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RESUMO

A malaria, uma das doencas parasitarias de maior relevancia mundial, esti
concentrada na regido amazoénica que concentra mais de 99% dos casos autoctones.
O estudo teve como obijetivo investigar a presenca de polimorfismos de nucleotideo
anico na regido promotora do gene il6 e suas possiveis associacées com o perfil
clinico da maléria em individuos residentes em Barcelos, um municipio de alto risco
epidemioldégico na Amazonia. Foram analisadas 110 amostras de sangue de
individuos com diferentes historicos de exposicdo ao Plasmodium spp., coletadas
entre 2002 e 2019 e armazenadas no biorrepositério do Laboratorio de Doencas
Parasitarias do Instituto Oswaldo Cruz (I0OC). A extragdo do DNA gendmico foi
realizada pelo método Wizard® Genomic Purification (Promega®), e a deteccao
molecular do Plasmodium spp. foi conduzida por PCR nested. A amplificacdo de -
parte da regido promotora do gene il6 foi seguida de sequenciamento automatico de
Sanger, permitindo a identificacdo do polimorfismo —174 G>C (rs1800795). Entre os
individuos analisados, observou-se predominancia do genétipo GG (98,1%) e baixa
frequéncia do gendtipo CC (1,8%). O gendtipo GG apresentou maior prevaléncia entre
individuos nunca maléaria e com histérico de malaria prévia, sugerindo uma possivel
associacado com resposta imune mais eficiente ou controle da infeccéo, e a presenca
de sintomas. Esses achados reforcam o papel do il6 como modulador da resposta
inflamatoria na maléria e a importancia de compreender fatores genéticos associados
a resisténcia e susceptibilidade em populagbes amazbnicas, visando aprimorar
estratégias de controle e vigilancia epidemiologica.

Palavras-chave:. Maléria. Infeccéo assintomatica. IL6. Polimorfismo genético. Amazénia

ABSTRACT
Malaria, one of the most significant parasitic diseases worldwide, is largely
concentrated in the Amazon region, which accounts for more than 99% of
autochthonous cases in Brazil. This study aimed to investigate the presence of single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in the promoter region of the IL6 gene and their
possible associations with the clinical profile of malaria in individuals from Barcelos, a
municipality classified as a high epidemiological risk area in the Amazon. A total of 110
blood samples from individuals with different histories of exposure to Plasmodium spp.

1Graduanda do curso de Biomedicina na Universidade do Grande Rio — UNIGRANRIO.



were analyzed. Samples were collected between 2002 and 2019 and stored in the
biorepository of the Laboratory of Parasitic Diseases at the Oswaldo Cruz Institute
(I0C). Genomic DNA extraction was performed using the Wizard® Genomic
Purification Kit (Promega®), and molecular detection of Plasmodium spp. was carried
out through nested PCR. Amplification of part of the IL6 gene promoter region was
followed by Sanger automatic sequencing, allowing the identification of the =174 G>C
(rs1800795) polymorphism. Among the analyzed individuals, the GG genotype was
predominant (98.1%), while the CC genotype was infrequent (1.8%). The GG genotype
showed higher prevalence among individuals with previous or no history of malaria,
suggesting a possible association with a more efficient immune response or infection
control and symptom modulation. These findings reinforce the role of IL6 as a key
modulator of the inflammatory response in malaria and highlight the importance of
understanding genetic factors associated with resistance and susceptibility in
Amazonian populations, aiming to improve control strategies and epidemiological
surveillance.

Keywords: Malaria. Asymptomatic infection. IL6. Genetic polymorphism. Amazon.



1 INTRODUGCAO

A malaria € uma das doencas parasitarias de maior impacto global, ocorrendo
principalmente em regifes tropicais e subtropicais (Gomes et al., 2011). Sua
transmissao para humanos se da por meio da picada da fémea do mosquito do género
Anopheles spp. infectada com protozoarios do género Plasmodium spp. As espécies
mais relevantes do parasito incluem Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax,
Plasmodium ovale e Plasmodium malariae (Rey, 2008). Enquanto o P. falciparum e o
P. vivax sdo as espécies mais relevantes do ponto de vista de saude publica, o P.
malariae é considerado amplamente subnotificado, particularmente, pela dificuldade
de diferenciacdo com o P. vivax no diagnostico de rotina (Recht et al., 2017).
Recentemente foi descrito que o P. knowlesi, apesar de ser parasito natural de
primatas ndo humanos, tem causado infeccbes graves em humanos, principalmente
no sudeste asiatico (ONG et al., 2009). Da mesma forma, no Brasil também foi
encontrado o P. simium, outro plasmddio de macacos, causando casos autoctones de
maléria humana no Rio de Janeiro (Brasil, et al 2017).

A maléria é considerada um grave problema de saude publica e esta presente
em 83 paises (WHO, 2023). A OMS estimou que em 2023 ocorreram 263 milhdes de
casos de malaria globalmente e 619 mil 6bitos por conta da infec¢do. 94% desses
casos ocorreram no continente africano, sendo a regido mais endémica para malaria
no mundo. Em 2023, a regido das Américas reportou aproximadamente 505.600
casos de maléaria, dos quais aproximadamente 92% ocorreram na América do Sul.
Brasil, Coldmbia e Venezuela registraram, juntos, 76,8% dos casos autdctones
(originados na regido) no continente sul-americano, com destaque para a regiao
amazobnica, que concentra 70% dos casos no continente (WHO, 2023).

No Brasil, a regido amazonica € responsavel por mais de 99% dos casos
autéctones de maléaria. Em 2023, foram registrados 140.265 casos autdctones no pais,
representando um aumento de 8,8% em comparacao ao ano anterior. Desses, 82,7%
foram causados por Plasmodium vivax, enquanto 17,3% foram atribuidos a P.
falciparum e infec¢bes mistas (MS, 2024).

