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RESUMO 
 

O Plasmodium vivax representa um grande desafio no controle da malária devido a 

sua vasta distribuição ao redor do globo, grande frequência de infecções sub 

microscópicas e habilidade de induzir recaídas em consequência das formas 

evolutivas que podem ficar latentes no fígado por longos períodos (hipnozoítos). O 

recente aumento de cepas de P. vivax resistentes aos fármacos disponíveis, a 

evolução de formas mais virulentas do parasito e a produção precoce de gametócitos, 

característica desta espécie, contribuem para classificar a malária vivax como um 

problema de saúde pública que merece atenção. Ainda que reconhecido por suas 

características biológicas peculiares e pelo agravamento recente de sua virulência, 

poucos investimentos têm sido feitos no desenvolvimento de ferramentas de controle 

para vivax. Portanto, o presente estudo teve como objetivo identificar e caracterizar 

novos alvos potenciais utilizando amostras de diferentes áreas endêmicas ao redor 

do mundo (Brasil, Mali, Camboja e Estados Unidos da América). Para tanto, 

investigamos e caracterizamos uma proteína recém descoberta na urina de pacientes 

naturalmente infectados (PvVir14); e descrevemos o potencial imunogênico de 

epítopos de células B de uma das proteínas mais bem caracterizadas de P. vivax, a 

PvAMA-1. Anti-IgG circulantes contra PvVir14 apareceram em 61% e 34.5% dos 

indivíduos do Brasil e Camboja, respectivamente, enquanto que indivíduos de Mali 

(infectados com falciparum e não expostos a vivax), tiveram 0% de reconhecimento. 

Ainda, os níveis de anti-PvVir14 correlacionaram-se com aqueles contra outros 

antígenos de vivax já bem caracterizados, como a PvCSP e a PvDBP, que foram 

reconhecidos por 7.6% e 42% dos indivíduos respectivamente. Com relação ao perfil 

celular, indivíduos sororreativos para PvVir14 apresentaram níveis significativamente 

maiores de células B atípicas circulantes (CD 21- CD 27-), sugerindo que tal tipo celular 

possa estar ligado à resposta anti-PvVir14. Entre as células T, os níveis de CD4+ e 

CD8+ diferiram entre indivíduos com e sem anticorpos contra PvVir14 (menor e maior 

expressão, respectivamente), enquanto que os níveis de células NKT foram mais 

expressivos em indivíduos sem anti-PvVir14. Se tratando da PvAMA-1, a 

antigenicidade dos peptídeos com epítopos para células B previamente selecionados 

foi avaliada através de múltiplos ensaios sorológicos utilizando amostras de indivíduos 

com infecção aguda por P.vivax do norte do Brasil. Os peptídeos sintéticos foram 

reconhecidos por 45.5%, 48.7% e 31.2% (PI, PII e PII, respectivamente) dos 
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indivíduos selecionados para o estudo. Quando sintetizados em conjunto (tripeptídeo), 

a reatividade aumentou para 62%, porcentagem comparável àquela obtida pela 

proteína em sua forma e tamanho originais (57%). Além disso, a reatividade anti-IgG 

conta o tripeptídeo foi reduzida em 42% pós-depleção, indicando que tais epítopos 

podem ser responsáveis por parte considerável da imunogenicidade da proteína. 

Esses resultados representam uma excelente perspectiva na identificação de novos 

alvos com potencial imunogênico para compor uma vacina, ou auxiliar no 

desenvolvimento de outras medidas de controle, como testes diagnósticos, já que 

contemplar diversos alvos do ciclo de vida do parasito parece ser a chave para 

alcançar a resposta robusta e protetora que uma vacina contra a malária vivax precisa 

para ter sucesso.  

 

Palavras-chave:  Malária, Plasmodium vivax, Imunidade humoral, PvVir14, PvAMA-1 
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ABSTRACT 
 

Plasmodium vivax is a major challenge for malaria control due to its wide geographic 

distribution, high frequency of submicroscopic infections, and ability to induce relapses 

due to the latent forms present in the liver (hypnozoites). The recent increase in drug-

resistant P. vivax strains, the evolution toward more virulent forms and the early 

production of gametocytes adds up to make P. vivax malaria a public health issue of 

increasing importance. Besides its tricky biological features and new awareness of its 

virulence, minimal investments have been made in vaccine discovery for P. vivax. 

Given that, this study aimed to discover and characterize potential new targets for 

future vaccine development using samples from different endemic areas around the 

world (Brazil, Mali, Cambodia and United States of America). For this purpose, we 

investigated and characterized a novel protein recently discovered in the urine of 

naturally infected subjects (PvVir14) and described the immunogenic potential of 

peptides from a well-known vivax protein (PvAMA-1), which has been proved to have 

important B cell epitopes that can induce specific immune response. Circulating 

antibodies against PvVir14 appeared in 61% and 34.5% of subjects from Brazil and 

Cambodia, respectively, versus none (0%) of the P. falciparum-infected subjects from 

Mali who have no exposure to P. vivax. PvVir14 antibody levels correlated with those 

against other well-characterized sporozoite/liver (PvCSP) and blood stage (PvDBP-

RII) antigens, which were recognized by 7.6% and 42% of Brazilians, respectively. 

Concerning the cellular immune profiling of Brazilian subjects, PvVir14 seroreactive 

individuals displayed significantly higher levels of circulating atypical (CD21− CD27−) B 

cells, raising the possibility that atypical B cells may be contribute to the PvVir14 

antibody response. Among T cells, CD4+ and CD8+ levels differed (lower and higher, 

respectively) between subjects with versus without antibodies to PvVir14, while NKT 

cell levels were higher in those without antibodies. As for PvAMA-1, the antigenicity of 

the selected B-cell peptides was assessed by multiple serological assays using sera 

from acute P.vivax infected subjects. The synthetic peptides were recognized by 

45.5%, 48.7% and 32.2% of infected subjects for peptides I, II and III respectively. 

Moreover, when synthetized together (tripeptide), the reactivity increases up to 62%, 

which is comparable to the reactivity found against the whole protein PvAMA-1 (57%). 

Furthermore, IgG reactivity against the tripeptide after depletion was reduced by 42%, 

indicating that these epitopes may be responsible for a considerable part of the protein 
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immunogenicity. These results represent an excellent perspective on discovering new 

targets with immunogenic potential to compose a vaccine, or even to assist the 

development of other control measures, such as diagnostic tools, since contemplating 

several targets seems to be the key to achieving a robust and protective response that 

a malaria vaccine needs to be successful.  

 

Key-words: Malaria, Plasmodium vivax, Humoral Immunity, PvVir14, PvAMA-1 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 16 

LISTA DE FIGURAS 
 

 
Figura 1 – Mapa de países endêmicos para a malária indicando redução e 

aumento de incidência desde 2015 de acordo com a Estratégia Global para 

Malária.................................................................................................................... 

 
 

29 

Figura 2 – Distribuição espacial de casos clínicos de malária por Plasmodium 

vivax e Plasmodium falciparum no Brasil no ano de 2021..................................... 

 
31 

Figura 3 – Representação esquemática do ciclo do Plasmodium no hospedeiro 

vertebrado humano e no hospedeiro invertebrado.................................................. 

 
36 

Figura 4 – Diagrama esquemático da forma tridimensional (PDB:1W81) e dos 

domínios estruturais de PvAMA-1.......................................................................... 

 
48 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



 17 

LISTA DE TABELAS 
 
 

Tabela 1 – Candidatos a vacina contra Plasmodium vivax em fase de estudo 

clínico.................................................................................................................... 

 

26 

Tabela 2 – Características epidemiológicas e demográficas dos indivíduos 

selecionados para o estudo.................................................................................. 

 

55 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 



 18 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 
ANOVA – Análise de Variância  

CEPEM – Centro de Pesquisa em Medicina Tropical  

DARC – Duffy Antigen/Receptor for Chemokines 

DBP – Duffy Binding Protein 
ELISA – Ensaio de Imunoabsorção Enzimática 

G6PD – Glicose-6-fosfato desidrogenase 

Ig - Imunuglobulina  

IgG – Imunuglobulina G 

IgM – Imunuglobulina M 

IL - Interleucina 

INA – Imunidade Naturalmente Adquirida 

JM – Junção móvel 

LICP – Laboratório de Imunbiologia e Controle de Parasitos 

MA – Massachusetts 

mRNA – RNA mensageiro 

MSPs – Proteínas de Superfície de Merozoítos 

NIH – National Institutes of Health 

OMS – Organização Mundial da Saúde 

PBMC – Células Mononucleares de Sangue Periférico 

PfCSP – proteína circunsporozoíta de Plasmodium falciparum 

PvAMA-1 – Antígeno de Membrana Apical 1 de Plasmodium vivax 

PvCSP – proteína circunsporozoíta de Plasmodium vivax 

PNCM – Programa Nacional de Controle da Malária na Região Amazônica 

PvVir14 – Proteína VIR de Plasmodium vivax 

RBPs – Proteínas de Ligação a Reticulócitos 

RO – Rondônia 

RON – Proteína de pescoço de roptria 

TNF – Fator de Necrose Tumoral 

UFMG – Universidade Federal de Minas Gerais  

USA – United States of America 

VBT – Vacina de Bloqueio de Transmissão 



 19 

SUMÁRIO 

 
 

1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS......................................................................................... 21 

2 INTRODUÇÃO................................................................................................................ 24 

3 REVISÃO DE LITERATURA.......................................................................................... 28 

3.1 A Malária no mundo e no Brasil................................................................................... 28 

3.2 Ciclo biológico do parasito........................................................................................... 33 

3.3 A doença...................................................................................................................... 37 

3.3.1 Métodos diagnósticos............................................................................................... 37 

3.3.2 Tratamento................................................................................................................ 38 

3.4 Resposta imune na malária vivax................................................................................ 39 

3.4.1 Imunidade inata........................................................................................................ 39 

3.4.2 Imunidade adaptativa................................................................................................ 39 

3.5 Estratégias para seleção de alvos antigênicos que possam vir a compor vacinas de 

subunidades....................................................................................................................... 

 

43 

3.6 Principais antígenos candidatos a vacinas contra P. vivax......................................... 44 

3.6.1 Antígenos de membrana apical (AMA-1).................................................................. 47 

3.6.2 Famílias multigênicas de Plasmodium e a PvVir14.................................................. 49 

4 OBJETIVOS................................................................................................................... 52 

4.2 Objetivo geral............................................................................................................... 52 

4.2.1 Objetivos específicos................................................................................................ 52 

5 METODOLOGIA............................................................................................................. 54 

5.1 Populações e área de estudo...................................................................................... 54 

5.2 Obtenção de plasma e células mononucleares de sangue periférico (PBMCs).......... 55 

5.3 PvAMA-1 – seleção de epítopos com potencial imunogênico..................................... 56 

5.3.1 Síntese e espectrometria de massa de peptídeos solúveis..................................... 56 

5.3.2 Espectrometria de massa (MALDI-TOF).................................................................. 57 

5.4 PvVir14 – peptídeo descoberto através de espectrometria de massa em urina de 

pacientes com infecção aguda por P. vivax....................................................................... 

 

57 

5.4.1 Análise das urinas por espectrometria de massa .................................................... 58 

5.5 Expressão das proteínas PvAMA-1 e PvVir14............................................................ 58 

5.6 Ensaios sorológicos para PvVir14, PvAMA-1, PI, PII, PIII e tripeptídeo...................... 59 

5.6.1 Detecção de anticorpos IgG e IgM por ensaio imunoenzimático (ELISA)................ 59 



 20 

5.6.2 Detecção de subclasses de IgG por ensaio imunoenzimático (ELISA).................... 60 

5.6.3 Elisa de depleção para PvAMA-1 e peptídeos sintéticos......................................... 60 

5.7 Ensaios sorológicos para demais proteínas (Pvs230D1M, PvDBP-RII, PvCSP)........ 61 

5.8 Citometria de fluxo para caracterizar PBMCs de indivíduos infectados, tratados e 

expostos à P. vivax............................................................................................................ 

 

61 

5.9 Sequenciamento dos genes V (VDJ) de células B de memória específicas para P. 

vivax.................................................................................................................................. 

 

62 

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO..................................................................................... 64 

6.1 New Highly antigenic linear B Cell epitope peptides from PvAMA-1 as potential 

vaccine candidates............................................................................................................. 

 

65 

6.2 Proteomic analysis of urine from patients with Plasmodium vivax malaria unravels a 

unique P. vivax protein that is absent from P. falciparum…………………………………….. 

 

80 

6.3 Immunological characterization of a VIR protein family member (VIR-14) in 

Plasmodium vivax-infected subjects from different epidemiological regions in Africa and 

South America.................................................................................................................... 

