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RESUMO

A infeccdo humana pelo Trypanossoma cruzi leva a doenca de Chagas, a qual
apresenta diferentes manifestacdes clinicas variando da forma assintomatica a
cardiopatia dilatada. O sistema imune do hospedeiro é fundamental para controlar a
parasitemia, entretanto, uma resposta imunolégica exacerbada pode levar a danos
teciduais. As interacbes entre os sistemas imune e nervoso desempenham um
importante papel na modulagdo da susceptibilidade e resisténcia a doencas
autoimunes. O peptideo intestinal vasoativo (VIP) possui uma ampla distribuicdo no
corpo e exerce seu papel como modulador da homeostase do sistema imune. VIP é
um potente agente anti-inflamatdrio que exerce sua atividade biologica ao se ligar
aos dois receptores, VPAC1 e VPAC2. Descobertas em vérias doencas humanas e
em modelos experimentais relatam o efeito benéfico de VIP no controle da resposta
imune. A presenca de fatores genéticos relacionados ao hospedeiro, em especial,
polimorfismos genéticos, podem contribuir para a evolucdo clinica diferencial em
individuos infectados pelo T. cruzi. Essas observacdes permitem hipotetizar que a
resposta deficiente ao VIP e a presenca de polimorfismos genéticos de seus
receptores podem estar relacionadas com a ampla variagcdo no quadro clinico de
pacientes chagasicos. Sendo assim, a proposta deste trabalho foi determinar os
niveis plasméticos de VIP, verificando se a expressdo diferencial de VIP esta
associada ao desenvolvimento da cardiopatia em individuos infectados pelo T. cruzi
e analisar alguns polimorfismos genéticos presentes nos genes de VPAC1 e VPAC2,
correlacionando-os as diferentes formas clinicas da doenca de Chagas. Os niveis
plasméticos de VIP foram obtidos de 80 individuos através de reacdes de ELISA. As
genotipagens dos polimorfismos rs 342511 (T/C) e rs 897 (C/T) de VPACL, rs
2098349 (G/T) e rs 885861 (C/T) de VPAC2 foram realizadas em uma amostra de 57
pacientes cardiacos, 51 indeterminados e 40 nao infectados, utilizando a técnica de
PCR em tempo real. Pacientes possuindo a forma cardiaca da doenca apresentaram
menores niveis plasmaticos de VIP. Analises de correlacdo mostraram que menores
niveis plasmaticos de VIP foram associados com o pior funcionamento cardiaco,
como determinado pela fragdo de ejecdo ventricular esquerda e pelo valor do
didametro ventricular diastolico esquerdo. A presenca do alelo polimérfico T de rs

342511 mostrou uma associacao significativa com a forma indeterminada da doenca



de Chagas. Pacientes chagasicos possuem menor frequéncia da variante T para o
polimorfismo rs 885861 de VPAC2. Os resultados indicam que a expressao de VIP e
os polimorfismos rs 342511 e 885861 podem ter um importante papel na doenca de

Chagas, influenciando a evolucéo das diferentes formas clinicas.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Polimorfismo genético, VIP.



ABSTRACT

The interconnection between immune and neuroendocrine systems influences
regulation of inflammatory responses. The possible relevance that this integrative
response may have during the course of Chagas disease remains poorly
characterized. In this context, our study was designed to determine the expression of
vasoactive intestinal peptide (VIP) in blood from the indeterminate and cardiac
polarized forms of Chagas disease, moreover, we determined whether the differential
expression of VIP is associated with the development of cardiomyopathy in
individuals infected with Trypanosoma cruzi. Finally, we analyzed gene
polymorphisms of VIP receptors, VPAC1 and VPAC2, and performed correlation
analysis of these polymorphisms with the different clinical forms of Chagas disease.
VIP plasma levels were measured by ELISA and clinical parameters such as left
ventricular ejection fraction and left ventricular diastolic diameter were taken by
echocardiographic exams. Polymorphism analyses were performed using Real-time
PCR. Our results demonstrated that low plasma levels of VIP were associated with
the cardiac morbidity in Chagas disease. Accordingly, correlation analysis showed
that low plasma levels of VIP were associated with worse cardiac function, as
determined by left ventricular ejection fraction and left ventricular diastolic diameter
values. Polymorphism analysis showed a significant association between VPAC1
and the indeterminate form of Chagas disease development. Our results indicate that
VIP expression and its receptors’ polymorphism may be important in determining

susceptibility to progression from mild to severe forms of Chagas disease.

Key words: Chagas disease, polymorphism, vasoactive intestinal peptide.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 Doenca de Chagas e Trypanosoma Cruzi

Trypanosoma cruzi € o0 protozoario causador da infeccdo parasitaria
conhecida como doenca de Chagas e que acomete aproximadamente 11 milhdes de
pessoas na Ameérica Latina (WHO, 2002), sendo a doenca infecciosa endémica mais
letal no hemisfério ocidental (TEIXEIRA et al., 2006). A transmissdo mais frequiente
dessa doenca ocorre pelo contato com fezes de triatomineos infectados, mas pode
também ocorrer pela transfusdo de sangue, transplante de oOrgaos, através da
passagem do parasito pela placenta e pelo consumo de alimentos e bebidas
contaminados (PRATA, 2001; HIDRON et al., 2010).

A doenca de Chagas passa por duas etapas sucessivas: uma fase aguda e
uma fase crbnica. A fase aguda geralmente ndo é percebida pelo paciente, sendo
95% dos casos assintomaticos, caracterizando-se pela presenca do parasito no
sangue do hospedeiro. Nos casos sintomaticos, algumas manifestacdes clinicas
apresentadas sao: febre, fraqueza, dores nas articulacdes, sonoléncia, colicas,
diarréias, edema na regido de penetracdo do T. cruzi e distarbios respiratorios
(TEIXEIRA et al., 2006).

ApG6s quatro a oito semanas, individuos infectados e néo tratados,
desenvolvem a fase cronica da doenca de Chagas. Esta fase caracteriza-se pela
diminuicAo da parasitemia e apresenta quatro formas clinicas diferentes:
indeterminada, cardiaca, digestiva e cardiodigestiva (WHO, 2002). A forma clinica
indeterminada atinge cerca de 50% dos individuos infectados e caracteriza-se pela
auséncia de manifestacdes clinicas, eletrocardiograficas ou radiol6gicas
significativas (RIBEIRO e ROCHA, 1998). Aproximadamente 50-70% dos individuos
infectados permanecem nessa forma clinica por toda a vida (WHO, 2002). A forma
cardiaca ocorre de 10 a 20 anos apos a infeccéo primaria em cerca de 10-30% dos
individuos infectados, sendo a principal causa de morbidade e mortalidade desses
individuos (WHO, 2002). Arritmias cardiacas, aneurisma apical, tromboembolismo e
insuficiéncia cardiaca sdo caracteristicas desta forma clinica (TANOWITZ et al.,
2009). A forma digestiva da doenca de Chagas € definida pela destruicdo da

inervacao autondémica entérica ocasionando a perda da funcédo do sistema digestivo,
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sendo que esbéfago e célon sdo os 6rgdos mais frequentemente afetados (WHO,
2002). Enfim, a forma cardiodigestiva € a mais rara das formas cronicas dessa
doenca, acometendo orgaos dos sistemas digestorio e cardiovascular. Nao estao
completamente esclarecidos os fatores que levam os individuos infectados pelo T.
cruzi a desenvolverem diferentes formas clinicas da doenca (VAGO et al., 2000).
Entretanto, € consenso entre 0os pesquisadores que a participacdo do sistema imune
inato e adaptativo, a genética do hospedeiro, bem como a presenca do parasito, sao
fatores determinantes para o desenvolvimento das diferentes formas clinicas
(TARLETON, 2007), de modo que a forma indeterminada representa um estagio de
equilibrio imunoldgico entre parasito e hospedeiro enquanto as formas sintomaticas
seriam resultado de atividade exacerbada do sistema imune em resposta ao

parasito.

1.2 Polimorfismos genéticos relacionados a doenca de Chagas

Considerando a natureza multifatorial do desenvolvimento das diferentes
formas clinicas da doenca de Chagas e que fatores genéticos do hospedeiro
influenciam o curso da doenca (DUTRA et al, 2009), a existéncia de polimorfismos
genéticos e a comparacao destes dados em pacientes das diferentes formas clinicas
podem trazer informacgdes relevantes sobre fatores relacionados ao direcionamento
do desenvolvimento destas variadas formas clinicas. Polimorfismo genético é
definido como a coexisténcia de mais de uma forma variante de um gene num dado
l6cus, na frequéncia acima de 1-2%, na constituicdo genética de uma populacao (DE
NARDIN, 2009).

Existem vérios tipos de polimorfismos, sendo que 0s mais comuns Sao
segmentos repetidos in tandem (nucleotideos e microsatélites),
delecdes/insercdes/duplicacbes de segmentos pequenos ou grandes (variantes do
namero de copias) e polimorfismos de nucleotideo Unico (CHORLEY et al., 2008).
Este ultimo, denominado SNPs, séo sitios no genoma onde a sequéncia de DNA de
uma porcentagem de individuos da populacdo difere por uma unica base (DE
NARDIN, 2009).

SNPs podem estar presentes nas regides codificadoras do gene e, desta

forma, podem alterar a sequéncia de aminoacidos acometendo as propriedades
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biolégicas das proteinas codificadas. Quando presentes nas regides nao
codificadoras dos genes, podem afetar os niveis de expressdo génica do alelo
especifico (WANG et al., 2005). Desta forma, a existéncia de SNPs pode alterar a
forma como o individuo reage ao ambiente e influenciar a susceptibilidade a
doencas (CHORLEY et al., 2008). Sao identificados na populagdo humana mais de
11 milhdes de SNPs segundo a base de dados de SNPS do National Center of
Biotechnology Information (NCBI).

