (Higuchi et al., 1993; Reis et al., 1993;
Cunha-Neto et al., 2011). Entretanto, outras células da resposta imune, tais como neutréfilos
(Opdenakker et al., 2001b), e muitos diferentes tipos celulares incluindo cardiomidcitos,

fibroblastos e células endoteliais, sdo capazes de produzir e secretar MMP-2 ¢ MMP-9
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(Opdenakker et al., 2001b; Brunner et al., 2010), podendo contribuir para os niveis séricos das
MMPs 2 e 9 dosados no presente trabalho.

Os resultados mostrados até aqui nos permitem inferir que o perfil de algumas
proteinas no soro ¢ distinto entre os pacientes portadores de diferentes formas clinicas da
doenca de Chagas. No entanto, tinhamos ainda como objetivo avaliar o impacto do soro de
individuos nao infectados e de pacientes com doenca de Chagas no perfil de expressdao de
proteinas da MEC, incluindo as MMPs e seus inibidores. Para isso, utilizamos o sistema de
cultura de cardiomidcitos in vitro. Os cardiomiocitos sdo células diretamente envolvidas no
processo de remodelamento cardiaco (Spinale et al., 2007). Essas células sdo determinantes
nos processos de contragdo ventricular, bem como da sua massa. Ao ser exposto a lesdo,
aguda ou cronica, hé, frequentemente, diminui¢do de cardiomidcitos € os remanescentes
tornam-se alongados e hipertrofiados, com o objetivo de manter o débito cardiaco, o que
determina aumento da espessura da parede ventricular (Cohn et al., 2000).

A MEC cardiaca coordena a interacdo entre cardiomiocitos, fibroblastos e vasos
sanguineos, mantendo a integridade da arquitetura cardiaca. A MEC representa uma trama
complexa de moléculas biologicamente ativas e altamente organizadas, dentre elas, colageno I
e 11, fibronectina e laminina, que desempenham importante papel no remodelamento cardiaco
(Spinale et al., 2007; Moore et al., 2011).

Para a analise da expressdo de proteinas da MEC in vitro utilizamos a cultura 3D de
cardiomidcitos. Apesar da cultura de monocamada bidimensional (2D) ser o método
escolhido na maioria dos trabalhos que avaliam a interagdo entre T. cruzi e cardiomiocitos
(Meirelles et al., 1999), esse sistema de cultivo ndo reproduz fielmente o remodelamento
cardiaco causado pela fibrose e a hipertrofia observada in vivo durante a cardiomiopatia
chagésica. Por outro lado, o cultivo 3D apresenta grande similaridade a situag¢ao in vivo em
relagdo a morfologia tecidual, pois promove ambiente sustentavel para as interagdes celulares.
Assim, o cultivo 3D permite avaliacdes relacionadas a expressdo génica, proliferacao,
diferenciagdo e inducao de apoptose (Garzoni et al., 2004, 2008).

Nossos resultados mostraram que na presenca de soro de pacientes portadores da
doenca de Chagas a expressao do colageno foi maior (Figura 20), o que sugere a existéncia de
componentes no soro desses pacientes, tanto IND quanto CARD, capazes de induzir maior
deposicao de colageno. Entretanto, no caso dos pacientes IND ¢ possivel que exista um
mecanismo de controle para essa deposicdo, ndo demonstrado nestas culturas, capazes de
controlar a evolu¢do da forma clinica, uma vez que ndo apresentam acometimento cardiaco. O

colageno desempenha papel essencial na manutencao da forma, tamanho e func¢do ventricular.
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A degradagdo do colageno no miocardio resulta em dilatagdo do ventriculo, enquanto que o
aumento da concentragdo intersticial do colageno provoca enrijecimento do colageno e
disfung¢ao diastolica ventricular (Brower et al., 2006).

A andlise de fibronectina e MMP-2 revelou que na presenca de soro de pacientes IND
os esferdides apresentam maior expressdo dessas proteinas (Figura 20). Mostrando mais uma
vez, que ¢ possivel observar a existéncia de componentes no soro de pacientes IND que
poderiam induzir maior expressdo dessas proteinas. E interessante ressaltar que a fibronectina
¢ uma glicoproteina que desempenha diversas fungdes, principalmente, na adesdo e migragao
celular e, por isso, ¢ essencial para a manuten¢ao da integridade tecidual (White et al., 2008).
Assim, podemos sugerir que o aumento da expressao de fibronectina bem como, o aumento
da MMP-2, podem ser fatores ligados a prote¢do, uma vez que observamos que essa enzima
parece estar relacionada a fung¢des anti-inflamatorias.

Apesar de observarmos aumento na expressdao de MMP-9 em esferdides na presenga
de soro de pacientes CARD, estes resultados ndo foram estatisticamente significativos. A
expressdo da laminina também ndo foi diferente entre os grupos avaliados. A laminina ¢ uma
proteina abundante na membrana basal e essencial para a diferenciagdo e manutengdo celular
(Carmignac & Durbeej, 2012).

Os TIMPs também apresentaram maior expressao apds cultura com soro de pacientes
portadores da doenga de Chagas (Figura 20), o que pode indicar possivel mecanismo de
controle da expressdo das MMPs. Apesar dos TIMPs serem expressos em uma variedade de
células de diferentes orgdos, o TIMP-4 apresenta altos niveis de expressdo no miocardio
humano, e assim, ¢ também chamado de inibidor cardiaco das MMPs (Vanhoutte et al.,
2006), o que pode explicar a maior expressdo desse inibidor por cardiomidcitos, em relagdo
ao TIMP-1.

Para verificar a relacdo entre a expressao das MMPs 2 e 9 e as outras proteinas de
matriz, analises de correlagdo foram realizadas. Os resultados mostraram que a MMP-2
correlacionou-se negativamente ¢ a MMP-9 positivamente com as proteinas laminina e
fibronectina (Figura 21). Esses resultados corroboram com os anteriores, indicando possivel
diferenca na atuagdo dessas MMPs. A correlacdo positiva da MMP-9 com as proteinas de
matriz pode indicar, mais uma vez, a participacdo dessa endopeptidase na patologia cardiaca
da doenca de Chagas.

A digestdo de proteinas da matriz pelas MMPs ndo necessariamente reduz a
quantidade das mesmas. Pelo contrario, essa digestdo libera fatores de crescimento e outras

moléculas com potentes efeitos na sintese de matriz, aumentando ainda mais a sintese e a
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deposicdo de proteinas na matriz extracelular (Li et al., 2000). As MMPs, como componentes
da MEC, possuem papel importante na remodelacdo do tecido conjuntivo que ocorre em
muitos processos fisioldgicos normais. A expressdo anormal destas proteinases pode
contribuir com uma variedade de processos patologicos caracterizados pela degradagdo da
MEC, incluindo manifesta¢des cardiacas (Spinale et al., 2007).