 

 

88 

7 CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÃO................................................................. 112 

8 REFERÊNCIAS.............................................................................................................. 114 

9 ANEXOS......................................................................................................................... 127 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 



21 

1. CONSIDERAÇÕES INICIAIS 
___________________________________________________________________ 
 
O trabalho intitulado “Identificação, caracterização e determinação de padrões da 
resposta imune de epítopos imunogênicos de Plasmodium vivax” foi 

desenvolvido no Laboratório de Imunobiologia e Controle de Parasitos (LICP), sob 

coordenação da Profa. Dra. Lilian Lacerda Bueno dentro da linha de pesquisa 

“Imunologia das doenças infecciosas e tropicais” do Programa de Pós-Graduação em 

Ciências da Saúde: Infectologia e Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da 

Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).  
A definição do tema do estudo se deu levando em consideração que a malária 

é uma doença negligenciada de grande importância e que no Brasil atinge, em 

especial, a região Norte de forma bastante expressiva. Ainda, a determinação de 

Plasmodium vivax como a principal espécie de interesse neste trabalho atende a uma 

demanda crescente de informação a respeito desta espécie, que é responsável por 

cerca de 90% dos casos registrados no país além de comprovadamente ser a mais 

difundida ao redor do globo. Ademais, nos últimos anos, P. vivax vem sendo descrita 

como capaz de causar infecções graves e até fatais, resultando em índices de 

morbidade e mortalidade globais bastante significativos.  Desse modo, estudos que 

têm como objetivo ampliar o repertório do conhecimento acerca da biologia do parasito 

são essenciais para o desenvolvimento de novas ferramentas de controle, tais como 

vacinas, fármacos e ferramentas diagnósticas. De forma complementar, o tema se 

alinha de forma bastante significativa com as linhas de pesquisa atualmente 

desenvolvidas no Laboratório de Imunobiologia e Controle de Parasitos (LICP), que 

envolvem a descoberta de alvos imunogênicos através de metodologias de 

vacinologia reversa, predição de epítopos por meio de técnicas de bioinformática e, 

ainda, a avaliação de tais alvos utilizando diferentes imunoensaios.  

 O estudo foi realizado utilizando amostras biológicas (soro e células 

mononucleares de sangue periférico/PBMCs) de três diferentes regiões endêmicas 

para a malária: Brasil (região Norte), Camboja e Mali; além de amostras provenientes 

de doadores de regiões não endêmicas: Brasil (região Sudeste) e Estados Unidos da 

América. De relevância, as amostras do Brasil foram coletadas em Porto Velho (RO) 

durante o período de doutoramento em colaboração com o Centro de Pesquisa em 



 

 

22 

Medicina Tropical (CEPEM). Ainda, parte do trabalho foi realizado em colaboração 

com o National Institutes of Health (Bethesda, MD, USA) durante período de 

doutorado sanduíche. Além das importantes colaborações, durante os quatro anos de 

doutoramento, foram publicados três artigos científicos oriundos da tese, que são 

respectivamente intitulados: New highly antigenic linear B cell epitope peptides 

from PvAMA-1 as potential vaccine candidates (PLoS One); Proteomic analysis of 

urine from patients with Plasmodium vivax malaria unravels a unique Plasmodium 

vivax protein that is absent from Plasmodium falciparum (Tropical Medicine and 

Infectious Disease); e Immunological characterization of a VIR protein Family member 

(VIR-14) in Plasmodium vivax-infected subjects from different epidemiological regions 

in Africa and South America (PLoS Neglected Tropical Diseases) (todos anexados na 

seção “Resultados e Discussão”). Parte da pesquisa também foi apresentada em 

diversos congressos científicos, sendo agraciada como uma menção honrosa no eixo 

temático de Protozoologia do XXVII Congresso da Sociedade Brasileira de 

Parasitologia (2021).  

A redação deste documento foi realizada de acordo com a Resolução nº 

02/2013, de 18 de setembro de 2013; que regulamenta o formato dos trabalhos finais 

e de qualificação, estabelecendo condições para a marcação das defesas de teses e 

dissertações do Programa de Pós-Graduação em Ciências da Saúde: Infectologia e 

Medicina Tropical da Faculdade de Medicina da UFMG. 
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2. INTRODUÇÃO 

 
A malária é uma doença de reconhecida importância que tem impactado 

populações ao redor do globo de forma consistente no último século. Embora atinja 

milhões de pessoas todos os anos, em especial nas regiões tropicais e subtropicais, 

a malária se enquadra na categoria denominada como “doenças negligenciadas”. Tal 

categoria reúne, principalmente, aquelas enfermidades que apresentam baixíssimo 

investimento financeiro em pesquisas científicas que visam o desenvolvimento de 

medidas de controle e medicamentos. O principal motivo para o desinteresse nas 

doenças abarcadas nesta categoria é o fato de que, via de regra, elas acometem 

populações de baixa renda de regiões em desenvolvimento. Dentre as espécies 

capazes de infectar o homem, duas predominam como responsáveis por infecções no 

Brasil e no mundo: Plasmodium vivax e Plasmodium falciparum. 

O desafio de reduzir o impacto dessa doença nas populações vulneráveis é 

ainda maior quando levamos em consideração a crescente resistência do parasito aos 

fármacos atualmente disponíveis (Ntumngia et al., 2016), a evolução do parasito para 

formas mais virulentas (Riley and Stewart, 2013) e, ainda, se tratando especificamente 

de P. vivax – que é o foco deste trabalho – a produção precoce de gametócitos e a 

formação de hipnozoítos. Evidências recentes demonstram que a gravidade clínica da 

malária vivax pode estar sendo subestimada, com registros frequentes de 

incapacitação de indivíduos de todas as idades devido a episódios febris recorrentes 

e anemia grave (Kochar et al., 2009; Alexandre et al., 2010; Antinori et al., 2012; 

Rahimi et al., 2014; Siqueira et al., 2016). À medida que esses relatos de gravidade 

clínica e casos letais se tornam mais frequentes, o desenvolvimento de uma vacina 

antimalárica eficaz para P. vivax se apresenta como um importante pilar a ser incluído 

nas medidas de controle, que atualmente consistem em: (i) diagnóstico e tratamento 

oportunos; (ii) busca ativa e eliminação de criadouros e; (iii) uso de repelentes e 

mosqueteiros impregnados no combate ao mosquito vetor (Wangdi et al., 2018; Baia-

Da-Silva et al., 2019). Inúmeros desafios se interpõem na logística dessas medidas, 

dentre eles a inconstância e falta de interesse do poder público. Nesse sentido, a 

vacina funcionaria como uma estratégia independente e com um bom custo-benefício 

quando avaliado a longo prazo.  
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Na corrida para o desenvolvimento de vacinas, atualmente mais de 70 

formulações estão em desenvolvimento para P. falciparum, com cerca de 20 em fase 

de estudo clínico (Agnandji et al., 2012; Laurens et al., 2017; Olotu et al., 2018; Duffy 

and Patrick Gorres, 2020; Molina-Franky et al., 2020). Ainda, recentemente a 

Organização Mundial da Saúde autorizou e recomendou o uso de uma delas, a 

RTS,S/AS0, que tem como população alvo crianças que vivem em regiões de 

transmissão moderada a alta (RTS,S Clinical Trials Partnership, 2015; Penny et al., 

2016; WHO, 2021). Infelizmente, os mesmos avanços não são observados para P. 

vivax, já que as poucas abordagens que evoluíram para estudos clínicos tiveram 

resultados insatisfatórios, muito por questões peculiares e particulares da espécie, 

que precisam ser desvendadas e contornadas. Atualmente, somente seis antígenos 

se encontram em fase inicial de estudo clínico para esta espécie (Tabela 1), 

reforçando a necessidade de investimento intelectual, prático e financeiro nesta 

espécie.  Nesta perspectiva,  a recente disponibilidade de sequências completas do 

genoma, proteoma e transcriptoma de P. vivax (Bozdech et al., 2008; Carlton et al., 

2008; Moreno-Pérez et al., 2015; Ray et al., 2016) possibilitou a expansão do 

conhecimento a respeito da biologia do parasito, uma vez que funções de diversas 

proteínas puderam ser previstas e validadas; antígenos potenciais puderam ser 

rastreados de acordo com características específicas (como local de expressão); e, 

ainda, informações críticas sobre perfis de expressão de proteínas durante as fases 

do ciclo de vida do parasito puderam ser acessadas. Embora a publicação dessas 

sequências tenha tido um papel importante na descoberta de alvos, o panorama de 

vacinas contra P. vivax ainda precisa ser melhor explorado.  

As características únicas de P. vivax representam o principal desafio na 

concepção de estratégias para construções vacinais (Adams e Mueller, 2017). Dois 

fatores importantes tornam a identificação de antígenos um grande desafio: (i) a 

complexidade do seu ciclo de vida, que apresenta inúmeros alvos potenciais; (ii) a 

enorme diversidade global entre as populações do parasito, que torna a indução de 

proteção transcendente um grande desafio. Portanto, uma vacina eficaz certamente 

precisará ser composta de vários alvos (Skwarczynski et al., 2020). Nesse sentido, 

ferramentas de bioinformática como a vacinologia reversa e a predição de epítopos 

de células B em proteínas previamente identificadas apresentam-se como 

ferramentas essenciais na detecção de alvos potenciais.  
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Esta tese alia-se a diversas outras pesquisas básicas que visam ampliar o 

repertório de medidas de controle específicas para P. vivax. Para esta finalidade, 

experimentos utilizando amostras de populações de diferentes regiões endêmicas e 

não endêmicas, contemplando indivíduos infectados, expostos, não expostos e não 

infectados, foram realizados de modo a caracterizar a resposta imune naturalmente 

adquirida frente aos antígenos investigados.  

 
 
 

Tabela 1: Candidatos a vacina contra Plasmodium vivax em fase de estudo clínico 
(Da Veiga et al., 2023, Adaptado).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Candidato Fase Achados principais Registro 
Candidatos de fase pré-eritrocítica 

VMP001 1/2a 
Redução de 

parasitemia, mas 
baixa eficácia. 

NCT01157897 

Peptídeos N R&C 1b/2 

Resposta humoral de 
longa duração, com 
36% de eficácia em 
voluntários nunca 

infectados/expostos. 

NCT0108184 

PvRAS 1/2a Baixa resposta celular, 
42% de eficácia. NCT01082341 

Candidatos de fase sanguínea 

ChAd63-MVA-
PvDBPII 1a/2a 

Indução de anticorpos 
inibidores da interação 

com reticulócitos; 
respostas humoral e 

celular; 50% de 
resposta cepa-
transcendente. 

NCT01816113 

PvDBPII-GLA-SE 1 

Alta produção de 
anticorpos inibidores 

da interação com 
reticulócitos; resposta 
cepa-independente. 

CTRI/2016/09/007289 

Candidatos de bloqueio de transmissão 

Pvs25 1 

Indução de anticorpos 
protetores; 30% de 

redução de mosquitos 
infectados 

NCT00295581 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 
3.1 A malária no mundo e no Brasil 

A malária tem sido uma doença de grande importância epidemiológica ao longo 

da história ao redor do mundo. Causada por protozoários do filo Apicomplexa e 

transmitida por mosquitos do gênero Anopheles, atualmente mais de 120 espécies 

são conhecidas por causarem a doença em diferentes hospedeiros vertebrados, 

incluindo répteis, aves e primatas (Talapko et al., 2019; WHO, 2020). Dessas, 7 já 

foram identificadas como capazes de infectar o homem: Plasmodium vivax, 

Plasmodium falciparum, Plasmodium malariae, Plasmodium knowlesi, Plasmodium 

ovale, Plasmodium cynomolgi e, mais recentemente, Plasmodium simium (Brasil et 

al., 2017). Enquanto as duas primeiras são consideradas as mais importantes do 

ponto de vista de saúde pública, uma vez que são responsáveis por mais de 90% dos 

casos registrados anualmente (WHO, 2022); a última, comumente relacionada a 

infecções em primatas não humanos, foi recentemente associada a surtos de malária 

humana em regiões de mata atlântica em caráter zoonótico (Brasil et al., 2017; De 

Alvarenga et al., 2018; De Lemos et al., 2021). Cerca de metade da população mundial 

corre risco de contrair malária, que atualmente é considerada endêmica em 87 países 

tropicais e subtropicais, abrangendo toda a África Subsaariana, bem como grande 

parte do Sudeste Asiático, do Mediterrâneo Oriental, do Pacífico Ocidental e das 

Américas (Roser and Ritchie, 2019). Os primeiros 15 anos do milênio foram marcados 

por uma diminuição consistente da incidência de malária, com mudanças significativas 

em sua distribuição geográfica e uma redução de cerca de 60% em termos de 

mortalidade. No entanto, nos últimos 5 anos, o progresso rumo à meta de eliminação 

da doença parece ter estagnado em um desbalanço, com um conjunto de países 

progredindo como esperado enquanto outros registram um agravamento na incidência 

da doença (Figura 1) (Varo et al., 2020). No ano de 2021, foram registrados cerca de 

247 milhões de casos ao redor do mundo com 627 mil mortes associadas, sobretudo 

no continente africano (WHO, 2022). Se tratando do Brasil, neste mesmo período, 

foram registrados pouco menos de 140 mil casos da doença, com vasta maioria 

proveniente da região conhecida como Amazônia Legal, que contempla os estados 

do Acre, Amazonas, Amapá, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e 

Tocantins (Ministério da Saúde do Brasil, 2021). Embora considerado expressivo, 

esse número representa uma redução de cerca de 4% quando comparado ao 
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registrado no ano anterior (Secretaria de Vigilância Pública do Brasil, 2021). Assim 

como no mundo, os últimos anos foram marcados por flutuações no número de casos 

no país (por isso eventual redução pode não representar uma tendência de queda 

quando avaliada em série histórica), com picos de até cerca de 600 mil casos entre 

os anos de 1998 – 2000 e 2004 – 2006, porém as razões para tal variação ainda não 

são completamente compreendidas, embora acredita-se estarem ligadas a uma série 

de fatores como mudanças ambientais, má gestão da piscicultura, migração humana 

e recrudescência (Oliveira-Ferreira et al., 2010). Ainda, a instabilidade dos números 

está intimamente ligada às medidas de contenção, que preconizam ações integradas 

de controle vetorial, diagnóstico oportuno e tratamento adequado (Adams e Mueller, 

2017; Plewes et al., 2019). Tais ações fazem parte do Programa Nacional de Controle 

da Malária na Região Amazônica (PNCM), que estabelece uma política permanente 

no combate dessa endemia (Ministério da Saúde do Brasil, 2003). Por se tratar de 

uma política pública que visa descentralizar as ações epidemiológicas e integrá-las às 

atividades da atenção básica, o financiamento e a valorização dessas medidas não 

acontece de forma homogênea, uma vez que os governos federal, estadual e 

municipal se alteram a cada ciclo eleitoral.  