Acredita-se que o desenvolvimento de diferentes formas clinicas na fase
crobnica da Doencga de Chagas possa estar também relacionado a ocorréncia de
polimorfismos que levem a uma predisposicdo genética do hospedeiro aos fatores
de risco dessa doenca (DUTRA et al., 2009). Dentro disto, estudos recentes tém
demonstrado a relagdo de polimorfismos, especialmente em genes codificadores de
citocinas, com os diferentes quadros clinicos observados nessa patologia. Foi
observado que o polimorfismo genético da IL-10 -1082 G/A na regido promotora esta
associado ao desenvolvimento da cardiomiopatia em individuos infectados pelo
T.cruzi, uma vez que uma maior expressdo de IL-10 esta relacionada a um melhor
funcionamento cardiaco (COSTA et al, 2009). Em um estudo de sobrevivéncia da
populacdo brasileira, Drigo e colaboradores (2006) observaram que o alelo
polimdrfico A no gene de TNFa localizado na posigao -308 G/A é mais frequente em
pacientes chagasicos quando comparados com individuos saudaveis e esta variante
esta associada ao alto risco da progressdo para a morte. Em relacdo a citocina
TGFB, foi demonstrada uma grande frequencia do SNP +10 T/C no gene TGFf1
entre pacientes chagasicos colombianos e peruanos, sendo a variante C
relacionada a susceptibilidade a doenca e o gendtipo CC, que € o alto produtor, foi
também mais frequente nos pacientes em ambas as populacdes (CALZADA et al.,
2009). O polimorfismo rs2430561 no gene do IFNy +874 T/A também deve estar
envolvido com a predisposicdo a doenca de Chagas na populacdo Colombiana,
sendo que a frequéncia do gendtipo AA, relacionado com uma menor producao de
IFNy, foi maior nos pacientes comparada ao controle (TORRES et al., 2010). Nessa
mesma populagédo, a presenca do alelo G no polimorfismo +5810 G/A no gene
codificador de IL1B foi associado com o risco aumentado para a doenca de Chagas
cardiaca e a presenca do gendtipo GG foi relacionada com predisposicdo a
cardiomiopatia (FLOREZ et al., 2006). Os alelos -1031C e -308A dos polimorfismos
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de TNFa na populagdo Colombiana também foram associados com o alto risco de
desenvolver a cardiopatia chagasica. Esses dados revelam que polimorfismos em
genes de citocinas podem contribuir para o curso da doenca de Chagas desde que
sua presenca pode significar alteracdes de expressdo e, consequentemente,
influenciar a resposta imune do hospedeiro (CRIADO, et al., 2012).

1.3 Interacdo entre 0s sistemas imune e nervoso

As interagbes entre os sistemas imune e nervoso desempenham importante
papel na modulacdo da susceptibilidade e resisténcia a doencas inflamatdrias e
infecciosas (STERNBERG, 1997). Muitos dos efeitos regulatérios do sistema
neuroendocrino sobre a resposta do sistema imune se dao através das acgles de
hormonios glicocorticéides, entretanto, a regulacdo neuroendécrina ocorre em
multiplos niveis: sistemicamente, através da acdo de glicocorticoides liberados pela
estimulacdo do eixo HPA (hipotdlamo—pituitaria—adrenal); regionalmente, através da
producéo local de glicocorticides em 6rgdos como o timo e, localmente, em sitios
inflamatorios, através da liberacdo de neuropeptideos e neurohormdnios por nervos
periféricos (STERNBERG, 2006). Em contrapartida, durante um quadro inflamatério,
0 sistema immune se comunica com o sistema nervoso central (SNC), através da
producédo de citocinas que podem cruzar ativamente a barreira hematoencefélica. De
outro modo, citocinas podem ativar sistemas de segundos mensageiros de células
endoteliais, incluindo 6xido nitrico sintase e ciclooxigenase, culminando na ativagao
indireta das funcées do SNC. Adicionalmente, citocinas como IL-1 sinalizam o SNC
através da estimulacéo do nervo vago (BLUTHE et al., 1994, WATKINS et al., 1994).
A sinalizacdo do sistema imune para o SNC causa a ativacao do eixo HPA, que, por
sua vez, libera corticotropina (hipotdlamo) e adrenocorticotropina da pituitaria. Estes
horménios estimulam as adrenais que liberam glicocorticdides que inibem a
inflamagédo (STERNBERG, 2006). Resumidamente, o sistema imune influencia
diretamente as atividades do sistema nervoso pela liberacdo de citocinas, assim
como sofre influéncias do sistema nervoso que estimula ou inibe suas atividades
(BRODGEN et al., 2005). Ambos os sistemas interagem através da producdo de

mediadores neuroimunes como citocinas, hormonios, neuropeptideos e quimiocinas,
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havendo assim o compartilhamento desses ligantes e seus respectivos receptores
por esses sistemas (DELGADO et al., 2004).

Entre os mediadores neuroenddécrinos, neuropeptideos que séo liberados pelo
sistema nervoso e surpreendentemente por algumas células sanguineas tem efeitos
profundos na resposta imune, funcionando como mediadores das interacoes
neuroimunes (GONZALEZ-REY e DELGADO, 2007). Os neuropeptideos séao
substancias quimicas que contém de 3 a 100 aminoacidos, sdo maiores que
neurotransmissores classicos e menores do que proteinas regulares, possuindo
estrutura tridimensional menos complexa e estdo presentes no cérebro em
concentracfes mais baixas do que outros neurotransmissores, diferenciando dos
altimos em sua sintese, armazenamento e sinalizacdo; a saber: enquanto
neurotransmissores sao armazenados em vesiculas sinapticas, sédo liberados sob
estimulacdo de baixa frequéncia e agem em receptores ionotrépicos e receptores
acoplados a proteina G; os neuropeptideos sdo produzidos pelos ribossomos e
empacotados em corpos vesiculares densos, sua liberacdo requer estimulacdo de
alta frequiéncia e agem apenas em receptores acoplados a proteina G. (HOKFELT et
al., 2003). Alguns exemplos de neuropeptideos que possuem atividades
imunomodulatérias séo: peptideo intesinal vaosativo (VIP), horménio esimulante de
a-melandcitos  (a-MSH), urocortina, adrenomodulina, cortistatina e grelina
(DELGADO e GANEA, 2008).

O neuropeptideo alvo do nosso trabalho, peptideo intestinal vasoativo (VIP),
exerce papel imunorregulador e neuromodulador agindo em varios érgéos e tecidos,
além de participar de diferentes atividades bioldgicas (HENNING e SAWMILLER,
2001).

1.4 Peptideo Intestinal Vasoativo (VIP) e neuroimunomodulacéo

Cronologicamente, em 1968, Said e Mutt isolaram um peptideo hipotensivo
vasodilatador em extratos duodenais e o nomearam de peptideo intestinal vasoativo
(VIP) (DELGADO et al., 2004). Em 1976 foi descoberta a localizacédo deste peptideo
no sistema nervoso central e periférico (SAID e ROSENBERG, 1976). Um pouco

mais tarde, foi identificado que VIP também é produzido por células do sistema
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imune durante condicbes inflamatérias ou sob estimulagcdes antigénicas
(GONZALEZ-REY e DELGADO, 2007).

VIP é um neuropeptideo que contém 28 aminoacidos e é estruturalmente
relacionado com outros hormoénios como secretina, glucagon, peptideo inibitorio
gastrico, entre outros, sendo mais préximo do polipeptideo ativador da adenilato
ciclase pituitaria (PACAP) (Said, 1986).

Este neuropeptideo é sintetizado de uma molécula precursora (prepro VIP)
que contém PHM (peptideo com histidina N-terminal e 0 amido metionina C-terminal)
em humanos ou PHI (peptideo com hisitina N-terminal isoleucina C-terminal) em
outras espécies. O prepro VIP € metabolizado no reticulo endoplasmatico
produzindo o pro-VIP, sendo clivado até ser transformado em VIP ativo (ITOH,1983).

VIP desempenha sua atividade biol6gica ao se ligar principalmente a VPAC1
e VPAC2 que sado receptores acoplados a proteina G, expressos em diferentes
células imunocompetentes. Apos a ligacdo com esses receptores, a sinalizacéo é
feita por ativacdo da via AMP ciclico/proteina quinase A (PKA) (GONZALEZ-REY e
DELGADO, 2007). Esses dois receptores possuem uma mesma arquitetura
molecular com sete dominios transmembrana, trés loops extracelulares (EC1, EC2 e
EC3), trés loops intracelulares (IC1, IC2 e IC3), um longo dominio extracelular
amino-terminal e um dominio intracelular carboxil-terminal (DELGADO et al., 2004).
VIP também pode se ligar, com baixa afinidade, ao receptor PAC1 que possui
estrutura semelhante aos receptores VPAC1 e VPAC2 e alta afinidade para PACAP
(LAUNGER; ROBBERENCHT, 2007), um neuropeptideo.

O receptor humano VPAC1 é codificado pelo gene VPAC1 localizado no
cromossomo 3p22 (SREEDHARAN et al., 1995), sendo expresso no cérebro (cortex
cerebral e hipocampo) e em tecidos periféricos como figado, pulméo e intestino
Além de ser também constitutivamente expresso em linfocitos (incluindo timdcitos,
células T CD4 e CD8), macréfagos, mondcitos, células dendriticas e mastécitos
(DELGADO et al., 2004).

O gene do receptor humano VPAC2 esta localizado na regido 36.3 do
cromossomo 7 (MACKAY et al., 1996). A expressao deste receptor se da no sistema
nervoso central (principalmente no talamo e nudcleo supraguiasmatico, e em menores
guantidades no hipocampo, tronco cerebral, corddo espinhal e em ganglios da raiz

dorsal) e em tecidos periféricos, incluindo pancreas, musculo esquelético, pulméo,
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coracao, rins, tecido adiposo, testiculo, estbmago e vasos sanguineos. No sistema
imune, este receptor é expresso em baixos niveis nas células ndo ativadas, podendo
ser induzida sob estimulo (DELGADO et al.,, 2004). VPAC2 compartilha 45% da
sequéncia de aminoacidos idénticas ao VPAC1 (LABURTHE et al., 2002).

Quando liberado nos 6rgados linféides por estimulo nervoso e pelas células
imunes ativadas, VIP modula a funcdo de células inflamatérias através desses
receptores, afetando, assim, a imunidade inata e adaptativa (POZO e DELGADO,
2004; GONZALEZ-REY et al., 2006).

Entre as principais acdes fisiologicas de VIP, destacam-se: vasodilatagédo
sistémica, broncodilatacdo, hiperglicemia, relaxamento suave dos musculos,
regulacdo hormonal, analgesia, efeitos neurotroéficos, efeitos no processo secretorio
no trato gastrointestinal, aprendizagem e comportamento (DELGADO et al., 2004).
Além disso, VIP é um dos fatores enddgenos que participa ha manutencédo da
tolerancia imune e exibe potente atividade anti-inflamatéria, sendo um candidato
potencial para o tratamento de doencas autoimunes e inflamatérias (POZO et al.,
2007). Dentro disto, a relevancia desse neuropeptideo esta na inibicdo da atividade
fagocitica, da producdo de radicais livres, da aderéncia e migracdo de macrofagos
(DE LA FUENTE et al., 1996); na diminuicdo da producédo de citocinas inflamatorias
como o fator de necrose tumoral, IL-12, IL-16 e IL-1 (DELGADO et al., 1996); na
reducdo da expressao de sintases do Oxido nitrico e ciclooxigenase; na estimulagéo
a producédo de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e IL-1Ra (DELGADO et al,
1999); na diminuicdo da expressao dos receptores Toll (TLRs) (GOMARIZ et al.,
2005), na geracdo de células T reguladoras através da conversdo de células
TCD4+CD25- a células TCD4+CD25+ pelo aumento da expressdo de CTLA-4,
molécula importante na funcéo e geracdo de linfécitos T reguladores (ANDERSON E
GONZALEZ-REY, 2010).

