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RESUMO

A mansonelose é uma filariose humana cuja importancia para a sadde publica vem sendo
crescentemente demonstrada. Na Amazonia, seu principal agente etiolégico é Mansonella
ozzardi e Sdo Gabriel da Cachoeira (SGC), AM, é uma das principais &reas endémicas de
mansonelose na regido. Nessas areas, alguns individuos sdo aparentemente imunes a infeccao
e hd um grande numero de casos assintomaticos de infeccdo. Uma das hipoteses é que isso
esteja ligada ao perfil genético dos individuos. A partir do que foi relatado para o tipo raro de
oncocercose, chamado sowda, sugere-se que a mutacdo no gene da citocina 1L13 GIn144Arg,
SNP rs20541 (A/G), esteja associada a suscetibilidade e ao desenvolvimento clinico da infeccédo
por M. ozzardi em SGC. A fim de avaliar essa associacao, foram genotipados 85 individuos de
SGC para a mutagdo IL13 GInl144Arg (A/G), sendo 38 individuos negativos (MO-) e 47
individuos positivos (MO+) para infeccéo por M. ozzardi. Do total de gendtipos identificados,
foram 57,32% AA, 29,37% (AG) e 13,41%(GG). Entre MO- (55,26% AA / 34,21% AG /
10,53% GG) e MO+ (59,09% AA / 25% AG / 15,91% GG). Dentre MO+, trés foram casos
confirmados de co-infeccdo M. ozzardi-M. perstans, sendo 2 deles com genétipo AA e 1,
genétipo GG. N&o foi possivel observar associacdo entre IL13 GInl144Arg e a condigdo de
infeccdo por M. ozzardi ou de co-infeccdo M. ozzardi-M. perstans. Quando avaliada a carga
parasitaria dos individuos MO+, o geno6tipo AG vs. AA+GG esteve associado a alta
microfilaremia (p=0,039). N&o foi possivel observar associacdo de IL13 GInl44Arg e a
presenca de sintomas entre os individuos com alta e baixa microfilaremia. Esses resultados
indicam que a populacdo de SGC possui um perfil genético distinto do que tem sido relatado
para diferentes populac6es, havendo uma alta prevaléncia do alelo mutante I1L13 GInl144Arg.
Nessa area, individuos com e sem a mutacdo IL13 GIn144Arg sdo suscetiveis a infeccdo por
M. ozzardi e, inclusive, a co-infeccdo M. ozzardi-M. perstans, sendo que individuos com o
genotipo heterozigoto (AG) tém maior pré-disposicao a cargas parasitarias mais elevadas. Com
isso, confirma-se a hipoOtese de que a mutacdo I1L13 GInl44Arg tenha implicacdo sobre o
desenvolvimento clinico da mansonelose e ndo com a suscetibilidade a infecgéo, assim como
Visto na oncocercose e sugere-se que o papel da citocina IL13 na imunidade humana se estenda
para as filarioses humanas em geral, indo além do que tem sido relatado. Dessa forma, este é o
primeiro trabalho a demonstrar a ocorréncia da mutacéo 1L13 GIn144Arg no Norte do Brasil, e
sua associagdo com o desenvolvimento clinico da mansonelose em Sdo Gabriel da Cachoeira,
AM.

Palavras-chave: filariose, mansonelose, 1L13, resposta imune, Amazonia



ABSTRACT

Mansonellosis is a human filariasis, whose importance for public health has been increasingly
demonstrated. In Amazonia, its major etiological agent is Mansonella ozzardi and S&o Gabriel
da Cachoeira (SGC), AM, is one of the principal mansonellosis endemic areas in the region. In
these areas, some individuals are apparently immune to infection and there are a large number
of asymptomatic cases of infection. One hypotheses is that this is related to the genetic profile
of individuals. Based on what has been reported for the rare type of onchocerciasis, called
sowda, it is suggested that the mutation in the cytokine gene 1L13 GIn144Arg, SNP rs20541
(A/G), is associated with susceptibility and clinical development of M. ozzardi infection in
SGC. In order to evaluate this association, 85 individuals from SGC were genotyped for the
IL13 GIn144Arg (A/G) mutation, of which 38 were negative (MO-) and 47 positive (MO+) for
M. ozzardi infection. Of the total, the identified genotypes were 57.32% AA, 29.37% AG and
13.41% GG. Between MO-:55.26% AA / 34.21% AG / 10.53% GG and MO+: 59.09% AA /
25% AG / 15.91% GG. Among MO +, there were three confirmed cases of M. ozzardi-M
perstans co-infection., being two individuals with genotype AA and one with genotype GG. No
association between IL13 GIn144Arg and the M. ozzardi infection or M. ozzardi-M perstans
co-infection could be observed. When evaluated the parasite load of MO+ individuals, the
genotype AG vs. AA+GG was associated with high microfilaraemia (p=0.039). No association
between 1L13 GIn144Arg mutation and the presence of symptoms among individuals with high
and low microfilaraemia could be observed. These results indicate that the SGC population has
a distinct genetic profile than has been reported for different populations, with a high prevalence
of the mutant allele IL13 GInl44Arg. In this area, individuals with and without the IL13
GInl144Arg mutation are susceptible to M. ozzardi infection and, even, M. ozzardi-M perstans
co-infection, although individuals with the heterozygous genotype have higher predisposition
to present elevated parasitic loads. Thus, the hypothesis that the 1L13 GIn144Arg mutation has
implication on the clinical development of mansonellosis was confirmed, but not on the
susceptibility, as seen in onchocerciasis, what suggests that the role of IL13 cytokine in human
immunity can be extended to human filariasis in general, going beyond what has been reported.
Thus, this is the first work to demonstrate the occurrence of the IL13 GIn144Arg mutation in
the North of Brazil, and its association with the clinical development of mansonellosis in Sdo
Gabriel da Cachoeira, AM.

Keywords: filariasis, mansonellosis, IL13, immune response, Amazonia
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1. INTRODUCAO

1.1. Importéncia da mansonelose para a saude publica

A mansonelose é uma das filarioses humanas amplamente distribuidas e prevalentes nos
Tropicos (LIMA et al., 2016; MEDEIROS et al., 2017). Apesar disso, pouco é conhecido sobre
0s mecanismos bioldgicos associados a mansonelose, e suas implicagcBes clinicas e
epidemioldgicas. O fato de ser uma infeccdo silenciosa e cuja sintomatologia ndo € bem
definida faz com que ela seja considerada ndo patogénica e, por isso, negligenciada pelas
agendas de prioridades para a saude publica nacional e global (MEDEIROS; PESSOA,;
CAMARGO, 2014). Entretanto, a mansonelose pode interferir de diferentes formas em
programas de vigilancia e controle de outras filarioses de maior importancia para a saude
humana. Por exemplo, a mansonelose pode confundir o diagnostico parasitolégico da
oncocercose e da filariose linfatica nas areas de mesma ocorréncia, pelo fato das microfilarias,
i.e. formas larvais presentes na corrente sanguinea, de ambas apresentarem caracteristicas
morfologicas similares (TA-TANG et al., 2018). Além disso, a mansonelose pode produzir
resultados falso-positivos em imunodiagnosticos em decorréncia de reacdes cruzadas, pondo
em cheque a viabilidade dessas técnicas em diversas areas de mesma ocorréncia (WANJI et al.,
2015). Contudo, uma questdo ainda mais importante diz respeito aos programas de vacinagéo.
Pelo fato de as infeccbes filariais serem capazes de modular a resposta imune humana
(KWARTENG; AHUNO, 2017), tem sido sugerido que isso pode afetar a responsividade a
vacinas (NOOKALA et al., 2004), inclusive com efeitos sobre a responsividade imunolégica
estendidos a progénie (BAL et al., 2016), é fundamental compreender se isso ocorre na
mansonelose e quais suas consequéncias sobre o sucesso de programas de imunizagdo nas areas
endémicas.