O desenvolvimento de uma doenga infecciosa resulta de uma complexa interagao entre
hospedeiro, microrganismo, e ambiente. Muitos fatores exercem influéncia na determinacao
da gravidade e da progressdo da doenga em individuos e na taxa de infec¢do na populagdo,
sendo a genética do hospedeiro um desses fatores. Diferentes genes t€ém sido pesquisados na
tentativa de se encontrar associacdo entre um alelo e/ou um gendtipo e a presenga de
cardiomiopatia (Fernandez-Mestre et al., 2004; Zafra et al., 2007; Costa et al., 2009; Florez et
al., 2011; Vasconcelos et al., 2012; Nogueira et al., 2012; Pissetti et al., 2013). A
cardiomiopatia chagasica ¢ uma doenga complexa e, como tal, além dos fatores ambientais,
muitos genes podem conferir susceptibilidade ao individuo infectado pelo T. cruzi para
desenvolver a forma cardiaca da doenca. Doencas complexas sdo definidas como poligénicas
(envolvendo mais que um gene), multifatoriais (dependendo da interacdo de mais de um gene
e um ou mais fatores ambientais), oligogénicas (envolvendo muta¢des em vdarios genes
diferentes de pequeno efeito), e o gene principal (um gene principal contribuindo com
proporg¢ao significativa com os fatores genéticos) (Marquet et al., 1996).

Neste contexto, avaliar a ocorréncia de polimorfismos nas sequéncias das MMPs 2 ¢ 9
e dos TIMPs passa a ser um fator importante para o entendimento da patofisiologia da doenga
de Chagas. Neste estudo nao houve distingdo entre grupos étnicos de acordo com variagdes
morfologicas como cor da pele por exemplo. De acordo com Parra e colaboradores, 2003, tal
divisdo ndo convém a populagdo brasileira dada a grande miscigenacdo, o que proporciona
uma ampla sobreposi¢do de genotipos entre dois grupos étnicos distintos como “brancos” ou
“negros”. Ainda segundo os mesmos autores, a populagdo de Minas Gerais pode ser referida
como uma boa representacdo da populacao brasileira. Os pacientes estudados sdo
provenientes, em sua maioria, do interior de Minas Gerais sendo que 0os mesmos representam
uma populagdo pouco variavel em relacdo ao fator naturalidade.

Inicialmente, avaliamos o principio matematico de Hardy-Weinberg para os
polimorfismos selecionados. O equilibrio de Hardy-Weinberg verifica se nao existem fatores
evolutivos atuando sobre uma populacdo. Se fatores evolutivos ndo estiverem presentes, as
frequéncias génicas permanecem inalteradas e as proporgdes genotipicas atingem um

equilibrio estavel, mostrando relacdo constante entre si ao longo do tempo. Neste estudo,
107



verificou-se que para os cinco polimorfismos estudados, apenas os polimorfismos MMP-2 (-
1575 A/G) e MMP-2 (-735 C/T) encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 4).
O Equilibrio de Hardy-Weinberg pressupde que a populagdo de estudo seja grande. Além
disso, o célculo do equilibrio pode ser influenciado pela prevaléncia de determinado genotipo
na populacdo, se essa frequéncia for baixa, o genotipo menos prevalente pode ndo ser
encontrado nos individuos estudados. Ou seja, se uma populagdo estiver em equilibrio, a
frequéncia maxima de heterozigotos ¢ de 50% e isso ocorre quando os dois alelos tem a
mesma frequéncia. Se os heterozigotos estdo acima de 50%, a populacdo ndo estd em
equilibrio de Hardy-Weinberg (Ridley, 2006). Essas questdes podem justificar a auséncia de
equilibrio encontrada para os outros trés polimorfismos.

No presente estudo ndo houve diferencas significativas entre os portadores da doenca de
Chagas e o grupo controle no que diz respeito a distribui¢ao dos gendtipos dos polimorfismos
referentes 8 MMP-2 (Tabelas 5, 6 ¢ 7). Em todos os polimorfismos estudados para a MMP-2,
a presenca do alelo polimorfico reduz a transcrigdo proteica da MMP-2 e, consequentemente,
ha menor producao da proteina (Hua et al., 2009; Mossbock et al., 2010; Beeghly-Fadiel et
al., 2009). Além disso, os pacientes do grupo IND apresentaram frequéncia maior do
gendtipo homozigoto para o gene ancestral em relacdo ao grupo CARD, indicando o
favorecimento da produgcdo de MMP-2 no grupo IND. Esses dados, juntamente com dados
anteriores da expressao de MMP-2, nos leva ao questionamento da real participacdo da MMP-
2 na inducdo da fibrose cardiaca, como indutora ou reguladora do processo. Entretanto, a
analise funcional mostrou diferengas estatisticamente significativas apenas nos niveis séricos
da MMP-2 entre grupos de pacientes com o mesmo gendtipo. Nao foram observadas
diferencas entre os diferentes gendtipos, bem como, entre presenca e auséncia do alelo
polimoérfico e, por isso, nossos dados ndo permitem associagdo desse polimorfismo com o
desenvolvimento das formas clinicas da doenca de Chagas.

Para MMP-9, o polimorfismo estudado (-1562 C/T) mostrou que pacientes CARD
apresentam maior frequéncia do genotipo CT em relagdo aos pacientes IND (Tabela 8). O
alelo polimérfico T estd associado ao aumento da expressio da MMP-9 (Ye, 2006;
Blankenberg et al., 2003). Entretanto, pelo fato de ndo ter sido encontrado o genotipo
homozigoto CC, ndo foi possivel realizar o calculo de Odds-Ratio (OR) que prediz o risco de
desenvolver a doencga. Portanto, nossos dados ndo permitiram associacdo da ocorréncia desse
polimorfismo com a manifestagdo cardiaca da doenca de Chagas. Além disso, assim como
para a MMP-2, ndo foram observadas diferencas na produ¢do de MMP-9 entre os diferentes

genotipos, bem como, entre presenca e auséncia do alelo polimorfico. Esse mesmo
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polimorfismo foi estudado por outros pesquisadores utilizando um grupo de 584 pacientes
com infarto do miocardio e 645 individuos saudaveis, € mesmo com um numero amostral
significativo, os autores ndo encontraram diferenga entre as frequéncias genotipicas (Zhang et
al., 1999). Entretanto, nesse mesmo trabalho eles observaram que pacientes que apresentavam
uma ou duas copias do alelo T, possuiam outras disfun¢des relacionadas ao sistema
cardiovascular, mostrando que essa alteracao genética (-1562 C/T) influencia a atividade
promotora do gene da MMP-9 de maneira alelo-especifica (Zhang et al., 1999).

Haberbosch & Gardemann também estudaram o polimorfismo -1562 C/T no gene da
MMP-9 como fator de risco para o infarto do miocardio. Os autores também ndo encontraram
diferencas significativas no grupo de estudo e, por isso, o polimorfismo ndo foi associado ao
risco de infarto. Entretanto, eles observaram que os pacientes com genotipo homozigoto TT
apresentaram niveis elevados de outros biomarcadores para doenga cardiaca, como
apolipoproteina B, proteina responsavel pelo transporte de colesterol (Haberbosch &
Gardemann, 2005).