1.5 Aplicacdes de VIP em quadros patologicos

Resultados recentes, em modelos experimentais, tém demonstrado efeito
positivo do tratamento de VIP em diferentes quadros patoldgicos, em que o
neuropeptideo tém se apresentado como um potente agente anti-inflamatorio.

Camundongos com delegbes no gene de VIP exibem, espontaneamente,
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hiperatividade bronquica ao desafio com metacolina, bem como, infiltrado
inflamatorio peribronquiolar e perivascular além de aumentados niveis de citocinas
pré-inflamatérias no lavado broncoalveolar. A administracédo intraperitoneal de VIP
durante duas semanas, virtualmente, eliminou a hiperatividade brénquica e reduziu a
inflamac&o nestes camundongos. Estes achados sugerem que VIP pode ser um
importante mecanismo antiasmatico endogeno, que a deficiéncia deste
neuropeptideo pode levar a predisposicdo ao desenvolvimento da asma e que o
tratamento com VIP pode ser Gtil como terapia para esta doenca (SZEMA ET AL.,
2006). Delgado e colaboradores (2004) relataram que o tratamento de camundongos
artriticos com VIP resultou no retardo da doenca e no abrandamento de sua
severidade através da reducdo da resposta inflamatéria e autoimune, e estes
beneficios foram dados pelo aumento da expressédo de citocinas anti-inflamatérias
como IL-10 e IL-1Ra. O estudo experimental da doenca de Crohn revelou que o
tratamento com VIP reduziu a severidade clinica e histopatolégica da colite,
paralisou a perda de peso, a diarréia e a inflamacéao intestinal. Interessantemente,
seus efeitos sdo observados em qualquer estagio da doenca, inicial, agudo ou
cronico (ABAD et al., 2003). Na esquistosomose murina, VIP suprimiu a proliferacédo
de células T do granuloma bem como a producdo de IL-2 (WEINSTOCK, 1996).
Além de seu comprovado papel imunomodulador, VIP apresentou forte atividade
antimicrobiana frente ao Trypanosoma brucei, provocando morte dos parasitos pela
destruicdo da integridade de sua membrana, e, no caso de animais infectados por
este parasito, foi observada uma melhora dos sintomas na forma cronica da
tripanosomiase através da reducdo da carga parasitaria em muitos O0rgaos alvos
(DELGADO et al., 2009).

Estudos em humanos também confirmaram o importante papel
imunomodulador de VIP em diversos quadros patoldgicos. Procurando observar se a
resposta inflamatoria autoimune observada na artrite reumatéide (AR) tem relacéo
com alteracdes na expressao e/ou sinalizacdo de receptores de VIP, Delgado e
colaboradores (2008) mostraram que mondcitos e células sinoviais de pacientes
com artrite reumatodide apresentaram expressdo deficiente de VPAC1l e menor
responsividade a sinalizacdo de VIP do que as células de individuos saudaveis.
Além disso, a associagdo entre polimorfismos genéticos de VPACL e a expressao

deficiente deste receptor foi observada em pacientes com AR (DELGADO et al .,
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2008). A expressdo do receptor VPAC2 foi menor nas células T CD4" ativadas de
pacientes com esclerose multipla comparadas aos individuos controle, que
apresentaram maior expressdo deste receptor. Mas essa alteracdo nao foi
associada com polimorfismos genéticos, e sim, com a regulacdo anémala de ligagédo
de fatores de transcricdo na regiao promotora do gene de VPAC2 (SUN et al., 2006).
Prasse e colaboradores, em 2010, utilizaram VIP para testar a hipotese de que este
neuropeptideo, inalado por pacientes com sarcoidose, poderia apresentar um efeito
imunorregulador benéfico. O tratamento com VIP foi seguro, bem tolerado e levou a
uma reducdo da producdo de TNF-alfa por ceélulas isoladas do lavado bronco
alveolar (BAL) destes pacientes. Além disso, foi observado aumento do niumero de
células T reguladoras no BAL dos individuos tratados. Este estudo suporta a idéia de
que a inalacdo de VIP possa ser uma interessante terapia para tratamento de
desordens pulmonares que envolvam resposta imune exacerbada. Vale a pena
ressaltar que pacientes sofrendo de esclerose mdltipla e lupus eritematoso sistémico
apresentaram menor quantidade de VIP circulante ou de seus receptores do que
individuos saudaveis (Anderson e Delgado, 2008), sugerindo uma correlacdo entre
susceptibilidade a doengas autoimunes e via de sinalizacéo de VIP deficiente.
Atualmente, ndo estdo disponiveis na literatura dados correlacionando a
expressdo de VIP com o funcionamento cardiaco no quadro da doenca de Chagas.
Polimorfismos genéticos podem estar envolvidos com a susceptibilidade a essa
doenca. Nossa hipétese é que a expressao diminuida de VIP, assim como a
ocorréncia de polimorfismos genéticos podem estar envolvidos com o

desenvolvimento da cardiomiopatia em pacientes chagasicos crénicos.
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JUSTIFICATIVA

A Doenca de Chagas € um problema de saude publica que abrange os paises
da América Latina com um grande numero de individuos acometidos e/ou expostos
a riscos de infeccdo. A ativacdo do sistema imunoldgico do hospedeiro pela
presenca do parasito leva a eliminacdo do patdgeno, entretanto, a ativacao
descontrolada de células do sistema imune pode levar o individuo a sérias
consequéncias como a destruicdo de tecidos, comprometimento da funcdo de
alguns 6rgdos e até a morte. Os mecanismos envolvidos na manutencdo da
homeostase do organismo compreendem a apoptose de células imunes ativadas,
liberacdo de agentes anti-inflamatérios como citocinas e glicocorticéides.
Recentemente, VIP foi adicionado a uma lista de agentes anti-inflamatoérios
enddgenos. Deste modo, estudos sugerem o uso de VIP no desenvolvimento de
terapias para inUmeras desordens (GOZES e FURMAN, 2003), além disso, seu
papel como uma citocina do tipo Th2 torna o estudo das atividades deste
neuropeptideo em quadros inflamatorios e/ou autoimunes bastante atraentes.

Sabendo-se que as células do sistema imune exercem papel central na
patologia chagéasica, que estas células sdo expostas a uma variedade de
neuropeptideos secretados e expressam receptores especificos para estes
neurotransmissores, é possivel argumentar que estes peptideos possam influenciar
o curso da doenca de Chagas através da modulacdo da resposta imune.

Além disso, polimorfismos genéticos sédo investigados na doenca de Chagas e
em diversas patologias inflamatorias a fim de estabelecer a existéncia de relagéo
entre fatores genéticos e a predisposicao as doencas. Desta forma, compreender o
papel de VIP no quadro da patologia chagasica, bem como a existéncia de fatores
genéticos do hospedeiro, é relevante no sentido de poder esclarecer um pouco mais

o desenvolvimento de diferentes formas clinicas existentes na doenc¢a de Chagas.



28

3 OBJETIVOS
————



29

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

O objetivo geral deste projeto consiste em avaliar a expressdo do peptideo
intestinal vasoativo em pacientes das formas indeterminada e cardiaca da doenca
de Chagas, correlacionando-a a parametros clinicos relacionados a funcéo cardiaca
além da avaliacdo da ocorréncia de polimorfismos genéticos dos receptores de VIP
em pacientes chagasicos.

3.2 Objetivos especificos:

- Avaliar os niveis plasméticos de VIP em individuos saudéaveis e pacientes

chagésicos, portadores das formas clinicas indeterminada e cardiaca;

- Verificar se a expresséo diferencial de VIP correlaciona-se a valores de
FEVE (fracdo de ejecdo ventricular esquerda) e DDVE (diametro ventricular
diastélico esquerdo) em individuos infectados pelo T. cruzi;

- Avaliar a ocorréncia de variantes genéticos dos receptores constitutivo e
indutivel de VIP, VPAC1 e VPAC2 respectivamente, em pacientes chagasicos

portadores das formas indeterminada e cardiaca e individuos ndo chagasicos;

- Avaliar a ocorréncia destes polimorfismos ao desenvolvimento da
cardiopatia chagéasica crbnica, buscando perfil genético de susceptibilidade ao

desenvolvimento da forma grave da doenca.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Participantes do estudo

Os pacientes que fizeram parte deste estudo foram selecionados no Centro
de Treinamento e Referéncia em Doencas Infecciosas e Parasitarias Orestes-Diniz
(CTR-DIP) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais. O diagnéstico da doenca de Chagas foi confirmado
atraves de sorologia para T. cruzi. O tratamento e cuidados clinicos destes pacientes
estavam sob a responsabilidade do Dr. Manoel Otavio da Costa Rocha. Os
individuos que foram analisados neste trabalho formaram trés grupos distintos:
pacientes chagasicos indeterminados, pacientes chagasicos cardiacos e individuos
nao infectados, que constituiram o grupo controle. A classificacdo dos pacientes
chagéasicos em indeterminados e cardiacos seguiu critério estabelecido por Ribeiro e
Rocha (1998).

O grupo indeterminado compreendeu pacientes que nao apresentaram
sintomas da doenca, os exames radiograficos e eletrocardiograficos normais, sendo
a doenca evidenciada somente pela positividade de testes soroldgicos especificos.
Neste mesmo grupo enquadraram-se pacientes assintomaticos, com pequenas
alteracdes detectaveis em exames de alta sensibilidade como testes ergométricos e
holter.

O grupo de pacientes com cardiopatia compreendeu individuos que
apresentaram variadas alteracbes cardiacas observadas através de
eletrocardiograma, bloqueio do ramo direito, extra-sistolia frequiente e hemibloqueio
anterior esquerdo, além de cardiomegalia.

O grupo nao infectado foi caracterizado por individuos néo infectados pelo T.
cruzi, determinado por sorologia especifica.

Foram utilizados alguns critérios de exclusdo: presenca de diabetes mellitus,
disfuncdes na tireoide, insuficiéncias renais, hipertensédo arterial sistémica, doenca
digestiva, doenca pulmonar obstrutiva crbénica, doencas reumaticas e/ou
autoimunes.