Na Amaz6nia, a mansonelose ainda representa uma das doencgas mais negligenciadas,
embora seja prevalente em varias localidades. E importante enfatizar que 0s grupos mais
afetados, comunidades ribeirinhas e indigenas, sdo também aqueles que estdo em condicdes de
vulnerabilidade social (MEDEIROS; PESSOA; CAMARGO, 2014). Por isso, a mansonelose
constitui um problema atual para a satde publica nacional e global, mas cuja extensao ainda é
pouco conhecida. Por isso, é necessario compreender melhor os seus aspectos bioldgicos e
epidemioldgicos, a fim de expandir a fronteira do conhecimento, sobretudo em um dos seus

principais focos.
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1.2. Ciclo de transmissdo da mansonelose

A epidemiologia das filarioses é resultante das caracteristicas do ciclo de vida dos seus
agentes etioldgicos e, isso explica em boa parte as similaridades existentes entre elas. Todos 0s
filarideos possuem ciclos de vida com semelhancas bioldgicas (Figura 1): sdo transmitidos por
insetos da ordem Diptera; apresentam uma fase de vida chamada microfilaria; suas formas
adultas estabelecem infeccdes de longo prazo no hospedeiro humano; e, na sua maioria,
apresentam uma interacdo mutualistica com bactérias intracelulares Wolbachia (BOUCHERY
etal., 2013; MEDEIROS et al., 2017; MOLYNEUX et al., 2014).

Todos os insetos envolvidos na transmissdo de filarioses sdo dipteros hemat6fagos
taxonomicamente muito proximos, sendo que todos pertencem a subordem Nematocera,
infraordem Culicomorpha, que inclui mosquitos e simulideos (LANE; CROSSKEY, 2012).
Entre estes, os géneros Culicoides e Simulium sdo os responsaveis pela transmissdao da
mansonelose na Africa e nas Américas (SIMONSEN et al., 2014). Para M. perstans, apenas
insetos do género Culicoides (Diptera: Ceratopogonidae), popularmente chamados de
“maruim” ou “mosquito-pdlvora”, tém sido incriminados na sua transmissdo (MEDEIROS et
al., 2017; SIMONSEN; ONAPA; ASIO, 2011). No caso de M. ozzardi, ambos 0s géneros tém
sido implicados na transmissdo, contudo, na América do Sul e especialmente na regido
amazonica, Simulium spp. (Diptera: Simuliidae), popularmente chamados de “pium” ou

“borrachudos”, t€ém desempenhado papel central na transmissdo (RACCURT, 2017).
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Figura 1 - Representagdo esquematica do ciclo de transmissdo de Mansonella ozzardi.
(Fonte: CDC, EUA).

As etapas do ciclo de vida de Mansonella spp. apresentam similaridades com outros
filarideos, o que se reflete também nas caracteristicas biologicas dessas infecgdes. No momento
do repasto sanguineo, os parasitos na forma infectante L3, alojados na probdscide de um inseto
infectado, séo liberados na derme do hospedeiro humano através da leséo tecidual, causada pelo
aparelho bucal do inseto. A partir disso, as larvas L3 migram ativamente, em dire¢cdo a um
determinado local anatdmico onde se desenvolverdo nas formas adultas. Acredita-se que as
formas adultas de M. perstans se alojem nas cavidades serosas, mesentério e retroperitdnio
(KNOPP et al., 2012), enquanto as formas adultas de M. ozzardi, nas camadas subcutaneas
(ALHASSAN et al., 2015). Uma vez nestes locais, estes parasitos adultos podem persistir por
12 anos em média, constituindo uma infeccdo de longo prazo (MEDEIROS et al., 2017).

As espécies do género Mansonella, assim como todos os nematddeos filariais
conhecidos, sdo dioicas, i.e. apresentam machos e fémeas. Apos a reproducdo sexuada, sao

liberadas na corrente sanguinea formas larvais dotadas de motilidade e sem bainha, chamadas
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“microfilarias”, processo que se inicia aproximadamente 149 dias apos a infec¢do (ORIHEL;
EBERHARD; LOWRIE, 1993). Por estarem presentes em grandes quantidades na corrente
sanguinea, as microfilarias tém sido implicadas no desencadeamento da resposta imune humana
contra filarioses, como a oncocercose (BABU; NUTMAN, 2014). Uma vez na corrente
sanguinea, as microfilarias podem ser ingeridas por um novo inseto vetor. Algumas horas ap6s
a ingestdo, as microfilarias de Mansonella spp. migram do trato digestério do inseto em direcdo
a musculatura das asas, na regido toracica, processo em que perdem sua motilidade e se
desenvolvem no estadio larval L1. As larvas L1, entdo, migram em direcdo a cabeca do inseto.
Durante o processo de migracao, elas atingem o estadio L3 e se alojam na proboscide do inseto,
0 que permite que um novo hospedeiro humano seja infectado, durante o repasto sanguineo
(LOK; WALKER; SCOLES, 2000; MEDEIROS et al., 2017).

1.3. Epidemiologia da mansonelose

Dentre o total de casos de mansonelose, ndo ha uma distribui¢éo uniforme na populacéo,
diferenciando-se pela faixa etaria, género e ocupacdo econémica dos individuos. Tem sido
observado que o risco de infeccdo é menor entre pessoas mais jovens (<20 anos) e maior entre
adultos a partir dos 45 anos. Em trabalhos conduzidos nos municipios de Labrea e Pauini, no
Estado do Amazonas, foi observado que mais de 50% dos casos de mansonelose foi entre
individuos acima dos 45 anos, com altas taxas de prevaléncia (MARTINS et al., 2010;
MEDEIROS et al., 2008, 2009a). Essa caracteristica pode ser igualmente observada em outros
paises endémicos de mansonelose, como no Haiti (RACCURT et al., 2014) e na Bolivia
(BARTOLONI et al., 1999).