 

Figura 1: Mapa de países endêmicos para a malária indicando redução e aumento de 
incidência a partir de 2015 de acordo com a Estratégia Global para Malária (OMS, 
2021, Adaptado).  

Dentre as espécies que atualmente circulam no país – P. vivax, P. falciparum, 

P. malariae e P. simium – destacam-se as duas primeiras: P. vivax por ser responsável 
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por ˜90% dos casos registrados e P. falciparum (˜9% dos casos) (Figura 2) (Recht et 

al., 2017). Pelo fato de a transmissão de P. vivax ter mantido uma tendência 

ascendente a partir da década de 1990, enquanto a de P. falciparum sofreu reduções 

contínuas, o equilíbrio na proporção de casos entre as duas espécies diminuiu 

(Oliveira-Ferreira et al., 2010; Carlos et al., 2019). De importância, as mortes 

relacionadas à malária no país seguiram o mesmo padrão de redução, já que são 

majoritariamente causadas por P. falciparum (Bezerra et al., 2020). Porém, não raro 

observa-se um aumento temporário de casos de malária falciparum em determinadas 

localidades (Carlos et al., 2019) e essa alta na dinâmica de transmissão normalmente 

se dá por extensas mudanças ambientais antropogênicas que favorecem o aumento 

da densidade vetorial, alterando o balanço das medidas de controle. Nesse sentido, o 

movimento migratório da população se apresenta como uma questão fundamental. 

Ainda que as movimentações transitórias associadas a viagens de negócios ou visitas 

sociais e de lazer possam contribuir para surtos em pequena escala em áreas 

originalmente livres de malária (De Pina-Costa et al., 2014; Gomes et al., 2020), a 

migração contínua e de longo prazo com consequente desflorestamento e ocupação 

de áreas antes inabitadas têm papel significativo no registro de casos por essa espécie 

(Macdonald e Mordecai, 2019; Melo et al., 2020).  
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Figura 2: Distribuição espacial de casos clínicos de malária por Plasmodium vivax e 

Plasmodium falciparum no Brasil no ano de 2021 (Malaria Atlas Project, 2023; 

Adaptado).  

No que se refere à malária vivax, embora os casos por essa espécie tenham 

sido considerados, via de regra, como infecções benignas e por vezes assintomáticas 

(doença febril sem instabilidade hemodinâmica, hemólise ou anemia grave) por muito 

tempo (Villamil Gómez et al., 2016), nos últimos anos casos graves têm sido 

registrados de forma cada vez mais frequente em diversas regiões endêmicas, 

inclusive no Brasil (Rahimi et al., 2014). Dentre as possíveis manifestações clínicas e 

complicações, incluem-se: sangramento fatal por ruptura traumática ou espontânea 

de baço aumentado; convulsões; choque; hepatite; insuficiência renal; anemia grave 

e trombocitopenia; dificuldade respiratória; lesão pulmonar aguda; e insuficiência 

múltipla de órgãos. Ademais, a crescente evidência da presença de cepas de P. vivax 

resistentes aos fármacos, a evolução de formas mais virulentas do parasito, sua ampla 

distribuição geográfica, a produção precoce de gametócitos bem como a formação de 

hipnozoítos, são motivos de preocupação com relação a essa espécie (Ntumngia et 

al., 2016). A presença de hipnozoítos no fígado, peculiar de P. vivax, pode levar a 

recidiva do parasito, que é uma forma de malária observada de maneira recorrente 
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em pessoas previamente tratadas (Melo et al., 2020). Essa peculiaridade exige um 

esquema terapêutico diferenciado para casos por essa espécie, com a associação da 

cloroquina (atua eliminando formas sanguíneas) e da primaquina (atua eliminando 

hipnozoítos), de modo a alcançar a chamada cura radical (Brasil, 2010; Daher et al., 

2018). No entanto, o uso da primaquina pode enfrentar barreiras fisiológicas em 

indivíduos com deficiência na enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), que 

atua protegendo células vermelhas do estresse oxidativo (Cappellini e Fiorelli, 2008; 

Howes et al., 2013; Watson et al., 2017). Nesses pacientes, a primaquina pode induzir 

hemólise grave (Bowman et al., 2005). No Brasil, a prevalência da deficiência nessa 

enzima varia e pode chegar a 10% em algumas regiões (Saad et al., 1997; Castro et 

al., 2006; Santana et al., 2009; Cardoso et al., 2012), e a frequência de hemólise entre 

esses pacientes é de 90% (Melo et al., 2020). Ainda que testes rápidos pra identificar 

tal deficiência e garantir tratamento adequado de modo a reduzir o risco da hemólise 

já possam ser utilizados, sua adoção ainda é feita em pequena escala e de forma 

insuficiente (Kim et al., 2011; Ley et al., 2015; Ley et al., 2019). De interesse, outra 

característica biológica peculiar a vivax é a baixa densidade parasitária, o que cria um 

desafio para o diagnóstico e tratamento oportuno de indivíduos infectados de modo a 

interromper a cadeia de transmissão (Price et al., 2020).  

Por esses motivos, esforços para o desenvolvimento de novas ferramentas 

diagnósticas e vigilância epidemiológica, terapias e vacinas têm se acentuado no 

intuito de alcançar a meta de eliminação da doença em algumas regiões do globo. 

Dentre as medidas de controle possíveis, uma eventual vacina seria a ferramenta ideal 

para prevenir a malária ao redor do mundo. No entanto, seu desenvolvimento é 

tecnicamente bastante desafiador quando comparado ao de vacinas contra vírus e 

bactérias. Isso acontece, principalmente, porque o genoma do parasito da malária é 

muito mais complexo, além do fato de o Plasmodium possuir diferentes estágios em 

seu ciclo de vida e passar por fases de reprodução sexuada e assexuada em dois 

hospedeiros diferentes (vertebrado e invertebrado). Assoma-se a isso a falta de um 

mercado tradicional de vacinas para doenças que afetam desproporcionalmente 

países mais pobres e que, portanto, não despertam o interesse de grandes 

companhias farmacêuticas. Por esses motivos, a malária é considerada uma doença 

tropical negligenciada, especialmente no que se refere no incentivo ao 

desenvolvimento ferramentas que impeçam a reinfeção e/ou progressão da doença. 
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Especificamente se tratando de P. vivax, a organização e investimento para o 

desenvolvimento de iniciativas coerentes que preconizem a eliminação da espécie é 

substancialmente menor quando comparada a P. falciparum, contribuindo para um 

cenário ainda mais desfavorável. Tal dificuldade se baseia nas características 

peculiares da espécie já comentadas e, ainda, na inexistência de um sistema de 

cultura in vitro contínuo e da disponibilidade restrita de modelos animais adequados 

para auxiliar no estudo da biologia do parasito. De relevância, essa espécie infecta 

preferencialmente reticulócitos, que correspondem a apenas 1-2% do total de 

hemácias circulantes no sangue periférico, o que afeta o suporte a estudos 

conduzidos ex vivo. Os fatores citados anteriormente prejudicam o progresso de 

estudos mais aprofundados acerca da dinâmica e da biologia de P. vivax, que 

certamente poderiam resultar na identificação e avaliação da imunogenicidade de 

mais candidatos vacinais e alvos terapêuticos. Não obstante, a diversidade genética 

da espécie também se apresenta como um fator de importância, visto que a imunidade 

contra o parasito pode ser influenciada por epítopos imunodominantes e polimórficos, 

fazendo com que uma eventual resposta seja cepa-específica.  

 
3.2 Ciclo biológico do parasito  

 
O ciclo biológico dos plasmódios inclui duas fases distintas de reprodução: uma 

sexuada que acontece dentro do hospedeiro invertebrado – fêmeas do gênero 

Anopheles – e outra assexuada, que se desenvolve no hospedeiro vertebrado (Figura 

3). Durante o repasto sanguíneo do hospedeiro invertebrado, os esporozoítos –  

formas evolutivas alongadas com núcleo central e extremidades afiladas – são 

inoculados na pele do hospedeiro vertebrado (de 15 a 2000 formas)  juntamente com 

vasodilatadores e anticoagulantes (Medica e Sinnis, 2005). Uma vez na pele, os 

esporozoítos atingem o sistema circulatório e migram para o fígado, com o objetivo de 

infectar hepatócitos. Uma rota alternativa através do sistema linfático já foi descrita 

por alguns autores, todavia, os parasitos não parecem chegar ao fígado através deste 

caminho, uma vez que ficam mais suscetíveis a serem capturados e fagocitados por 

células dendríticas e macrófagos (Amino et al., 2006; Antonelli et al., 2020). O 

processo de invasão dos hepatócitos é complexo e envolve inúmeras interações 

específicas. De interesse, sabe-se que os esporozoítos podem migrar extensivamente 

antes de se estabelecerem, no entanto, tal comportamento ainda não foi 
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completamente elucidado (Mota e Rodriguez, 2004). De relevância, para as espécies 

P. vivax e P. ovale, alguns parasitos podem permanecer em estado de latência no 

fígado e, eventualmente, levarem a episódios de recaída da doença. A essas formas 

especiais dá-se o nome de hipnozoítos (Krotoski, 1985). A infecção do fígado é uma 

fase essencial do ciclo de vida do Plasmodium e é clinicamente silenciosa, e há muito 

vem sido considerada como um bom alvo para o desenvolvimento de vacinas (Duffy 

e Gorres, 2020), já que bloquear o progresso do parasito nesta fase protegeria não 

somente contra a patologia da doença, mas como também a eventual transmissão a 

mosquitos vetores (Loubens et al., 2021).  

Já dentro dos hepatócitos, os esporozoítos se diferenciam em trofozoítos que, 

por meio de sucessivas divisões por esquizogonia, dão origem aos esquizontes. 

Através do processo de brotamento de vesículas, os esquizontes maduros liberam 

merossomas, que ao atingirem a corrente sanguínea, liberam merozoítos (Sturm et 

al., 2006). Uma vez na corrente sanguínea, esses merozoítos passam a invadir 

hemácias, dando início ao ciclo eritrocítico. A invasão das hemácias é um processo 

complexo, específico e altamente dependente de interações ligante-receptor, que se 

dá, principalmente, através da chamada Junção Móvel (JM), que consiste numa 

estrutura composta, em partes, por proteínas RON (proteína de pescoço de roptria) 

secretadas pelo parasito. A JM ancora o parasito na célula e serve como uma “peneira 

molecular”, que de forma seletiva excluí as proteínas do hospedeiro da membrana do 

vacúolo parasitóforo inicial, o protegendo da ação degradante dos lisossomos 

hospedeiros (Risco-Castillo et al., 2015).  Em P. falciparum, sabe-se que a proteína 

do parasito envolvida no processo de invasão é a antígeno de membrana apical (AMA-

1), o que a torna peça-chave no sucesso da infecção. De interesse, estudos recentes 

demonstraram que a junção RON-AMA-1 também parece acontecer para P. vivax 

(Salgado-Mejias et al., 2019). De forma importante, quando falamos de de P. 

falciparum, inúmeras vias de invasão já foram descritas (Petter e Duffy, 2015), no 

entanto para P. vivax, atualmente há apenas uma via bem caracterizada, que envolve 

a Duffy Binding Protein (DBP), proteína presente na região apical do merozoíto, e o 

receptor de quimiocinas de células humanas presente nos reticulócitos humanos 

(DARC – Duffy Antigen/Receptor for Chemokines). Ainda, foi descrito que P. vivax 

invade, preferencialmente, reticulócitos jovens imaturos, ou seja, aqueles que 

expressam o receptor CD71 +, também conhecido como Receptor de Transferrina 1 
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(Petter e Duffy, 2015; Antonelli et al., 2020). Este tipo de glicoproteína media o 

transporte de ferro para as células através da ligação de transferrinas que servem 

como receptor para proteínas da família RBP (Proteínas de Ligação aos Reticulócitos) 

(Gruszczyk et al., 2018). Junto ao complexo RON, elas formam a chamada “junção 

móvel irreversível”, que dá origem a um anel conectivo entre o merozoíto e os 

reticulócitos, e tal formação caracteriza uma invasão bem sucedida com subsequente 

replicação e aumento exponencial de merozoítos (Antonelli et al., 2020). Após 

inúmeras gerações de merozoítos, alguns se diferenciam em gametócitos femininos 

e masculinos, formas sexuadas do parasito que amadurecem sem sofrer divisão 

celular. Quando ingeridas pela fêmea do Anopheles durante repasto sanguíneo, dá-

se inicio ao ciclo sexuado do parasito dentro do vetor invertebrado.  