Para analise dos niveis plasmaticos de VIP foram utilizados plasmas de 80

individuos, conforme a caracterizacdo na tabela 1. Para a deteccdo de polimorfismos
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de VPACl1l e VPAC2 foram coletadas amostras celulares de 148 individuos,
conforme descricdo na Tabela 2.
Tabela 1 — Caracterizacdo da populacdo de estudo para analise dos niveis

plasméticos de VIP.

Forma Clinica  Indeterminado Cardiaco Né&o infectado Total
n= 26 n= 26 n= 28 n=80

Masculino 10 (38,5%) 19 (73%) 10 (35,7%) 39 (48,8%)

Feminino 16 (61,5%) 7 (27%) 18 (64,3%) 41 (51,2%)

Tabela 2 — Caracterizacdo demografica da populacdo de estudo para deteccéao
de polimorfismos de VPAC1 e VPAC2.

Forma Clinica  Indeterminado Cardiaco N&o infectado Total
n=51 n=57 n=40 n=148

Masculino 27 (53%) 35 (61,4%) 10 (25%) 72 (48,6%)

Feminino 24 (47%) 22 (38,6%) 30 (75%) 76 (51,4%)

Faixa etéria 25-70 24-78 20-34

Média £ DP 48+11,9 53+10,7 26+4,6

Tabela 3 — Caracterizacdo dos pacientes para a correlagdo entre os niveis
plasméaticos de VIP e os parametros clinicos.

Identificagéo Sorologia Forma Idade Sexo FEVE (%) DDVE (mm)
do Paciente para a clinica (anos)
Doenca de
Chagas
D7 Positivo Cardiaca 50 Masculino 51 64
D8 Positivo Cardiaca 63 Masculino 37 65
D6 Positivo Cardiaca 57 Feminino 27 70
D4 Positivo Cardiaca 75 Masculino 46 65
D1 Positivo Cardiaca 59 Feminino 34 70
16 Positivo Indeterminada 50 Feminino 68 50
17 Positivo Indeterminada 34 Masculino 67 46
12 Positivo Indeterminada 56 Feminino 74 58

13 Positivo Indeterminada 54 Feminino 63 50
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As correlacdes entre os niveis plasméaticos de VIP e os valores de fragdo de
ejecao e diametro ventricular diastolico esquerdo, FEVE e DDVE, respectivamente,
foram analisadas em amostras de nove pacientes, sendo quatro pertencentes a
forma clinica indeterminada e cinco possuindo a forma clinica cardiaca, conforme
descricéo na Tabela 3.

Os pacientes que participaram deste estudo assinaram um termo de
consentimento para a participacdo. Este trabalho faz parte de um estudo maior
aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais e Conselho
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) sob o parecer # 195/2007.

4.2 Deteccao dos niveis plasmaticos de VIP

Aliquotas de plasmas do banco de amostras do Laboratorio de Biologia das
Interacdes Celulares foram utilizados. Estes plasmas foram adquiridos previamente
através da coleta de sangue em tubos contendo o anticoagulante EDTA, seguida de
centrifugacéo utilizando gradiente de Ficoll.

As dosagens de VIP nas amostras de plasmas foram feitas pelo Instituto
Genese de Analises Cientificas (IgAC) através de um imunoensaio competitivo (Kit
da Peninsula Laboratories). Em cada poc¢o foram adicionados 50ul de padrdo ou
amostra, 25ul do anticorpo anti-VIP e 25ul de VIP biotinilado. A placa foi incubada
por 2 horas, sob agitacdo, a temperatura ambiente. Apds incubacdo, a placa foi
lavada 3 vezes com 200ul de tampé&o de lavagem. Foram adicionados 100ul de
streptavidina-HRP a cada poco seguida de nova incubacdo por 1 hora, a
temperatura ambiente, sob agitacdo. A placa foi lavada novamente com a posterior
adicdo de 100ul de solugéo contendo o substrato e seguiu-se a incubacé&o por 1
hora. A reacéo foi terminada pela adicdo de 100ul de solugcédo de HCI (2N). As placas
foram lidas no comprimento de onda de 450nm em espectrofotdbmetro. Uma curva

padrao foi gerada e usada para determinar a quantidade de VIP nas amostras.

4.3 Extracao de DNA e determinacgédo da concentracao de DNA das amostras

Células de raspado bilateral da mucosa oral foram coletadas em tubos
eppendorffs contendo solugéo de Krebs (KCl 4mM, NaCl 124mM, C6H1206 10mM,
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C8H17N2NaO4S 23mM, MgSO4 1mM) e armazenadas a -20°C para posterior
extracdo do DNA. O meétodo descrito por Boom e colaboradores (1990) -
modificado, foi utilizado para extrair o DNA das amostras coletadas. Esse método
baseia-se na adesdo do DNA a silica, permitindo sua purificagdo por precipitacéo,
conforme descrito a seguir.

Os eppendorffs contendo o raspado da mucosa oral e solugcédo de Krebs foram
submetidos a centrifugacéo a 11.000 rpm por 5 minutos. Foi obtido um pellet e o
sobrenadante foi retirado com o uso de uma pipeta e descartado. 450ul de solucao
de lise (GUSCN 4M, Tris-HCI 50mM, EDTA 22mM, Triton X-100 1,2%) e 20uL de
solucdo de silica (SiO2 lavado com H20) foram adicionados ao pellet. Vortex foi
utilizado para ressuspender o pellet e depois foi feita a incubacéo a 56°C durante 30
minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 1 minuto e
o sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspendido com 450uL de solugao de
lavagem (GuHCI 6M, Tris-HCI 60mM) e as amostras foram centrifugadas novamente
a 10.000 rpm por 1 minuto e o sobrenadante descartado. Uma nova lavagem com L2
(GuHCI 6M, Tris-HCI 60mM) foi feita. Ao pellet foi adicionado 450ul de etanol 70%. O
pellet foi ressuspendido utilizando o vortex e as amostras foram centrifugadas a
10.000 rpm por 1 minuto e o sobrenadante descartado. Novamente, foi realizada
outra lavagem com etanol a 70%. Apés esse procedimento, foi adicionado ao pellet,
450ul de acetona 100%. As amostras foram centrifugadas, o sobrenadante
descartado e, os eppendorfs contendo os pellets das amostras foram colocados em
termobloco (BioPlus) a 56°C por 30 minutos, com tampas abertas para a total
eliminacdo da acetona. Os pellets foram ressuspendidos com 100ul de tampéao TE
(Tris-HCI 10mM e EDTA 1mM - pH=8) com auxilio de vértex e incubados em
termobloco a 56°C overnight (ON). Ap6s a incubacdo, as amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas a 10.000 rpm por 2 minutos e o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo.

A concentragdo de DNA de cada uma dessas amostras foi quantificada em
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) utilizando-se 1ul da amostra de DNA. Conforme
a concentracdo obtida, uma aliquota contendo 50 ng de DNA era usada para a

reacao de PCR.

4.4 Deteccgéo dos polimorfismos de VPAC1 e VPAC2
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A genotipagem foi realizada através da amplificacdo pelo método Real Time
PCR. Para tanto, a amplificacdo dos fragmentos de DNA foi realizada utilizando-se o
sistema TagMan. Esse sistema utiliza além dos primers, uma sonda
(oligonucleotideo) contendo um corante fluorescente ligado a sua extremidade 5’ e
um quencher ligado a extremidade 3. Essa sonda liga-se a uma regiao do DNA
posterior ao primer. Quando a polimerase comeca a sintetizar o fragmento de DNA a
partir do primer, ela € capaz de clivar a sonda e separar o corante do quencher
havendo, dessa forma, liberagdo de um sinal fluorescente. Cada gendtipo possui
uma sonda fluorescente diferente e dessa forma, € possivel determinar o genoétipo
do polimorfismo a ser estudado de acordo com o sinal produzido. Os iniciadores
foram escolhidos pela lista disponivel comercialmente pela Applied Biosciences,
consistindo de iniciadores e sondas validados para 0s ensaios genotipicos,
assegurando a qualidade dos dados. As PCRs foram feitas com a utilizacado de
TagMan® SNP Genotyping Master Mix (mix contendo dNTPs, Taq polimerase e
tampao de incubacéo), TagMan® SNP Genotyping assay (contendo o par de primers
e sondas) e DNA gen6mico.

As identificagdes dos polimorfismos estudados estdo expressas na tabela 4.

Tabela 4 — Identificacdo dos polimorfismos estudados

Polimorfismo Posicdo  Troca de Bases =~ Cromossomo Identificacao
VPAC1 2234 3'UTR T/IC Cr-3 rs 342511
VPAC1 2028 3'UTR CIT Cr-3 rs 897
VPAC2 579 3JUTR GIT Cr-7 rs 2098349
VPAC2 3263 3'UTR CIT Cr-7 rs 885861

Para a reacdo de PCR utilizou-se o termociclador CFX96™ Real Time PCR
Detection System (BioRad). Utilizou-se uma desnaturacdo inicial a 95°C por 10
minutos, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Essas
reacoes foram feitas em placas de 96 pocos, sendo inseridos um controle negativo e
um positivo.

O gendtipo para cada polimorfismo presente neste estudo foi determinado
utilizando-se o software CFX-Manager da Bio-Rad. Tendo em vista que cada alelo

esta associado a um fluoréforo diferente, a demonstracdo de s6 um sinal
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fluorescente refere-se ao gendétipo homozigoto, ja a demonstracdo de dois sinais
fluorescentes refere-se ao gendtipo heterozigoto.
Graficos que retratam as curvas de amplificacdo e a discriminacdo alélica

estdo mostrados na Figura 1.

Figura 1 — Gréficos representativos das PCRs em tempo real para a analise de

polimorfismos
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Gréficos retratando o polimorfismo de VPAC2 3263 (C/T). A- Curva de
amplificacdo: azul: (FAM) — alelo C; verde (VIC) - alelo T — Discriminacao alélica:
homozigoto FAM (circulos alaranjados - CC), homozigoto VIC (quadrados azuis -
TT), heterozigoto (triangulos verdes - CT), controle positivo (quadrado roxo) e
controle negativo (losango preto).

4.5 Anélises Estatisticas

Diferencas dos niveis plasmaticos de VIP entre os grupos foram avaliados
usando o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis. Analises de correlacdo para a
expressdo de VIP e os valores de FEVE e DDVE foram realizados utilizando
regressao linear e o teste de correlacdo de Pearson. O teste do X? foi utilizado para
deteccdo do equilibrio de Hardy-Weinberg. O Odds Ratio (OR) foi calculado
considerando-se um intervalo de confianga (IC) de 95%.