Por sua vez, os homens representam o grupo com maior risco de infeccdo (MARTINS
et al., 2010; MEDEIROS et al., 2009a). Quando observados em conjunto, os dados indicam
que, ao longo da vida, homens séo infectados mais cedo do que mulheres, mas essa diferenca
diminuiu no grupo de individuos com idade acima de 40 anos. A idade e o género nao
influenciam apenas a prevaléncia de infeccdo na populagdo, mas também a carga parasitaria
nos individuos infectados (MEDEIROS et al., 2009b; MEDEIROS; PY-DANIEL; BARBOSA,
2011). Isso pode estar relacionado ao fato desses individuos terem sofrido mais eventos de
infeccdo ao longo da vida, somado também o reflexo da modulagéo da resposta imunolégica

do hospedeiro, promovida pelo parasito.
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A ocupacdo econdmica é outro fator importante na epidemiologia da mansonelose. Isso
porque os individuos que exercem atividades econdmicas mais ligadas a agricultura e/ou que
residem em areas rurais tém maior risco de serem infectados (MARTINS et al., 2010;
MEDEIROS et al., 2009a). A razdo disso estd no fato de as principais fontes de renda nas
comunidades ribeirinhas serem desenvolvidas préximas do rio e/ou de areas florestadas, o que
faz estes individuos estarem presentes nos locais de reproducdo dos vetores de M. ozzardi e
mais expostos as picadas, comparativamente aqueles em areas urbanas (AYBAR; DANTUR
JURI; ZAIDENBERG, 2016; MEDEIROS et al., 2007).

O municipio de S&o Gabriel da Cachoeira, no Estado do Amazonas, € uma importante
area endémica de mansonelose na Amazonia Central, ndo somente pela proporcdo de casos
registrados (SILVA, 2016), como também pela ocorréncia simpatrica de Mansonella ozzardi e
M. perstans (SILVA et al., 2017), inclusive com casos clinicos de co-infec¢do recentemente
registrados (dados ndo publicados). Contudo, pouco é conhecido sobre quais fatores participam
na configuracdo desse cenario epidemioldgico. Uma questdo importante é por que alguns
individuos, ainda que expostos a infec¢do ao longo da vida, acabam néo sendo infectados. Além
disso, quando infectados, ndo apresentam infeccdes patentes no diagndstico microscopico
(MEDEIROS et al., 2015). Uma das hipdteses € de que fatores individuais tém implicacdes
sobre a suscetibilidade a infeccdo, sobretudo, fatores genéticos. Uma relacdo similar foi
observada na oncocercose, na qual a presenca da mutacdo no gene da citocina IL13, GIn144Arg,
torna os individuos infectados por Onchocerca volvulus mais pré-dispostos um tipo raro de
manifestacdo clinica, chamado de oncocercose hiper-reativa ou sowda, o qual é diretamente
associado a uma baixa microfilaremia (HOERAUF et al., 2002). Se essa relagdo existe na
oncocercose e leva a um perfil distinto de resposta imune humana, é possivel que isso também
esteja ocorrendo entre os casos de mansonelose na Amazodnia, influenciando a suscetibilidade

e 0 desenvolvimento clinico dessas infecces.

1.4. O papel efetor de IL13 na imunidade humana contra filarioses e o impacto da
mutacgéo 1L13 GIn144Arg

Interleucina-13 (IL13) é uma citocina caracteristica da resposta imune do tipo Th2 e
cujos efeitos pleiotropicos tém sido associados a diferentes fendtipos alérgicos e inflamatérios
(ANNUNZIATO; ROMAGNANI; ROMAGNANI, 2015; MAO et al., 2019). IL13 pode atuar

sobre o sistema imune estimulando expresséo de antigenos de superficie como MHC 1l e CD23
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em linfocitos B, e a producdo de imunoglobulinas do tipo 1gG1 e IgE por estes; induzindo a
ativagdo de macrofagos alternativamente ativados e a atividade de células epiteliais,
sinergicamente com outras citocinas da resposta Th2 (ZHU, 2015). Apesar de ser classicamente
associada a resposta Th2, 1L13 também pode ser secretada por células Thl, Th17 e ILC2s (do
inglés, “innate lymphoid cells”), mastocitos e macrofagos, por exemplo (MAO et al., 2019), o
que reforca o papel dessa citocina nas vias tanto da resposta inata, como da adaptativa.

IL13 pode exercer todos esses efeitos gracas a expressao dos seus receptores em
diferentes células do sistema imune. Os receptores de 1L13 sdo classificados em trés tipos,
conforme a estrutura do complexo formado, a partir da combinagéo entre as cadeias IL13Ral,
IL13Ra2 e IL4Ro, e aparentemente ha interferéncia direta de uma cadeia chamada IL-2yc na

ativacdo das vias de sinalizacdo por IL13, conforme esquematizado por Suzuki et al. (2015).

o .
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2|8 g3 |3
pA - Y S hA 5
= | E Y| 2|3 2|3
Typel Type ll Type lll
Brain tumor Solid tumors B cells
SCCHN Fibroblasts Monocytes
RCC TF-1

Pancreatic Ca
Figura 2 - Representagao esquematica dos tipos de receptores que interagem com 1L13 [adaptado de Suzuki
et al. (2015)].

Uma das interacGes desempenhadas por 1L13 tem sido observada sobre células Th17.
Células Th17 produzem uma familia de citocinas conhecidas como IL17, com acdo pro-
inflamatdria que tem sido associada a varias desordens inflamatérias crénicas e autoimunes
(YASUDA; TAKEUCHI; HIROTA, 2019). Hoje ja se sabe que IL13 é capaz de reduzir a
producéo de IL17 por celulas Th17, isso devido a expressdo de receptores de IL13 na superficie
dessas células (NEWCOMB et al., 2011). Um dado interessante é que individuos infectados

por Mansonella perstans apresentam uma resposta Th2 elevada, com produgéo elevada de 1L13,
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como também de IL17A, citocina tipica da resposta Th1l7, relativamente a individuos sem
infeccdo (RITTER et al., 2018). Fato este que também foi observado em individuos infectados
por Onchocerca volvulus, nos quais a producdo elevada de citocinas da familia 1L13 e IL17
resulta em uma resposta imune hiper-responsiva, com sérias implicac@es clinicas (KATAWA
et al.,, 2015). Tais dados sugerem que os perfis da resposta imune na oncocercose e na
mansonelose s&o muito préximos, nos quais Th2 e Th17 atuariam conjuntamente, com destaque
para a participacao de IL13.

A mutacdo no gene de IL13 GIn144Arg é produto de um polimorfismo de nucleotideo
unico (SNP) ndo sindnimo na posic¢ao 7100 (A/G), codificando o aminoacido glutamina (GIn)
no lugar de arginina (Arg). Esse SNP, referenciado como rs20541, foi registrado pela primeira
vez por Heinzmann et al. (2000), que, a partir de modelos computacionais, sugeriram que 0
residuo de aminoacido na posic¢éo 144 do precursor da isoforma 1 de IL13 atuaria diretamente
na interacdo entre 1L13 e seu receptor. A presenca de Gin (alelo A) implicaria uma maior
afinidade de IL13 por seu receptor e, consequentemente, uma atividade efetora mais intensa. A
mutacdo IL13 GInl144Arg tem sido observada em diferentes populacGes humanas (Tabela 1),
principalmente em associacdo a fendtipos alérgicos e doencas autoimunes (CHEN et al., 2018;
GOUR; WILLS-KARP, 2015; MAO et al., 2019; WANG et al., 2018).

Tabela 1 — Frequéncias alélicas globais do SNP rs20541 a partir de estudos populacionais.