No mosquito, os gametócitos masculinos e femininos se diferenciam em 

gametas que, dentro do intestino médio, se fundem para a formação do zigoto. Horas 

depois, o agora denominado oocineto se desloca através de células epiteliais por 

movimentos ameboides a fim de se fixar entre o epitélio e a membrana basal. Uma 

vez fixado, o oocineto passa a se chamar oocisto, momento quando se inicia o 

processo de multiplicação esporogônica. Em aproximadamente duas semanas, a 

parede do oocisto se rompe, liberando os esporozoítos que prontamente invadem a 

hemolinfa do mosquito. Através desta via, os esporozoítos migram até as glândulas 

salivares, completando o ciclo do Plasmodium no hospedeiro invertebrado (Josling e 

Llinás, 2015; De Niz et al., 2018). 
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Figura 3: Representação esquemática do ciclo do Plasmodium no hospedeiro 
vertebrado humano e no hospedeiro invertebrado – mosquito Anopheles. A) Infecção 
através do repasto sanguíneo da fêmea do mosquito anofelino com a inoculação de 
esporozoítos na pele do hospedeiro. B) Infecção em estágio pré-eritrocítico onde os 
esporozoítos migram através de células de kupfer ou endoteliais para o fígado, 
invadem hepatócitos e passam pro processo de esquizogonia com consequente 
liberação de merozoítos. C) Estágio eritrocítico assexuado com invasão de eritrócitos. 
D) Desenvolvimento intra-eritrocítico de gametócitos: determinado número de 
parasitos sofre gametocitogênese e geram gametócitos – forma infectante para o 
mosquito vetor. E) Estágio no mosquito vetor: Gametócitos circulantes podem ser 
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ingeridos durante o repasto sanguíneo e dar origem ao ciclo sexual no intestino médio 
do mosquito. (Adaptado de Bourgard et al., 2018).  
 
3.3 A doença 

De forma geral, a malária é uma doença curável se diagnosticada de maneira 

oportuna e tratada da forma correta e em tempo hábil. Suas manifestações são 

normalmente caracterizadas como (i) não complicada ou (ii) grave/complicada. Os 

sintomas clínicos clássicos associados à malária são causados por parasitos do 

estágio eritrocítico/sanguíneo que, ao se desenvolver, produzem substâncias 

residuais tais como o pigmento de hemozoína, que podem se acumular e 

eventualmente serem despejados na corrente sanguínea. Uma vez circulantes, tais 

toxinas podem estimular células do sistema imune a produzirem citocinas e outros 

fatores solúveis que agem causando as principais sintomatologias associadas à 

doença. Na malária não complicada, a combinação mais comum de sintomas envolve: 

febre, calafrios, dores de cabeça, náusea, vômito, dores no corpo e mal estar 

generalizado (CDC, 2022).  Eritrócitos parasitados por algumas espécies (em especial 

P. falciparum) podem aderir ao endotélio vascular das paredes dos vasos sanguíneos, 

a esse processo damos o nome de sequestro. Quando tal sequestro acontece em 

vasos cerebrais, a sintomatologia associada dá origem ao que chamamos de malária 

cerebral, que é a manifestação mais grave da doença e pode causar convulsões e 

outras anomalias neurológicas. Além da malária cerebral, outros sintomas também 

podem caracterizar um caso grave da doença. São eles: anemia grave devido a 

hemólise, hemoglobinúria, síndrome do desconforto respiratório, anormalidades na 

coagulação do sangue, falência de órgãos, lesão renal aguda e baixa pressão arterial. 

Estudos recentes demonstraram que P. vivax também tem a habilidade de promover 

cito aderência no endotélio do hospedeiro levando à formação de rosetas, 

característica até então associada somente à malária grave por falciparum 

(Ockenhouse et al., 1991; Rowe et al., 2009; Da Veiga et al., 2022).  

 
3.3.1 Métodos Diagnósticos 

O diagnóstico da malária deve ser feito de maneira oportuna de modo a garantir 

que o indivíduo tenha acesso ao tratamento, evitando que a doença evolua para 

formas mais graves. Além do diagnóstico clínico realizado através de anamnese e da 

avaliação dos sintomas, é necessário um teste laboratorial que comprove a presença 
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do parasito. Atualmente, o teste considerado padrão ouro para a malária se baseia na 

busca ativa de formas evolutivas do parasito através do método de gota espessa. Esta 

metodologia é muito eficiente, mas exige profissionais treinados e experientes para 

garantir sua qualidade. Além dela, outras metodologias também podem ser utilizadas 

para auxiliar no diagnóstico. São elas (i) Detecção de antígenos do parasito através 

de testes diagnósticos rápidos (TDRs); (ii) Técnicas moleculares de pesquisa de 

material genético do parasito. Essa modalidade também pode ser utilizada como 

controle de qualidade da microscopia, porém o custo elevado restringe seu uso 

(Ministério da Saúde do Brasil, 2021).  

 

3.3.2 Tratamento 
 

O tratamento da malária depende de inúmeros fatores, incluindo a gravidade da 

doença, a espécie do parasito e o local do mundo onde a infecção foi adquirida. Os 

dois últimos critérios ajudam a determinar a probabilidade de resistência do parasito 

a certos antimaláricos. Fatores adicionais como peso e gravidez podem limitar ainda 

mais as opções disponíveis. O tratamento tem como objetivos principais a (i) 

interrupção da esquizogonia sanguínea (responsável pela sintomatologia clínica da 

doença); (ii) eliminação de formas latentes da doença nas espécies que apresentam 

este estágio (P. vivax e P. ovale); (iii) eliminar as formas evolutivas que transmitem a 

doença para o mosquito anofelino (gametócitos) (CDC, 2023). Dessa forma, o 

esquema terapêutico utilizado no Brasil atualmente consiste na combinação da 

primaquina e da cloroquina para infecções por P. vivax e P. ovale. Esse arranjo 

aumenta as chances da chamada cura radical, que consiste na eliminação das formas 

sanguíneas e hepáticas, evitando recrudescências e recaídas. Caso haja falha no 

tratamento, um novo esquema utilizando artemeter/lumefantrina deve ser instituído; já 

para o P. falciparum, a OMS recomenda uma terapia combinada com derivados de 

artemisinina (ACT); e para P. malariae, outra espécie também presente no Brasil, o 

tratamento é feito somente com cloroquina. Indivíduos com características e 

circunstâncias específicas precisam de atenção na definição do protocolo terapêutico. 

Gestantes, crianças com menos de 6 meses de idade e pacientes com deficiência de 

G6PD não podem fazer uso de primaquina, portanto precisam ter o tratamento 

ajustado (Ministério da Saúde do Brasil, 2021).  
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3.4 Resposta imune na malária vivax  
 

3.4.1 Imunidade Inata 

A infecção malárica envolve uma ativação deletéria de células imunes inatas 

(como por exemplo células dendríticas apresentadoras de antígenos) através de 

fragmentos derivados de Plasmodium, conhecidos como Padrões Moleculares 

Associados a Patógenos (PAMPs) e os Padrões Moleculares Associados a Danos 

(DAMPs), que são componentes endógenos liberados por células hospedeiras que se 

encontram em estresse, danificadas ou mortas (López et al., 2017). O reconhecimento 

desses padrões leva ao amadurecimento dessas células dendtríticas através de sinais 

intracelulares, que mediam a ativação de linfócitos T e B, células do tipo Natural Killer 

(NK) e macrófagos (Wykes e Good, 2008). Com frequência, há uma hiper ativação de 

células imunes inatas, o que leva a inflamação sistêmica responsável pelos sinais e 

sintomas iniciais da malária e que são mediadoras das formas graves da doença 

(Gazzinelli et al., 2014; Antonelli et al., 2020). Os PAMPs e DAMPs, que são 

personagens centrais nessa ativação robusta do sistema inato, são as estruturas 

reconhecidas pelos receptores imunológicos que são responsáveis por desencadear 

processos inflamatórios após infecção com determinado patógeno (Martinon et al., 

2009; O'neill et al., 2013). A ausência de um sistema de um cultivo para vivax, no 

entanto, dificulta a identificação de estruturas como essas que sejam específicas para 

a espécie, embora normalmente elas sejam conservadas dentro de um mesmo 

gênero. Diversos estudos já relaram a presença de altos níveis de citocinas pró-

inflamatórias, como a interleucina (IL) IL-6, TNFa e IL-8 no plasma ou soro de 

pacientes sintomáticos de P. vivax (Seoh et al., 2003; Fernandes et al., 2008; Antonelli 

et al., 2020). Citocinas circulantes voltam ao normal quando analisadas de 30-40 dias 

pós-tratamento e da chamada cura parasitológica. Em indivíduos assintomáticos, não 

se observa aumento de citocinas pró-inflamatórias circulantes e a consequente 

inflamação. Supõe-se que indivíduos assintomáticos sejam imunotolerantes e que, 

portanto, não apresentam os sinais de resposta inflamatória sistêmica visto em 

infecções por P. vivax. 

 
3.4.2   Imunidade Adaptativa  

O desenvolvimento de uma imunidade clínica robusta e persistente observado 

em residentes de longa data de áreas endêmicas para malária indica que o 
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desenvolvimento de uma vacina eficaz é possível. Anticorpos foram identificados 

como um componente chave no combate à infecção e são considerados os principais 

provedores da chamada Imunidade Naturalmente Adquirida (INA). Tal conceito é 

baseado em um importante estudo conduzido em 1961 que demonstrou que a 

transferência de soro de adultos com histórico de casos de malária para crianças não 

infectadas poderia protegê-las da doença clínica (Cohen et al., 1961).  Diversos outros 

estudos elucidaram esse efeito de forma bastante clara: um inquérito epidemiológico 

conduzido em Vanuatu demonstrou que enquanto a morbidade resultante de 

infecções por P. vivax atingia seu pico em crianças entre 0 – 2 anos, pouca ou quase 

nenhuma era observada em indivíduos de 6 anos ou mais (Mueller et al., 2013; 

Longley et al., 2017). Já no oeste da Tailândia, tal pico foi observado entre 0 – 4 anos, 

diminuindo para um platô após os 25 anos de idade, confirmando que crianças são 

mais suscetíveis à doença clínica quando comparadas à adultos, e que esse efeito 

poderia ter a ver com exposições prévias ao parasito. Dessa forma, associações entre 

imunidade e o número de infecções são comumente observadas e demonstram que 

a morbidade causada pela malária diminui consideravelmente após sucessivas 

infecções. Em indivíduos residentes de áreas endêmicas, a imunidade adquirida via 

exposição garante que episódios clínicos da doença sejam cada vez menos 

frequentes (Barua et al., 2019; Gonzales et al., 2020). Esses indivíduos, denominados 

semi-imunes, ainda podem desenvolver parasitemia no estágio sanguíneo, porém a 

densidade parasitária é mais baixa e por vezes insuficiente para causar sintomas 

febris. De interesse, a velocidade na aquisição desse tipo de imunidade depende da 

intensidade de transmissão e espécie do parasito. Quando comparada com 

falciparum, vivax apresenta um desenvolvimento de resposta mais acelerado (Mueller 

et al., 2013). A diferença na velocidade de aquisição de INA sugere que a imunidade 

funcional contra as duas espécies diverge de forma acentuada e isso muito 

provavelmente se deve às distintas características biológicas de P. vivax, como a 

presença de hipnozoítos, a dependência de poucas vias de invasão e a força da 

interação genética gerada a partir dessas peculiaridades (clones provenientes de 

recidivas podem servir como um reforço para o sistema imune ou se apresentar como 

uma ampliação ao repertório caso sejam geneticamente diferentes).  