O mapa publicado pela revista world malaria report de 2024 mostra como esta
o status em 2023 dos paises e areas com casos autoctones no ano de 2000. Pode-se
observar que os continentes Africano, da América do sul e o sudeste asiatico
permanecem como 0S mais endémicos para malaria no mundo (World Health
Organization, 2024) (figural).



Figura 1- Paises e areas com casos autoctones de maléria em 2000 e seu status em 2023.
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(WORLD MALARIA REPORT\OMS, 2024)

A combinacdo de fatores como grandes areas de floresta que favorecem a
umidade, presenca de comunidades mais vulneraveis como comunidades ribeirinhas
e indigenas, e atividades econbmicas como pesca, agricultura e o garimpo ilegal,
contribuem para a manutencdo da transmissao da doenca na regido. A vigilancia
epidemioldgica € fundamental para a eliminacdo da doenca, principalmente na
Amazonia, onde a mobilidade populacional pelas fronteiras dificulta esse controle (da
Cruz Franco et al., 2019).

Embora casos graves de P. vivax estejam se tornando mais comuns, a maior
parte dos casos graves e 0Obitos ainda é causada por P. falciparum (Gomes et al.,
2011). Apesar desse fato, nesta regido, o numero de casos por P. vivax é
consideravelmente maior e, em muitos casos, de alta complexidade, podendo
inclusive levar o individuo a 6bito. Esse aumento na gravidade dos casos por P. vivax
tem sido associado ao uso indevido de antimalaricos, como a cloroquina, o que
favorece a selecdo de parasitas resistentes e dificulta a erradicacdo do ciclo do

parasita no organismo. Essa pratica compromete a eficacia do tratamento e contribui



para reinfec¢des mais frequentes, recaidas e desenvolvimento de formas mais grave
da malaria (Silva et al., 2020).

O ciclo assexuado do Plasmodium spp., chamado esquizogobnico, inicia-se
quando o mosquito Anopheles spp. injeta esporozoitos no sangue humano. Estes
migram rapidamente para o figado, onde invadem os hepatdcitos e dao inicio a
esquizogonia tecidual (fase pré-eritrocitica), que dura cerca de seis dias para P.
falciparum, oito dias para P. vivax e até 15 dias para P. malariae. Nessa fase, P. vivax
e P. ovale podem formar hipnozoitos, responsaveis por recaidas da doenca. Ao final
do ciclo hepatico, os esquizontes rompem 0s hepatdcitos, liberando milhares de
merozoitos na corrente sanguinea. (MS, 2005).

Os merozoitos invadem as hemacias, iniciando o ciclo eritrocitario. P. malariae
infecta hemacias envelhecidas, P. vivax prefere hemécias jovens e P. falciparum
invade hemécias em qualquer estagio. Dentro das hemacias, o parasito evolui até a
forma de esquizonte, quando ocorre a multiplicacdo e a liberacdo de novos
merozoitos. A ruptura das hemacias causa os sintomas do paroxismo malarico, com
periodicidade de 48 horas para P. falciparum e P. vivax, e 72 horas para P. malariae
(MS, 2005).

Figura 2-Ciclo da Maléria
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Em pessoas sem imunidade prévia, os sintomas geralmente surgem de 10 a
15 dias ap0s a infecgdo. Os sinais iniciais como febre, dor de cabeca e calafrios, sdo
inespecificos, 0 que pode atrasar o diagndstico. Quando néo tratada nas primeiras 24
horas, a infeccdo por P. falciparum pode evoluir rapidamente para formas graves com
risco elevado de morte. Em criangas, as manifestagcbes severas incluem anemia
intensa, dificuldade respiratéria e malaria cerebral; em adultos, ha maior risco de
comprometimento sistémico. Em regides endémicas, a exposi¢cao frequente ao
parasita pode induzir imunidade parcial nos individuos, levando a infeccdes
assintomaticas (OPAS/OMS, 2023).

Figura 3-Mapa de Incidéncia Parasitaria Anual .
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dados: 01 de outubro de 2024. Fonte: Adaptado de Sivep-Maléria e Sinan/SVSA/MS e E-SUS-VS,
2024.

A patogénese da malaria € complexa e a apresentacao clinica € caracterizada
por um amplo espectro que vai desde as formas assintomaticas até a doenca grave,
podendo chegar a morte. Todo individuo esta sujeito a infec¢éo, e alguns chegam a

apresentar varios episodios da doenca, o que pode causar um estado de imunidade



parcial, denominado de imunidade clinica, que causa quadros oligossintoméaticos,
subclinicos ou assintomaticos. Entretanto, os fatores que fazem com que um individuo
tenha infeccdo assintomatica ou desenvolva a doenca grave, ainda ndo estédo
totalmente esclarecidos (MS, 2021).

Os fatores genéticos influenciam muito a variagéo clinica e epidemiologica da
malaria. Fatores relacionados tanto ao parasita como variacdo antigénica,
citoaderéncia e resisténcia a medicamentos, quanto ao hospedeiro como a producao
de citocinas inflamatérias, moldam a resposta imune (Min-Oo & Gros, 2005). A
suscetibilidade a doencga envolve componentes hereditarios e adquiridos, e diversos
polimorfismos genéticos em humanos ja foram associados a patogénese e a resposta
clinica a infeccao (Kwiatkowski, 2005). A malaria foi uma das primeiras doencas a ser
amplamente estudada do ponto de vista genético, revelando diversos loci associados
a resisténcia, muitos deles em genes que codificam citocinas (McGuire et al., 1994;
Kwiatkowski et al., 1993; Stirnadel et al., 1999; Dodoo et al., 2002; MalariaGen, 2008).

Em regides de alta endemicidade, como a Africa Subsaariana, a presséo
seletiva exercida pelo Plasmodium falciparum ao longo de séculos favoreceu o
surgimento e a manutencdo de variantes genéticas que conferem protecao parcial
contra as formas graves da doenga, como o traco falciforme (HbS) e a deficiéncia de
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD). Essas adaptacdes genéticas representam
respostas evolutivas a uma pressao seletiva intensa, nas quais mutacfes que
reduzem a gravidade da infeccdo aumentaram a sobrevivéncia e, consequentemente,
a frequéncia dessas variantes nas populacdes afetadas (Allison, 2009; Jallow et al.,
2018; Schiess et al., 2020).

