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Resumo:

A doenca é Chagas é uma antropozoonose parasitaria, causada pelo
Trypanosoma cruzi. Ela é transmitida ao homem quando o inseto vetor
deposita, juntamente com suas fezes, a forma infectante do parasito na pele
lesionada do individuo, apds o repasto sanguineo. A resposta imune inata é a
primeira via de defesa contra o parasito, onde 0s receptores especificos de
reconhecimento de padrdes do patdgeno, como os receptores Toll-like (TLR -
Toll-Like Receptors), irdo reconhecer os antigenos iniciando a resposta do
hospedeiro. O Objetivo deste trabalho foi analisar a frequéncia dos
polimorfismos dos genes TLRs em pacientes com a doencga de Chagas crbnica
numa populagdo da regido norte/noroeste do Parana. Para isso, foram
realizadas as genotipagens dos TLRs 2, 4 e 9 por PCR-SSP. Em resumo, em
relagdo aos polimorfismos do gene TLR, foi possivel identificar que os alelos
mais frequentes foram T, C e G, enquanto que 0s genétipos mais frequentes
foram os heterozigotos para T/C e G/A. Estes dados foram obtidos de uma
amostra cujo tamanho ainda é pequeno, uma vez que nosso trabalho esta em
andamento e sera concluido com uma amostra de pelo menos 150 pacientes.

Introducao

A doenca de Chagas é uma antropozoonose grave e endémica
frequente nas Américas e causada pelo parasito Trypanosoma cruzi. Em
humanos, a doenca pode ser classificada em aguda e crbnica. A maioria dos
pacientes entra em uma fase crbnica da doenca, conhecida como
assintomatica, porém, 20 a 40% dos individuos infectados desenvolvem
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manifestacdes clinicas decorrentes de alteracdes cardiacas e/ou digestivas
(RASSI et al., 2010).

A infeccdo pelo T. cruzi pode ativar multiplas vias do sistema imunolégico do
hospedeiro. O reconhecimento celular € mediado por receptores especificos,
como os receptores Toll-like (TLRs). Cada membro da familia TLR é ativado
por antigenos especificos que levam a diferentes perfis de ativacdo de
transcri¢do, iniciando uma resposta imune adequada ao patégeno (JOHNSON,
2007). As razdes para ocorrer um variavel curso clinico da doenca ainda nao
foram esclarecidas, mas é provavel que a variabilidade genética e uma
combinacdo de fatores (ambientais, nutricionais, imunoldgicos, etc.) possam
estar relacionadas tanto ao parasito quanto ao hospedeiro, podendo ser as
responsaveis pela patogénese da fase cronica da doenca (MACEDO et al.,
2004). Portanto, é de especial interesse a investigacdo de genes de resposta
imune, entre eles o polimorfismo dos genes Toll-Like nesses pacientes, sendo
que os mais relacionados com a doenca de Chagas séo os TLRs 2, 4 e 9
(ASHOUR, 2015). Sendo assim, este trabalho teve como objetivo investigar a
frequéncia do polimorfismo dos genes TLRs na doenca de Chagas crbnica
numa populacdo da regido norte/noroeste do Parana.

Materiais e métodos

Neste estudo foram utilizadas amostras de sangue de pacientes
portadores da doenca de Chagas crbnica, atendidos pelo SUS através do
Laboratorio de Chagas da Universidade Estadual de Maringa e do Hospital das
Clinicas de Londrina. Para a extracdo do DNA, foi utilizada a técnica salting
out. As genotipagens dos genes TLRs foram realizadas pela técnica PCR-SSP
(polymerase chain reaction - sequence specific) e os fragmentos de DNA
analisados em gel de agarose e fotodocumentados. As analises estatisticas
foram executadas utilizando o programa SNPstats.

Resultados e Discussao

Nesse estudo foram analisadas as frequéncias alélicas e genotipicas de
individuos diagnosticados com a doenca de Chagas para as variantes do gene
Toll-like 2, 4 e 9 (tabela 1). As diferencas no nimero de pacientes analisados
para os diferentes SNP (Single Nucleotide Polymorphism) se devem a falhas
nas genotipagens. Dessa forma, foi possivel observar que os alelos T, C e G
foram os mais frequentes. Assim, as variantes do TLR 2 (14536) e TLR 2
(1410) , com 75% e 57%, respectivamente, tém o alelo T com maior
ocorréncia. O alelo C esta mais frequente nos TLR 2 (c6don 677) e TLR 4 (Int
1), com 61% e 86% respectivamente, enquanto que para o alelo G, a maior
ocorréncia foi de 53% e 55%, nos TLR 4 (codon 299) e TLR 9 (+2848),
respectivamente. Para os genotipos, foi possivel observar que a maioria dos
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pacientes sdo heterozigotos para o genétipo T/C nos SNPs (1410) e (677) do
TLR 2, com 87% e 79%, respectivamente; e para o gendtipo G/A, os SNPs
mais frequentes foram os presentes no TLR 4 (codon 299) e TLR 9 (+2848).
Os individuos homozigotos, apresentaram os genétipos C/C e A/A nos SNPs
do TLR 4 (Int 1) e (In2), com 86% e 93%, respectivamente. Apos realizada a
pesquisa, nao foi encontrado na literatura estudos realizados com a doenca de
Chagas para os mesmos polimorfismos analisados nesse estudo, mas foi
possivel observar, no estudo de Zafra et al (2008), que assim como No NOSSO
estudo, a maioria dos individuos apresentam genotipos heterozigoto.

Tabela 1 Frequéncia de gendtipos e alelos do gene Toll-like 2, 4 e 9.

TLR (SNP) Pacientes TLR (SNP) Pacientes TLR (SNP) Pacientes
TLR 2 (14536) TLR 2 (1410) TLR 2 (Cédon 677)

Genotipos N=20 n(%) Gendtipos  N=23 n(%) Genotipos N=14 n(%)
CiC 0(0) C/C 0 (0) CiC 3(21)
TIC 10 (50) T/IC 20 (87) CIT 11 (79)
TIT 10 (50) T/T 3(13) T/T 0(0)

Alelos Alelos Alelos
T 30 (75) T 26 (57) C 17 (61)
C 10 (25) C 20 (43) T 11 (39)
TLR ‘éég)édon TLR 4 (Int 1) TLR 4 (Int 2)

Genotipos N=17 n(%) Gendtipos  N=07 n(%) Genotipos N=15 n(%)
G/G 1(6) C/C 6 (86) AJA 14 (93)
G/A 16 (94) CIT 0 (0) AIC 1(7)
AIA 0(0) T/T 1(14) Alelos

Alelos Alelos A 29 (97)
G 18 (53) C 12 (86) C 1(3)
A 16 (47) T 2 (14)
TLR 9
(+2848)
Genotipos N=21 n(%)
AJA 1(5)
G/A 17 (81)
GI/G 3(14)
Alelos
G 23 (55)
A 19 (45)

N: nimero de individuos; n: nimero de genétipos ou alelos.
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Conclusodes

Em resumo, em relacao aos polimorfismos do gene TLR foi, possivel identificar
gue os alelos mais frequentes foram T, C e G, enquanto que 0s gendtipos mais
frequentes foram os heterozigotos para T/C e G/A. Estes dados foram obtidos
de uma amostra cujo tamanho ainda é pequeno, uma vez que nosso trabalho
estd em andamento e sera concluido com uma amostra de pelo menos 150
pacientes.
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