Regido” Alelo A Alelo G N° individuos
Africa 0,19 0,81 1322
Asia oriental 0,36 0,64 1008
Asia meridional 0,27 0,73 978
Europa 0,207 0,793 1006
Ameérica 0,38 0,62 694

“Fonte: The Single Nucleotide Polymorphism Database (dbSNP)
(Disponivel em: <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs20541>. Acesso em 10 jun. 2019)

A partir de analises in silico, Alasandagultti et al. (2017) sugerem que a modificacdo de
arginina por glutamina na estrutura de 1L13 implica uma alteracdo na polaridade do sitio de
ligagdo da proteina ao seu receptor, havendo uma interacdo mais forte na variante GInl144, o
que corroboraria 0 que foi sugerido por Heinzmann et al. (2000). Embora a presenca dessa

mutacdo seja comum em diferentes populacdes, a maioria dos dados disponiveis dizem respeito
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a populacdes asiaticas e caucasianas, para as quais as evidéncias de associagdo entre 1L13
GIn144Arg e fendtipos alérgicos sdo controversos (WANG et al., 2016; YING et al., 2013).

1.5. Relagéo entre IL13 GIn144Arg e a oncocercose hiper-reativa (sowda)

Em éareas endémicas da oncocercose na Africa Ocidental e na Peninsula Arabica, a
trajetdria clinica da infeccdo se comporta de forma distinta entre os individuos, ocorrendo um
tipo raro de oncocercose chamado sowda. O sowda ou oncocercose hiper-reativa, € um quadro
clinico mais grave da infecgdo por Onchocerca volvulus, em que o0s pacientes apresentam
manifestacdes cutaneas como forte dermatite e hiperpigmentacéo, além da formacéo de nddulos
restritos a uma area do corpo, comumente nos membros inferiores (CRAINEY et al., 2017). O
sowda foi relatado pela primeira vez por Fawdry (1957) em popula¢des do Iémen, na Peninsula
Arébica, onde hoje o sowda é considerado uma questao de sério risco para a satde publica (AL-
KUBATI et al., 2018). Hoerauf et al. (2002) observaram que uma mutacdo em IL13 estava
diretamente associada ao quadro de sowda. No estudo conduzido em comunidades de Gana e
da Guiné, na Africa Ocidental, Hoerauf et al. (2002) observaram que os individuos com o alelo
mutante A apresentaram risco quase trés vezes maior de desenvolveram o quadro de sowda, o
que foi observado ainda que em heterozigose. A presenca da mutacdo também estava
fortemente associada uma baixa carga parasitaria, caracterizada pela quantidade de
microfilarias (microfilaremia) de O. volvulus na pele e ndo patentes no diagnostico por
microscopia. Essa baixa microfilaremia € uma das caracteristicas do sowda, sendo em alguns
casos indetectavel a presenca de microfilarias na pele (TAMAROZZI et al., 2011; TAYLOR,;
HOERAUF; BOCKARIE, 2010). A resposta imune dos individuos com a mutacdo 1L13
GIn144Arg é notadamente hiper-responsiva a infeccdo por Onchocerca volvulus.

Isso revela que a presenga da mutagdo 1L13 GInl44Arg em areas endémicas da
oncocercose faz com que alguns individuos tenham pré-disposi¢do distinta a infeccdo, ainda
gue expostos. Do mesmo modo, como ja mencionado, na mansonelose alguns individuos tém
aparentemente pré-disposicdo distinta a infeccdo. Baseado nisso, € plausivel supor que a
presenca da mutacdo da 1L13 GIn144Arg em Sao Gabriel da Cachoeira, AM, esteja associada
a uma suscetibilidade e a um desenvolvimento clinico da infecgdo por Mansonella ozzardi
distintos entre os individuos, o que seria comparavel ao observado no sowda, inclusive com

uma possivel implicagdo sobre a manifestacdo sintomatica da infeccdo.
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2. JUSTIFICATIVA

A mansonelose é uma filariose humana cujo impacto na saude publica vem sendo cada
vez mais demonstrada e Sdo Gabriel da Cachoeira, AM, € uma das suas principais areas
endémicas na Amazonia. Contudo, pouco é conhecido sobre quais fatores participam na
configuracdo do cenario epidemioldgico da mansonelose nessas areas. Uma das questdes que
tém sido levantadas é por que alguns individuos, ainda que expostos ao longo da vida, acabam
ndo sendo infectados. E uma vez infectados, por que alguns individuos ndo apresentam
infeccOes patentes. Essa diferenca na imunidade a mansonelose pode estar associada ao perfil
genético dos individuos. Tal relacdo foi observada na oncocercose, na qual a mutacdo 1L13
GIn144Arg (rs20541) esta associada a uma reducdo significativa na carga parasitaria da
infeccdo por Onchocerca volvulus, inclusive com implicagdes manifestacbes clinicas
evidentemente distintas. Sabendo-se que essas filarioses sdo intrinsicamente relacionadas e que
a citocina 1L13 tem papel importante na imunidade humana contra filarioses, é possivel que a
mutacdo IL13 GInl44Arg esteja associada a suscetibilidade e ao desenvolvimento clinico da
infeccdo por Mansonella ozzardi, como visto em sowda. Dessa forma, investigar a presenca da
mutacdo 1113 GIn144Arg em Sdo Gabriel da Cachoeira, AM e a sua relagdo com 0s casos de
infeccdo por M. ozzardi é importante para compreender qual a influéncia do perfil genético
populacional sobre a epidemiologia da mansonelose no seu contexto amazonico, permitindo
assim melhorar as estratégias de vigilancia e controle de uma das filarioses humanas mais

negligenciadas no mundo.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Investigar a associacdo entre a mutacgdo IL13 GIn144Arg (rs20541) e a suscetibilidade
e o desenvolvimento clinico da infeccdo por Mansonella ozzardi em individuos de uma area

endémica da Amazoénia Central.
3.2. Objetivos especificos

I.  Avaliar as frequéncias alélica e genotipica do SNP rs20541 (A/G) no gene da citocina
IL13 em individuos de S&o Gabriel da Cachoeira, AM,;
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Il.  Avaliar a associacdo entre os genotipos identificados e a condicdo de infecgdo por

Mansonella ozzardi;

I1l.  Avaliar a associacdo entre os gendtipos identificados e a carga parasitaria nos casos de

infeccdo por Mansonella ozzardi.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Areas de estudo e coleta de amostras

As amostras e algumas informacOes utilizadas neste trabalho s&o provenientes do

trabalho realizado por Silva (2016). O trabalho foi conduzido no municipio de Séo Gabriel da
Cachoeira, no Estado do Amazonas, Brasil (00°07'S, 67°05'W). No total, foram utilizadas 85

amostras, cujas caracteristicas sdo apresentadas na Tabela 2. Amostras de sangue venoso (5-

15ml) foram coletadas e por impregnacédo em papel de filtro. Essas amostras foram armazenadas

a 4°C e, posteriormente, levadas para o Instituto Lednidas e Maria Deane — Fiocruz Amazonia,

onde foram processadas para as etapas de diagnostico molecular de mansonelose e genotipagem

dos participantes do estudo. A coleta e utilizagdo das amostras foram aprovadas por Comité de
Etica em Pesquisa (41678515.1.0000.5248/CEP/IOC).