O polimorfismo +372 C/T no TIMP-1 foi analisado com separa¢do dos géneros, sendo
encontrada diferenca significativa na frequéncia gendtipo entre os homens do grupo NI e do
grupo CARD. Em relagdo a presenga ou auséncia do alelo polimoérfico em ambos os géneros,
observamos que a presenca do alelo T foi significativamente maior no grupo CARD quando
comparado ao grupo IND (Tabelas 9, 10 e 11), com um OR de 3,14. Isso significa que
pacientes que apresentam o alelo T tem 3 vezes mais chance de desenvolver a forma cardiaca
da doenga de Chagas. Como ja descrito na introducdo, os TIMPs possuem outras atividades
bioldgicas independentes da inibicdo de MMPs, como, por exemplo, promog¢do da
proliferacao celular e atividade pro apoptotica (Nagase et al., 2006; Brew & Nagase, 2010).
Além disso, TIMP-1 pode estimular o crescimento de fibroblastos in vitro (Vanhoutte et al.,
2006). Existem poucos estudos de polimorfismo genético do cromossomo X associado ao
TIMP-1 e sua associacdo com doengas, mas sabe-se que esse polimorfismo localizado no
éxon V no TIMP-1 est4 na terceira posi¢ao do cédon e ndo leva a mudancas no aminoacido
(Hinterseher et al., 2007 Kumar et al., 2011;). De fato, a analise funcional ndo mostrou
diferencgas significativas entre os niveis séricos de TIMP-1 e a frequéncia genotipica, bem
como, entre presenca ou auséncia do alelo polimorfico. O polimorfismo para TIMP-2 ndo foi
estudado, pois ainda ndo existe na literatura a descricdo de um polimorfismo validado em
doencas cardiacas.

Diferencas entre casos e controles na prevaléncia de uma doenga podem sugerir o

papel de fatores genéticos na doenga, mas necessitam de grande nimero de amostras (Segal &
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Hill, 2003). A auséncia no predominio de determinado genétipo nos grupos de pacientes
portadores da doenga de Chagas pode indicar que os polimorfismos estudados nao atuem na
patogénese da disfuncdo ventricular causada pela doenga de Chagas ou que seu papel foi
suplantado por outro processo que atue de forma preponderante, como parece ser o caso da
atividade inflamatoria no desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca na infecgdo pelo T. cruzi
(Higuchi et al., 1993). Ainda ¢ preciso considerar que a susceptibilidade genética a infecgdes
raramente segue um simples padrdo de heran¢a mendeliana, exceto em raros casos familiares
em que os defeitos ocorrem em um Unico gene (Segal & Hill, 2003).

Mais estudos se fazem necessarios para apontar os polimorfismos que estariam
diretamente relacionados ao acometimento cardiaco da doenca de Chagas, principalmente se
considerarmos que as metaloproteinases e seus inibidores podem ser regulados apds a
transcri¢do. Assim, outros fatores ndo genéticos podem ser mais atuantes da modulagdo da
atividade dessas proteinas. Cabe ressaltar ainda que alteracdes epigenéticas, que alteram a
funcionalidade de um gene sem alterar a estrutura primaria do DNA (Feil &Fraga, 2012),
também podem estar presentes.

Nossos resultados mostraram que a atuacdo da MMP-9 parece ser um dos fatores
importantes do desenvolvimento do processo patoldgico da fibrose cardiaca na doenca de
Chagas. Além disso, o envolvimento das MMPs 2 e 9 parece ser diferencial entre as formas
clinicas da doenga de Chagas, como ilustrado na Figura 32. Acreditamos que quando existe
um predominio da MMP-9, a inflamagdo e o remodelamento cardiaco sdo intensificados,
favorecendo o desenvolvimento da forma cardiaca. Quando os niveis de MMP-2 sao
predominantes, a inflamacao e o remodelamento cardiaco s3o menos intensos e 0s pacientes
permanecem na fase indeterminada. Ressaltamos ainda, a partir dos nossos resultados, que os

niveis dessas MMPs parecem nao ser influenciados pela genética do hospedeiro.
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Figura 32 — Esquema representativo dos principais resultados encontrados
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CONCLUSAO

Podemos concluir que pacientes portadores da forma clinica CARD possuem alteragao
no sistema de degradac¢do da matriz com niveis aumentados da MMP-9, além de aumento do
potencial de atividade proteolitica dessa enzima, o que intensifica a inflamacao no ambiente
cardiaco e contribui para a patogénese da cardiomiopatia chagasica.

Nossos dados s3o inovadores e representam um avanco no conhecimento dos
mecanismos envolvidos no estabelecimento e manuten¢do da patologia cardiaca da doenca de

Chagas.
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ABSTRACT

Dilated chronic cardiomyopathy (DCC) from Chagas disease is associated with myocardial
remodeling and interstitial fibrosis, resulting in extracellular matrix (ECM) changes. In this
study, we characterized for the first time, the serum MMPs 2 and 9 levels, as well as their
main cell sources in peripheral blood mononuclear cells from patients presenting the
indeterminate (IND) or cardiac (CARD) clinical forms of Chagas disease. Our results showed
that serum levels of MMP-9 are associated with the severity of Chagas disease. The analysis
of MMPs production by T lymphocytes showed that CD8" T cells are the main mononuclear
leucocytes source of both MMP-2 and MMP-9 molecules. Using a new 3-dimensional model
of fibrosis we observed that serum from patients with Chagas disease induced an increase in
the extracellular matrix components in cardiac spheroids. Furthermore, MMP-2 and MMP-9
showed different correlation with matrix proteins and inflammatory cytokines in patients with
Chagas disease. Our results suggest that MMP-2 and MMP-9 show distinct activities in
Chagas disease pathogenesis. While MMP-9 seems to be involved with the inflammation and
cardiac remodeling of Chagas disease, MMP-2 does not correlate with inflammatory
molecules.

Key Words: Metalloproteinases, Chagas disease, Cardiomyopathy, Cardiac Remodeling,

Fibrosis, Immune cells.
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INTRODUCTION

Chagas disease, a neglected disease caused by Trypanosoma cruzi, remains a serious
public health problem and affects about 10 million people in Latin America ). During the
chronic phase, most patients remain in the asymptomatic clinical form (indeterminate) that
can last all their life time. However, about 20 to 30% of the patients develop the cardiac form
of the disease which can be complicated by cardiac arrhythmias, heart failure, stroke and
sudden death **. Chagas heart disease is characterized by an intense myocarditis of an
inflammatory nature with a progressive fibrotic process affecting the myocardium of both
ventricles which leads to myocardial remodeling, interstitial fibrosis and changes in the
extracellular matrix (ECM) *>®. The ECM remodeling is regulated by proteolytic enzymes
such as matrix metalloproteinases (MMPs) .