A ativação de células imunes e respostas inflamatórias são de extrema 

importância no processo de desenvolvimento da imunidade adquirida, especialmente 

no que se refere ao processo de geração de anticorpos, que têm papel importante no 
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controle da replicação dos parasitos (Stevenson and Riley, 2004; Gazzinelli et al., 

2014). Acredita-se que tal imunidade seja mediada por anticorpos específicos para o 

estágio sanguíneo, uma vez que experimentos com infecção controlada 

demonstraram que as principais mudanças transcricionais não ocorrem em células 

hematopoiéticas antes dos parasitos entrarem na fase sanguínea do ciclo (Rojas-

Peña et al., 2015). As funções efetoras mediadas por anticorpos podem incluir 

diferentes mecanismos, tais como inibição indireta (neutralização), bloqueio de 

interações da ligação parasito-hospedeiro, opsonização e ainda interação com 

receptores expressos nos fagócitos promovendo absorção e degradação celular 

(Beeson et al., 2008). De importância, as propriedades funcionais dos anticorpos são 

influenciadas por múltiplos fatores, incluindo isotipo/subclasse, especificidade do 

epítopos, afinidade e glicosilação (Irani et al., 2015). Dentre as classes de anticorpos, 

destacam-se a imunoglobulina G (IgG) e M (IgM). A maioria esmagadora dos estudos 

a respeito de anticorpos humanos com atividade protetora tem como alvo a 

imunoglobulina G e, como consequência, pouco se sabe sobre a dinâmica de 

aquisição e manutenção de IgM na malária ou de como esse anticorpo atua na 

mediação desses efeitos protetores (Boyle et al., 2019). Várias classes de anticorpos 

são produzidas pelo hospedeiro quando infectado com malária, e embora a atividade 

protetora seja principalmente associada com IgG, diversos estudos já implicaram IgM 

em papéis de relevância no curso da infecção. O estudo pioneiro conduzido por Brown 

e colaboradores é particularmente interessante porque demonstrou que anticorpos 

IgM de crianças infectadas foram capazes de inibir o crescimento de P. falciparum in 

vitro (Brown et al., 1986). Ainda, anti-IgM específicos podem atuar atenuando a 

severidade da doença ao inibir o fator de necrose tumoral (TNF) proveniente das 

toxinas liberadas durante a ruptura de eritrócitos (Pleass et al., 2016).  De forma geral, 

acredita-se que IgM é induzida nos estágios iniciais do curso da infecção com rápido 

decaimento e posterior “substituição” por IgG na fase de desenvolvimento de memória 

imunológica. Tal paradigma de indução precoce de IgM com posterior conversão para 

IgG foi observado na resposta imunológica de humanos contra múltiplos patógenos 

como dengue (Guzman et al., 2010), vírus do Nilo Ocidental (Busch et al., 2008) e HIV 

(Tomaras et al., 2008). No entanto essa dinâmica não se confirmou para Plasmodium, 

cujo estudos demonstraram altos níveis de anticorpos IgM em indivíduos de áreas 

endêmicas com alta incidência de malária (Dodoo et al., 2008; Richards et al., 2010; 

Adu et al., 2016). Além disso, a existência de células B de memória expressando IgM 
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foi recentemente comprovada em amostras de indivíduos naturalmente expostos, o 

que sugere que talvez esse anticorpo tenha papel importante não apenas nas 

infecções primárias, mas também nas subsequentes (Krishnamurty et al., 2016). 

Infelizmente não temos estudos e dados suficientes para vivax nesse sentido, e muito 

do que se sabe da resposta imune da espécie é baseado em insights das pesquisas 

com falciparum, outras Plasmodium ssp. em modelos experimentais ou, ainda, na 

resposta observada nos ensaios com candidatos em potencial. Embora seja razoável 

supor que os princípios se assemelhem, as diferenças significativas entre as espécies 

justificam cautela.   

Se tratando dos anticorpos IgG – que são atores importantes e velhos 

conhecidos por desempenharem um papel importante na imunidade de P. falciparum, 

especialmente durante o ciclo sanguíneo – temos um cenário similar no que se refere 

a compreensão de seu papel de forma funcional (Beeson et al., 2008; Tham et al., 

2017). Anticorpos para antígenos específicos, como por exemplo as proteínas PvDBP 

e PvAMA-1, se demonstraram capazes de inibir o crescimento do parasito, embora os 

estudos sejam bastante limitados por causa das dificuldades associadas à cultura in 

vitro dessa espécie. No entanto, ensaios que medem a capacidade de anticorpos de 

inibirem a ligação entre os parasitos e os receptores nas células hospedeiras, que têm 

a vantagem de não precisarem do cultivo do parasito, têm fornecido dados 

importantes sobe a capacidade funcional desses anticorpos (Vanbuskirk et al., 2004; 

Grimberg et al., 2007). De interesse, anticorpos IgG contra parasitos da fase 

sanguínea são majoritariamente pertencentes às subclasses citofílicas IgG 1 e IgG 3, 

que têm maior capacidade de mediar funções dependentes de receptores Fc e já 

foram associadas a proteção em estudos de INA (Cutts et al., 2014).  

 A nível celular, INA em Plasmodium vivax também segue sendo muito pouco 

compreendida, porém é claramente um instrumento para uma resposta funcional e 

eficaz. Indivíduos que deixam áreas endêmicas rapidamente perdem suas células B 

e T específicas, confirmando que a exposição contínua é necessária, não somente 

para a indução das células efetoras e de memória, mas também para sua 

manutenção. Respostas pró-inflamatórias costumam ser robustas durante a fase 

aguda da malária vivax e promovem forte ativação de células imunes inatas, bem 

como linfócitos T CD4+, TCD8+ e B (Antonelli et al., 2020).   De interesse, embora a 

indução de células T CD4+ seja crítica no processo de produção de anticorpos pelas 

células B, existem evidências de que elas também tenham papel de destaque na 
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resposta imunorregulatória. No entanto, tais mecanismos, que são ativados nos 

estágios iniciais da infecção, podem limitar a capacidade do sistema imune de 

controlar a carga parasitária. Assim, compreender o balanço dessas respostas 

mediante infecção se faz necessário para um melhor entendimento de como se dá o 

desenvolvimento da imunidade e suas falhas, que fazem com que indivíduos que já 

foram expostos voltem a se infectar de forma recorrente.  

 

 

3.5 Estratégias para seleção alvos antigênicos que possam vir a compor 
vacinas de subunidades 

 A enorme complexidade de alguns microrganismos e a maneira como eles 

interagem com as células hospedeiras, em conjunto com a resposta imune promovida 

por eles, demanda uma busca por uma metodologia lógica e racional no 

desenvolvimento de vacinas que inclua a utilização de múltiplas proteínas (ou seus 

fragmentos) que estejam envolvidos nos processos de invasão de células suscetíveis. 

Uma síntese química contemplando diversos alvos permitiria a entrega de vários 

peptídeos que sejam funcionalmente relevantes e capazes de atingir diversas frentes no 

intuito de gerar uma resposta robusta (Patarroyo et al., 2008). Especificamente se 

tratando da malária, detalhes sobre as vias de invasão utilizadas por P. vivax 

permanecem um enigma, já que ainda não se sabe ao certo quantas moléculas estão 

envolvidas no processo ou quais são os receptores presentes na maioria das proteínas 

já caracterizadas. O complexo e multifásico ciclo de vida apresenta desafios únicos, já 

que a imunidade contra o parasito tem tendência a ser espécie e cepa-específica. Com 

base nisso, uma vacina de antígeno único que contemple apenas um estágio do ciclo de 

vida provavelmente não será suficiente (Herrera et al., 2004). Nesse contexto, a 

abordagem baseada em peptídeos sintéticos abrangendo diversos epítopos oriundos de 

uma ou mais fases (vacina multigênicas) é uma alternativa atraente para o 

desenvolvimento de vacinas contra a malária. Assim, critérios específicos podem ser 

adotados de modo a selecionar antígenos candidatos de forma mais eficiente; estes 

incluem (i) potencial antigênico; (ii) baixo polimorfismo e (iii) presença de epítopos de 

células B. Esse tipo de formulação normalmente incorpora epítopos do menor tamanho 

possível que sejam capazes de gerar uma resposta imune satisfatória. De forma 

importante, vacinas baseadas em peptídeos já foram descritas como capazes de 
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desencadear respostas protetoras maiores ou de eficiência similar do que abordagens 

que utilizam proteínas inteiras (Pearson et al., 2010; Rosalia et al., 2013). Além disso, 

são formulações extremamente estáveis, podem ser facilmente produzidas em grande 

escala, com alto rendimento e custo relativamente baixo (Satterthwait et al., 1990; 

Patarroyo et al., 2008).  

 A primeira vacina contra malária fundamentada nesse tipo de estratégia foi 

testada clinicamente em 1987 e teve sua racional baseada na repetição de sequências 

peptídicas derivadas da proteína circunsporozoíta CSP de falciparum (Herrington et al., 

1987). Desde então, uma variedade de vacinas peptídicas sintéticas foi desenvolvida 

para parasitas murinos (P. berghei e P. yoelii) e humanos (P. falciparum e P. vivax) e 

testadas quanto à imunogenicidade e eficácia, com algumas delas alcançando a fase de 

ensaios clínicos (Gerberding, 2013). A partir desses estudos, um banco de dados de 

mais de 500 mil epítopos de células B e T de proteínas de Plasmodium foi desenvolvido 

e este, atualmente, funciona como um repositório abrangente de potenciais alvos para 

serem estudados (Skwarczynski et al., 2020).  

 

3.6 Principais antígenos candidatos à vacina contra P. vivax 

Atualmente, mais de 5.000 proteínas já foram identificadas dentro de P. vivax 

(Aurrecoechea et al., 2009), e embora várias delas já tenham sido selecionadas como 

candidatos vacinais, ainda não se sabe ao certo quais são responsáveis pela 

imunidade clínica observada em áreas endêmicas. Nas últimas décadas, esforços têm 

sido feitos para o desenvolvimento de vacinas contra diferentes estágios evolutivos 

de P. vivax. Assim, uma vacina bloqueadora da transmissão – isto é, aquela cujo alvo 

são estágios do parasito que evoluem no mosquito vetor – poderia garantir a 

interrupção da transmissão e evitaria a reintrodução da doença em áreas onde a 

eliminação já foi alcançada (Mueller et al., 2015). Por outro lado, uma vacina contra a 

fase pré-eritrocítica não só poderia prevenir a infecção sanguínea, mas também 

evitaria o estabelecimento de hipnozoítos, reduzindo assim o número de recaídas, 

conhecidas por contribuir para a manutenção da transmissão da doença. Por último, 

uma vacina contra os estágios sanguíneos, responsáveis pela doença clínica, 

reduziria consideravelmente a parasitemia e a gametocitomia associada, interferindo 

também no potencial de transmissão. De forma específica, se tratando dos candidatos 

de fase sexual,  as chamadas vacinas de bloqueio de transmissão (VBT) se baseiam 
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em estratégias para prevenir o desenvolvimento do parasito no mosquito vetor. Os 

alvos mais estudados contemplam diversas fases do estágio sexual do parasito nos 

mosquitos, podendo atuar no bloqueio dos seguintes processos: fertilização (Pvs230, 

P48/45); invasão da glândula salivar (Saglin); e formação do oocisto (CelTos, APN1, 

Pvs25, Pvs28, WARP, CTRP, SOAP) (López et al., 2017). Dois deles (Pvs25 e Pvs28), 

os chamados antígenos pós-fertilização, são considerados como mais promissores 

porque interferem, em conjunto, na maturação do oocineto e na formação de oocistos 

(Wu et al., 2015). De importância, experimentos conduzidos em modelos 

experimentais demonstraram que antissoros contra essas duas proteínas foram, de 

fato, capazes de reconhecer e suprimir de forma significativa o desenvolvimento de 

oocistos em diferentes espécies de Anopheles. Contudo, embora os resultados sejam 

animadores, uma futura VBT enfrentaria desafios na manutenção da resposta de 

anticorpos contra o parasito, já que não haveria o que chamamos de reforço natural 

mediante exposição (o hospedeiro humano não é exposto aos antígenos presentes 

no hospedeiro invertebrado) e a necessidade de constantes doses de reforço poderia 

comprometer a efetividade da vacina a longo prazo.  

Já os candidatos de fase pré-eritrocítica contemplam desde os estágios iniciais 

da infecção por esporozoítos até a conclusão da fase hepática e avanço para o ciclo 

sanguíneo. Este é um gargalo importante do ciclo de vida dos plasmódios uma vez 

que neste momento da infecção, a carga parasitária ainda se encontra baixa. A origem 

de vacinas contemplando essa fase do ciclo se deu a partir de uma experiência 

utilizando esporozoítos irradiados, o que garantiu aos indivíduos cobaias uma 

proteção estéril (Nussenzweig et al., 1967). De forma importante, estudos recentes 

confirmaram o potencial desse tipo de formulação vacinal, seja através da picada de 

mosquitos infectados ou injeção intramuscular. No entanto, desafios logísticos limitam 

esse tipo de abordagem e alternativas voltadas para vacinas de subunidades são 

atualmente tidas como mais promissoras. Dentre elas, a PvCSP – a proteína de 

superfície dos esporozoítos considerada como mais relevante – é o principal alvo já 

que é diretamente exposta ao sistema imune do hospedeiro durante a fase de 

migração que acontece no fígado. Na INA observada a partir do contato natural com 

P. vivax e em infecções humanas controladas, anticorpos anti-PvCSP foram 

correlacionados com proteção a curto prazo. Porém, este candidato desperta fatores 

de preocupação no que se refere à sua diversidade genética (bastante ampla) e 
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consequente comprometimento da especificidade da resposta. Até o momento, 

poucos estudos clínicos e pré-clínicos em humanos foram relatados. As formulações 

avaliadas até agora incluem peptídeos sintéticos, diferentes tipos de proteínas 

recombinantes, além de proteínas quimeras. Embora essas vacinas tenham se 

demonstrado seguras, elas são pouco imunogênicas e não conferiram proteção 

mediante ao desafio com esporozoítos. De modo a contornar essas questões, 

otimizações precisam ser realizadas considerando a adição de mais 

antígenos/peptídeos ou formulações adjuvantes que de modo a dar um boost na 

eficácia.  