Analises estatisticas dos dados foram realizadas através do software
estatistico GraphPad Prism (versdo 5.01; San Diego, CA) e do software estatistico
Statistical Package for Social Sciences (SPSS versédo 12.0 — IBM corporation, NY,
USA). O nivel de significancia definido foi de p < 0.05. Para a conferéncia do
desequilibrio de ligagdo e formacgéo de haplétipos entre os polimorfismos estudados

foi utilizado o programa Haploview JRE 4.2.(USA)
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5 RESULTADOS

5.1 Anélise dos niveis plasmaticos de VIP

A andlise dos niveis plasmaticos de VIP revelou que os individuos n&o
infectados apresentaram maiores niveis plasmaticos de VIP (11,04+4,6 pg/ml)
gquando comparados aos pacientes com a forma clinica indeterminada (7,57+3,3
pg/ml) e aos pacientes cardiopatas (5,22+2,4 pg/ml), como pode ser visualizado pela
figura 2. A comparacdo dos niveis plasmaticos de VIP entre grupos chagéasicos
revelou que pacientes cardiacos apresentam niveis significativamente menores
desse neuropeptideo (5,22+2,4 pg/ml) quando comparados com individuos

indeterminados (7,57+3,3 pg/ml).

Figura 2 — Niveis plasméaticos de VIP
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Os niveis plasmaticos de VIP foram avaliados em individuos néo infectados NI
(n=28), em pacientes com a forma clinica indeterminada | (n=26) e em pacientes
com cardiopatia dilatada C (n=26). Dados sdo mostrados como média + SD. Valores
de probabilidade foram calculados usando o teste Kruskall-Wallis com P<0,05.
Simbolos idénticos acima das barras representam diferencas estatisticas entre os
grupos analisados.

5.2 Correlagfes entre niveis plasmaticos de VIP e parametros clinicos

Conforme observada a associagcao entre menores niveis plasmaticos de VIP e
a forma cardiaca da doenca de Chagas, a existéncia de correlagbes entre os niveis

plasmaticos de VIP e os parametros clinicos de fracdo de ejecdo do ventriculo
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esquerdo (FEVE) e de didmetro ventricular diastolico esquerdo (DDVE) foram
investigadas. A fracdo de ejecéo do ventriculo esquerdo corresponde a porcentagem
de sangue bombeado pelo coracdo a cada batimento. Os valores de FEVE séo
obtidos pela relacdo entre volume sistdlico e volume diastélico final, de modo que
valores acima de 50% sao considerados normais (MESQUITA e JORGE, 2009). O
diametro ventricular diastolico esquerdo é aferido no final da diastole e valores até
55 mm séo considerados normais (TEIXEIRA et al., 2011). Os parametros clinicos
FEVE e DDVE sao diretamente e inversamente relacionados com o melhor
funcionamento cardiaco, respectivamente.

Obteve-se uma correlacdo positiva entre os niveis plasmaticos de VIP e os
valores de FEVE (Figura 3a). Desta forma, quanto maior os niveis plasmaticos de
VIP, maiores sédo os valores percentuais de fracdo de ejecao (Figura 3a). Os
menores niveis plasmaticos de VIP correlacionaram-se negativamente com altos
valores de DDVE (Figura 3b). Assim, quanto menor 0s niveis plasmaticos de VIP,
maiores o0s valores, em milimetros, do didmetro diastolico ventricular

esquerdo(Figura 3b).

Figura 3- Correlacdes entre niveis plasmaticos de VIP e parametros

clinicos.
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Graficos representativos das correlacdes entre niveis plasmaticos de VIP e
parametros clinicos (n=9) através do teste de correlacdo de Pearson. A- Correlacao
entre os niveis plasmaticos de VIP dos individuos portadores das formas clinicas
indeterminada e cardiaca e o parametro clinico FEVE. B- Correlacdo entre os niveis
plasmaticos de VIP dos individuos portadores das formas clinicas indeterminada e
cardiaca e o parametro clinico DDVE.
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5.3 Anélises de polimorfismos

Inicialmente foi realizado o equilibrio de Hardy-Weinberg que analisa a
frequéncia dos genotipos esperada versus a observada na populacdo em estudo.
Levando em consideracao o nivel de significancia de 5% e grau de liberdade igual a
1, os valores de X ? inferiores a 3,84 indicam que a populacéo esta em equilibrio. Os
resultados desta analise estdo mostrados na Tabela 5. Conforme pode ser
observado, a populagdo em estudo encontra-se em equilibrio para os quatro

polimorfismos dos receptores de VIP.

Tabela 5 — Equilibrio de Hardy-Weinberg

Polimorfismo X? Valor de P
rs 342511 0,0239 0,8771
rs 897 0,1526 0,6961
rs 2098349 0,2340 0,6286
rs 885861 0,1967 0,6574

5.3.1 Polimorfismo VPACL1 2234 T/C (rs 342511)

O polimorfismo rs 342511 refere-se a troca de base de T para C no receptor
de VIP, VPAC1, na regido 3’ UTR. A genotipagem deste polimorfismo nos diferentes
grupos de estudo esta demonstrada na Tabela 6.

A comparacao entre os trés gendtipos TT, TC e CC nao apresentou resultado
estatisticamente significativo quando foram comparados 0s grupos de pacientes
indeterminados (I) com cardiacos (C) (X?=5,45; p=0,065) e chagasicos (I+C) com
individuos ndo infectados (NI) (X?=3,82; p=0,148). Apesar de ndo ser encontrado
resultado estatistico significativo, o0s valores das frequéncias genotipicas
demonstraram que o genoétipo homozigoto selvagem TT foi mais frequente nos
pacientes chagasicos (I+C) quando comparados aos individuos NI, deste modo, 0s
individuos estudados apresentaram frequéncias do gendtipo homozigoto TT de
45,1%, 42,1% e 27,5% para os grupos I, C e NI, respectivamente. Embora o grupo
NI tenha apresentado percentual mais alto do gendtipo heterozigoto TC com uma
frequéncia de 60% quando comparado aos grupos | e C com as respectivas

frequéncias de 49% e 36,8%, estes valores nao foram significativamente diferentes.
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Em relacdo ao gendtipo polimérfico CC, houve uma baixa frequéncia na populagéo
amostral, sendo mais presente nos pacientes C com uma frequéncia de 21,1%
quando comparados aos grupos | e NI com frequéncias de 59% e 12,5%
respectivamente, ndo sendo encontrado resultado estatisticamente significativo entre

0s grupos (Tabela 6).

Tabela 6 - Frequéncias genotipicas e dos alelos para VPAC1 2234 (T/C)

Indeterminado  Cardiaco Chagasico N&o OR P
() © (Chag) infectado
n=51 n=57 n=108 (NI)
n=40
Genétipos
TT 23 (45.1%) 24 (42.1%) 47 (43.5%) 11 (27.5%) IXC:
TC 25(49.0%) 21 (36.8%) 46 (42.6%) 24 (60.0%) N.S 0,065
cC 3 (5.9%) 12 (21.1%) 15 (13.9%) 5 (12.5%) ChagxNI:
0,148
Presenca/Auséncia
T+ (TT+TC) 48 (94.1%) 45 (78.9%) 93 (86.1%) 35 (87.5%) Cxl: 4,27 0,023
(1,13-16,2)
T- (CC) 3 (5.9%) 12 (21.1%) 15 (13.9%) 5(12.5%) ChagxNI:0,886 0.826
(0,30-2,62)
C+ (CC+TC) 28 (54.9%)  33(57.9%) 61 (56.5%) 29 (72.5%) Cxl: 0,885 0,724
C-(TT) 23 (45.1%) 24 (42.1%) 47 (43.5%) 11 (27.5%) (0,41-1,89)
ChagxNI:0,492 0,076
(0,22-1,08)
Alelos
C 31(30.4%)  45(39.5%) 76 (35.2%) 34 (42.5%) Cxl: 0,67 0,162
(0,38-1,17)
T 71(69.6%) 69 (60.5%) 140 (64.8%) 46 (57.5%) ChagxNI:0,734 0,247

(0,43-1,24)

Foi executada a analise comparando-se a presenca e auséncia dos alelos T e

C entre os grupos | e C, sendo observada uma diferenca estatistica em relagdo a

presenca (T+) e auséncia (T-) do alelo T entre estes grupos. A presenca do alelo T

foi significativamente maior no grupo | comparado ao grupo C (p=0,023). Nesta
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andlise foi observada que os portadores do alelo T possuem 4 vezes mais chance
de desenvolver a forma indeterminada quando comparado com o grupo C, de
cardiopatas (X?=5,17; OR=4,26; p=0,023; 1C=1,130-16,115). N&o foi observada
nenhuma diferenca estatistica em relacdo a andlise da presenca e auséncia da
variante C entre os grupos analisdos (Tabela 6).

Foi realizada também a analise da frequéncia alélica, em que se observou
gue o alelo polimérfico C estava frequente em 30,4% no grupo |, 39,5% no grupo C e
em 72,5% no grupo NI, enquanto o alelo T apresentou frequéncias de 69,6%, 60,5%
e 57,5% nos grupos |, C, e NI, respectivamente. Entretanto, apesar do alelo T
apresentar uma maior predominancia nos individuos NI em comparacdo com 0s
pacientes | e C, ndo foi demonstrada diferencas estatisticas entre o0os grupos
estudados (Tabela 6).

5.3.2 Polimorfismo VPAC1 2028 C/T (rs 897)

Os estudos alélicos do polimorfismo no receptor de VIP, VPAC1 2028, (3UTR
C/T) nos diferentes grupos estao apresentados na Tabela 7.

A comparacao dos trés genétipos, CC, CT, TT nos grupos distintos ndo exibiu
resultado estatisticamente significativo quando comparamos 0S Qrupos
indeterminado com cardiaco (X*=1,96; p=0,375) e chagasico com controle (X*=3,09;
p=0,213), conforme apresentado na Tabela 7.

A andlise comparando a presenca e a auséncia dos alelos C e T entre o0s
grupos também nao apresentou resultados estatisticos significativos. A presenca do
alelo C (C+) obteve frequéncias de 94,1%, 86% e 90% nos grupos |, C e NI,
respectivamente. Em relacdo a auséncia do alelo C (C-) foram encontrados valores
de 5,9%, 14% e 10% nos grupos |, C e NI, respectivamente. Para a presenca do
alelo polimérfico T (T+) foram encontradas as seguintes frequéncias: 45,1% para o
grupo |, 49,1% para os pacientes cardiopatas e 62,5% para os individuos NI.
Analisando a auséncia do alelo polimorfico T (T-) foram obtidas os valores de 54,9%,
50,9% e 37,5% para os grupos I, C e NI, respectivamente, ndo encontrando
nenhuma diferenca estatistica (Tabela 7).

