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RESUMO 

 
A invasão dos eritrócitos pelos parasitos da malária garante o sucesso da infecção humana 
e, consequentemente, o desenvolvimento da doença clínica. No caso Plasmodium vivax, o 
processo de invasão do parasito nos reticulócitos é altamente dependente da interação entre 
a região II da proteína apical Duffy binding protein (DBPII) e seu receptor presente na 
superfície dos eritrócitos, o antígeno do grupo sanguíneo receptor Duffy para quimiocinas 
(DARC). No entanto, descobertas recentes de que o P. vivax pode invadir eritrócitos DARC-
negativos por meio de uma rota alternativa, ainda desconhecida, reforçam a hipótese de que 
o mecanismo de invasão deste parasito é muito mais complexo do que se pensava 
inicialmente. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo estudar a diversidade 
genética de uma proteína recentemente descrita do P. vivax, denominada Erytrhocyte binding 
protein 2 (EBP2), que possui todas as características principais das proteínas de ligação a 
eritrócitos, como a DBPII, sugerindo um papel no processo de invasão dos eritrócitos. Mais 
especificamente, avaliou-se a diversidade genética do domínio Duffy binding like (DBL) 
(região II) de EBP2 na região Amazônica, onde P. vivax é o principal causador da malária. 
Para isso, amostras de DNA de 71 pacientes cuja infecção por P. vivax foram adquiridas em 
diferentes estados da Amazônia brasileira (Amapá, Amazonas, Mato Grosso, Rondônia, 
Roraima e Pará) foram utilizadas para amplificar os genes ebp2 por protocolos baseados em 
PCR (nucleotídeos 477-1455; aminoácidos 159-485). Para comparar o grau de variabilidade 
genética entre a região II de EBP2 e DBPII, parte das amostras (n = 43) também foi 
amplificada por PCR para o gene dbpII (1245 pb; nucleotídeos 504-1748; aminoácidos 168-
582). Para ambos os genes, os produtos de amplificação foram purificados com a enzima 
ExoSAP-IT, conforme descrito pelo fabricante (Affymetrix® - Product Numbers 
78200/01/02/05), e submetidos à reação de sequenciamento Sanger. As sequências foram 
alinhadas e comparadas com sequências de referência disponíveis no GenBank. Para avaliar 
a variabilidade genética global do gene ebp2, foram realizadas análises adicionais utilizando 
todas as sequências de ebp2 disponíveis no GenBank, que incluíram sete países: Camboja, 
Madagascar, Mianmar, Papua-Nova Guiné, Coreia do Sul, Tailândia e Vietnã. Em conjunto, 
os resultados aqui apresentados permitiram demonstrar que (i) o gene ebp2 foi detectado em 
todas as amostras brasileiras; esses resultados sugerem que a deleção do gene ebp2, 
descrita em alguns isolados de P. vivax, não parece ser comum no Brasil; (ii) nas amostras 
estudadas, o gene que codifica a DBPII demonstrou ser muito mais polimórfico quando 
comparado ao da EBP2. Especificamente, 19 SNPs e 18 haplótipos foram identificados para 
dbpII e apenas 9 SNPs e 12 haplótipos para ebp2. A diversidade de nucleotídeos (π) de dbpII 
foi muito maior (π = 0,00698) do que ebp2 (π = 0,00145); (iii) o haplótipo de referência ebp2 
(Camboja, C127) foi predominante no Brasil e em todos os países estudados, o que confirma 
a baixa variabilidade genética da proteína. Em conclusão, este estudo pioneiro da 
variabilidade genética do gene ebp2 fornece evidências de que a região II da EBP2 é menos 
polimórfica que a DBPII, incluindo diferentes áreas de transmissão da Amazonia brasileira. 
Os resultados aqui apresentados são relevantes, pois sugerem que as vacinas baseadas em 
PvEBP2 podem considerar estratégias de poucos haplótipos para ter como alvo as principais 
populações de P. vivax que circulam pelo mundo. 
 
Palavras-chave: malária, Plasmodium vivax, proteínas de ligação ao eritrócito, variabilidade 
genética, candidatos vacinais, proteína de ligação ao eritrócito 2. 
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ABSTRACT 