MMPs are important enzymes that participate in many physiological and pathological
conditions by degrading ECM molecules (e.g. collagen, laminin, fibronectin) and by releasing
cryptic epitopes from the ECM "'V, However, these enzymes have a spectrum of biological
functions and also act on several biomolecules, including cytokines, hormones and
chemokines 7.

Among the MMPs, MMP-2 and MMP-9 are well known for their involvement in the

(9,10,12-14,24,25)

pathogenesis of a wide spectrum of cardiovascular disorders and are able to

degrade all components of the heart matrix contributing to the ECM remodeling that occurs
with progressive ventricular dilatation '>'%.

The participation of MMP-2 and MMP-9 has already been studied in experimental T.
cruzi infection. Gutierrez et al., 2008 !> showed in experimental T. cruzi infection that the
inhibition of MMP-2 and MMP-9 decreased inflammation and improved the prognosis of the

infected animals. However, the involvement of MMPs in human Chagas disease has not been

explored yet. In this study, we showed for the first time that MMP-2 and MMP-9 as well as
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IL-1pB and TNF-a may be differentially involved in cardiac remodeling in patients at the

indeterminate and cardiac forms of Chagas disease.

POPULATION, MATERIALS AND METHODS
Study Population

The patients with Chagas disease who agreed to participate in this study were
identified and selected of the Referral Outpatient Center for Chagas Disease at the Clinical
Hospital at the Federal University of Minas Gerais (UFMG), Brazil, and of Evandro Chagas
Clinical Research Institute (IPEC) at FIOCRUZ-RJ, Brazil. Patients who consented to
participate in this study were enrolled in a prospective cohort study initiated 15 years ago as
previously described !®. The patients were grouped as indeterminate (IND) and cardiac
(CARD) patients as previously reported ©®. The IND group included individuals ranging in
age from 36 to 65 years old (average age 53 + 17 years), with no significant alterations in
their electrocardiograms, chest x-rays, echocardiograms, esophagograms and barium enemas.
The CARD patients included individuals ranging in age from 35 to 69 years old (average age
52 £ 17 years). All patients of the CARD group presented dilated cardiomyopathy and heart
failure and their left ventricle ejection fraction averaged 42% =+ 14%). Healthy individuals,
ranging in age from 30 to 49 years old (average age 39 + 9 years), with normal physical
examination, electrocardiogram and echocardiogram and negative serological tests for Chagas
disease were included as a control group (NI).
Ethics Statement

Written informed consent was obtained from all individuals prior to their inclusion in
the study. This study was carried out in full accordance with all International and Brazilian

accepted guidelines and was approved by the Ethics Committee at Centro de Pesquisas René
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Rachou- FIOCRUZ (15/2011 CEPSH-IRR), UFMG (ETIC 001/97) and IPEC (CAAE
0058.0.009.000-09).
Serum MMP-2 and MMP-9 measurement

Ten milliliters of peripheral blood were collect without anticoagulant for serum
separation. MMP-2 and MMP-9 concentrations were determined using Milliplex Kit
(Lifescience, BR) with Luminex™ xMAP technology. The assay was performed according to
the manufacturer's instructions at the serum dilution of 1:20. Briefly, this methodology uses
digital signal processing capable of classifying polystyrene beads (microspheres) dyed with
distinct proportions of two fluorophores. A fluorescently Streptavidin-PE conjugate antibody
is added for the identification of MMPs concentration by their mean fluorescence intensity
(MFTI). The results were expressed in ng/mL.
Gelatin zymography

MMP2 and MMP-9 were examined by gelatin zymography of serum samples. Forty
micrograms of protein from serum were electrophoresed through a 12% polyacrylamide gel
copolymerized with gelatin (1 mg/mL, type A from porcine skin; Sigma). After
electrophoresis, the gels were washed with 2.5% Triton X-100 diluted in 50mM Tris pH 7.5
and incubated overnight at 37° C in 50mM Tris and 10mM CaCl, solution. Staining was
performed using Coomassie Blue Brilliant (R-250, Bio-Rad), and the gels were distained
using specific solution (250mL ethanol, 80mL acetic acid). Clear gelatinolytic bands on a
uniform blue background were measured by densitometry with the image analyzer GS-800
Calibrated Densitometer (Bio-Rad). Band intensities were quantified using Quantity One
software.
Flow cytometric analysis of peripheral blood

Whole blood was collected in Vacutainer tubes containing EDTA (Becton Dickinson,

USA) and 100 pL samples were mixed in tubes with 2 uL. of undiluted monoclonal antibodies
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conjugated with fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE), Peridinin Chlorophyll
Protein Complex (PerCP) or allophycocyanin (APC) for the following molecules: CD14
(MOPY), CD8 (HIT8a), CD8 (SK1), CD4 (RPA-T4) from BD Pharmingen USA. After
adding the antibodies, the cells were incubated and washed after erythrocyte lysis. The cells
were then permeabilized and incubated with monoclonal antibodies against MMP-2 (1A10) or
MMP-9 (56129) (R&D Systems, USA) conjugated with PE or FITC, respectively. After
incubation, the cells were fixed and phenotypic analyses performed by flow cytometry using a
Becton Dickinson FACScalibur cytometer. The analyses were performed using FlowJo
software (Treestar, USA) gating the cells on 7 x 10 cells according to their forward and side
scatter properties. The specific gating strategies were used to select the lymphocyte and
monocyte population as previously described 7.
Detection of cytokines and chemokines levels in serum by Cytometric Bead Array (CBA)

Cytometric beads array (CBA) immunoassay kit (BD Biosciences, USA) was used for
TNF-o and IL-1B measurements as recommended by the manufacturer and previously
described "*'®. Data were acquired in a FACScalibur flow cytometer (Becton Dickinson) and
the analyses were performed using BD CBA software (Becton Dickinson). The results were
expressed as pg/mL.
Primary cardiac-cell cultures and Cardiac spheroids serum treatment

Swiss Webster mice were obtained from CECAL-FIOCRUZ. They were bred and
manipulated according to approved recommendations of the FIOCRUZ Ethics Committee for
Animal Use (CEUA-FIOCRUZ protocol 232/04). The hearts of 18-day-old mice embryos
were subjected to enzymatic dissociation using 0.05% trypsin and 0.01% collagenase in PBS
(pH 7.2) at 37°C, as previously described . To allow formation of cardiac spheroids (3D
microtissues), 25x 10° cardiomyocytes were plated in agarose coated 96-U-well plastic plates

as described before ?%. After one week of culture, 3D microtissues were incubated in DMEM
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containing 5% serum from patients with Chagas disease or non-infected individuals in 24-
well plate. The cultures were maintained at 37°C, 5% of CO, for 72 hours.
Immunobloting