Tabela 2 — Caracteristicas gerais dos individuos de Sdo Gabriel da Cachoeira, AM, participantes do

estudo.
CARACTERISTICAS s e
Faixa etaria
10 - 25 anos 18,42% (7) 8,50% (4)
26 - 37 anos 23,68% (9) 12,80% (6)
38 - 49 anos 31,59% (12) 23,40% (11)
50 - 62 anos 21,05% (8) 19,10% (9)
63 - 75 anos 5,26% (2) 21,30% (10)
> 75anos 0% (0) 14,90% (7)
Género
Mulheres 42,11% (16) 40,91% (18)
Homens 57,89% (22) 59,09% (26)
Escolaridade
1-3anos 21,05% (8) 17,02% (8)
4 —7 anos 21,05% (8) 29,79% (14)
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8 — 11 anos 26,33% (10) 17,02% (8)
> 12 anos 21,05% (8) 10,64% (5)
Nenhuma 5,26% (2) 25,53% (12)
N&o declarado 5,26% (2) 0% (0)
Ocupacéao
Agricultor (a) 71,05% (27) 78,72% (37)
Aposentado (a) 0% (0) 8,51% (4)
Estudante 10,53% (4) 6,38% (3)
Prestador (a) de servico 2,63% (1) 0% (0)
Profissional da saude 10,53% (4) 2,13% (1)
Né&o declarada 5,26% (2) 4,26% (2)

“MO-: negativos para M. ozzardi / MO+: positivos para M. ozzardi

4.2. Diagndstico por microscopia de luz

Para o diagndstico por microscopia de luz, ldminas de gota espessa foram preparadas
utilizando azul de metileno para remog¢do da hemoglobina. Em seguida, as laminas foram
coradas com eosina-Giemsa e, enfim, examinadas no microscopio optico LEICA DMLB. A
identificacdo morfoldgica de Mansonella ozzardi foi baseada nos critérios descritos por Post et
al. (2003).

4.3. Extracdo de DNA

As amostras de DNA foram obtidas a partir do processamento das amostras de sangue
venoso, utilizando o kit comercial DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Alemanha), conforme
instrucdes do fabricante. As amostras coletadas por impregnacdo em papel de filtro foram
processadas utilizando reagente de purificacdo FTA® (Whatman International Ltd., EUA) mais
CHELEX® 5% (Sigma, EUA), conforme descrito por Medeiros et al. (2015). Apds a extragéo,

as amostras de DNA foram armazenadas a -20°C até a execuc¢do dos ensaios moleculares.

4.4. Ensaio de PCR para detec¢ido de Mansonella spp.

Para o diagnostico molecular de Mansonella ozzardi, foram utilizados trés protocolos
diferentes, conforme descritos abaixo. Os reagentes utilizados em todas as reagtes foram

adquiridos comercialmente (GoTag® DNA Polymerase, Promega, EUA) e a mistura de reagédo
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seguiu as instrugdes do fabricante. Os produtos de PCR foram visualizados por eletroforese em
gel de agarose (2,0%), com 1% de brometo de etidio (10mg/ml).

4.4.1. Nested PCRITS

A reacdo de Nested PCR foi executada conforme descrito por Tang et al. (2010), e o

fragmento esperados para Mansonella ozzardi foi de 305pb:

a) 12 reacdo de PCR - 5ul de amostra de DNA (~10ng), 10ul de tampdo de reagdo (5x), 5ul de
MgCl2 (25mM), 1ul mix de ANTPs (10mM), 0,2ul de GoTaq® DNA Polymerase (5u/ul), 0,5ul
iniciador JM-F-0021-F largo (5’-GTGCTGTAACCATTACCGAAAGG-3), 0,5ul iniciador
JM-U-0022-R largo (5’-CGCAGCTAGCTGCGTTCTTCATCG-3"), e agua deionizada q.s.p.
50ul finais.

b) 22 reacdo de PCR: 5ul do amplicon 12 reac¢do (1:10), 10ul de tampdo de reagdo (5x), Sul de
MgCl, (25mM), 1ul mix de dNTPs (10mM), 0,2ul de GoTag® DNA Polymerase (5u/ul),
0,02ul do iniciador ITS1-F (5’-GGTGAACCTGCGGAAGGATC-3’) (100uM), 0,02ul do
iniciador degenerado ITS-F BIS (5>-GGTGAACCTGCRGMWGGATC-3") (100uM), 0,04ul
do iniciador degenerado JM-F-0022-R corto (5’-TGCTTATTAAGTCTACTTAA-3") (100uM)
e 4gua deionizada q.s.p. 50pl finais.

As reacdes de PCR foram feitas conforme as condic6es de ciclagem descritas abaixo:

12 REACAO DE PCR
Tempo 7 min 20s 20s 30s 10min 4°C
Temperatura 94°C 94°C 60°C 72°C 72°C 0

wl cicluy

22 REACAO DE PCR
Tempo 5 min 20s 20s 20s 10min 4°C
Temperatura 94°C 94°C 50°C 72°C 72°C 0
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YS cic]uJ

5.3.2. Citocromo oxidase I (COIl)

A reacdo de PCR foi executada conforme adaptado de Marcos et al. (2012), tendo como
alvo o gene da citocromo oxidase | (COI). O fragmento amplificado foi de 680pb. A mistura de
reacao foi de 5ul de amostra de DNA (~10ng), 10ul do tampao de reagdo (5x), Sul de MgCl»
(25mM), 1ul mix de ANTPs (10mM), 0,2ul de GoTaq® DNA Polymerase (5u/ul), 0,5ul do
iniciador COI-F (5>-TGATTGGTGGTGGTTTTGGTAA-3"), 0,5ul do iniciador COI-R (5’-
ATAAGTACGAGTATCAATATC-3"), e agua deionizada q.s.p. 50ul finais. A reacdo foi
executada conforme as condicdes de ciclagem descritas abaixo:

PCR COI
Tempo 2min 30s 45s Imin 10min 4°C
Temperatura 94°C 94°C 52°C 70°C 72°C 0

\4“ cie]nJ

5.3.3. 12S

A reacdo de PCR foi executada conforme adaptado de Marcos et al. (2012), tendo como
alvo o gene da subunidade ribossomal 12S. O fragmento amplificado é de 450pb. A mistura de
reacao foi de 5ul de amostra de DNA (~10ng), 10ul do tampéo de reagdo (5x), Sul de MgCl»
(25mM), 1ul mix de dNTPs (10mM), 0,2ul de GoTag® DNA Polymerase (5u/ul), 0,5ul do
iniciador 12S-F (5’-GTTCCAGAATAATCGGCTA-3’), 0,5ul do iniciador 12S-R (5°’-
ATTGACGGATGRTTTGTACC-3’); e &gua deionizada q.s.p. 50ul finais. A reacdo foi

executada conforme as condicdes de ciclagem descritas abaixo:

PCR 12S
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Tempo 2min 30s 45s Imin 10min 4°C
Temperatura 94°C 94°C 55°C 70°C 72°C 0