De forma complementar, os polimorfismos em genes de citocinas, também
surgiram a partir de muta¢gdes espontaneas ao longo da evolucdo humana e foram
mantidos por pressdes seletivas associadas a resposta imune (Armantieri et al., 2019;
Curtis; Kamboj, 2020). Diferentemente das variantes genéticas classicas diretamente
relacionadas a resisténcia a malaria, como o traco falciforme e a deficiéncia de G6PD,
esses polimorfismos afetam regides regulatérias dos genes, modulando a expressao
e a producdo de citocinas (Fernandes et al., 2018), os quais contribuem para
diferentes perfis de resisténcia ou susceptibilidade a infeccbes entre populacdes
humanas (Pritchard; Pickreel; Coop, 2010; Rasquinha et al., 2022).

Em contrapartida, na regido amazoénica, onde a transmissao da malaria é mais

instavel e ocorre predominantemente por Plasmodium vivax, o cenario genético é



distinto. A menor pressdo seletiva parasitaria faz com que variantes classicas
associadas a resisténcia, como HbS e G6PD, apresentem menor prevaléncia e
relevancia clinica. Nesses contextos, estudos realizados em populacdes amazbnicas
identificaram polimorfismos em genes como il10, tlr4, Ita, il6 e il12, associados a
modulagdo da resposta imune e a evolucdo clinica da infeccdo, influenciando a
susceptibilidade a formas sintométicas ou assintométicas da doenca (Santos et al.,
2012; Silva et al., 2021, Santos TV 2023)

Essas diferencas regionais evidenciam a importancia de compreender 0s
fatores genéticos que modulam a resposta imune em diferentes contextos endémicos,
uma vez que o impacto de um mesmo polimorfismo pode variar conforme a
intensidade da transmissao, a espécie predominante de Plasmodium spp. e o histérico
evolutivo da populacdo. Enquanto em regides africanas genes relacionados a
hemoglobina e a imunorregulacdo desempenham papel central na resisténcia a
malaria, nas regides amazébnicas as variacdes em genes de citocinas parecem ter
maior relevancia na determinacdo da gravidade clinica e da susceptibilidade a
infeccdo. Assim, investigar polimorfismos em genes imunorreguladores, como genes
que codificam citocinas, é essencial para compreender a variabilidade da resposta
inflamat6ria e os mecanismos de resisténcia e susceptibilidade entre diferentes
populacées, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias de controle e
prevencdo mais eficazes e adaptadas a cada realidade epidemioldgica (Segbefia et
al., 2024).

A interleucina 6 é uma citocina pré-inflamatéria pleiotropica, ou seja,
dependendo da sua concentracdo pode auxiliar no processo de cura ou exacerbar a
infeccdo. Ela é produzida por varias células do sistema imune, como macrofagos,
células T, B e dendriticas, e estimula a producao de proteinas de fase aguda, como
fibrinogénio, proteina C reativa e haptoglobina. Também promove a diferenciacéo de
linfécitos T CD4+ e a ativacao da resposta inflamatéria (Tanaka et al., 2014). Citocinas
pro-inflamatérias, como a Interleucina 6 (IL6), podem agravar a doenca, enquanto
citocinas anti-inflamatorias ajudam a conter a inflamacéo e favorecem a recuperacao
(Hashmi et al., 2023).

Durante a infeccdo por Plasmodium spp., a IL6 é rapidamente induzida,
principalmente em resposta a lise de hemacias (na fase sanguinea do ciclo) e
liberacdo de antigenos parasitarios como a hemozoina, além da presenca do DNA do

parasito (Mancilla-Galindo et al., 2021). Esses antigenos ativam receptores como 0s



TLRs, desencadeando cascatas inflamatorias (Gowda, 2007). Embora essencial para
controlar a infec¢céo, o excesso de IL6 pode piorar o quadro clinico, estando associado
em estudos anteriores a formas graves, como malaria cerebral e anemia severa (Lyke
et al., 2004; Armah et al.,, 2005). A IL6 também pode comprometer a barreira
hematoencefélica e facilitar o acumulo de células inflamatérias no cérebro, agravando
0s sintomas neuroldgicos (John et al., 2008). Outros genes, que codificam citocinas
como tnf-alfa, il10 e il12, também apresentam polimorfismos que modulam a resposta
inflamatoria e influenciam a gravidade da malaria (McGuire et al., 1999; Walther et al.,
2009). A interacdo entre variantes genéticas, fatores ambientais e o perfil genético da
populacdo impacta diretamente os desfechos clinicos, justificando a importancia de
abordagens personalizadas para o controle da doenca (Alamad et al., 2024).

Os polimorfismos sédo variacfes genéticas podendo ser de delecdo e insercao
de nucleotideos, troca de bases nitrogenadas e entre outros. Porém o mais frequente
sdo os polimorfismos de base Unica (SNPs) que séo os polimorfismos de nucleotideo
anico, onde s6 ha alteracdo em um nucleotideo. Eles sdo mais frequentes pois
ocorrem em 1 a cada 100 pares de base e estdo presentes em mais de 1% da
populacao (Nutritotal Pro, 2013). SNPs localizados nas regides promotoras desses
genes podem influenciar a expressdo génica, resultando em concentracdes
aumentadas ou reduzidas das citocinas. No gene il6, um dos SNPs regulatorios mais
estudados é 0 rs1800795 (-174G>C). O alelo G est4 associado a uma expressado mais
alta de IL6, enquanto o alelo C leva a niveis mais baixos (Fishman et al., 1998).
Individuos com o alelo G tendem a apresentar respostas inflamatérias mais intensas
nas primeiras 72 horas, o que pode ser Util para o controle do parasita, mas também
aumenta o risco de dano tecidual e complicacdes graves (Awandare et al., 2006;
Kwiatkowski, 2005).

