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Resumo

A doenca de chagas é causada pelo protozoério flagelado Trypanosoma
cruzi, responsavel por ativar o sistema imunolédgico. A interacdo do T.cruzi
com células da imunidade inata € mediada por receptores especificos como
os Toll-like (TLR- Toll-Like Receptors). O intuito deste estudo foi analisar a
associacdo do polimorfismo dos genes TLRs na susceptibilidade e/ou
resisténcia a doenca de Chagas em sua fase cronica. Para isso foi feita a
comparacao entre as frequéncias dos genes Toll-like de individuos
saudaveis ndo infectados e pacientes com doenca de Chagas cronica. A
genotipagem dos TLRs 2, 4 e 9, principais genes relacionados com a
doenca, foi realizada pela técnica de PCR-SSP. A andlise de associacéo
envolvendo pacientes com a doenca de Chagas crbnica e grupo controle
ndo mostrou nenhuma diferenca estatistica significativa. Embora os
resultados obtidos até 0 momento ndo nos permitam avaliar uma associacao
dos genes Toll-like com a doenca de Chagas, estudos relacionados
evidenciam que a genética da susceptibilidade da doenca de Chagas e a
cardiopatia chagésica crbonica sdo altamente influenciadas pela complexa
resposta imune do hospedeiro.

Introducao

A Doenca de Chagas é frequente nas Américas e suas formas de
transmissdes sdo a vetorial, congénita, por transfusdo de sangue ou pela
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ingestdo de alimentos contaminados com o Trypanosoma cruzi. O
diagnostico é realizado por meio de testes sorologicos e/ou parasitolégicos
(JUNIOR,2006). A doencga é caracterizada por uma curta fase aguda,
seguida de uma longa fase cronica, na qual entre 30 - 40% dos infectados
tem ou terdo o desenvolvimento de cardiomiopatia, e/ou sindromes
digestivas. O principal fator clinico na manifestacdo cardiaca é a
insuficiéncia cardiaca congestiva, devido a diminuicdo da massa muscular
gue se encontra destruida (RASSI et al, 2010). Uma combinacao de fatores
genéticos e ambientais relacionados ao parasito e ao hospedeiro podem ser
responsaveis pela variacdo no curso clinico da doenca (MACEDO et al,
2004). A infeccdo com o T. cruzi pode ativar multiplas vias do sistema
imunoldgico do hospedeiro. A interacdo do T. cruzi com macréfagos e outras
células envolvidas na resposta imune inata € mediada por receptores
especificos de reconhecimento de padrdes do patégeno, como os receptores
Toll-like (TLRs). Estes receptores sédo ativados por moléculas presentes na
superficie do patdégeno que induzem a sintese de citocinas pro-inflamatorias.
Os TLRs séo expressos pelas células do sistema imune inato, e estao entre
0S primeiros receptores a atuarem promovendo a ativacdo da célula contra
agentes infecciosos. Os principais TLRs envolvidos na doenca de Chagas
sdo: TLR 2, 4 e 9 (ASHOUR, 2015). Nessa perspectiva, esse estudo teve
como objetivo investigar a associacao do polimorfismo dos genes TLRs 2, 4
e 9 na susceptibilidade e/ou resisténcia a doenca de Chagas cronica da
regido norte/noroeste do Parana.

Materiais e métodos

Foram selecionados pacientes portadores da doenca de Chagas
cronica, atendidos pelo SUS através do Laboratério de Chagas da
Universidade Estadual de Maringa e do Hospital Universitario de Londrina. O
grupo controle foi composto por individuos saudaveis e nao relacionados.
Para a extracdo do DNA, foi utilizada a técnica de salting out. Os genes Toll-
Like foram genotipados pela técnica PCR-SSP (polymerase chain reaction -
sequence-specific). Os fragmentos de DNA amplificados foram separados
atraves de eletroforese em gel de agarose e fotodocumentados. As analises
estatisticas foram executadas utilizando o programa SNPstats e o0s
polimorfismos genéticos calculados pelo método Odss ratio (OR) com
intervalo de confianga (IC) 95%, calculado pelo método de Woolf.

Resultados e Discussao

A andlise de associagdo (Tabela 1) envolvendo pacientes com a
doenca de Chagas crénica e grupo controle ndo mostrou nenhuma diferenca
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estatistica significativa (P < 0,05) em relacdo aos polimorfismos de TLR
estudados.

Tabela 1 Anadlise de Associacdo do gene Toll-like 2, 4 e 9 em pacientes com
doenca de Chagas e controles.

TLR (SNP) Pacientes Controles OR (IC 95%) P-valor
TLR 2 (14536)
Genotipos N=20 n(%) N=24 n(%)
TIC 10 (50) 10 (41,7) 0,83 (0,25-2,80) 0.27
TIT 10 (50) 12 (50) 1,00 ’
TLR 2 (1410)
Genotipos N=23 n(%) N=21 n(%)
TIC 20 (87) 16 (76,2) 0,60 (0,12-3,80) 0,38
TIT 3(13) 4(19,1) 1,00
TLR 2 (Cédon 677)
Genotipos N=14 n(%) N=15 n(%)
CiC 3(21,9) 0 (0) 1,00 0,053
TLR 4 (Cbédon 299)
Genotipos N=17 n(%) N=20 n(%)
AJA 0 (0) 1(5) 1,00 0,25
TLR 4 (Int 1)
Genotipos N=07 n(%) N=07 n(%)
CiC 6 (85,7) 3(42,9) 1,00 0,075
TIT 1(14,3) 1(14,3) 2.00 (0,09-44,35)
TLR 4 (Int 2)
Genotipos N=15 n(%) N=23 n(%)
AA 14 (93,3) 22 (95,7) 1,00 0,076
AIC 1(6,7) 1(4,3) 0,64 (0,04-11,02)
TLR 9 (+2848)
Genotipos N=21 n(%) N=16 n(%)
G/A 17 (81) 11 (68,8) 0,39 (0,08-1,96) 0,29
GIG 3(14,3) 5(31,2) 1,00

N, nimero de individuos; n, nimero de gendtipos ou alelos; OR, odds ratio; IC, intervalo de confianca

Os resultados obtidos até o0 momento ndo corroboram os encontrados na
literatura. Diversos estudos tém reportado muitos marcadores genéticos de
susceptibilidade e/ou protecdo contra a doenca de Chagas, dentre eles,
estdo os genes TLRs, que também podem estar determinando o
desenvolvimento das formas clinicas cardiaca, digestiva ou mista. Em um
estudo utilizando camundongos, foi verificado que o TLR 2 e a sintese de
Interleucina-6 estdo associados a protecdo das fibras musculares cardiacas
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contra a apoptose durante a infeccdo por T. cruzi (Ponce et al.,, 2011).
Apesar de varios autores ja terem encontrado associacdo entre o0s
polimorfismos estudados e o desenvolvimento da doenca de Chagas,
nossos resultados ndo mostraram nenhuma diferenca significativa quando
comparamos pacientes e controles saudaveis. Isto pode ser devido ao fato
de que o tamanho da amostra analisada ainda é pequeno, uma vez que
nosso trabalho esta em andamento e sera concluido com uma amostra de
pelo menos 100 pacientes e 150 controles.

Conclusodes

Embora os resultados obtidos até o momento ndo nos permitam
avaliar uma associacdo dos genes Toll-like com a doenca de Chagas,
estudos relacionados evidenciam que a genética da susceptibilidade da
doenca de Chagas e a cardiopatia chagasica crbnica sdo altamente
influenciadas pela complexa resposta imune do hospedeiro.
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