A patologia das infecções por P. vivax depende criticamente da capacidade do 

parasito de reconhecer e invadir reticulócitos. Este é um processo complexo que 

depende de uma série de interações ligante-receptor altamente específicas entre os 

merozoítos e as proteínas da superfície dos eritrócitos (Duffy e Patrick Gorres, 2020). 

As vacinas que têm como alvo antígenos dessa fase geralmente se concentram na 

indução de anticorpos neutralizantes capazes de bloquear as interações dos ligantes 

do parasito com as células do hospedeiro de modo a evitar a invasão, o crescimento 

e, por fim, a doença clínica (Salinas et al., 2019). Ademais, uma vacina que contemple 

esse estágio tem o potencial de reduzir a gametocitemia no hospedeiro e, 

indiretamente, reduzir a transmissão. A resposta imune humoral a antígenos do ciclo 

sanguíneo é julgada como de extrema importância na INA para malária. Estudos pré-

clínicos já caracterizaram antígenos de merozoíto como possíveis candidatos vacinais 

baseado na imunogenicidade gerada por eles em modelos experimentais, 

reconhecimento por anticorpos gerados por INA e, importantemente, pela capacidade 

de gerar anticorpos inibidores de ligação/invasão (Tham et al., 2017). Dentre os 

principais candidatos dessa fase, incluem-se a Duffy Biding Protein (DBP), proteínas 

de ligação a reticulócitos (RBPs), proteínas de superfície de merozoítos (MSPs), que 

incluem as famílias MSP-1, MSP-3 e MSP-9, além do Antígeno de Membrana Apical 

1 (AMA-1) e das proteínas pertencentes a famílias multigênicas como a PvVir14, 

recém descoberta sendo excretada na urina de pacientes naturalmente infectados da 

Amazônia brasileira. 
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3.6.1 Antígeno de Membrana Apical 1 (AMA-1) 

O Antígeno de Membrana Apical 1 (AMA-1) é uma proteína transmembrana do 

tipo 1 de 83 kDa composta por um ectodomínio rico em cisteína que se divide em três 

domínios distintos (DI, DII, DIII), um domínio transmembranar (TR) e um domínio C-

terminal (Figura 4) (Nair et al., 2002). Esse antígeno, que já foi descrito como sendo 

expresso em esporozoítos e no estágio final da esquizogonia, se acumulando nos 

micronemas e superfície apical de merozoítos maduros, tem papel crucial no 

complexo sistema de junção móvel que media a internalização do parasito na célula 

hospedeira (Remarque et al., 2008; Bargieri et al., 2013). Embora AMA-1 também 

possa ser expressada no momento que precede a invasão de hepatócitos humanos, 

seu papel nessa fase não parece ser crucial como na fase sanguínea (Silvie et al., 

2004). Inicialmente identificada como um antígeno de superfície de P. knowlesi 

(Deans et al., 1982), hoje acredita-se que esta proteína, que está presente em todas 

as espécies de Plasmodium, seja exclusiva dos apicomplexas e derivada de um único 

gene. Na malária, a invasão dos eritrócitos pode ser definida através de 4 etapas 

principais: (i) contato inicial do merozoítos com a célula hospedeira; (ii) reorientação 

do merozoítos de modo a garantir contato com a membrana celular; (iii) formação da 

JM através de ligações de alta afinidade; e (iv) formação do vacúolo parasitóforo e 

posterior multiplicação (Weiss et al., 2015). De forma importante, AMA-1 já foi 

demonstrada como peça-chave em dois desses processos (ii e iii).  
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Figura 4: Diagrama esquemático da forma tridimensional (PDB:1W81) e dos domínios 
estruturais de PvAMA-1 (Pizarro et al., 2005).  

Diversos estudos in vitro em parasitos do gênero demonstraram que a função 

dessa proteína poderia ser inibida e bloqueada quando na presença de anticorpos, 

interrompendo a progressão da infecção, confirmando seu papel vital no ciclo de vida 

do plasmódio. Ainda, a imunização experimental de roedores e primatas com a forma 

nativa de AMA-1 ou suas variações recombinantes resultou em desfecho protetor 

quando posteriormente os animais foram desafiados com o parasito (Stowers et al., 

2002). Já em seres humanos, anticorpos para AMA-1 são encontrados na maioria das 

pessoas com histórico de exposição à malária, com forte correlação com idade 

(quanto mais velhos e, portanto, maior tempo de exposição, maior a frequência de 

anticorpos). Contudo, estudos imunoepidemiológicos realizados em diferentes regiões 

do Brasil, Índia e Sri-Lanka demonstraram presença de imunidade naturalmente 

adquirida contra PvAMA-1 mesmo em indivíduos com exposição limitada à doença 

(Wickramarachchi et al., 2007; Seth et al., 2010; Bueno et al., 2011). De forma 

interessante, anticorpos reconhecem, principalmente, DI e DII, enquanto que para 

regiões pertencentes ao DIII, as respostas são de menor robustez, embora aumentem 

progressivamente à medida que os indivíduos envelhecem. Significativamente, 

anticorpos IgG para construções vacinais contendo DI e DII de AMA-1 foram 
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associados com risco reduzido para malária clínica em indivíduos parasitêmicos 

(Polley et al., 2004).  

Quando comparado com outro candidato vacinal de estágio sanguíneo que 

também desperta bastante interesse, a MSP-1, anticorpos anti-AMA-1 parecem ser 

mais efetivos se avaliados quanto à capacidade funcional (inibição de crescimento do 

parasito) (Miura et al., 2009). Se essas respostas funcionais observadas in vitro terão 

o mesmo desempenho in vivo, ainda está por se comprovar, porém os dados, sem 

dúvida, estimulam o interesse em AMA-1 como um importante e promissor candidato 

vacinal para a malária (Salavatifar et al., 2015).  

 

3.6.2 Famílias multigênicas de Plasmodium e a PvVir14 

Várias espécies de Plasmodium possuem famílias multigênicas nas regiões 

teloméricas e subteloméricas de seus cromossomos (Janssen et al., 2004). Em 

Plasmodium vivax, a maior família é conhecida como vir (variante de repetições 

intercaladas), e as proteínas pertencentes a ela são responsáveis pela variação 

antigênica do parasito em infecções naturais, ou seja, auxiliam no escape do parasito 

ao sistema imune do hospedeiro (tal ação pode resultar em infecções crônicas) 

(Requena et al., 2016). Teoricamente, esses genes podem ser considerados como 

candidatos vacinais eficazes já que normalmente são expressos na superfície e, 

portanto, expostos ao sistema imune com frequência (Singh et al., 2014). O repertório 

do gene vir a partir do genoma de P.vivax Sal-1 (cepa proveniente de El Salvador e a 

que atualmente mais circula no Brasil) inicialmente contemplava 346 genes, incluindo 

fragmentos e pseudogenes com diferentes números de exons (Del Portillo et al., 2001; 

Fernandez-Becerra et al., 2009). Mais tarde, mais de 1000 genes foram identificados 

em diferentes genomas de P. vivax (Auburn et al., 2016). Estudos de modelagem 

probabilística, predição de proteínas e genes revelaram a existência de numerosas e 

distintas subfamílias (nomeadas de A – L) com padrões conservados entre elas 

(Carlton et al., 2008). De forma interessante, estudos in silico dos domínios e estruturas 

secundárias de uma dessas subfamílias, a de nome A, revelaram que suas proteínas 

são bastante similares às proteínas da família SURFIN de P. falciparum, que são 

encontradas na superfície de merozoítos e eritrócitos infectados (Winter et al., 2005). 
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As proteínas codificadas pelos genes vir ainda não têm papel conhecido, mas 

especula-se que tenham função mediando cito aderência e na cronicidade da doença 

(Fernandez-Becerra et al., 2005). Ao contrário dos genes var de falciparum (família 

considerada homóloga), os genes vir são abundantemente expressos em 

determinados momentos do curso da infecção (Fernandez-Becerra et al., 2005). Dentre 

as subfamílias já descritas (12 no total), a denominada Vir-14 é conhecida por ser 

capaz de gerar anticorpos específicos em infecções naturais, cuja presença está 

associada a um fator indicativo de exposição cumulativa à malária com tendência a um 

aumento durante episódios de infeção aguda (Requena et al., 2014). Juntos, esses 

dados sugerem de forma contundente que as proteínas vir podem estar localizadas em 

regiões subcelulares distintas e exercendo funções diferentes, o que as tornam alvos 

de interesse. 
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4 OBJETIVOS 

 
 

4.2 Objetivo geral 

Identificar proteínas e peptídeos com potencial imunogênico envolvidos em 

infecções naturais por Plasmodium vivax para compor uma futura formulação vacinal 

multigênica.  

 
4.2.1 Objetivos específicos 

 
® Selecionar epítopos lineares da proteína Pv-AMA-1 por biologia computacional; 

® Identificar sequências proteicas de P. vivax em urinas de indivíduos 
naturalmente infectados; 

® Produzir, por síntese química ou expressão heteróloga, peptídeos ou proteínas 
contendo as regiões imunogênicas previamente selecionadas; ; 

® Determinar a antigenicidade dos peptídeos selecionados a partir de amostras 
de soros de pacientes naturalmente infectados por P. vivax;  

® Avaliar o padrão de resposta celular induzida pela proteína PvVir14 em 
amostras de indivíduos naturalmente infectados por P. vivax. 
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5 METODOLOGIA 

 

5.1 Populações e áreas de estudo  

O presente estudo foi realizado com amostras provenientes de três países 

distintos: Brasil, Camboja e Mali. Todos os países contemplados são considerados 

endêmicos para malária, com populações naturalmente expostas embora se 

diferenciem com relação às espécies prevalentes e contexto de transmissão e tais 

características foram levadas em consideração para a escolha das áreas. No Brasil, 

onde majoritariamente circulam três espécies diferentes – P. vivax, P. falciparum e 

P. malariae – foram contemplados aqueles indivíduos com infecção aguda por P. 

vivax que procuraram o serviço de saúde do Centro de Pesquisa em Medicina 

Tropical (CEPEM), Porto Velho, RO, nos anos de 2014 e 2019. Neste contexto, 121 

amostras de soro e 22 amostras de células mononucleares de sangue periférico 

(PBMC) foram selecionadas. Em Camboja, as espécies circulantes no momento da 

coleta das amostras (2008) eram P. vivax e P. falciparum e, assim como no Brasil, 

somente aqueles indivíduos com infecção aguda para P. vivax foram elegidos. A 

escolha de Mali para parte do estudo foi estratégica considerando que, diferente do 

Brasil e de Camboja, na região de coleta não há circulação de P. vivax, o que torna 

os indivíduos incluídos (28) peças-chave na avaliação de resposta espécie-

específica contra os antígenos investigados. Neste grupo foram incluídas amostras 

de indivíduos com infecção aguda por P. falciparum. As populações dos três países 

são compostas por adultos em sua maioria, embora a amplitude de faixa etária varie 

entre eles. Informações detalhadas e demais características epidemiológicas podem 

ser observadas na Tabela 2. Além de amostras de indivíduos infectados 

provenientes de áreas endêmicas, também foram incluídas no estudo 10 amostras 

de indivíduos controle de áreas não endêmicas – Belo Horizonte, MG, Brazil (15) e 

Bethesda, MD, Estados Unidos da América (5) – nunca antes expostos à doença 

para servir como controle nos estudos imunológicos. A coleta e utilização das 

amostras foi aprovada pelos comitês de ética em pesquisa de seus respectivos 

países sob os protocolos CAAE 27466214.0.0000.5149 (Brasil); ClinicalTrials.gov 

NCT00663546 (Camboja), e ClinicalTrials.gov NCT02334462 (Mali). Para alguns 

experimentos, amostras coletadas no Brasil foram congeladas e transportadas em 

gelo seco para o National Institutes of Health, Bethesda, EUA. 
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Caracterização demográfica e epidemiológica 
Brasil: indivíduos infectados; P. vivax (n=121)  
Faixa etária, anos 29 – 49  
Sexo, feminino:masculino 
 

1:3 

Brasil: indivíduos não infectados e nunca expostos (n=15)  
Faixa etária, anos  26 – 32 
Sexo, feminino:masculino   
 

1:1.5 

Brasil: indivíduos não infectados, mas expostos (n=15)  
Faixa etária, anos 20 – 47  
Sexo, feminino:masculino   
 

2.6 – 1  

Mali: indivíduos infectados; P. falciparum (n=28)  
Faixa etária, anos  18–55 
Sexo, feminino:masculino   
 

1:3 

Cambodia: indivíduos infectados; P. vivax (n=55) 
Faixa etária, anos  
Sexo, feminino:masculino   
 

 
3–55 
1:1.75 

Estados Unidos da América: não infectados e nunca 
expostos (n=5) 

 

Faixa etária, anos  49 – 53  
Sexo, feminino:masculino   0:1 

Tabela 2 – Características epidemiológicas e demográficas dos indivíduos 
selecionados para o estudo.   
 