\4“ cic]ny

4.5. Genotipagem dos individuos participantes

Cada amostra foi genotipada para o SNP rs20541 (A/G), do gene de IL13, a partir do
fragmento de DNA obtido por ensaio de PCR, utilizando os iniciadores descritos por Gatlin et
al. (2009). A mistura de reacéo foi de 5ul de DNA, 10ul do tampao de reagéo (5x), Sul de MgCl»
(25mM), 1ul da mistura de dNTPs (10mM), 0,2ul de GoTaq® DNA Polymerase (5u/ul), 0,3ul
do iniciador IL13-G130A-F (5-TGGCGTTCTACTCACGTGCT-3") (100uM), 0,3ul do
iniciador I1L13-G130A-R (5’-CAGCACAGGCTGAGGTCTAA-3’) (100uM); e é&gua
deionizada g.s.p. 50ul finais. O fragmento obtido foi de 297pb. A reagdo foi conforme as

condigdes de ciclagem descritas abaixo:

PCR IL13 SNP rs20541
Tempo 5min 30s 30s 45s 10min 4°C
Temperatura 94°C 94°C 62°C 72°C 72°C 0

\4“ cie]ny

Os fragmentos amplificados foram purificados, utilizando o kit comercial QIAquick
PCR Purification (Qiagen, Alemanha), conforme as instrugdes do fabricante, e encaminhados
a Plataforma Gendmica do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz), RJ, onde foram sequenciados
pelo método de Sanger. A partir da analise do cromatograma, os picos duplos para as bases A/G
foram considerados indicativos de genotipo heterozigoto (AG), e do contrario, homozigoto
normal (GG) ou mutante (AA). Para confirmar a acuracia da genotipagem, algumas amostras

foram clonadas, conforme descrito a seguir.

4.6. Clonagem dos produtos de PCR

28



O produto de PCR de algumas amostras genotipadas foram clonados para confirmacgéo
do gendtipo. A clonagem foi realizada utilizando o kit comercial pPGEM®-T Easy Vector e
células de Escherichia coli JIM109 competentes (Promega, EUA), seguindo as instrucdes do
fabricante. Foram selecionadas de cinco a oito coldnias recombinantes de cada clonagem para
sequenciamento genético pelo método de Sanger na Plataforma Gendmica do Instituto Oswaldo
Cruz (I0C/Fiocruz), RJ.

4.7. Andlise das sequéncias genéticas

As sequéncias genéticas obtidas foram analisadas, utilizando as ferramentas de

bioinforméatica Chromas Lite (versao 2.1) e BioEdit (versdo 7.0.5.3).

4.8. Andlise estatistica

Este é um estudo observacional, com desenho do tipo caso-controle. Uma anélise de
poder (power calculation) foi realizada, a fim de determinar o tamanho amostral minimo para
que uma possivel associacdo entre as frequéncias alélicas de 1L13 GIn144Arg e a infeccdo por
Mansonella ozzardi em SGC seja detectavel pelo Teste Exato de Fisher, e que foi de 43
amostras positivas para infeccdo por Mansonella ozzardi (p<0,03). Essa anélise foi baseada nas
frequéncias alélicas de 1113 GIn144Arg observadas por Hoerauf et al. (2002), pela qual, partindo
do pressuposto hipotético de que haveriam as mesmas frequéncias alélicas em SGC, seria
possivel detectar uma associacgdo significativa entre IL13 GIn144Arg e infeccdo por M. ozzardi
com n=43 amostras positivas. Foi aplicado o teste da razdo de verossimilhanca para avaliar se
0s genotipos identificados estavam em proporg¢do consistente com o principio do equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE). As frequéncias genotipica e alélica foram calculadas através de
proporcao simples. A associacdo entre os genotipos identificados e a infecgdo por Mansonella
ozzardi foi avaliada por meio de uma tabela de contingéncia. O nivel de confianca estabelecido
foi de p<0,05. Todas as analises estatisticas foram executadas no programa R (versdo 3.5.3),
com o suporte do Nucleo de Apoio a Pesquisa do Instituto Lebnidas e Maria Deane
(ILMD/Fiocruz Amazonia).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. A alta prevaléncia de 1L13 GIn144Arg em S&o Gabriel da Cachoeira, AM, indica
uma populacdo com perfil genético distinto

Tabela 3 — Comparacao entre as frequéncias genotipica e alélica do SNP 20541 em Séo Gabriel da
Cachoeira, AM, com aquelas observadas no Brasil, na Africa Ocidental (Gana e Guiné), Japao e

Eslovaquia.
Gendtipo | SGC2 | SPb AFRICAC JAPAO® | ESLOVAQUIAT| p*
AA 57,32% | 3,14% 5,45% 14,28% 7,0%
(47) ) (6) (26) (17)
AG 29,27% | 37,74% 26,36% 42,31% 29,50%
(24) (60) (29) (77) (72) <0,001
G 13,41% | 59,12% 68,19% 43,41% 63,50%
(11) (94) (75) (79) (155)
N total 82 159 110 182 244

aDados de S&o Gabriel da Cachoeira (SGC), AM;

®Dados obtidos de Oliveira et al. (2011) e referentes ao Estado de S&o Paulo (SP), Brasil;

‘Dados obtidos de Hoerauf et al. (2002)

¢Dados obtidos de Utsumi et al. (2013);

'Dados obtidos de Smolkova et al. (2017)

“Teste do chi-quadrado de Pearson entre as frequéncias genotipica de cada local em relagéo as de SGC.

Um dado importante observado em SGC foi que o gendtipo AA, que codifica 0 mutante
IL13 GInl44Arg, é bastante comum na populacdo de SGC, o que diverge do que tem sido
registrado em diferentes populac6es (Tabela 1). Como apresentado na Tabela 3, 0 gendtipo AA
esteve presente em 57,32% dos individuos estudados, em contraste aos 13,41% individuos com
genotipo GG. A fim de confirmar a acuréacia da genotipagem a partir do sequenciamento
genético, os fragmentos amplificados de 1L13 GIn144Arg de 37 individuos (43,53% do total)
foram clonados (conforme descrito na seccéo 4.6), e todas as genotipagens foram corroboradas,
confirmando as frequéncias genotipicas observadas. Essa diferenca nas frequéncias genotipicas
e alélicas de 1L13 GIn144Arg foi fortemente significativa, em comparacdo aquelas registradas

no proprio Sudeste brasileiro, mas também relativamente a populagdes da regido asiatica, da

18,25 mais frequente. A frequéncia de IL13 GInl144Arg em SGC também difere de outras
populacdes da Ameérica do Sul. Baseado nos dados gendémicos disponibilizados pelo consorcio
1000 Genomes Project (THE 1000 GENOMES PROJECT CONSORTIUM et al., 2015), a
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frequéncia geral do alelo A registrada para o Peru é de 62,94% e para a Colémbia, 30,82%. Isso
significa uma diferenga de mais de 1,78 vezes da frequéncia alélica de 1L13 GIn144Arg em

SGC em relacdo a essas duas populacdes da America do Sul.