A producdo de citocinas € modulada por mecanismos genéticos, e diversos
polimorfismos em genes codificadores de citocinas tém sido associados a resisténcia
ou susceptibilidade a infeccdo (Pritchard; Pickrell; Coop, 2010; Rasquinha et al.,
2022). A caracterizacdo detalhada desses SNPs pode proporcionar uma
compreensao mais aprofundada do papel especifico das citocinas na fisiopatologia da
malaria, bem como de sua relacdo com fatores do hospedeiro que determinam o
desenvolvimento de quadros assintomaticos ou de resisténcia a infecgéo.

No Brasil, ainda existem poucos estudos relacionando polimorfismos no gene

IL6 e malaria, porém, pesquisas realizadas em outras regibes demonstraram que



variantes genéticas nesse gene estao associadas a niveis elevados dessa citocina em
formas graves da doenca (Sortica et al., 2014; Mendes-Santos et al., 2022). Estudos
apontam que alteracbes na expressao génica de IL6 estdo associadas tanto a
protecdo quanto a patogénese da malaria, podendo, portanto, influenciar a
susceptibilidade ou resisténcia do hospedeiro a infeccdo (Kumar et al., 2019).

A proposta deste projeto € altamente relevante ao integrar conhecimentos
epidemioldgicos e genéticos em uma area critica para o controle da malaria no Brasil,
como Barcelos, na regido amazonica. O estudo visou investigar a ocorréncia de um
SNP na regido promotora do gene il6, por meio de sequenciamento automatico de
DNA, em uma populacéo frequentemente exposta a infeccdo por Plasmodium spp.,
com o objetivo de identificar SNPs conhecidos relacionados a resposta imune precoce

e compreender seus possiveis papéis na susceptibilidade ou resisténcia a malaria.

2 METODOLOGIA

O estudo foi realizado no municipio de Barcelos que esté localizado no médio
rio Negro, Amazonas. Segundo o ultimo censo do IBGE realizado em 2022, esse
municipio tem 18.831 habitantes, com uma densidade demografica de 0,15 habitantes
por km2 (IBGE, 2023). Barcelos é uma area altamente endémica para malaria. Em
2023, o municipio de Barcelos registrou 6.989 casos de malaria, sendo 3.508
predominantemente por Plasmodium vivax e a Incidéncia Parasitaria Anual (IPA) que
é utilizada pelo Programa Nacional de Controle e Prevencéo da Malaria (PNCM) para
estimar o risco de ocorréncia anual de malaria no territrio, de 371.1. Mantendo-se
como um municipio de alta endemicidade (SES-AM, 2024; MS, 2024)

Figura 4-Localizacéo do municipio de Barcelos, no médio rio Negro, estado de Amazonas.



(Suarez-Mutis, 2007.)

Figura 5-Tabela de lista de municipios pertencentes as &reas de risco ou endémicas para malaria
referente a Portaria Interministerial N° 60, de 24 de mar¢o de 2015, e a Portaria N°1, de 13 de janeiro
de 2014 Ano de referéncia: 2023, atualizado em 05/07/2024.

Cédigo Municipio provavel de infecgdo UF de infecgdo 2021 2022 2023 Média Populagdo 2023  IPA 2023

120020 Cruzeiro do Sul AC 4498 2.665 3.158 3.440,3 91.888 34,4
120025 Epitacioldndia AC 1 0 0 0,3 18.757 0,0
120030 Feijo AC 1 0 0 0,3 35.426 0,0
120032 Jorddo AC 2 il 0 1,0 9.222 0,0
120033 Mancio Lima AC 1317 2.108 1.297 1.574,0 19.294 67,2
120035 Marechal Thaumaturgo AC 35 15 2 17,3 17.093 0,1
120038 Placido de Castro AC 84 177 111 124,0 16.560 6,7
120039 Porto Walter AC 249 40 32 107,0 10.735 3,0
120040 Rio Branco AC 60 44 19 41,0 364.756 0,1
120042 Rodrigues Alves AC 1732 813 414 986,3 14.938 27,7
120043 Santa Rosa do Purus AC 1 0 0 0,3 6.723 0,0
120045 Senador Guiomard AC 207 118 87 137,3 21.454 4,1
120050 Sena Madureira AC 0 1 0 0,3 41.343 0,0
120060 Tarauaca AC 138 74 45 85,7 43.467 1,0
120070 Xapuri AC 1 0 0 0,3 18.243 0,0
120080 Porto Acre AC 25 11 8 14,7 16.693 0,5
130002 Alvardes AM 1.064 1.157 2.204 1.475,0 15.866 138,9
130006 Amatura AM 5 2 b 6,0 10.819 1,0
130010 Anori AM 1 0 0 0,3 17.194 0,0
130014 Apui AM 269 587 359 405,0 20.647 17,4
130020 Atalaia do Norte AM 1.796 3.006 2.581 2.461,0 15.314 168,5
130030 Autazes AM 21 16 6 14,3 41.564 0,1
130050 Barreirinha ﬂ 0 -1 % 10,0 31.051 %

(Ministério da Saude, 2024 — Adaptado).

Foram analisadas 110 amostras de individuos que foram coletadas entre 2002
e 2019, e que estdo no biorrepositério do Laboratério de Doencgas Parasitarias-10C.
As amostras foram separadas e classificadas considerando a caracteristica clinica dos
individuos e as respostas do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) nos

seguintes subgrupos: individuos com malaria clinica, infec¢do assintomatica, pessoas
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com malaria pregressa e individuos que nunca tiveram malaria, apesar de morarem
na area endémica. As amostras foram coletadas durante varios estudos seccionais
realizados neste municipio, nas areas urbanas de Sao Francisco e Sdo Sebastido, e
na area rural do municipio, no rio Padauari. Para inclusao dos participantes do estudo,
foram usadas duas estratégias metodoldgicas, onde os individuos foram recrutados a
participar, incluindo as criancas maiores de dois anos de idade, através da busca
passiva de casos de malaria nas unidades de saude, e da busca ativa com
rastreamento domiciliar de cada um dos casos infectados (Santos, 2012). O exame
de gota espessa foi realizado em todas as pessoas que consentiram sua participacéo
no estudo. Em seguida foram coletados 5mL de sangue periférico em tubo a vacuo
com o anticoagulante Acido Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) e congelado & —
20°C.