 
5.2 Obtenção de plasma e células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) 

Foram coletados cerca de 40mL de sangue em heparina sódica (tubos do tipo 

vacutainer, BD Vacutainer) por indivíduo. As amostras foram processadas 

imediatamente para obtenção de células mononucleares de sangue periférico. Dos 

40mL de sangue heparinizado, 20mL foram diluídos em 10mL de meio de cultura 

RPMI 1640 (Gibco) incompleto (24 mM bicarbonato de sódio, 2mM L-glutamina, 25mM 

HEPES, 100U/ml penicilina e 0,017mM estreptomicina, pH 7,4), em tubo cônico de 

polipropileno de 50mL (tubo tipo Falcon). Em seguida, a suspensão sanguínea foi 

lentamente colocada sobre uma solução de histopaque 1077 (Sigma-Aldrich), na 

proporção de 2:1 (tubo de 50mL), de modo a não romper a tensão superficial entre as 

duas camadas de densidades diferentes, e centrifugada (350 x g por 40 min a 

temperatura ambiente). Após a centrifugação, o anel de PBMCs, localizado na 

interface entre o plasma e o histopaque, foi coletado com o auxílio de uma pipeta 

Pasteur e transferido para um tubo tipo Falcon de 50mL já contendo meio de cultura 
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RPMI 1640 incompleto gelado. Para a obtenção do plasma, o volume restante do 

sangue total (20 mL) foi processado nas mesmas condições acima, porém sem ser 

diluído com meio de cultura, sendo o sobrenadante coletado e o plasma estocado até 

uso (-200C). Após a lavagem (350 x g por 10min a 40C, 3x), as células foram 

ressuspendidas em soro bovino fetal (Gibco), contadas em câmara de Neubauer e 

diluídas para uma concentração de 1 x 107 células/mL em soro bovino fetal 

suplementado com 10% de dimetilsulfóxido, DMSO (Sigma-Aldrich). A suspensão de 

PBMCs (1x107 células/mL por crio-tubo, cryopure, Sarstedt) foi congelada lentamente, 

inicialmente a -800C por 24h, com ajuda de recipiente para congelamento contendo 

isopropanol (Nalgene).  

5.3 PvAMA-1 – Seleção de epítopos com potencial imunogênico  

A predição de epítopos lineares de células B foi realizada utilizando o programa 

BepiPred 1.0 conforme descrito anteriormente (Larsen et al., 2006). De forma 

sintética, o software utiliza uma única sequência FASTA como entrada e cada 

aminoácido recebe um score de predição baseado no modelo de cadeia de Markov 

de antígenos já conhecidos e registrados na base de dados. Além disso, são 

incorporados métodos de escala de propensão com base na hidrofilicidade de cada 

aminoácido singular e na predição de suas estruturas secundárias. Foi utilizado um 

cut-off de 0.35 para definir se determinada região poderia ser considerada como um 

possível epítopo de célula B. O score dos epítopos representa a média dos scores 

encontrados para cada aminoácido singular que apresentou um valor acima do cut-off 

previamente instituído.  

 

5.3.1 Síntese e espectrometria de massa de peptídeos solúveis  

Os peptídeos solúveis EEFRDYYENGEEKSNKQM (PI), 

SSGVRVDLGEDAEVENAK (PII), GDQRLKDGGFAFPNADDH (PIII) e 

SSGVRVDLGEDAEVENAKGDQKLKDGGFAFPNANDHEEFRDYYENGEEKSNKQM 

(tripeptídeo) foram sintetizados em uma escala de 25 μmol no ResPep SL sintetizador 

automatizado (Intavis®). Os aminoácidos foram ativados com uma solução 1:1 de 

Oxyma Pure (Merk) e dissopropilcarbodiimida (DIC, Sigma-Aldrich). Em seguida, os 

aminoácidos ativados foram incorporados às resinas TentaGel (Intavis) (Peptídeos I e 

II) ou 106 H-Rik Amide ChemMatrix (Sigma-Aldrich) (Peptídeos III e tripeptídeo). A 
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desproteção da Fmoc foi realizada repetidamente até que a síntese de cada peptídeo 

fosse completada utilizando 4-Methylpiperidine 25% (25% v/v em DMF). Os peptídeos 

foram então extraídos da resina através de um tratamento com uma solução contendo 

Trifluoroacetic (92,5%), água (2,5%), Triispropylsilane (2,5%) e Beta-mercaptoethanol 

(2,5%) em três horas sob agitação. Especificamente para o Tripeptídeo, a síntese foi 

realizada utilizando um agente cautrópico e cloreto de lítio (0.8M) e o tempo de 

desproteção foi prolongado de modo a garantir a extensão da cadeia polipeptídica. Os 

peptídeos foram precipitados com uma solução fria de metil terc butil e então 

liofilizados. O peso molecular de cada peptídeo sintetizado foi confirmado através de 

espectrometria de massa utilizando o equipamento MALDI/TOF Autoflex Speed.  

 

5.3.2 Espectrometria de massa (MALDI/TOF) 

Para a análise, 0,5μL de amostra concentrada de cada peptídeo foi misturada 

com 0,25mL de uma solução de matriz saturada [10 mg / mL α-ciano-4-

hidroxicinâmico (Aldrich, Milwaukee, WI) e 50% de acetonitrila/0,1% de ácido 

trifluoroacético. As amostras foram então aplicadas a uma placa MTP AnchorChip TM 

600/384 (Bruker Daltonics) e deixadas para secar a temperatura ambiente. Os dados 

brutos foram obtidos no MALD/TOF Autoflex Speed utilizando um modo 

positivo/refletor controlado através do software FlexControlTM 3.3. A calibração do 

instrumento foi realizada utilizando peptídeos referência (Peptide Standard, Bruker 

Daltonics) e cada espectro foi produzido acumulando dados de 200 lasers 

consecutivos de 127 disparos.  

 
5.4 PvVir14 – Peptídeo descoberto através de espectrometria de massa em 
urina de pacientes com infecção aguda por P. vivax 
 

A identificação do peptídeo pertencente a uma proteína de P. vivax nunca antes 

descrita foi realizada a partir da urina de quatro pacientes diagnosticados com malária 

considerando os seguintes critérios: avaliação clínica consistente com a doença 

causada por esta espécie (por exemplo, febre e calafrios) além de microscopia 

laboratorial confirmatória e PCR. Todos os quatro pacientes eram procedentes do 

Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM) de Porto Velho, RO, Brasil e a 

coleta foi realiza antes do início do tratamento medicamentoso. As urinas foram 

congeladas imediatamente e enviadas para Taplin Mass Spectrometry Facility, 
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Harvard Medical School, Boston, MA para serem processadas e analisadas (CAAE 

27466214.0.0000.5149).  

 

5.4.1 Análise das urinas por espectrometria de massa  
Amostras de urina (15ml/indivíduo) foram descongeladas, centrifugadas e 

filtradas a 0.2µm. Posteriormente, foram concentradas para um volume final entre 200 

e 300µl utilizando filtros Centricon P3 (3kDa). As amostras foram então misturadas em 

partes iguais a um tampão de amostra de eletroforese e submetidas a um SDS-PAGE 

seguido de coloração por comassie. Bandas com tamanho entre 5kDa e 75kDa foram 

excisadas do gel e para cada amostra de urina, entre 8 e 10 bandas foram extraídas 

do gel para uma análise independente. As bandas foram digeridas com tripsina de 

modo a transformar o material em peptídeos, que foram posteriormente analisados 

por cromatografia líquida acoplada a um espectrômetro de massa. Uma análise in 

silico prevendo padrões específicos de peptídeos de proteínas já identificadas a partir 

dos projetos genômicos humano e de protozoários Plasmodium foi realizada de modo 

a detectar sequências de interesse. O cut-off para escolha dos peptídeos foi definido 

a partir do valor de correlação cruzada (XCorr) de 1.8 para íons unicamente 

carregados, 2.5 para íons duplamente carregados e 3.0 para íons triplamente 

carregados. Além disso, foram considerados valores de correlação delta (DelCn) de 

0.1 e um Rank/Sp (RSP) de 1. Os valores de correlação cruzada escolhidos para cada 

peptídeo garantem uma correspondência de alta confiabilidade uma vez que 

contempla diferentes estados de carga, enquanto o cut-off por DelCn certifica a 

exclusividade do peptídeo identificado. Já o RSP assegura uma pré-classificação dos 

peptídeos levando em consideração os critérios necessários e excluindo todos 

aqueles que não performaram bem nas análises iniciais.    

 

5.5 Expressão das proteínas PvAMA-1 e PvVir14 

As proteínas PvAMA-1 (546 aminoácidos) e PvVir14 (325 aminoácidos) foram 

expressas em Escherichia coli conforme previamente descrito (Bueno et al., 2011; 

Dhom-Lemos et al., 2019). Os plasmídeos recombinantes contendo os genes 

sintéticos pUC57/AMA-1 e pUC57/PvVir14 (GenScript) foram ressuspensos e 

transformados em células competentes de Escherichia coli XL-1 Blue (Phoneutria, 

Brasil). Os clones positivos foram digeridos com as enzimas XhoI e NheI e os 
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respectivos insertos foram subclonados em um vetor de expressão bacteriano 

pET28aTEV. Bactérias E. coli BL21 star eletrocompetentes (Thermo Fisher Scientifc, 

EUA) foram transformadas com os plasmídeos recombinantes por eletroporação 

utilizando um MicroPulser Electroporation Apparatus (Bio-Rad Laboratories, EUA). A 

inserção correta dos genes foi confirmada através de PCR de colônia com os primers 

T7 (Macrogen, Coreía do Sul). A expressão das proteínas em larga escala foi obtida 

após a adição de 1mM de sopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) e conseguinte 

incubação por 3 horas a 37ºC/180rpm. As células foram rompidas por um sistema 

homogeneizador de alta pressão e as frações solúveis foram obtidas por 

centrifugação. As proteínas recombinantes foram purificadas utilizando uma coluna 

de níquel (HisTrap HP GE HealthCare, EUA) acoplada ao sistema AKTA Prime Plus 

de purificação (GE Healthcare, EUA). As proteínas purificadas com 62kda e 38kda 

(PvAMA-1 e PvVir14 respectivamente) foram separadas por SDS-PAGE.  
 
5.6 Ensaios sorológicos para PvVir14, PvAMA-1, PI, PII, PII e tripeptídeo 

5.6.1 Detecção de anticorpos IgG e IgM por ensaio imunoenzimático (ELISA)  

A presença de anticorpos IgG e IgM contra PvVir14 e anticorpos IgG contra 

PvAMA-1 e os 4 peptídeos preditos in silico foi determinada através de ensaio 

imunoenzimático convencional (ELISA) realizado como descrito a seguir: placas de 

96 poços (Costarâ) foram sensibilizadas com os respectivos antígenos diluídos em 

tampão carbonato nas concentrações de 0.5µg/mL para PvVir14 e PvAMA-1 e 

2µg/poço para os peptídeos I, II, III e tripeptídeo e incubados overnight (4ºC para as 

proteínas; 37ºC para os peptídeos). Subsequentemente, as placas foram lavadas 

(PBS 1x pH 7.2 + 0,05% Tween) e bloqueadas (PBS 1x pH 7.2 + 3%BSA) por 2 horas 

em temperatura ambiente. O anticorpo primário (soro de indivíduos com infecção 

aguda e não infectados/controles) foi diluído na concentração de (i) 1:500 para IgG 

contra PvVir14; (ii) 1:100 para IgM contra PvVir14; (iii) 1:100 para IgG contra PvAMA-

1 e os quatro peptídeos sintéticos; e incubados por duas horas em temperatura 

ambiente sob agitação. As placas foram então lavadas 4 vezes com PBS 1x + 0,05 

Tween e um anticorpo secundário conjugado com peroxidase HRP (Sigma, St. Louis, 

MO) foi adicionado nas seguintes concentrações: 1:10000 (IgG) e 1:8000 (IgM). As 

placas foram incubadas por 1 hora em temperatura ambiente sob agitação e, 
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posteriormente, lavadas mais 4 vezes com PBS 1x + 0,05 Tween antes do substrato 

cromogênico (3,3’5’5 Tetrametilbenzidina, TMB SeraCareTM) ser adicionado a cada 

poço. A reação foi interrompida após 15 minutos através da adição de solução de 

parada (SeraCareTM). Os valores de cut-off foram obtidos testando soros controle de 

indivíduos não infectados e nunca expostos de regiões não endêmicas do Brasil (Belo 

Horizonte, MG) e dos Estados Unidos da América (Bethesda, MD). A densidade óptica 

média de 492 ± 3 DS (VersaMaxTM 160 Microplate Reader) dos controles em 

duplicata foi utilizada para estabelecer os pontos de corte das proteínas e peptídeos.  