Em relacdo a frequéncia alélica, representada pelos alelos C e T, ao se

comparar os grupos indeterminado com cardiaco (X?=0,97; p=0,323) e chagésico
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com controle (X?=1,56; p=0,211) ndo foram encontradas diferencas estatisticas

significativas (Tabela 7).

Tabela 7 - Frequéncias genotipicas e dos alelos para VPAC1 2028 (C/T)

Indeterminado Cardiaco Chagasico Nao OR P
() © (Chag) infectado
n=51 n=57 n=108 (NI)
n=40
Genobtipos
cc 28 (54,9%) 29 (50,9%) 57 (52,8%) 15 (37,5%) IXC:
CT 20 (39,2%) 20 (35,1%) 40 (37%) 21 (52,5%) N.S 0,375
TT 3 (5,9%) 8 (14%) 11 (10,2%) 4 (10%) ChagxNI:
0,213
Presenca/Auséncia
C+ (CC+CT) 48 (94,1%) 49 (86%) 97 (89,8%) 36 (90%) IXC: 2,612 0,162
C-(TT) 3 (5,9%) 8 (14%) 11 (10,2%) 4 (10%) (0,65-10,4)
ChagxNI:0,98 0,974
(0,29-3,27)
T+ (CT+TT) 23 (45,1%) 28 (49,1%) 51 (47,2%) 25 (62,5%) IXC:0,851 0,676
T- (CC) 28 (54,9%) 29 (50,9%) 57 (52,8%) 15 (37,5%) (0,40-1,81)
ChagxNI:0,537 0,099
(0,25-1,12)
Alelos
C 76 (74,5%) 78 (68,5%) 154 (71,3%) 51 (63,7%) IXxC: 0,741 0,323
T 26 (25,5%) 36 (31,6%) 62 (28,7%) 29 (36,3%) (0,40-1,34)
ChagxNl: 0,70 0,211
(0,41-1,21)

5.3.3 Polimorfismo VPAC2 579 G/T (rs 2098349)

A genotipagem do polimorfismo no receptor de VIP, VPAC2 579 (G/T) nos

diferentes grupos esta apresentada na Tabela 8.

Ao comparar os trés genotipos (GG, GT e TT) nos diferentes grupos nao

foram encontradas diferencas estatisticas significativas. Observamos, no entanto,

gue o gendtipo homozigoto selvagem (GG) apresentou mesma frequéncia nos
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grupos | e C com valor de 66,7% e se aproximou do grupo NI com um valor de
67,5% (Tabela 8).

Tabela 8 - Frequéncias genotipicas e dos alelos para VPAC2 579 (G/T)

Indeterminado  Cardiaco Chagasico Nao OR P
() © (Chag) infectado
n=51 n=57 n=108 (NI)
n=40
Genobtipos
GG 34 (66,7%) 38 (66,7%) 72 (66,7%) 27 (67.5%) IXC:
GT 15 (29,4%) 16 (28,1%) 31 (28,7%) 12 (30%) N.S 0,941
TT 2 (3,9%) 3 (5,3%) 5 (4,6%) 1 (2.5%) ChagxNI:
0,841
Presenca/Auséncia
G+ (GG+GT) 49 (96.1%) 54 (94,7%) 103 (95,4%) 39 (97,5%) IxC:1,36 0,740
G- (TT) 2 (3,9%) 3 (5,3%) 5 (4,6%) 1 (2,5%) (0,21-8,48)
ChagxNI:0,52 0,560
(0,06-4,66)
T+ (GT+TT) 17 (33,3%) 19 (33,3%) 36 (33,3%) 13 (32,5%) IxC: 1 1
T- (GG) 34 (66,7%) 38 (66,7%) 72 (66,7%) 27 (67,5%) (0,44-2,22)
ChagxNI:1,03 0,924
(0,47-2,25)
Alelos
G 83 (81,4%) 92 (80,7%) 175 (81%) 66 (82,5%) IxC: 0,95 0,9001
T 19 (18,66%) 22 (19,3%) 41 (19%) 14 (17,5%) (0,48-1,89)
ChagxNIl:1,20 0,7710
(0,56-2,15)

Ao comparar a presenca da variante alélica (T+) obteve-se a mesma
porcentagem de frequéncia para os grupos | e C, no valor de 33,3% que se
aproximou do grupo NI com um valor de 32,5%. Semelhantemente, na analise da
auséncia da variante alélica (T-) foram obtidos valores de 66,7% para 0os grupos | e
C e de 67,5% para os individuos NI. Dessa forma, ndo houve diferenca estatistica
para a presenca ou auséncia da variante alélica entre os grupos analisados.
Resultados semelhantes foram observados em relacdo a presenca e auséncia do

alelo G, no qual os percentuais aproximaram-se. Para a presenca do alelo G (G+),
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foram encontrados os valores 96,1%, 94,7%, 97,5% para os grupos |, C e NI,

respectivamente. Na auséncia deste alelo (G-), as porcentagens obtidas foram 3,9%

para o grupo I, 5,3% para o grupo C e 2,5% para o grupo NI (Tabela 8).

Na andlise da frequéncia alélica ndo foram encontrados

estatisticos significativos, conforme mostrado na Tabela 8.

5.3.4 Polimorfismo VPAC2 3263 C/T (rs 885861)

resultados

Os estudos alélicos do polimorfismo no receptor de VIP, VPAC2 3263 (3° UTR

C/T) nos diferentes grupos estdo expressos na Tabela 9.

Tabela 9- Frequéncias genotipicas e dos alelos para VPAC2 3263 (C/T)

Indeterminado Cardiaco Chagésico N&o OR P
0] © (Chag) infectado
n=51 n=57 n=108 (NI)
n=40
Genétipos
cc 20 (39,2%) 21(36,8%) 41 (38%) 8 (20%) IxC
CT 24 (47,1%) 24 (42,1%) 48 (44,4%) 22 (55%) N.S 0,604
TT 7 (13,7%) 12 (21,1%) 19 (17,6%) 10 (25%) ChagxNI
0,114
Presenca/Auséncia
C+ (CC+CT) 44 (86,3%) 45 (78,9%) 89 (82,4%) 30 (75,5%) IXC: 1,676 0,318
C-(TT) 7 (13,7%) 12 (21,1%) 19 (17,6%) 10 (25%) (0,60-4,65)
ChagxNI:1,56 0,313
(0,65-3,73)
T+ (CT+TT) 31 (60,8%) 36 (63,2%) 67 (62%) 32 (80%) IXC :0,904 0,800
T- (CC) 20 (39,2%) 21 (36,8%) 41 (38%) 8 (20%) (0,41-1,96)
NIxChag:2,45 0,0392
(1,03-5,86)
Alelos
C 64 (62,5%) 66 (57,9%) 130 (60,2%) 38 (47,5%) IxC: 0,8164 0,4672
T 38 (37,3%) 48 (42,1%) 86 (39,8%) 42 (52,5%)  (0,47-1,41)
ChagxNI:0,60 0,0504

(0,35-1,003)
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Apesar do gendtipo CC ser quase duas vezes mais frequente no grupo
chagasico quando comparado ao grupo NI, com valores de 38% e 20%,
respectivamente e o genaotipo polimorfico TT possuir uma menor frequéncia no grupo
| com frequéncia de 13,7% quando comparado com os individuos NI com frequéncia
de 25%, possuindo uma diferenca de percentual de 11,3%, né&o foi revelado nenhum
resultado estatistico significativo ao comparar os trés gendtipos nos diferentes
grupos (Tabela 9).

Foi realizada a analise comparando-se a presenca e auséncia do alelo C e da
variante alélica T entre os diferentes grupos. N&o foi encontrada diferenca estatistica
ao verificar a presenca (C+)/auséncia (C-) do alelo C entre os grupos. A presenca do
alelo C (C+) possuiu frequéncias de 86,3%, 78,9% e 82,4% para os grupos |, C e NI,
respectivamente. Em relacdo a presenca (T+) da variante foram encontrados os
seguintes valores: 60,8%, 63,2% e 80% para os grupos I, C e NI, nessa ordem. Para
a auséncia (T-) desta, foram obtidos os valores 39,2%, 36,8% e 20% para 0S grupos
I, C e NI, respectivamente. Com isso, observou-se que 0s pacientes chagasicos tém
menor frequéncia da variante T em relacdo aos individuos saudaveis (X*=4,25;
OR=2,4478; p=0,0392; 1C=1,0288-5,8237) (Tabela 9).

Ao analisar as frequéncias alélicas nao foi verificada nenhuma associacdo
estatisticamente significativa. O alelo C obteve frequéncias de 62,7%, 57,9% e
47,5% para os grupos |, C e NI, respectivamente. Ja os valores encontrados para a
variante T foram 37,3%, 42,1% e 52,5% para os grupos |, C e NI, nessa ordem,

conforme exibido na Tabela 9.

5.4 Andlise do desequilibrio de ligacéo e formacao de haplétipos

Considerando que os polimorfismos rs 342511 e rs 897 referentes ao receptor
VPACL1 estdo localizados no mesmo cromossomo (Cr-3) e os polimorfismos de
VPAC2, rs 2098349 e rs 885861, também estdo localizados em mesmo cromossomo
(Cr-7), foi realizada a avaliacdo de formacao de haplotipos e analise de desequilibrio
de ligagcédo separadamente.

O termo “haplétipo” (gendtipo haploide) refere-se a combinacéo de alelos em
diferentes loci no cromossomo que sao transmitidos juntos. O grau de associagao

entre dois polimorfismos pode ser medido através de métodos estatisticos e indicar
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se estdo em desequilibrio de ligacdo, ou seja, se formam uma estrutura haplotipica
(ZHAO et al., 2003). Valores de D’ < 1 e valores de LOD > 2 indicam forte tendéncia
a desequilibrio de ligagao entre os polimorfismos estudados. D’ significa coeficiente
de correlagdo entre pares de loci e LOD € o log da probabilidade da razdo de
chance. Os resultados dessas analises realizadas pelo programa Haploview
demonstraram que o0s dois polimorfismos relacionados a VPAC1 (D=1 e
LOD=40,18) e os dois referentes a VPAC2 (D'= 0,76 e LOD=4,61) formam haplétipos
e, portanto, estdo em desequilibrio de ligacédo (Figura 4).