The technique was performed as previously described *'*?. Briefly, after serum
treatment, cardiac spheroids were washed, lysed in radioimmunoprecipitation assay buffer [50
mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM ethylene glycol-bis-(b-amino-ethyl
ether) N,N,N’",N’-tetra-acetic acid, pH 8.0 and protease inhibitors cocktail (Sigma)], sonicated
and the protein concentration measured using the RC-DC protein quantification kit (BioRad).
Proteins in the lysates (10ug/lane) were separated by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis (12%), followed by transfer and incubation with specific antibodies. The
antibodies used were anti-MMP-2 (1:1.000), anti-MMP-9 (1:1.000), anti-laminin (1:1.000),
anti-fibronectin (1:5.000), anti-connexin43 (1:10.000), all from Sigma, and rabbit polyclonal
anti-collagen type 1 (1:5.000) from Novatec. After incubation with a secondary goat anti-
rabbit-HRP IgG and secondary goat anti-mouse-HRP IgG antibody (PIERCE Thermo
Scientific), the membranes were washed and incubated with chemoluminescent kit Super
Signal West Pro (Pierce Biotechnology), and exposed to X-Ray film. Films were scanned and
protein quantification performed with Quantity One software. Western blot results were
normalized by values of GAPDH for each sample in the same gel.
Statistical analysis

Analyses were performed using GraphPad Prism version 5.0 software (San Diego,
USA). The following nonparametric tests were performed: Mann-Whitney test, when
comparing two groups, and Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s test post-hoc analysis,
when comparing three groups or more. Correlation analyses were done using Pearson’s
correlation coefficient (JMP software, SAS). In all cases, significance was considered at p<

0.05.
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RESULTS
Serum levels of MMP-9 are associated with the severity of Chagas disease

Several studies have shown that extracellular matrix degradation by MMPs,
specifically MMP-2 and MMP-9 are involved in the pathogenesis of a wide spectrum of
cardiovascular disorders *"'*'***2% _Tn order to investigate the involvement of these MMPs in
Chagas disease, we measured the serum levels of MMP-2 and MMP-9 from patients with
Chagas disease and non-infected individuals by milliplex assay and zymography. Milliplex is
based on immunoreactivity and may also measure MMP-TIMP complex (indistinguishable
from free MMP) and degradation products. On the other hand, zymography visualizes just
enzyme forms, not MMP-TIMP complex, and this type of analysis might give the false
impression that the samples contain activity *>?®. The results of milliplex assay showed that
patients from the CARD group presented higher serum levels of MMP-2 when compared with
IND (p=0.006) and NI (p=0.002) groups (Figure 1A). The MMP-9 serum levels from the
CARD group were also higher than those from the NI group (p=0.04) (Figure 1A). Aiming to
compare the MMP-9 and MMP-2 levels, we have calculated the relative index considering
MMP-9/MMP-2 ratio. Although the serum MMP-9 levels were higher than MMP-2, the
MMP-9/MMP-2 ratio did not show any significant differences between the groups (Figure
1A).

Gelatin zymography was carried out on serum from the same patients in order to
confirm the above described results. MMP-2 levels were undetectable in serum samples from
NI individuals and no statistical difference was observed between IND and CARD groups
(Figure 1B). The results still showed that MMP-9 levels was higher in serum samples from
CARD group when compared with IND group (p=0.003). Moreover, MMP-9 levels was
lower in serum samples from IND group when compared with NI individuals (p=0.002)

(Figure 1B). The MMP-9/MMP-2 level ratios were similar between IND and CARD groups
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(Figure 1B). A correlation analysis between the Milliplex and zymography data was done, but
significant correlations were not found (data not shown).
CD8" T cells are the main mononuclear leukocyte source of MMP-2 and MMP-9 molecules

The increased levels of MMP-9 in serum samples from CARD patients, suggested a
role of this MMP in the pathogenesis of cardiomyopathy. Some previous studies showed that
monocytes/macrophages and lymphocytes are able to secrete MMPs “"?®. Considering that
monocytes/macrophages and lymphocytes are important during T. cruzi infection and play a
major role in driving distinct patterns of the immune response in IND and CARD groups
@930 we investigated the frequencies and cellular sources of MMP-2 and MMP9 producing
cells within the mononuclear leucocytes population. Our findings demonstrated that both
CD4" and CD8" T cells from IND and CARD patients presented a higher intracellular
expression of MMP-2 than CD4" and CD8" T cells from NI individuals (p<0.005) (Figure
2A). On the other hand, only the CARD group showed a higher percentage of CD4" and CD8"
T cells co-expressing MMP-9 when compared with NI group (p<0.005) (Figure 2B).
However, no difference was observed in the MMP-2 or MMP-9 expressions by monocytes
(CD14" cells) in all groups (Figure 2A and B).

In order to identify the most relevant source of MMP-2 and MMP-9 within the
mononuclear cell subsets, additional analysis was carried out in order to provide evidences
regarding the number of MMP-2" and MMP9" mononuclear cells (Figure 3). Our results
showed that in all groups CD8" T cells are the main cell source for MMP-2 production when
compared to the other cells evaluated (Figure 3A). Furthermore, in patients with Chagas
disease the majority of MMP-9 production was also derived from CD8" T cells (Figure 3B).
Serum from patients with Chagas disease induced an increase in the extracellular matrix

components in cardiac spheroids
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We performed three-dimensional cardiomyocyte-culture experiments to test whether
the serum from patients with Chagas disease is capable to induce the expression of
extracellular matrix proteins by cardiomyocytes. Our results showed a higher expression of
collagen type I when spheroids were incubated in contact with serum from IND and CARD
groups than with serum from NI group (p=0.003/p=0.001, respectively) (Figure 4). The
fibronectin and MMP-2 expression were higher in spheroids stimulated with serum from IND
group when compared with serum from the NI group (p=0.01/p=0.03, respectively) (Figure
4). On the other hand, laminin and MMP-9 expression were not different between the groups.
However, we observed a tendency of higher expression of MMP-9 in spheroids in contact
with serum from CARD patients (Figure 4).

MMP-2 and MMP-9 are correlated with the cardiac spheroid remodeling induced by serum
of patients with Chagas disease

The MMPs are involved in the remodeling of the cardiac tissue by degrading ECM
molecules V. In order to confirm if the presence of MMPs correlates with ECM proteins
and a possible role of these molecules in the cardiac remodeling of Chagas disease, we
performed a correlative analysis. A significant negative correlation was seen between MMP-2
expression and laminin expression in all groups (Figure SA). However, a significant positive
correlation was observed between MMP-9 expression and laminin expression in IND group
(Figure 5A). Regarding fibronectin, a significant negative correlation was seen between
MMP-2 expression and fibronectin expression in IND and CARD groups (Figure 5A).
However, a significant positive correlation was observed between MMP-9 expression and
fibronectin expression in CARD group (Figure 5A). There was no significant correlation
between MMPs and collagen expression in the studied groups (data not shown).