SGC tem uma grande contribuicdo indigena na sua composicao, sendo a populacao
brasileira com o maior percentul de individuos autodeclarados indigenas (DIAS et al., 2010).
Isso provavelmente tem reflexos sobre o perfil genético dessa populacdo. Embora possa ser um
fator importante na epidemiologia de diversas doencas presentes nessa area, informacoes
genéticas para essa populacdo ainda sdo muito escassas. A distribuicdo genotipica de 1L13
GInl44Arg em SGC, porém, indica que essa populacdo possui um perfil genético muito
particular. Como j& mencionado anteriormente, IL13 tem papel importante na imunidade
humana contra filarioses e a mutacdo GIn144Arg interfere diretamente sobre os efeitos de IL13.
Esses resultados, os primeiros para o Norte do Brasil até onde se sabe, permitem que questdes
a respeito de IL13 GInl144Arg sejam levantadas também para outras doencas de importancia

médica para a regiao.

5.2. Individuos com e sem a mutacdo IL13 GInl144Arg sdo suscetiveis a infeccdo por
Mansonella ozzardi e a co-infeccédo por M. ozzardi e M. perstans

Tabela 4 - Associacao entre as frequéncias genotipica e alélica do SNP rs20541 e a infec¢do por Mansonella

ozzardi.
Genotipo MO- MO+ p* RP
(n=38) (n=44) [1C 95%)]
AA 55,26% (21) 59,09% (26)
AG 34,21% (13) 25,00% (11) 0,603 L0757
GG 10,53% (4) 15,91% (7) [0,7125 - 16230]
AA 55,26% (21) 59,09% (26) 0.824
AG+GG 44,74% (17) 40,91% (18) ’
Alelo
A 72,37% (55) 71,59% (63) L3173
G 27,63% (21) 28,41% (25) = [0,9800 — 1,7706]

*Teste exato de Fisher entre MO- vs. MO+

“Risco de Prevaléncia (RP) de infeccdo por M. ozzardi foi calculado para o modelo de dominancia AA vs.

AG+GG.

A fim de avaliar a associagdo entre a mutacdo IL13 GIn144Arg e a infeccdo por

Mansonella ozzardi em SGC, foram comparados os dados de genotipagem de 38 individuos
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negativos (MO-) e 44 positivos (MO+) para infeccdo por Mansonella ozzardi. Durante o
trabalho, trés dos individuos positivos para mansonelose (do total de 47) foram confirmados
como casos de co-infeccdo entre M. ozzardi e M. perstans e por isso ndo foram considerados
nas analises a seguir. A maior frequéncia de 1L13 GIn144Arg (alelo A) em SGC foi observada
entre os individuos infectados (59,09%) e ndo infectados (55,26%) por Mansonella ozzardi
(Tabela 4), correspondendo a mais da metade dos individuos genotipados em ambos 0s grupos.
Contudo, ndo foi possivel observar diferenca significativa na proporcdo da mutacdo IL13
GIn144Arg entre os grupos, ainda que considerando um modelo de dominancia para o gendétipo
AA (AA vs. AG+GG). E importante mencionar que dentre os individuos com casos de co-
infeccdo M. ozzardi-M. perstans (n=3), dois possuiam genétipo AA e um genétipo GG, nédo
tendo sido identificado o gendtipo AG. Logo, sugere-se que a mutacdo IL13 GIn144Arg nédo
confere protecdo total a mansonelose, sendo os individuos com e sem a mutacdo I1L13

GInl44Arg suscetiveis a infeccdo por M. ozzardi e a co-infec¢do M. ozzardi-M. perstans.

5.3. A mutacdo IL13 GInl44Arg é mais comum entre individuos com baixa
microfilaremia

Como visto no sowda, a associacao observada entre a mutacdo 1L13 GInl44Arg e a
oncocercose foi em relacdo a carga parasitaria da infecgdo por Onchocerca volvulus, na qual a
presenca da mutacdo aumentou mais de duas vezes a chance do individuo apresentar
microfilaremia significativamente baixa (HOERAUF et al., 2002). A fim de avaliar se essa
relacdo também existe na infec¢do por M. ozzardi, os individuos MO+ foram classificados entre
baixa e alta microfilaremia. Os dados de 1 (um) individuo foram desconsiderados da anélise,
porque sua amostra de sangue foi coletada por impregnacdo em papel de filtro, o que nédo
permitiu o diagndstico por microscopia. Foi definido que do total de individuos (n=43), seriam
considerados com alta microfilaremia [Mf(alta)] aqueles que foram positivos para mansonelose
no diagnostico por microscopia e diagndstico molecular (n=23); e com baixa microfilaremia

[Mf(baixa)] (n=20), aqueles positivos apenas no diagnostico molecular.

Tabela 5 - Associacdo entre as frequéncias genotipica e alélica do SNP rs20541 e a microfilaremia nos
individuos infectados por Mansonella ozzardi.

" Mf(baixa)” Mf(alta) -
Genotipo (n=20) (n=23) p
AA 75,00% (15) 43,48% (10) 0,066
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AG 10,00% (2) 39,13% (9)
GG 15,00% (3) 17,39% (4)
AA 75,00% (15) 43,48% (10)
AG+GG 25,00% (5) 56,529 (13) 0062
AG 10,00% (2) 39,13% (9) 0,039
AA+GG 90,00% (18) 60,87% (14) !
GG 15,00% (3) 17.39% (4)
AA+AG 85,00% (17) 82,61% (19) 1.0
Alelo™
A 80,00% (32/40) 70,59% (29/46) 0,099
G 20,00% (8/40) 29,41% (17/46)

“Mf(baixa): baixa microfilaremia / Mf(alta): alta microfilaremia
“Teste exato de Fisher
*Calculado sobre o nimero de hapldtipos (n x 2)

As frequéncias alélicas do SNP rs20541 foram consistentes com o principio do
Equilibrio de Hardy-Weinberg tanto entre individuos Mf(baixa) e Mf(alta) (Seccdo 7.1, Anexo
1Tabela 7). Como apresentado na Tabela 5, o alelo mutante A foi o mais frequente em ambos 0s
grupos, com frequéncia mais de vezes maior do que alelo G. Da mesma forma, o genotipo AA
foi o mais prevalente em ambos os grupos, contudo, entre os individuos com baixa
microfilaremia teve frequéncia trés vezes maior. O fato de ndo ter sido observada uma
associacao estatisticamente significativa (p=0,066) entre os genotipos de IL13 GIn144Arg e a
microfilaremia provavelmente se deve novamente ao tamanho amostral, préximo do limite de
deteccdo estabelecido a partir da analise de poder. Contudo, esses dados sugerem claramente
uma relacdo entre a presenca da mutacao 1L13 GIn144Arg e o estabelecimento de uma infeccao
ndo patente, caracterizada por uma baixa microfilaremia. Um dado interessante é que, quando
avaliado para um modelo de sobredominéncia (AG vs. AA+GG), o genotipo AG esteve
significativamente associado a microfilaremia, sendo que nesse modelo os individuos com
gendtipo AG tém cerca de seis vezes mais chances de apresentarem alta microfilaremia. Como
dito, a frequéncia do genotipo AG foi maior do que esperando entre o grupo MO+, ndo estando
em HWE (Tabela 7). Esses dados sugerem estar ocorrendo em SGC um caso de
sobredominancia. Um exemplo de sobredominancia com que se pode fazer um paralelo € a
chamada “hipotese da malaria”. Nesse caso, uma mutagdo na estrutura da hemoglobina
(recessiva) quando em homozigose, produz um fendtipo letal aos individuos, conhecido como
anemia falciforme, na qual a mutacéo altera o formato dos eritrécitos, prejudicando o transporte

de oxigénio (PIEL et al., 2010). Porém, em areas endémicas de malaria na Africa, a presenca
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dessa mutacdo em heterozigose produz um fendtipo intermediario, no qual coexistem na
corrente sanguinea eritrocitos normais e alterados, o que é protege contra a infeccdo por
Plasmodium falciparum, impedindo a progressao do ciclo eritrocito da malaria, ao passo que
ndo é letal para o individuo (PIEL et al., 2010). Talvez balanco equivalente entre os fenotipos
de IL13 GIn144Arg esteja ligado ao gendtipo AG, isto é, o fenotipo intermediério da mutagao
de 1L13 GInl144Arg, provavelmente resultando na coexisténcia de formas proteicas normais e
mutantes da citocina IL13, embora seja menos vantajoso para os individuos infectados M.
ozzardi (elevada microfilaremia), do que em relacdo aos individuos homozigotos, talvez
promova um equilibrio dos efeitos da resposta imune pré-inflamatdria associada a variante I1L13
GIn144.