Figura 4 — Andlise do desequilibrio de ligacéo
A. B.
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Estruturas representativas do desequilibrio de ligacdo nos SNPs rs 342511 e rs 897
presentes no receptor VPACL1 (A) e nos SNPs rs 885861 e rs 2098349 presentes no
receptor VPAC2 (B). As estruturas foram montadas através do programa Haploview
4.2. Quanto mais forte o tom de vermelho demonstrado pela figura, maior a ligacao
de desequilibrio entre os SNPS (figuras brancas ou vermelho claro indicam fraca
tendéncia a desequilibrio de ligacdo). O numero na caixa representa o valor de D" e
a caixas vazia indica completo desequilibrio.
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6. DISCUSSAO

Embora a doenca de Chagas assuma diferentes formas clinicas, variando de
uma forma assintomética a cardiopatia dilatada, ainda ndo se sabe ao certo os
fatores que levam a essa evolugdo clinica diferencial em individuos infectados
(NASCIMENTO et al., 2011). A forma clinica indeterminada € considerada uma
forma relativamente mais suave da doenca, sendo caracterizada pela auséncia de
sintomas e sinais clinicos, representando um periodo dramatico de co-adaptacdo
entre 0 hospedeiro e o parasito (RIBEIRO; ROCHA, 1998; DUTRA et al., 2009). A
cardiomiopatia chagasica afeta aproximadamente 2 milhGes de pessoas na América
Latina e resulta em 12.500 mortes por ano, devido a problemas cardiacos (RASSI et
al., 2010). A cardiomiopatia € caracterizada por infiltrados inflamatérios focais ou
disseminados e fibrose progressiva, resultando em danos da matriz extracelular e
substituicdo dos cardiomiocitos e células vasculares por tecido fibroso, com
remodelamento do miocéardio e da vasculatura (ANDRADE; LOPES, 1963). Sabe-se
que o sistema imune do hospedeiro é fundamental para controlar a parasitemia
durante a forma aguda da doenca de Chagas, entretanto, uma resposta imunolégica
exacerbada pode levar a danos teciduais responsaveis por essa cardiopatia; além
disso, fatores genéticos do hospedeiro, e fatores associados ao parasito também
contribuem para o desenvolvimento da cardiomiopatia chagasica (WHO, 2002;
DUTRA et al., 2009).

Os sistemas neuroendocrino e imune interagem, controlando-se mutuamente,
através da liberacdo de mediadores neuroimunes, influenciando a regulacéo
inflamatéria. O sistema imune influencia as atividades do sistema neuroenddécrino,
assim como sofre influéncias do sistema neuroenddécrino que estimula ou inibe suas
atividades (BRODGEN et al., 2005). O neuropeptideo, VIP, possui ampla distribui¢cao
no corpo, e é um dos fatores enddgenos envolvidos na manutencdo da tolerancia
imune, exibindo potente atividade anti-inflamatoria que afeta os sistemas imune inato
e adaptativo (POZO et al., 2007). A acédo de VIP se da através de dois receptores
acoplados a proteina G, VPAC1 e VPAC2, que possuem afinidades similares para
esse peptideo (Delgado et al, 2004).

Com base no exposto, trabalhamos com a hipotese de que alteragbes dos

niveis plasmaticos desse peptideo, bem como a ocorréncia de polimorfismos
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genéticos de seus receptores, poderiam estar envolvidos com o desenvolvimento da
cardiomiopatia em pacientes chagasicos croénicos.

Em relacdo a analise dos niveis plasmaticos de VIP em pacientes das formas
assintomatica e cardiaca da doeca de Chagas observamos que 0s pacientes que
possuiam a forma cardiaca dilatada da doenca apresentaram menores niveis
plasmaticos de VIP quando comparados aos individuos com forma clinica
indeterminada e com o grupo de individuos ndo chagasicos. Corroborando com
nossos resultados, estudos em humanos também retratam uma diminuicdo da
expressdo de VIP elou de resposta a VIP em diferentes quadros inflamatdrios
cronicos. Em um estudo realizado por Juarranz e colaboradores (2008), foi
observado que a expressdo do RNAm de VIP foi dez vezes menor nos sinovidciotos
de pacientes com AR quando comparado com sinoviocitos de pacientes com
osteoartrite. Em outro estudo relacionado a esclerose multipla, foi observado que as
células T desses pacientes foram menos responsivas ao VIP endbégeno e exdégeno
do que as células derivadas de individuos saudaveis. (SUN et al., 2006). Dados
referentes ao funcionamento de VIP na doencga de Chagas sao faltosos na literatura.
Apenas quatro trabalhos retratam VIP nessa patologia, sendo um realizado em
modelo murino (MAIFRINO et al., 1999) e trés em humanos, todos relacionados ao
megacélon chagasico (DA SILVEIRA et al., 2007; JABARI et al., 2012 a e b). No
trabalho utilizando-se a infec¢cdo experimental de camundongos pelo T. cruzi, foi
observado que estes animais infectados apresentaram poucas vesiculas granulares
grandes em seus ax06nios, podendo levar a uma diminuicdo da sintese de
mediadores quimicos e que as fibras nervosas positivas para VIP e para a
substancia P no plexo mioentérico foram reduzidas em relagdo ao observado em
camundongos controle. A reducdo da atividade de VIP pode estar relacionada a
distarbios na mobilidade intestinal observada na fase crénica da doenca de Chagas
(MAIFRINO, et al., 1999). No estudo caracterizando neurdnios expressando VIP no
sistema nervoso entérico de pacientes chagasicos com megacoélon foi revelado que
neurénios motores inibitdrios expressando este peptideo sédo preferencialmente
destruidos pelo T. cruzi e/ou pelo processo inflamatorio. A deplecdo de neurdnios
contendo VIP pode impedir o relaxamento do musculo liso no célon danificado
desses pacientes (DA SILVEIRA et al., 2007). Em trabalho recente, desenvolvido por

Jabari e colaboradores (2012a) foi observada uma diminuicdo do numero de



51

neurdnios na submucosa e uma diminuicdo da densidade das fibras nervosas dos
segmentos do megacolon chagasico. Essa neurodegeneracdo no plexo da
submucosa parece ser moderada. Uma similaridade entre os plexos submucosos
externo e interno no intestino chagésico € a sobrevivéncia parcial seletiva de
elementos nervosos. Na mucosa e submucosa, neurbnios imunorreativos para
calretinina, assim como as fibras nervosas possuem maior sobrevivéncia em
comparacdo com aqueles imunorreativos para somastatina. Foi testado e
descoberto que VIP é amplamente colocalizado com a calretinina nas fibras
nervosas da mucosa e submucosa. Neurdnios imunorreativos para a calretinina
suportam estruturas vitais e funcionam mantendo a barreira da mucosa. VIP,
produzido pelos neurbnios da submucosa, tém mostrado exercer acdes protetivas
nas ceélulas e estruturas da mucosa (NEUNLIST et al., 2003; TOUMI et al., 2003).
Dessa forma, sugere-se que VIP possa proteger os neurbnios imunorreativos para
VIP/calretinina da morte celular, permitindo pacientes sobreviverem por décadas,
apesar da mobilidade perturbada do célon. Em outro estudo, também realizado por
Jabari e colaboradores (2012b) foi verificada uma menor densidade das fibras
nervosas localizadas nas camadas muscular e longitudinal do megacélon chagasico
guando comparado com individuos saudaveis, isso pode ser devido a degeneracgao
massiva de neurénios mioentéricos. A maioria dos neurénios sobreviventes foram os
nitrérgicos quando comparado aos neurbnios colinérgicos. Além disso, as
proporcdes de nervos intramusculares inibitorios (imunorreativos para NOS, VIP ou
NOS/VIP) foram aumentadas nos segmentos do megacolon chagasico em relacéo
ao controle. Esse estudo também revelou uma alta proporcdo de neurdnios
possuindo a co-localizacdo de VIP e NOS, e juntos, possuem uma influéncia
inibitéria no musculo liso do intestino. Foi sugerido que a predominancia de nervos
inibitérios deve ser um fator de explicacdo para a dilatacdo crénica no megacadlon
chagéasico humano.

Atualmente, ndo existem dados na literatura relacionando o peptideo intestinal
vasoativo e as formas indeterminada e cardiaca na doenca de Chagas. Dessa
forma, no presente estudo, foi demonstrado pela primeira vez, uma diminuicdo da
expressao de VIP em pacientes chagasicos apresentando cardiomiopatia quando
comparado com individuos da forma indeterminada e saudaveis. Reciprocamente,

altos niveis de VIP foram correlacionados com altos valores de FEVE e baixos
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valores de DDVE os quais foram relacionados ao melhor progndstico para a doenca
de Chagas. Manifestacdes cardiacas da doenca de Chagas podem ser atribuidas a
muitos fatores, incluindo persisténcia do parasito, sistema vascular prejudicado,
destruicdo dos ganglios do sistema nervoso autondmico e autoimunidade
(KIERSZENBAUM, 2005). A cardiomiopatia chagésica cronica é caracterizada pela
presenca de um intenso infiltrado inflamatério composto principalmente de células T
CD8" no miocérdio dos pacientes, sendo que essas células sdo associadas com a
expressdo de citocinas inflamatdrias e moléculas citotoxicas (REIS et al., 1993).
Costa e colaboradores (2009) observaram que altos niveis de IL-10 também
obtiveram uma correlacdo com altos valores de FEVE, relacionados ao melhor
funcionamento cardiaco na doenca de Chagas. Nossos dados sugerem que a
expressao de VIP pode ser um dos fatores que desempenham importante papel na
doenca de Chagas, podendo apresentar um efeito protetor contra o desenvolvimento
da patogénese cardiaca. Algumas hipGteses para explicar a diminuicdo da
expressdo de VIP em pacientes chagasicos poderiam estar relacionadas a
diminuicdo da expressdo do RNAm de VIP (JUARRANZ et al., 2008), ou a existéncia
de altas quantidades de auto-anticorpos ou enzimas com atividade VIPase em
pacientes portadores da forma clinica cardiaca, ja que VIPases induzem disturbios
imunorregulatérios e ja foram relatados em outros quadros patolégicos (BANGALE
et al., 2003). A avaliacdo dos mecanismos responsaveis pela diminuicdo de VIP em
pacientes chagasicos, especialmente, cardiopatas, precisa ser investigada e faz
parte das perspectivas de continuidade deste trabalho.