Definicdo dos grupos de estudo: Malaria clinica: foi definida pelo exame positivo
de gota espessa para qualquer uma das duas espécies de Plasmodium spp. e
associada aos sintomas clinicos da doenca apresentados pelo individuo. Infeccéo
assintomatica: definida como todos os individuos positivos para Plasmodium spp. na
gota espessa e/ou no diagnéstico por PCR, e que ndo tinham apresentado sintomas
caracteristicos da doenca 30 dias antes e 30 dias depois da coleta da amostra
biolégica, e sem ter tomado medicamentos antimalaricos nem antibiéticos no mesmo
periodo. Essas sdo as definicbes usadas pelo Grupo Brasileiro de Consensos em
estudos de infeccao plasmodial assintomatica. Nunca malaria: Individuos a principio
sem antecedentes de sintomas clinicos caracteristicos da malaria em qualquer
momento da vida, mesmo morando em areas de alta endemicidade. Historia de
malaria prévia: individuos que foram diagnosticados por qualquer espécie de
Plasmodium spp. no passado, porém que nao estavam infectados no momento da
coleta da amostra sanguinea.

Foi realizada extracdo de DNA gendmico a partir de 300uL do sangue total
através da utilizagdo do kit comercial Wizard® Genomic Purification (Promega®)
conforme o protocolo do fabricante. Apds a extracdo do DNA foi realizada a leitura e
quantificacdo do DNA gendmico pelo equipamento fluorébmetro Qubit seguindo o
protocolo dos kits comerciais utilizados, QubitTM 1X dsDNA High Sensitivity (HS)
(Invitrogen®).
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A Reacao em Cadeia da Polimerase para diagnostico do Plasmodium spp. €
uma reacao de PCR aninhada (nested) baseada no protocolo de Snounou et al (1993)
com algumas modificagbes (Suarez-Mutis et al. 2007). A primeira amplificacdo é
realizada para identificacdo do fragmento género-especifico Plasmodium spp., a
segunda reacédo € amplificacdo de um fragmento espécie-especifico (P. vivax e P.
falciparum). Neste caso, por ser uma reacdo em nested, ndo € realizada a eletroforese
entre a primeira e segunda reacdo para evitar contaminac¢ao. Para a primeira PCR

para identificacdo de género serdo utilizados os seguintes primers.

Tabela 1-Iniciadores usadas para a realizacéo da primeira reacdo da PCR diagndéstica.

Iniciador Sequéncia Género Plasmodium
rPLUS 5CTT GTT GCC TTAAAC TTC-3
rPLU6 5TTA AAATTG CAG TTA AAA CG-3

Tabela 2-Reagentes e concentracdes usadas para realizacdo da primeira reacdo da PCR diagnéstica.

Reagentes Concentracéo
Tampao Taq Polimerase 1x

MgCl>(50mM) 1,5Mm

dNTPs (200mM) 200uM

Primer 1 (PLUS5) (10puM) 5pmol

Primer 2 (PLUS6) (10uM) 5pmol
Taqg-Polimerase (invitrogen) ( 5U/pL) 5U/ pL

Amostra de DNA 10-15 ng/ uL

H20 milli-Q Volume final 25 pL

Foram inseridos o controle positivo (P. vivax e P. falciparum) e negativo (H20)

em cada reacao. A primeira reacdo de PCR género-especifica foi realizada segundo

o perfil térmico.

Tabela 3-Perfil térmico usado para a primeira reacdo da PCR.

Temperatura Tempo Ciclos
95°c 5min 1
94°c 1min 25
58°c 2min

72°C 2min

72°c 5min 1

4°c 0

Para a segunda reacao foram utilizados os seguintes primers:

Tabela 4-Sequéncia de primers para segunda reacéo.

| Iniciador

| Sequéncia




Género P.vivax

rvivi 5-CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC-3’

rviv2 5 ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA-3
Género P.falciparum

rFAL1 5-TAA AAC TGG TTT GGG AAA ACC TAT ATT-3’

rFAL2 5°-ACA CAA TGA ACT CAA TCA TGA CTA CCC GTC-3’

12

Os reagentes com as respectivas concentracdes finais (tabela 5) e o perfil

térmico da segunda reacédo da PCR diagnéstica (tabela 6) foram:

Tabela 5-Reagentes e concentragdes finais usada para realizacdo da segunda reacdo da PCR

nested.
Reagentes Concentracdo
Tampao Taq Polimerase 1X
MgCl2(50mM) 1,5Mm
dNTPs(10uM) 120 uM
Primer 1 (10uM) 5pmol
Primer 2 (10uM) 5pmol
Tag-Polimerase (invitrogen) ( 5U/uL) 1U/ L
Produto de PCR(1° reacao) 1L
H20 milli-Q Volume final 25 pL

Tabela 6-Perfil térmico da segunda rea¢do do PCR diagnéstico.

Temperatura(°c) Tempo Ciclos
95°c 5min 1x
94°c 1min
65°c 2min 30x
72°c 2min
72°c 5min 1x
4°c 0

O resultado da amplificacdo foi visualizado através de luz UV apds a

eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com corante intercalante de DNA Blue

Green Loading Dye (Sinapse Biotecnologia) (0,5 mg/ml). O tamanho da banda

esperada para P. vivax foi de 120pb, e para P. falciparum foi de 205pb.

Posteriormente foi realizada a PCR para amplificacdo de parte da regido

promotora do gene que codifica a citocina IL6 pelo método de PCR convencional. As

reagcbes de PCR foram feitas utilizando o termociclador Mastercicler gradiente

(Eppendorf®). Os primers foram previamente desenhados por Xiao-Fen Zhao e cols.