MMP-9 seems to be involved with the inflammation and cardiac remodeling of Chagas

disease, whereas MMP-2 does not correlate with inflammatory molecules.
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Our next step was to analyze the correlation between TNF-a and IL-1p serum levels
and MMPs levels measured by zymography, since TNF-a and IL-1 are the main cytokines
involved in MMPs activation %3 A significant negative correlation was seen between
MMP-2 levels and IL-1B serum levels in IND group (Figure 5B). However, a positive
correlation was observed between MMP-2 levels and IL-1f serum levels in the CARD group
(Figure 5B). A negative correlation was seen between MMP-9 levels and IL-1p serum levels
in IND group (Figure 5B). On the other hand, a significant positive correlation was observed
between MMP-9 levels and IL-1f3 serum levels in CARD group (Figure 5B). Regarding TNF-
a levels, a significant negative correlation was seen between MMP-2 levels and TNF-a levels
in IND group (Figure 5B). However, no significant correlation was observed either between
MMP-2 levels and TNF-a levels in CARD group (Figure 5B) or between MMP-9 levels and
TNF-a levels in both IND and CARD groups (Figure 5B).

Overall, our results suggest that MMP-2 and MMP-9 as well as IL-1 and TNF-a. may

be differentially involved in cardiac remodeling in the IND and CARD groups, respectively.

DISCUSSION
Chronic Chagas disease has a great variety of clinical presentations even within
patients with the cardiac form. Although the classification of the cardiac form into stages

G% sudden death and other major clinical

helps to distinguish patients with worse prognosis
events still occur among patients at initial stages of Chagas heart disease. Therefore, one of
the most important goals of studying physiopathologiacal mechanisms in Chagas disease is
the identification of potential risk factors for the occurrence of major clinical events (sudden
death, heart failure, malignant arrhythmias, stroke) or disease progression among patients still

at the indeterminate form or at initial stages of the cardiac form™®. Chagas heart disease is

characterized by an intense and progressive fibrotic process ¥ and the study of biomarkers
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involved in the establishment and development of fibrosis is essential to identify such
potential risk factors @

In this study, we characterized for the first time the serum levels of MMPs 2 and 9,
their potential proteolytic activity as well as their main sources within mononuclear cells in
human Chagas disease. Although there are no reports about the putative role of MMPs in
human Chagas disease, the involvement of MMPs in other cardiac diseases has been largely
studied, particularly in cardiac matrix remodeling that occurs in heart failure and after acute
myocardial infarction (#4337,

Our results showed that patients with Chagas heart disease complicated by heart
failure present higher serum levels of MMP-9 (Figure 1). Moreover, experimental studies
pointed out that MMP serum levels may be associated with cardiovascular complications of
hypertension ©%. Polyakova et al., 2010 ¥ showed that elevated expression of MMP-2 and
MMP-9 is associated with collagen maturation in heart failure, demonstrating an important
role of these enzymes in fibrosis through collagen configuration, activation and deposition. In
experimental models of Chagas disease, high MMP-2 and 9 proteolytic activity had already
been described, which suggested an important role for MMPs in T. cruzi-induced acute
myocarditis '>. Here, we showed elevated levels of these enzymes in chronic Chagas disease.
Furthermore, the ratio analysis showed that MMP-9 levels were higher than that of MMP-2
(Figure 1A), which is corroborated by others '? who described that MMP-2 is produced at
lower levels by several cells, when compared with MMP-9 levels.

Our group has previously showed the essential role of immune cells, such as

(1642 in Chagas disease pathogenesis. In the present study, we

monocytes “" and lymphocytes
observed that CD4" and CD8" T lymphocytes and CD14" monocytes are able to produce
MMP-2 and MMP-9 (Figure 2), corroborating with published data ®***) Moreover, MMP-9

production was higher in CD8" T lymphocytes from CARD group. Furthermore, the analysis
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of mononuclear cells contribution for MMP-2 and MMP-9 production showed that CDS" T
lymphocytes were the major mononuclear cell contributor for MMP-2 production in all
groups (Figure 3A) and were also highlighted as cellular contributor for MMP-9 production in
patients with Chagas disease (Figure 3B). The participation of MMPs in immune cells

(15)

migration has been already demonstrated *~’, and their production by lymphocytes could be

justified, especially because CD8" T lymphocytes are the main inflammatory cell source in

25)

heart during Chagas disease “?. Other immune cells, such as neutrophils *®, and many

(2527 are able

different cell types including cardiomyocytes, fibroblasts, and endothelial cells
to produce and secrete MMP-2 and MMP-9. All of them are found in a myocarditis scenario
and are able to contribute to the MMP-2 and MMP-9 serum levels measured in this paper and,
more important, to the MMP-2 and MMP-9 active in the myocardium of the patients with
Chagas disease.

In this paper, we used the three-dimensional (3D) cardiomyocyte-culture system,
which is a new strategy for the study of Chagas disease pathogenesis that presents a great

similarity to the in vivo studies **

, in order to verify the impact of serum from patients with
Chagas disease over cardiac spheroids. The serum from IND and CARD groups induced an
overexpression of matrix proteins (Figure 4), suggesting the existence of different soluble
factors which could be able to influence the matrix proteins expression, since serum from IND
group induced fibronectin and MMP-2 expression whereas serum from CARD group showed
a tendency to induce MMP-9 expression. All matrix proteins are essential for the maintenance
of ECM architecture, and an abnormal expression of them may contribute to pathological
processes. The digestion process of matrix proteins by MMPs does not necessarily reduce the
quantity of these proteins, but on the contrary, may release growth factors and other

molecules capable of inducing the synthesis of additional matrix proteins, increasing the

proteins deposition on ECM "?. The correlation analysis showed that while MMP-2 had a
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negative correlation with fibronectin and laminin, MMP-9 showed a positive correlation with
both proteins (Figure SA). These results led us to hypothesize that MMP-9 may act on the
inflammatory process whereas MMP-2 would have an anti-inflammatory effect. MMP-2 has
been localized to the nucleus of cardiac cells where the protein would play a protective role

(€]

by avoiding apoptosis . Furthermore, increased MMP-9 and decreased MMP-2 were

@0 In an

associated with left ventricular hypertrophy in patients with hypertension
experimental arthritis model, MMP-2 and MMP-9 had opposite roles for the progression of
arthritis. While MMP-2 had a suppressive role, MMP-9 was associated with the development
of inflammatory joint disease “*).

Our data also showed a negative correlation between MMP-2 and IL-13 and TNF-
a cytokines, while MMP-9 showed a positive correlation with these inflammatory cytokines
in patients with chronic Chagas disease (Figure 5B). T. cruzi-infected cardiomyocytes elicit a
strong immune response, characterized by the production of IL-1f and TNF-a, which is
associated with the hypertrophic effect in these cells . Moreover, MMP-9 can cleave and
activate these cytokines, and thus intensify the process of cardiac remodeling ®*47.