Uma vez que os polimorfismos genéticos podem acarretar alteracbes da
expressdo de proteinas, decidimos investigar a ocorréncia de polimorfismos dos
receptores VPAC1 e VPAC2 que pudessem estar correlacionados ao
desenvolvimento das diferentes formas clinicas avaliadas neste estudo. Baseado
nesse pressuposto, foram analisados quatro polimorfismos, dois referentes ao
receptor VPAC1 (rs 342511 e rs 897), ambos localizados no cromossomo 3 e 0s
outros dois referentes ao receptor VPAC2 (rs 2098349 e rs 88586), encontrados no
cromossomo 7. Todos os polimorfismos estédo situados na regido 3'UTR. Essa regido
apresenta relevancia na regulacdo da expressdo génica podendo modular a
tolerdncia em doencas inflamatoérias (SOTGIU et al.,, 2007). A presenca de SNPs

dentro dessa regido regulatéria do genoma pode resultar em alteracbes da



53

transcricao génica e, consequentemente, (CHORLEY et al., 2008), alteracdes da
expressao de ambos receptores de VIP; seja pelo impedimento de ligacdo de fatores
de transcricio ou ainda, pelo reconhecimento de sitios parcialmente
complementares nessa regido por microRNAs, o que levaria a regulacdo da
producdo dos transcritos alvos (SCHERR e EDER, 2007; BEHM-ANSMANT et al.,
2006).

Nossos dados revelaram uma associacdo entre o polimorfismo rs 342511
(T/C) e o desenvolvimento da forma assintomatica da doenca de Chagas, mais
especificamente, que a presenca do alelo T est4 associada ao desenvolvimento da
forma clinica indeterminada. Nossos dados sugerem que a presenca do alelo T
nesta patogénese possui um papel protetor relacionado ao desenvolvimento da
forma cardiaca da doenca, j& que o mesmo foi relacionado com uma maior chance
de desenvolvimento da forma clinica indeterminada.

Recentemente, este mesmo polimorfismo apresentou uma associacao
significativa com a susceptibilidade a artrite reumatoide. Entretanto, o gendtipo
homozigoto TT foi mais frequente nos pacientes artriticos quando comparado com
individuos saudéaveis. Além disso, seis SNPs (rs 7636205, rs 897, rs 896, rs 342511
e rs 8913) presentes na regidao 3’'UTR de VPAC1 mostraram forte desequilibrio de
ligacdo, apresentando um bloco de haplétipos definido. Interessantemente, o
haplétipo ACCCAC foi significativamente associado a predisposi¢cdo a AR, enquanto
o haplétipo ATTTGT mostrou um efeito protetor. Porém, diferengas entre esses dois
haplétipos em termos da expresséo de VPACL1 ou producdo de AMP ciclico induzida
pelo VIP em células mononucleares do sangue periférico de pacientes com AR nao
foram observados. Finalmente, ao investigar a relacdo entre a expresséao alterada de
VPACL1 e os diferentes hapl6tipos em células sinoviais isoladas de pacientes com
AR observou-se que fibroblastos sinoviais desses pacientes com o haplétipo protetor
ATTTGT mostraram um aumento da expressdo de VPAC1 e da porcentagem de
células ativadas positivas para este receptor. Em contraste, a expressédo de VPAC1
foi levemente reduzida em fibroblastos sinoviais de pacientes artriticos com
haplotipo de predisposigcdo. Assim, VIP reduziu a producao de citocinas inflamatorias
nas células sinoviais ativadas de pacientes com o haplétipo ATTTGT, mas ndo em
fibroblastos sinoviais de pacientes com outros haplétipos. Essas descobertas

apoiam a nocado que o haplotipo ATTTGT esteja associado ao aumento da
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expressdo de VPACL nas células inflamatdrias sinoviais ativadas (DELGADO et al.,
2008. As andlises de haploétipos entre os SNPs presentes na regidao 3’'UTR do gene
de VPACL, rs 342511 e rs 897, nas células de pacientes chagasicos, apresentaram
desequilibrio de ligagdo, semelhantemente aos dados observados em pacientes com
AR (DELGADO et al.,, 2008), em que estes polimorfismos formavam haplotipo
associado a predisposicdo a AR (DELGADO et., 2008). A expansado dos estudos de
polimorfismos do receptor VPAC1 sdo necessarios para verificacdo da existéncia de
blocos de haplétipos mais complexos que sejam relacionados ao desenvolvimento
das diferentes formas clinicas da doenga de Chagas.

Em relacdo ao polimorfismo rs 897 (C/T), nossos resultados indicam que
apesar do alelo C ser muito frequente nos participantes deste estudo, nado foi
observada nenhuma associacdo deste polimorfismo com as diferentes formas
clinicas da doenca de Chagas.

Os polimorfismos rs 2098349 (G/T) e rs 885861 (C/T) presentes no receptor
VPAC2, também foram analisados com o intuito de observar se estes poderiam
influenciar a evolucdo de diferentes formas clinicas da doenca de Chagas. N&o foi
observada nenhuma diferenga estatisticamente significativa para o polimorfismo rs
2098349 (G/T). Um fato que pbéde ser observado foi que a presenca e a auséncia da
variante T apresentaram as mesmas frequéncias para os grupos indeterminado e
cardiaco e que essas frequéncias aproximaram-se do grupo controle. Estes
resultados sugerem que este polimorfismo ndo esta relacionado com as diferentes
formas clinicas da doenca de Chagas. O polimorfismo rs885861 (C/T) apresentou
resultado estatistico significativo em relacdo a presenca/auséncia da variante T
quando foram comparados os individuos ndo infectados com o0s pacientes
chagasicos. Foi observado que a variante T foi mais frequente nos individuos néo
infectados, podendo sugerir que a auséncia dessa variante nos individuos
chagasicos pode ser um fator que predispde a doenca, embora ndo tenha sido
encontrada diferenca estatistica significativa entre os grupos indeterminados e
cardiacos. Analise da formacéo de hapl6tipos para os dois polimorfismos estudados,
rs 2098349 e rs 885861, mostrou que eles se encontram em desequilibrio de
ligacdo, entretanto, a associagéo entre esses dois polimorfismos foi menor do que a

observada para os polimorfismos de VPAC1. A ampliacdo dos estudos de formagéao
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de blocos haplotipicos por SNPs de VPAC2 bem como sua relagdo com as formas
clinicas da doenca de Chagas precisam ser melhor investigados.

Apesar da existéncia de muitos trabalhos na literatura evidenciando a
relevancia dos receptores VPAC1 e VPAC2 (SZEMA et al., 2006; COLWELL et al.,
2003; HAMIDI et al., 2008; DELGADO et al., 1999; MARTINEZ et al.,, 1998;
HARMAR et al.,, 2002; GOETZL et al.,, 2000), poucos sao relacionados a
polimorfismos no receptor VPAC2. No trabalho desenvolvido por Sun e
colaboradores (2006), foi observado que células T CD4" de pacientes com esclerose
multipla apresentaram expressdo alterada do receptor VPAC2, entdo, estes
pesquisadores, procuraram observar se isto estaria associado aos polimorfismos
genéticos rs 2098349 e rs 885861. Nao foi constatada nenhuma associacdo entre
esses dois polimorfismos em relacdo as frequéncias alélicas e genotipicas na
esclerose mudltipla. Essa alteracdo na expressao de VPAC2 em pacientes com
esclerose multipla pareceu estar associada com a regulacdo anémala de ligacdo dos
fatores de transcricdo como GATA-3 e FOXD2 na regido promotora do gene VPAC?2,
ja que houve uma diminuicio da expressdo de ambos nas células T CD4" dos
pacientes com esclerose multipla quando comparados ao grupo controle. Esses dois
fatores de transcricdo estdo envolvidos no controle da resposta Thl e Th2 e na
ativacdo de células T CD4" (SUNDRUD et al., 2003; JOHANSSON et al., 2003). Por
outro lado, VACIC e colaboradores (2011) observaram associacbes de
microduplicagdes presentes no cromossomo 7g36.3 de pacientes esquizofrénicos e
gue os linfocitos desses pacientes, em cultura, exibiram um significante aumento da
transcricdo de VPAC2 e da sinalizacdo de AMP ciclico, permitindo indicar que a
transcricdo de VPAC2 pode ser influenciada pelas duplicacbes do genoma. Estudos
de outros polimorfismos no gene de VPAC2, a verificacdo da existéncia de
microduplicacBes génicas bem como a determinacdo da expressao de VPAC2 em
células de individuos chagasicos permitirdo uma maior compreensdo do papel de
VPAC2 na doenca de Chagas.

A determinacado das diferentes formas clinicas da doenca de Chagas assume
um carater multifatorial, podendo ser atribuida a resposta imune inata e adaptativa
do hospedeiro, assim como seu background genético e a presenca do parasito
(TARLETON, 2007). Acreditamos que o peptideo intestinal vasoativo e seus

receptores podem ser fatores de interferéncia no desenvolvimento dessas distintas
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formas clinicas. E importante destacar que este estudo foi o primeiro a demonstrar a
expressdo diminuida de VIP em pacientes chagasicos apresentando cardiomiopatia,;
em adicdo, foi o primeiro estudo a avaliar polimorfismos nos receptores desse
peptideo no curso da doenga de Chagas humana. Conforme observado pelos
resultados encontrados, a expressédo de VIP correlacionada ao funcionamento do
coracdo e a ocorréncia dos polimorfismos genéticos rs 342511 e rs 885861 nos
receptores de VIP, VPAC1 e VPAC2, respectivamente, estdo associados com o
desenvolvimento das diferentes formas clinicas da doenca de Chagas. A correlacao
entre SNPs, a expressao celular dos receptores de VIP e a resposta celular dos
pacientes ao VIP devem ser investigados, sendo essas, nossas perspectivas futuras.
Dessa forma, esperamos que este estudo possa contribuir para o esclarecimento da
evolucao de diferentes formas clinicas no contexto da doenca de Chagas e para a
compreensao dos papéis dos neuropeptideos neste quadro patoldogico.
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7. CONCLUSOES

Através do presente estudo, pode-se concluir que pacientes que apresentam
a forma clinica cardiaca da doenca de Chagas apresentam menores niveis
plasméticos de VIP quando comparados aos pacientes indeterminados e aos
individuos controle. O melhor funcionamento do coracéo foi avaliado pela FEVE e
pelo DDVE, sendo que altos niveis de VIP foram correlacionados com altos valores
de FEVE e baixos valores de DDVE, sugerindo o papel de VIP como protetor na
patologia da doenca de Chagas. Verificamos, ainda, que o alelo T do polimorfismo rs
342511 (T/C) na regidao 3’UTR no receptor VPAC1 esta relacionado com o
desenvolvimento da forma clinica indeterminada e que o alelo polimérfico T no
polimorfismo rs 885861 (C/T) presente também na regido 3’'UTR do receptor VPAC2
€ menos frequente nos grupos chagéasicos quando comparados ao grupo controle;
este dado pode levar a interpretacdo que esse polimorfismo esteja relacionado ao

desenvolvimento da patologia chagasica.
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