2022). As sequéncias dos primers utilizados estao na tabela 7.

Tabela 7-Sequéncia de primers para reacdo de PCR para amplificar a regido promotora do gene il6.

Iniciador Sequéncia
IL6 UP 5" AGA CAT GCC AAAGTG CTGAG J
IL6 DWN 5" CCT GGA GGG GAG ATAGAGCT 3

Tabela 8-Reagentes e concentra¢do usada para realizacao da PCR para amplificacdo de parte da
regido promotora do gene que codifica a IL6.
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Reagentes Concentracdo
Enzima Platinum hot start 0.6U

Primer IL6 UP 5pmol

Primer IL6 DWN 5pmol

Amostra de DNA 30ng

Tampéo 10x 5X

DNTP 200pM

MgClz 1.6pL

Agua Mili-Q volume final 50uL

A reacdo de PCR foi realizada segundo o perfil térmico:

Tabela 9-Perfil térmico do PCR para amplificacdo do gene il6.

Temperatura Tempo Ciclos
95°c 2min

95°c 30seg 14x
64°c 30seg

72°c 1min

95°c 30seg

55°c 30seg 30x
72°c 1min

72°c 30seg

12°c 0

Apos realizado o PCR para amplificacdo da regido promotora, foi feita a purificacédo
do produto amplificado e, posteriormente feito o gel da purificacdo. Por fim, foi
realizado o sequenciamento das amostras purificadas, pelo método de Sanger.

3 RESULTADOS

Um total de 110 amostras de individuos foram incluidos no estudo. A idade
mediana observada foi de 19 anos, variando de 2 a 81 anos. Dentre 0s 110 individuos,
44,5% (49/110) eram do sexo masculino e 55,5% (61/110) do sexo feminino, nao
havendo casos sem informacgéo de sexo.

Os participantes foram classificados entre pessoas que nunca tiveram maléaria
(“controles”, n = 39) e pessoas com “qualquer malaria” (n = 71, 64,5%). Este ultimo
grupo foi subdividido em trés categorias:

. Histéria de malaria prévia: Pessoas que ndo estavam infectadas no
momento da coleta do sangue, e que tiveram episodios clinicos anteriores de malaria.
Esses episodios foram verificados através das fichas de notificagdo de caso do
Programa Nacional de Controle de Malaria (n = 36 individuos, 32,7%)

. Maléria clinica: pessoas com sintomas atribuidos a malaria e infeccao
por Plasmodium spp. (n = 8 individuos, 7,3%)

. Infeccdo assintomatica: pessoas sem sintomas clinicos, mas com

infeccéo plasmodial (n = 27 individuos, 24,5%).
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Entre os individuos com historico de maléaria (n = 71), podendo estes estar ou
nao infectados no momento da coleta, observou-se que 37,2% (41/110) relataram
nenhum episédio prévio; 31,8% (35/110) tiveram de 1 a 3 episodios; 13,6% (15/110)
relataram entre 4 e 6 episédios; e 13,6% (15/110) apresentaram sete ou mais
infec¢Bes anteriores. Em 2,7% (3/110) das amostras, 0 numero de episodios prévios
nao foi informado (tabela 10).

Entre os individuos infectados no momento da coleta (n = 35, somando infec¢éo
assintomatia e sintomaticos), as espécies identificadas foram: Plasmodium falciparum
em 19 (17,3%), P. vivax em 11 (10,0%), e infec¢cdes mistas (Pv + Pf) em 5 (4,5%). Os
demais 73 individuos (66,3%) ndo apresentaram infeccao detectavel no momento da
andlise. Todas as amostras foram confirmadas por meio do PCR para Plasmodium
spp. (tabela 10).

Tabela 10 - Relacdo de sexo, status clinico, espécie parasitéria e quantidade de episodios prévios de
maléria nos individuos estudados.

Variaveis Total (N =110} o,
Sexo
Masculino 49 44 5
Feminino &1 555
ldade (mediana - anos) 19 anos

Malaria prévia

Sim 5t 61.5
NED 42 352
Mumero de malaria prévia

0 41 372
1-3 35 315
4.5 15 136
==F 15 136
SEM DADOS 3 2.7
Status clinico

Infeccio Assintomatica 27 245
Sintomaticos i 73
Mao infectados 36 33 7
Controles 39 55
P vivax 11 10

P falciparum 19 173
Mista 5 45
Mao infectados 36 327

Neste estudo mapeamos, por meio do sequenciamento automatico de DNA

pelo método de Sanger, parte da regido promotora do gene que codifica para a
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citocina IL6. Apds a identificagdo do polimorfismo rs1800795, descrevemos as
frequéncias alélicas e genotipicas encontradas e investigamos a possivel associagédo
delas com diferentes desfechos apés a infec¢édo pelo Plasmodium spp.

Uma vez otimizadas as condicbfes da reacdo de PCR, foi realizada a
amplificagdo da parte da regido promotora, gerando um fragmento de
aproximadamente 340pb (Figura 06). Os produtos de PCR foram purificados (figura
07) e submetidos a reacéo de sequenciamento direto para obter a sequéncia completa
dos fragmentos amplificados. As sequéncias obtidas foram analisadas utilizando
programa SeqScape Vv.2.7 (Applied Biossystems). Nas analises, a sequéncia
AF048692 (Genbank/SNP Data Base) foi usada como referéncia no alinhamento e foi
possivel identificar e mapear a regido de interesse e identificar o SNP rs1800795 -174

G>C/A nesta regiao do gene il6 na populacao de estudo (Figura 08).

Figura 6-Eletroforese do produto de PCR para amplificacdo da regidao promotora do gene il6.

M12 3456 7380910111213141516171819

Gel de agarose 1,5% mostrando a amplificacéo de parte da regido promotora do gene
que codifica a IL6 (340pb). Amostras clinicas de 1-19; M: marcador de peso molecular
100bp ladder (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific).