Ndo apenas em relacdo a microfilaremia, o sowda também esta associada a
manifestagdes clinicas distintas aquelas da oncocercose classica. Por isso, também foi levantada
a questdo se a presenca da mutacdo IL13 GInl44 esta associada a ao aparecimento
manifestacdes clinicas. Para isso, alguns sintomas clinicos relatados pelos participantes do
estudo, como dores articulares, dor de cabeca e dores no corpo foram utilizados como critérios
para classificar os individuos como assintomaticos e sintomaticos. Dentre os individuos
classificados com baixa microfilaremia (n=20), os que ndo relataram sintomas foram definidos
como assintomaticos (n=4) e o que relataram todos os trés sintomas, como sintomaticos (n=12)
(4 individuos relataram entre um ou dois sintomas e ndo foram considerados na anélise). Da
mesma forma, dentre os individuos com alta microfilaremia (n=23), 4 foram definidos como
assintomaticos e 13 como sintomaticos (4 individuos relataram entre um ou dois sintomas e ndo

foram considerados na anélise).

Tabela 6 — Associacdo entre as frequéncias genotipica e alélica do SNP rs20541 e os sintomas clinicos relatados pelos
individuos infectados por Mansonella ozzardi com baixa e alta microfilaremia

Mf(baixa)” Mf(alta)
Genotipo ["Assintomaticos | Sintomaticos « | Assintomaticos | Sintomaticos -
(n=4) (n=12) P (n=4) (n=13) P
AA 75,00% (3) 83,34% (10) 25,00% (1) 46,15% (6)
AG 25,00% (1) 8,33% (1) 0,61 50,00% (2) 38,46% (5) 1,0
GG 0% (0) 8,33% (1) 25,00% (1) 15,38% (2)
AA 75,00% (3) 83,34% (10) 10 25,00% (1) 46,15% (6) 05
AG+GG | 25,00% (1) 16,66% (2) 75,00% (3) 53,85% (7)
AG 25,00% (1) 8,33% (1) 0,45 50,00% (2) 38,46% (5) 1,0
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AA+GG |  75,00% (3) 91,67% (11) 50,00% (2) 61,54 (8)
GG 0% (0) 8,33% (1) Lo 25,00% (1) 53,85% (2) o
AA+AG 100% (4) 91,67% (11) ’ 75,00% (3) 46,15% (11) '
Alelo
A 87,50% 87,50% 50,00% 65,38%
(7/8) (21/24) . (4/8) (17/26) .
- 12,50% 12,50% ; 50,00% 34,61% !
(1/8) (3124) (4/8) (9/26)

“Mf(baixa): baixa microfilaremia / Mf(alta): alta microfilaremia

"*Teste exato de Fisher

O alelo A foi majoritariamente prevalente nos individuos sintomaticos com baixa
(87,50%) e alta microfilaremia (65,38%) e nos individuos com baixa microfilaremia, ndo houve
diferenca nas frequéncias alélicas entre assintomaticos e sintomaticos. Contudo, ndo foi
possivel observar associacdo entre a mutacdo IL13 GInl44Arg e a manifestacdo clinica da
infecgdo por M. ozzardi em individuos com baixa e alta microfilaremia. Até mesmo pelo fato
de a sintomatologia associada & mansonelose ainda ndo ser bem definida, talvez o conjunto de
sintomas considerados aqui (dor de cabeca, dores articulares e dores no corpo) nao sejam 0s
mais adequados e, por isso, ndo tenha sido possivel detectar essa associa¢do. Contudo, uma vez
que ha diferenca na quantidade de microfilarias circulantes na corrente sanguinea entre

individuos com mansonelose, isso provavelmente resulta em manifestacdes clinicas.

6. CONCLUSOES

Os resultados apresentados aqui permitem inferir que:

— Sao Gabriel da Cachoeira, AM, apresenta uma populacdo com composi¢do genética
particular, sendo a mutacdo IL13 GIn144Arg bastante comum, o que diverge significativamente
do que ja foi registrado no Brasil e em relacdo a areas endémicas para filarioses humanas na

Africa, especialmente a mansonelose e a oncocercose;

— Individuos com e sem a mutacdo IL13 GInl44Arg sdo suscetiveis a infeccdo por
Mansonella ozzardi e a co-infecgdo por M. ozzardi e M. perstans, ndo tendo sido possivel
observar que IL13 GInl44Arg confira protecdo contra a mansonelose em S&o Gabriel da
Cachoeira, AM;
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- O perfil genético dos individuos para IL13 GIn144Arg esté associado a infecgdes patentes
por Mansonella ozzardi, sendo os individuos heterozigotos mais pré-dispostos a apresentarem

carga parasitaria mais elevada.

Com isso, confirma-se a hipotese de que a mutagdo 1L13 GIn144Arg tenha implicacéo
sobre o desenvolvimento clinico da mansonelose, assim como Vvisto na oncocercose e sugere-
se que o papel da citocina IL13 na imunidade humana se estenda para as filarioses humanas em
geral, indo alem do que tem sido relatado. Dessa forma, este € o primeiro trabalho a demonstrar
a ocorréncia da mutagdo IL13 GInl144Arg no Norte do Brasil, e sua associagdo com o
desenvolvimento clinico da mansonelose em S&o Gabriel da Cachoeira, AM, inclusive sendo

presente entre os casos de co-infec¢do M. ozzardi-M. perstans.
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7. MATERIAL SUPLEMENTAR

7.1. ANEXO 1 - Analise da consisténcia das frequéncias genotipica e alélicas do SNP
rs20541 em Sdo Gabriel da Cachoeira com o principio do Equilibrio de Hardy-

Weinberg

Tabela 7 — Frequéncias genotipicas do SNP rs20541 em S&do Gabriel da Cachoeira, AM e sua
consisténcia com o principio do Equilibrio de Hardy-Weinberg entre individuos com baixa e com alta

microfilaremia.

Geno6tipo Mlzgt:;la()a ) p* '\?:g;?) p*
AA 75,00% (15) 43,48% (10)
AG 10,00% (2) 0,2397 39,13% (9) 0,8206
GG 15,00% (3) 17,39% (4)

*Teste Exato de Fisher
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