Heart failure is characterized by activation of different cytokines and enzymes
including MMPs which have been implicated in the left ventricular remodeling ubiquitous to

different heart failure etiologies **

. Thus, the increased MMPs values described by us could
be a consequence of the heart failure per se and not a specific change secondary to Chagas
disease. However, we also found changes in MMPs expression in the group of patients with
the indeterminate form against controls. These patients do not have heart dilation or failure
what favors the hypothesis of a specific change in MMPs expression contributing to Chagas
disease physiopathology.

Overall, the results of the present study indicate that there is a different involvement of

MMP2 and MMP-9 in Chagas disease pathogenesis. We hypothesize that whenever there is a
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predominance of MMP-9 levels, the cardiac remodeling is intensified and favors the
development of the cardiac form of Chagas disease. On the contrary, when the MMP-2 levels
predominate, the cardiac remodeling is less intense and the patient remains at the
indeterminate phase of the Chagas disease. Those processes may be IL-1f and TNF-a
dependent. These data are innovative and represent an advance in the knowledge of the
mechanisms involved in the establishment/maintenance of the Chagas heart disease

pathology.
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Figure 1 — Analysis of serum levels of MMP-2 and MMP-9.

The analysis of serum levels of MMP-2 and MMP-9 by milliplex assay (A) and by
zymography (B) was performed as described in material and methods. The groups evaluated
were: Indeterminate - IND (n=23, gray bars); Cardiac - CARD (n=27, dark gray bars) and
non-infected individuals - NI (n=25, white bars). The serum levels data are expressed as
median pg/mL of MMPs with interquatile range. The results of zymography were obtained by
subtracting the values of the area (mm?) of the selected band, and the volume (OD), and are
expressed as the median with interquatile range. The proteolytic band that indicates MMPs is
represented in B. Significant differences (p<0.05) in the charts are identified by connecting
lines and the symbol (*) for comparisons between the groups.
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Figure 2 — Intracytoplasmatic levels of MMP-2 and MMP-9 in lymphocytes and
monocytes.

Ex vivo analysis of intracytoplasmatic levels of MMP-2 (A) and MMP-9 (B). The groups
evaluated were: Indeterminate - IND (n=7, gray bars); Cardiac - CARD (n=10, dark gray
bars) and non-infected individuals - NI (n=6, white bars). Data are expressed as the median
percentage of T lymphocytes and monocytes with interquatile range. Significant differences
(p<0.05) in the charts are identified by connecting lines and the symbol (*) for comparisons

between the groups.
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Figure 3 — Evaluation of MMP-2 and MMP-9-producing peripheral blood mononuclear

cells and their subpopulations.

Analysis of the most relevant source of MMP-2 (A) and MMP-9 (B) within the mononuclear

cell subsets. The cells evaluated were monocytes, CD4" and CD8" T-lymphocytes. Data are

expressed as the median MMP-producing cells with interquatile range. The data also are

showed by pie charts, which represents the proportion of CD4" and CD8" T-cells and CD14

monocytes within MMP2 and MMP9-producing mononuclear cells. Significant differences

(p<0.05) in the charts are identified by connecting lines and the symbol (*) for comparisons

between the groups.
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Figure 4 — Expression evaluation of matrix proteins expression in cardiac spheroids.

The bands that represent the expression of each matrix protein are showed in A. The matrix
proteins (B) was evaluated from 3D microtissues incubated with serum from patients non-
infected individuals - NI (n=10, white bars) and patients with Chagas disease, Indeterminate -
IND (n=10, gray bars) and Cardiac - CARD (n=10, dark gray bars). Data are expressed as the
mean of matrix protein expression + standard error. Significant differences (p<0.05) in the
charts are identified by connecting lines and the symbol (*) for comparisons between the

groups.

140



S BT 62 &3 64 &5 BE ©§
MMi-9

Fibroneetin

T/\

2

BT RDIRTENTROZ 0 &1 02 03 o4 0B 4 ! 58 75 19 125 6 TS 28 H W B »

MMP ¢ — MMP 9

Figure 5 — Correlation analysis of MMP-2 and MMP-9 with matrix proteins and
inflammatory cytokines.

Correlation analysis of MMP-2 and MMP-9 expression with laminin and fibronectin was
done with data of cardiac spheroid culture (A). Correlation analysis MMP-2 and MMP-9
expression with IL-1B and TNF-a was done with data of serum (B). The Spearman
correlation coefficient was used for correlation analysis and results were considered
significant with a p <0.05. Significant differences (p value) are indicated in each graph

together with the r2 value.
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ANEXO III

ABSTRACTS DOS ARTIGOS PUBLICADOS EM COLABORACAO

BMC Infect Dis. 2012 Dec 27;12:380. doi: 10.1186/1471-2334-12-380.

Cytokine profile, proliferation and phosphorylation of ERK1/2 and Akt in circulating
mononuclear cells from individuals during the chronic intestinal phase of
Schistosomiasis mansoni infection.

Oliveira-Prado R, Caldas IR, Teixeira-Carvalho A, Andrade MV, Fares RC, Portugal LM,
Gazzinelli A, Corréa-Oliveira R, Cunha-Melo JR.

Abstract

BACKGROUND: The immune response to Schistosoma mansoni is characterized by a
granulomatous reaction around the parasite eggs that are trapped in the host liver, and this
reaction modulates the immune response during the chronic phase of the disease. The typical
peripheral blood mononuclear cell (PBMC) response of patients during the chronic intestinal
phase of infection is characterized by a decreased response to an S. mansoni soluble egg
antigen. To obtain a greater understanding of Schistosoma infections, this study investigated
the effects of the soluble egg antigen (SEA) and soluble adult worm antigen (SWAP) of S.
mansoni on cellular proliferation, cytokine production, and ERK1/2 and Akt phosphorylation
in PBMCs from infected (XTO) and egg-negative (NI) individuals living in the same endemic
arca. METHODS: The activation status was evaluated by cell immunophenotypic staining
(cytometry). The cell proliferation assay was by CFSE method. Cytokine detection assay (Th1
and Th2) was by Cytometric Bead and Array phosphorylation status was by ELISA.
RESULTS: The XTO, NI and BD (blood donor) individuals from an area not endemic for
schistosomiasis were compared. The CD4(+) T lymphocyte proliferation rate was lower in the
XTO group, but not the NI group, after SEA stimulation compared to the BD group. The
CDS8(+) T cell proliferation rate was lower in the XTO group in the unstimulated cultures and
after both SEA and SWAP stimulation compared to the BD group. Cytokine analysis after
either SEA or SWAP stimulation showed a balanced cytokine pattern in the XTO and NI
groups. ERK1/2 and Akt phosphorylation were only marginally detected in all groups;
however, a decrease in ERK 1/2 phosphorylation was observed in the SWAP-stimulated XTO
group compared to both the NI and BD groups. CONCLUSIONS: The data indicate that

SEA-stimulated CD4(+) T cells from infected patients have a lower proliferation rate than the
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same cells from the NI group. Furthermore, we observed that SWAP stimulation influences

ERK1/2 phosphorylation in the XTO group.