Figura 7-Eletroforese do produto de PCR purificado.
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M1 2345678 01011121314151617181920 21222324 2526 2798

Gel de agarose 1,5% mostrando a purificacdo dos produtos PCR referentes de parte
da regido promotora do gene que codifica a IL16. Amostras clinicas de 1-28; M:
marcador de peso molecular 100bp ladder (Invitrogen by Thermo Fisher Scientific).

Figura 8-Identificagcdo do polimorfismo na regido promotora do gene que codifica a IL6 na posi¢éo
apos a andlise dos alinhamentos no SeqScape v.2.7 (Applied Biossystems).
IL6_rs1800795
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Apé6s andlises, foram identificados somente os alelos G e C nessa posi¢cao e
ndo formam identificados individuos heterozigotos GC. Identificaram-se dois
genadtipos principais: GG, presente em 98,1% (108/110) dos participantes, com
mediana de idade de 18 (1IQ 11-34,5) anos, e CC, em 1,8% (2/110), com mediana de
idade de 38 (IIQ 33-43) anos. A andlise estatistica ndo demonstrou associacao
significativa entre 0 sexo e a distribuicdo dos genétipos GG e CC (p > 0,05) (tabela
12). Em relacéo a frequéncia alélica, observou-se que o alelo G apresentou frequéncia
de 0,98 (98,2%), enquanto o alelo C apresentou frequéncia de 0,01 (1,8%) (tabela 11).
N&o foram encontradas diferencas significativas na mediana da idade entre os dois
grupos genotipicos.

Do total de 108 individuos com o genétipo GG, 43,5% eram do sexo masculino
e 56,5% do sexo feminino; ja entre os dois individuos portadores do gendétipo CC,
ambos eram do sexo masculino (100%). Assim, a frequéncia do genétipo GG foi maior
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no sexo feminino quando comparado ao masculino, enquanto o genétipo CC foi
observado apenas no sexo masculino (p = 0,02).

Em relac&o a histéria prévia de Malaria, o genoétipo GG esta presente em, 62%
(67/108) dos individuos com histérico prévio de maléaria, podendo estar ou nao
infectados no momento da coleta, enquanto 38% (41/108) ndo apresentaram relato
prévio da doenca (tabela 12). Entre os individuos com gendtipo CC, 100% (2/2)
relataram malaria prévia, sendo um individuo nédo infectado no momento da coleta e
um individuo infectado no momento da coleta.

Em relacdo ao status clinico, o genétipo GG foi observado em 36,1% (39/108)
dos individuos do grupo nunca maléria, 6,5% (7/108) no grupo malaria clinica, sendo
0,9% (1/108) infectados por P. vivax, 4,6% (5/108) por P. falciparum e 0,9% (1/108)
por infeccdo mista; 25% (27/108) pertenciam ao grupo de infeccdo assintomatica,
sendo 9,2% (10/108) infectados por P. vivax, 12% (13/108) por P. falciparum e 3,7%
(4/108) por infeccdo mista; e 32,4% (35/108) pertenciam ao grupo ndo infectado. J4 o
gendtipo CC foi observado em 50% (1/2) dos individuos do grupo malaria clinica,
infectado por P. falciparum, e em 50% (1/2) no grupo néo infectado.

Conforme mostrado na figura 11, o gendtipo GG foi o mais frequente entre os
individuos analisados, sendo mais comumente observado nos grupos controle
(36,1%), ndo infectados (32,4%) e assintomaticos (25%). Ja o gendtipo CC foi
identificado apenas em dois individuos, distribuidos igualmente entre os grupos
sintomatico (50%) e ndo infectado (50%).

Esses achados indicam que o genétipo GG apresenta maior prevaléncia entre
individuos nunca maléria e com historico de maléria prévia, sugerindo uma possivel
associacado com resposta imune mais eficiente ou controle da infeccéo, e a presenca
de sintomas. Embora a diferenca entre os genoétipos nédo tenha alcancado significancia
estatistica robusta, observa-se uma tendéncia de o alelo G estar relacionado a um
perfil de menor suscetibilidade clinica, considerando sua predominancia em individuos
controles e nédo infectados.

Também foi observado que individuos com infecgdo assintomatica tinham
maior chance de portar o gendtipo GG, quando comparado com o genotipo CC,
indicando que o alelo G pode conferir uma predisposicdo a infeccdo malarica,
especialmente em casos de infeccdo por P. falciparum, entretanto, com auséncia de

sinais e sintomas.



18

O genotipo CC, por sua vez, foi identificado em apenas dois individuos da
amostra total, o que impossibilita a realizacéo de analises estatisticas robustas e sua
associacdo com status clinico ou espécie parasitaria. A baixa frequéncia desse
genatipo na populacdo estudada pode sugerir que o alelo C apresenta ocorréncia rara
e, portanto, sua influéncia sobre a resposta imune a infeccdo malérica ndo péde ser

devidamente avaliada neste grupo.

Tabela 11- Frequéncia Genatipica e Alélica do SNP rs1800795 de IL6 nas amostras estudadas

Genétipo Namero | Percentual (%)  Alelo Frﬁ;fﬂ'm Percentual (%)
GG 108 o931 0,98 4932
CC 2 1,8 c 0,01 1,8
TOTAL 110 100 100
Tabela 12-Distribuicdo dos Genotipos de il6 com Varidveis Clinicas e Epidemiolégicas
Variaveis GG [N =108) % CC (N = 2) %
Sexo
Masculino 47 435 2 100
Feminino 61 56.5 0 ]
Idade (mediana - anog) 18 anos 38 anos
Malaria prévia
Sim 67 62 2 100
MNao 41 38 0 ]
Mamero de malaria prévia
0 41 38 0 ]
1-3 35 32.4 0 ]
46 14 13 1 50
==7 15 13.8 1 50
SEM DADOS 3 2.7 0 0
Status clinico
Infeccio assintomatica 27 25 0 0
Sintomaticos 7 6.5 1 50
Mao infectados 35 324 1 50
Controles 39 36.1 0 ]
Espécie parasitaria
P vivax 11 102 0 ]
F falciparum 18 16,7 1 50
Mista 5 46 0 0
Mao infectados 35 32.4 1 50