5.6.2 Detecção de subclasses de IgG por ensaio imunoenzimático (ELISA)  

Os ensaios de ELISA para detectar as subclasses de IgG foram realizados 

conforme descrito anteriormente (Bueno et. al, 2011). Os soros foram diluídos a 1:50 

para PvVir14 e a 1:100 para PvAMA-1 e os 4 peptídeos e avaliados utilizando 

anticorpos monoclonais de camundongo para as subclasses de IgG humana (IgG 1 

clone 8c6-39; IgG 2 clone HP-6014; IgG 3 clone HP6050; IgG 4 clone HP-6025) 

(Sigma, St.Louis, MO) de acordo com instruções do fabricante. A ligação do anticorpo 

monoclonal foi detectada através de substrato cromogênico (3,3’5’5 

Tetrametilbenzidina, TMB SeraCareTM, KPL) e o cut-off foi determinado através de 

soros de controle negativo de diferentes indivíduos nunca antes expostos à malária 

(Belo Horizonte, MG, Brasil e Bethesda, MD, Estados Unidos da América). A 

densidade óptica média de 492 ± 3 DS (VersaMaxTM 160 Microplate Reader) dos 

controles em duplicata foi utilizada para estabelecer os pontos de corte das proteínas 

e peptídeos/subclasses de IgG.  

5.6.3 Elisa de depleção para PvAMA-1 e peptídeos sintéticos  

As ELISAS de depleção foram realizadas conforme descrito anteriormente 

(Santiago et al., 2011). Resumidamente, placas de fundo chato de 96 poços (Costarâ) 

foram sensibilizadas com 2µg/poço com os peptídeos EEFRDYYENGEEKSNKQM 

(PI), SSGVRVDLGEDAEVENAK (PII), GDQRLKDGGFAFPNADDH (PIII) e 

SSGVRVDLGEDAEVENAKGDQKLKDGGFAFPNANDHEEFRDYYENGEEKSNKQM 

(tripeptídeo) e mantidas overnight a 37ºC. Posteriormente, as placas foram lavadas e 

bloqueadas, os soros foram adicionados na placa a uma concentração de 1:100 e 

incubados a 37ºC overnight. No dia seguinte, os soros foram transferidos para placas 
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previamente sensibilizadas com PvAMA-1 (0,5µg/mL) e o ensaio prosseguiu como 

descrito no tópico 4.5. 1.  

5.7 Ensaios sorológicos para demais proteínas (Pvs230D1M, PvDBP-RII, PvCSP)  

As respostas de anticorpos contra Pvs230, PvDBP-RII e PvCSP foram 

determinadas por ensaio imunoenzimático de ELISA e executadas de acordo com 

protocolo estabelecido no Laboratório de Vacinologia e Imunologia da Malária 

(National Institutes of Health, Bethesa, MD, Estados Unidos da América). Detalhes da 

produção e purificação das proteínas Pvs230 (Sal-1, sequência de referência NCBI 

XP_001613020.1), PvCSP (CSP31VK210, referência NCBI KT588189.1) (ambas 

expressas em P. pastoris), e PvDBP-RII (expressa em E.coli BL-21)  foram descritos 

anteriormente (Urusova et al., 2019). Placas Immunolonâ 4HBX de 96 poços foram 

sensibilizadas com 1µg/mL de antígeno e incubadas overnight a 4ºC. Em seguida, as 

placas foram bloqueadas com solução contendo PBS 1x + 3% BSA e lavadas 4 vezes 

com PBS1x + 0,05% Tween. Após estabelecer diluições mínimas de soro para 

detectar reatividade contra os antígenos em estudo (1:10µl para Pvs230; 1:100 para 

PvDBP-RII e 1:250 para PvCSP), amostras de soro foram adicionadas aos poços 

previamente sensibilizados e incubados por 2 horas em temperatura ambiente. As 

placas foram lavadas e incubadas com 100µl de anti-IgG humano (1:2000, 

SeraCareTM, KPL) por 2 horas em temperatura ambiente. Após nova lavagem, os 

poços foram incubados com substrato colorimétrico (P-nitrofenil fosfato, Sigma, 

St.Louis, MO) por 15 minutos e as absorbâncias medidas utilizando o leitor SoftMax 

Pro7 (Molecular Devices). O ponto de corte para definir a positividade foi definido com 

base na densidade óptica média (OD) de amostras de indivíduos nunca expostos à 

malária mais ± 3 DS.  

 

5.8 Citometria de fluxo para caracterizar PBMCs de indivíduos infectados, 
tratados e expostos à P. vivax 
 

Células nucleares do sangue periférico (PBMCs) foram descongeladas a 37ºC 

em banho-maria e ressuspendidas em RPMI completo para o processo de lavagem e 

depois em PBS 1x. As células foram marcadas com anticorpos específicos para os 
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seguintes marcadores conjugados com fluoróforos (BioLegend): CD3 FITC (clone 

SK7), CD4 Percp-Cy5.5 (clone SK3), CD8 APC-Cy7 (clone SK1), CD14 AlexaFluor700 

(clone HCD14), CD16 PE-Cy7 (clone 3G8), CD19 BV605 (clone HIB19), CD21 BV711 

(clone B-ly4), CD27 APC (clone LG3A10) e CD56 BV785 (clone 5.1H11). Além 

desses, um outro anticorpo (BD Biosciences) também foi utilizado: CD21 BV711. As 

células também foram marcadas com Zombie UVTM de modo a diferenciar células 

vivas de mortas. Em seguida, as células foram incubadas a 4ºC protegidas da luz por 

20 minutos para garantir o processo de marcação, lavadas com PBS 1x e então 

ressuspendidas em tampão FACS (BD Biosciences).  A citometria de fluxo foi 

realizada no instrumento LSRII (BD Biosciences) do Laboratório de Vacinologia e 

Imunologia da Malária no National Institutes of Health, Bethesda, MD, Estados Unidos 

da América.  

Um gating strategy (Figura X) foi realizado de modo a identificar (i) células únicas 

(singlets); (ii) células vivas; e então (iii) células específicas do sistema imune. Estas 

foram separadas da seguinte forma: monócitos como células CD14+, células B como 

linfócitos CD19+, células T como linfócitos CD3+, células T CD4+ como CD3+ CD4+, 

células TCD8+ como CD3+ CD8+, células NKT-like como CD3+ CD56+, células B de 

memória ativadas como CD19+ CD 21- CD27+, células B de memória clássicas como 

CD19+ CD21+ CD27+, células B naive como CD19+ CD21+ CD27- e células B de 

memória atípicas como CD19+ CD21- CD27-.  

 
5.9 Sequenciamento dos genes V (VDJ) de células B de memória para P. vivax 

A amplificação das cadeias pesadas e leves das células B foi realizada pela 

iRepertoire Inc. (Huntsville, AL, EUA). Uma PCR de transcrição reversa 1 (RT-PCR1) 

foi realizada de forma nested, utilizando um multiplex de primers cobrindo as cadeias 

pesadas e leves (kappa e lambda), incluindo adaptadores de fragmentos (Illumina 

Inc.). Depois da RT-PCR1, os produtos foram coletados utilizando SPRISelect Beads 

(Beckman Coulter, Brea, EUA). Uma segunda PCR foi realizada com primers de 

indexação dupla que completam os adaptadores de sequenciamento previamente 

introduzidos durante a PCR1 de modo a fornecer informações sobre a posição dos 

produtos sequenciados na placa. O sequenciamento então foi realizado utilizando o 

kit Illumina MiSeq v2 500 ciclos com 250 leituras de extremidades emparelhadas.  
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
A seção de resultados e discussão está representada sob a forma de artigos 

publicados em revistas indexadas, que se encontram anexados na ordem a seguir: 

1. Fantin RF, Fraga VG, Lopes CA, de Azevedo IC, Reis-Cunha JL, Pereira DB, 

Lobo FP, Oliveira MM, dos Santos AC, Bartholomeu DC, Fujiwara RT, Bueno LL 

(2021). New highly antigenic linear B cell epitope peptides from PvAMA-1 as potential 

vaccine candidates. PLoS ONE 16(11): e0258637. 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0258637. 

2. Fantin RF, Abeijon C, Pereira DB, Fujiwara RT, Bueno LL, Campos-Neto A 

(2022). Proteomic analysis of urine from patients with Plasmodium vivax malaria 

unravels a unique Plasmodium vivax protein that is absent from Plasmodium 

falciparum. Trop. Med. Infect. Dis., v. 7, p. 314. https://doi.org/10.3390/ 

tropicalmed7100314.  

3. Fantin RF, Coelho CH, Berhe AD, Magalhães LMD, Salinas ND, Tolia NH, 

Amaratunga C, Suon S, Sagara I, Narum DL, Fujiwara RT, Abeijon C, Campos-Neto 

A, Duffy PE, Bueno LL (2023). Immunological characterization of a VIR protein Family 

member (VIR-14) in Plasmodium vivax-infected subjects from different 

epidemiological regions in Africa and South America. PLoS Neglected Tropical 

Diseases, v.17p. e0011229. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0011229.  
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6.1 New Highly antigenic linear B Cell epitope peptides from PvAMA-1 as 
potential vaccine candidates 
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6.2 Proteomic analysis of urine from patients with Plasmodium vivax malaria 
unravels a unique P. vivax protein that is absent from P. falciparum 
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6.3 Immunological characterization of a VIR protein family member (VIR-14) in 
Plasmodium vivax-infected subjects from different epidemiological regions in 
Africa and South America 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS E CONCLUSÃO 

 

Este trabalho, que teve como principal objetivo a identificação, triagem e avaliação 

inicial de alvos imunogênicos para compor um protótipo vacinal contra a malária vivax, 

resultou na ampliação do repertório de possíveis novos candidatos. Dentre as 

principais descobertas, demonstramos que a abordagem in silico é uma importante 

ferramenta na identificação de bons alvos, e que antígenos peptídicos apresentam 

considerável capacidade imunogênica quando avaliados individualmente. De 

relevância, quando em síntese conjunta, essa resposta se demonstrou ainda mais 

robusta, o que vai de encontro ao princípio das vacinas multigênicas. Além disso, 

nossos achados forneceram a primeira caracterização de respostas de anticorpos 

naturalmente adquiridos contra uma nova proteína que descobrimos ser secretada na 

urina de pacientes com malária. A função de tal proteína nas infecções ainda precisa 

ser elucidada, mas sua imunogenicidade sugere um papel na fase sanguínea do ciclo 

do parasito, que costuma abarcar bons candidatos.  

É nítido que as melhores formulações são aquelas que contemplam mais de um 

alvo, já que diferentes antígenos podem ativar diferentes vias de resposta imune que, 

quando em conjunto, têm maiores chances de provocar uma reação mais protetora, 

transcendente e eficaz. No entanto, a melhor combinação de antígenos, plataformas, 

e adjuvantes ainda não está clara. As vacinas que combinam mais de um antígeno 

demonstram resultados promissores, mas ainda estão em estágios iniciais e precisam 

ser avaliadas em estudos clínicos, que representam uma etapa fundamental para o 

entendimento dos mecanismos envolvidos. Ainda, a resposta imune a cada antígeno 

e seus componentes, bem como sua capacidade de ativar células imunes ou fixar 

complemento, também precisam ser elucidados, uma vez que a presença/ausência 

de títulos de anticorpos não indica, necessariamente, funcionalidade. Além disso, 

diferentes e novas plataformas como os vetores virais e o mRNA, precisam ser 

avaliadas e comparadas, já que recentemente tais tecnologias foram bem sucedidas 

no desenvolvimento de outras vacinas e ainda são pouco exploradas para este 

parasito.  

Devido à grande lacuna de conhecimento sobre a biologia do P. vivax, nota-se um 

enorme atraso no desenvolvimento de medidas de controle para esta espécie, que é 

a mais abundantemente distribuída ao redor do globo e representa um grande ônus 
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para as populações afetadas.  Por esses motivos, mais estudos e investimentos são 

imprescindíveis caso o mundo esteja realmente interessado em se ver livre da malária.  
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9. ANEXOS 

 

Questionário individual de anamnese para pacientes diagnosticados com malária 

vivax ou falciparum no Centro de Medicina Tropical (CEPEM) – Porto Velho, 

Rondônia.  
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para pacientes diagnosticados 

com malária vivax ou falciparum no Centro de Medicina Tropical (CEPEM) – Porto 

Velho, Rondônia.  
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