Immunobiology. 2012 Aug;217(8):768-77. doi: 10.1016/j.imbio.2012.04.008.
Epub 2012 May 9.

Foxp3+CD25(high) CD4+ regulatory T cells from indeterminate patients with Chagas
disease can suppress the effector cells and cytokines and reveal altered correlations with
disease severity.

de Araujo FF, Corréa-Oliveira R, Rocha MO, Chaves AT, Fiuza JA, Fares RC, Ferreira KS,
Nunes MC, Keesen TS, Damasio MP, Teixeira-Carvalho A, Gomes JA.

Abstract

Immunoregulatory mechanisms are important to control the intense immune activity induced
in Chagas disease. We evaluated the phenotypic profile and the mechanisms by which Treg
cells function in patients with the indeterminate (IND) and cardiac (CARD) clinical forms of
Chagas disease. The frequency of Foxp3(+)CD25(high) CD4(+)-T cells is augmented and
correlated with the maintenance of a better cardiac function in IND. Treg cells from IND
present suppressive activity, although the mechanism is not IL-10 or CTLA-4 dependent and
are able to produce augmented levels of IL-17, IL-10 and granzyme B being its frequency
correlated with percentage of Annexin V(+) CD4(+)-cells. In contrast, CARD presents higher
frequency of IL-6(+), IFN-gamma(+), TNF-alpha(+) and CTLA-4(+) Treg-cells than IND.
Thus, our data suggest that Treg cells have an important role in controlling the exacerbated
immune response and morbidity in Trypanosoma cruzi infection, probably modulating the

cytokine environment and/or killing effector cells.

Scand J Immunol. 2012 Sep;76(3):311-9. doi: 10.1111/1.1365-3083.2012.02730.x.
Characterization of CD4" cytotoxic lymphocytes and apoptosis markers induced by
Trypanossoma cruzi infection.

Keesen TS, Gomes JA, Fares RC, de Aratjo FF, Ferreira KS, Chaves AT, Rocha MO,
Correa-Oliveira R.

Abstract

Although the pathophysiology of Chagas disease is not completely understood, it is widely

accepted that involvement of the immune response is critical in determining the outcome of
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the disease. In this context, CD4" T cells may play an important role in generating different
mechanisms of protection. In addition to effector and regulatory functions, CD4* T cells may
be also involved with lytic activities against the parasite and may have a relevant role on
control of the infection. In this study, we have evaluated CD4" T cells expressing cytotoxic
and apoptosis markers in response to Trypanossoma cruzi infection in indeterminate (IND)
and cardiac (CARD) patients with Chagas disease and non-infected individuals (NI). Our data
demonstrated that: (1) CD4" T cells presented higher ex vivo granzyme B expression in
patients with Chagas disease compared with healthy individuals and that antigen induced a
greater granzyme B expression in IND patients; (2) CD95L expression in CD4* CD95* T
cells from IND patients is higher than in CARD and NI; (3) IND and CARD patients had an
increased frequency of caspase-3 after in vitro stimulation and also expressed a high
frequency of annexinV* 7ADD* within CD4" T cells; (4) Lastly, a positive correlation was
seen between cytotoxic molecules and CD45RO memory marker in CD4* T cells and
between caspase-3 and CD95L within CD4" CD95" T cells. These results suggest new
insights into the functional competence of CD4* T cells among the different clinical forms of
Chagas disease, which will lead to a better understanding of their influence during immune

responses against T. Cruzi.

Hum Pathol. 2011 Feb;42(2):299-301. doi: 10.1016/j.humpath.2010.10.002.
Characterization of the presence of Foxp3(+) T cells from patients with different clinical
forms of Chagas' disease.

de Araujo FF, da Silveira AB, Correa-Oliveira R, Chaves AT, Adad SJ, Fiuza JA, Fares RC,
Ferreira KS, Fujiwara RT, Silva Gomes JA.

PLoS Negl Trop Dis. 2009 Sep 9;3(9):e512. doi: 10.1371/journal.pntd.0000512.

Profile of central and effector memory T cells in the progression of chronic human
chagas disease.

Fiuza JA, Fujiwara RT, Gomes JA, Rocha MO, Chaves AT, de Araujo FF, Fares RC,
Teixeira-Carvalho A, Martins-Filho OA, Cancado GG, Correa-Oliveira R.

Abstract
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BACKGROUND: Chronic Chagas disease presents several different clinical manifestations
ranging from asymptomatic to severe cardiac and/or digestive clinical forms. Several studies
have demonstrated that immunoregulatory mechanisms are important processes for the
control of the intense immune activity observed in the chronic phase. T cells play a critical
role in parasite specific and non-specific immune response elicited by the host against
Trypanosoma cruzi. Specifically, memory T cells, which are basically classified as central and
effector memory cells, might have a distinct migratory activity, role and function during the
human Chagas disease. METHODOLOGY/PRINCIPAL FINDINGS: Based on the
hypothesis that the disease severity in humans is correlated to the quality of immune
responses against T. cruzi, we evaluated the memory profile of peripheral CD4(+) and
CDS8(+) T lymphocytes as well as its cytokine secretion before and after in vitro antigenic
stimulation. We evaluated cellular response from non-infected individuals (NI), patients with
indeterminate (IND) or cardiac (CARD) clinical forms of Chagas disease. The expression of
CD45RA, CD45RO and CCR7 surface molecules was determined on CD4(+) and CD8(+) T
lymphocytes; the pattern of intracellular cytokines (IFN-gamma, IL-10) synthesized by naive
and memory cells was determined by flow cytometry. Our results revealed that IND and
CARD patients have relatively lower percentages of naive (CD45RA(high)) CD4(+) and
CD8(+) T cells. However, statistical analysis of ex-vivo profiles of CD4(+) T cells showed
that IND have lower percentage of CD45RA(high) in relation to non-infected individuals, but
not in relation to CARD. Elevated percentages of memory (CD45RO(high)) CD4(+) T cells
were also demonstrated in infected individuals, although statistically significant differences
were only observed between IND and NI groups. Furthermore, when we analyzed the profile
of secreted cytokines, we observed that CARD patients presented a significantly higher
percentage of CD8(+)CD45RA(high) IFN-gamma-producing cells in control cultures and
after antigen pulsing with soluble epimastigote antigens. CONCLUSIONS: Based on a
correlation between the frequency of IFN-gamma producing CD8+ T cells in the T cell
memory compartment and the chronic chagasic myocarditis, we propose that memory T cells
can be involved in the induction of the development of the severe clinical forms of the Chagas
disease by mechanisms modulated by IFN-gamma. Furthermore, we showed that individuals
from IND group presented more T(CM) CD4(+) T cells, which may induce a regulatory
mechanism to protect the host against the exacerbated inflammatory response elicited by the

infection.
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