4 DISCUSSAO
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Os resultados obtidos neste estudo demonstraram um predominio expressivo
do gendtipo GG no polimorfismo —174 G>C do gene IL6, representando 98,1% dos
individuos analisados, enquanto o gendtipo CC apresentou frequéncia bastante
reduzida (1,8%). Esse padrdo genotipico reforca a hipotese de que, em populacdes
residentes em areas endémicas, como a regido amazbnica, fatores genéticos
especificos podem se tornar predominantes devido a pressfes seletivas adaptativas
associadas a exposicao continua ao Plasmodium spp., ainda que em contextos de
transmissdo moderada. A observacao de que o genoétipo GG foi mais frequente entre
individuos assintomaticos, enquanto o gendtipo CC ocorreu em individuos
sintomaticos e infectados por Plasmodium falciparum e em individuos néo infectados,
sugere uma possivel relacdo funcional entre variagcdes no gene IL6 e a manifestacao
clinica da malaria.

Em concordancia com esses achados, Sortica et al. (2014), em estudo
conduzido na Amazoénia brasileira, relataram associagao entre o polimorfismo IL6-174
C>G e maior parasitemia, bem como indices clinicos mais elevados de severidade em
infeccbes por Plasmodium vivax, indicando que a variagdo na expressao dessa
citocina pode modular a resposta inflamatéria e influenciar o curso clinico da infec¢éo.
Em contrapartida, uma pesquisa de randomizacdo mendeliana (RM) com coortes
internacionais ndo encontrou evidéncias de efeito causal direto da via de sinalizagéao
da IL6 sobre a malaria grave (Hamilton et al., 2023), o que sugere que o impacto dessa
via pode ser dependente do contexto populacional, do perfil imunogenético e da
espécie de Plasmodium predominante.

A predominancia do genotipo GG entre individuos com infecgdo assintomatica,
especialmente associada ao P. falciparum, pode indicar uma resposta imune mais
regulada, capaz de conter o parasito sem desencadear inflamacéo exacerbada. Tal
mecanismo seria compativel com a hipétese de tolerancia imunoldgica, segundo a
qual populacdes expostas continuamente ao parasito desenvolvem respostas
equilibradas que evitam manifestacdes clinicas severas. Por outro lado, o genétipo
CC, observado apenas em individuos sintomaticos, pode estar relacionado a uma
producdo aumentada de IL6, o que contribuiria para um estado inflamatério mais
intenso e para a expressao clinica da doenga, embora o baixo numero de portadores
inviabilize conclusdes definitivas.

Esses resultados evidenciam a importancia de investigar os fatores genéticos

da resposta imune em populagdes especificas. Em regides de alta transmissao, como
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em paises africanos, variantes protetoras cldssicas como HbS e G6PD, ja foram
amplamente documentadas como moduladoras da resisténcia ao P. falciparum
(Allison, 2009). No entanto, em areas de transmissao moderada ou instavel, como a
Amazobnia, onde predomina o P. vivax, os fatores genéticos associados a resisténcia
e susceptibilidade a infec¢cdo podem variar consideravelmente. Assim, o estudo de
polimorfismos em genes de citocinas, como IL6, torna-se essencial para compreender
a variabilidade clinica e epidemiologica da maléaria na regiéo.

A literatura sobre citocinas mostra evidéncias consistentes de que niveis
elevados de IL-6 estdo associados a maior gravidade da malaria. Em uma meta-
andlise recente, observou-se que pacientes com malaria grave apresentaram
concentracfes médias significativamente mais altas de IL-6 quando comparados
agueles com formas ndo graves da doenca, sugerindo uma correlacdo entre
inflamacéo sistémica exacerbada e piores desfechos clinicos (Wen et al., 2022).

Esses achados reforcam o papel central dessa citocina na interacdo entre
imunidade protetora e imunopatologia.

Portanto, os resultados deste estudo contribuem para o entendimento de como
variacfes genéticas no gene il6 podem estar associadas a diferentes perfis clinicos
da infec¢@o malérica em populacdes da Amazénia. Embora algumas associa¢des ndo
tenham alcancgado significancia estatistica, possivelmente devido ao numero reduzido
de individuos com o gendétipo CC, os padrdes observados indicam a possibilidade de
um estudo futuro com um namero maior de amostras, principalmente do grupo com
malaria clinica. A identificacdo e validacao de variantes genéticas no gene il6 como
marcadores de susceptibilidade ou resisténcia podem, no futuro, ser incorporadas em
estratégias de vigilancia genbmica, estratificacdo de risco e formulacdo de politicas
publicas mais direcionadas as realidades epidemiologicas da malaria na regido

amazonica.

5 CONCLUSAO

Foi encontrada uma elevada frequéncia do genétipo GG no polimorfismo -174
G>C do gene il6 observada na populacéo de Barcelos (AM)

A presenca do genadtipo CC, embora rara, foi identificada apenas em individuos
sintomaticos e infectados por Plasmodium falciparum em comparagcéo ao grupo dos
assintomaticos e a infec¢des sintomaticas por outras espécies. Essa observacao,

ainda que limitada pelo numero reduzido de casos, sugere que o polimorfismo —174
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G>C pode atuar como marcador genético de susceptibilidade a malaria sintomatica,
especialmente em infec¢des por P. falciparum.

Por fim, este trabalho destaca a necessidade de ampliar as pesquisas
genéticas em populacdes expostas a malaria no Brasil, integrando dados moleculares,
imunolégicos e clinicos. Estudos com amostras maiores e abordagem multigénica
poderdo aprofundar o entendimento sobre o papel dos polimorfismos em genes de
citocinas na susceptibilidade ou resisténcia a malaria, comprovando o conhecimento
necessario para apoiar politicas publicas mais eficazes no controle e eventual

eliminagéo da doencga no territério nacional.
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