The invasion of erythrocytes by malaria parasites guarantees the success of human infection 
and, consequently, the development of clinical disease. In the case of P. vivax, the process of 
invasion of the parasite into reticulocytes is highly dependent on the interaction between region 
II of the apical protein Duffy binding protein (DBPII) and its receptor present on the surface of 
erythrocytes, the blood group antigen Duffy receptor for chemokines (DARC). However, recent 
findings that P. vivax can invade DARC-negative erythrocytes through an alternative pathway, 
and still unknown, reinforce the hypothesis that the invasion mechanism of this parasite is 
much more complex than initially thought. In this context, the present study aimed to gain 
insight on the natural genetic diversity of a recently described P. vivax protein, named 
erythrocyte binding protein 2 (EBP2), which harbor all the key features of erythrocytes binding 
proteins such as DBPII, suggesting a role into RBC invasion process. More specifically, we 
evaluated the genetic diversity of the Duffy binding like (DBL) domain (region II) of PvEBP2 in 
the Amazon Basin, where P. vivax is the predominant malaria parasite. For this, DNA samples 
from 71 patients whose P. vivax infection were acquired in different States of the Brazilian 
Amazon (Amapá, Amazonas, Mato Grosso, Rondônia, Roraima and Pará) were used to 
amplify the ebp2 genes by PCR-based protocols (nucleotides 477-1455; amino acids 159-
485). To compare the degree of genetic variability between region II of EBP2 and DBPII, part 
of samples (n = 43) was also PCR-amplified to the dbpII gene (1245bp; nucleotides 504-1748; 
amino acids 168-582). For both genes, the amplification products were purified with the 
ExoSAP-IT enzyme as described by the manufacturer (Affymetrix® - Product Numbers 
78200/01/02/05) and subjected to the Sanger sequencing reaction. Sequences were aligned 
and compared with reference sequences available in GenBank. To identify the worldwide 
genetic variability of ebp2 gene, additional analyzes were conducted using all ebp2 sequences 
available in GenBank from eight countries: Cambodia, Madagascar, Myanmar, Papua New 
Guinea, South Korea, Thailand, and Vietnam. Taken together, our results demonstrated that 
(i) ebp2 gene was detected in all Brazilian samples; these results suggest that the ebp2 gene 
deletion described in some P. vivax isolates does not appear to be common in Brazil; (ii)   in 
the studied samples, the gene that encodes DBPII demonstrated to be much more polymorphic 
when compared to that of PvEBP2. Specifically, 19 SNPs and 18 haplotypes were identified 
for dbpII and only 9 SNPs and 12 haplotypes for ebp2. The nucleotide diversity (π) of dbpII 
was much higher (π = 0.00698) than ebp2 (π = 0.00145); (iii) of interest, the reference ebp2 
haplotype (Cambodia, C127) was the predominant haplotype in Brazil and in all countries 
studied, which confirms the low genetic variability of the protein. In conclusion, this pioneering 
study of the genetic variability of the ebp2 gene provides evidence that region II of EBP2 is 
less polymorphic that of DBPII in different transmission settings of the Brazilian Amazon 
region. The results suggest that PvEBP2-based vaccines should consider few haplotypes 
strategies to target the main P. vivax parasite populations circulating around the world. 
  
Keywords: malaria, Plasmodium vivax, erythrocyte binding proteins, genetic variability, 
vaccine candidates, erythrocyte binding protein 2 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A malária é uma doença infecto-parasitária de grande relevância para a saúde 

pública global devido a sua elevada morbidade e letalidade, particularmente, atingindo 

populações em situações de vulnerabilidade da África, sudeste asiático e América 

Latina (WHO, 2022). Ela é causada por protozoários do filo Apicomplexa, Família 

Plasmodiidae e gênero Plasmodium. Possuem como vetores insetos fêmeas 

infectadas da ordem Diptera, família Culicidae e gênero Anopheles (Sinka et al., 2012). 

Quatro espécies de plasmódios estão mais frequentemente associadas a 

infecção humana - Plasmodium falciparum (Welch, 1898), Plasmodium vivax (Grassi 

& Felitti, 1889), Plasmodium ovale spp. (Stephens, 1922), Plasmodium malariae 

(Laveran, 1881). Plasmodium falciparum é o mais virulento, responsável pelo maior 

número de óbitos - principalmente crianças abaixo de 5 anos - e o mais prevalente no 

continente africano (Artavanis-Tsakonas et at., 2003; Haldar et al., 2007; Miller et al., 

2013; Moxon et al., 2020). Por outro lado, P. vivax tem maior distribuição mundial e 

está frequentemente associado a uma malária não complicada com níveis variáveis 

de morbidade (Adams & Mueller, 2017; WHO, 2022). Apesar disto, o impacto 

econômico e a gravidade da malária causada por essa espécie foram subestimados 

por muito tempo. Nos últimos anos, diferentes estudos têm confirmado quadros de 

malária complicada por P. vivax, incluindo anemia grave, síndrome do desconforto 

respiratório agudo, coma e morte (Genton et al., 2008; Tjitra et al., 2008; Costa et al., 

2012; Castro-Gomes et al., 2014). Também foram identificadas biomassas deste 

parasito em nichos hematopoiéticos localizados, principalmente, na medula e no baço, 

locais ricos em reticulócitos jovens (Barber et al., 2015; Obaldia et al., 2018; Kho et 

al., 2021). Estes nichos têm sido frequentemente associados aos casos mais graves 

de malária (revisto por Silva-Filho et al., 2020). Além disso, certas particularidades 

biológicas de P. vivax contribuem para o difícil controle dessa espécie, incluindo: i) 

formas latentes no fígado (hipnozoítos), responsáveis pelas recaídas frequentes da 

doença (Coatney, 1976; Krotoski, 1989); ii) formação precoce de gametócitos, 

favorecendo a infecção dos vetores (McKenzie et al., 2002; Collins et al., 2004; 

Ferreira e Castro, 2016); iii) invasão apenas de reticulócitos, que estão presentes na 
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circulação em baixa percentagens, resultando em parasitemias subpatentes não 

detectadas pelo diagnóstico de rotina (Kitchen, 1938; Moreno-Pérez et al., 2013; 

Zimmerman et al., 2013) e iv) resistência emergente a medicamentos antimaláricos 

(Ferreira; Castro, 2016).  

P. ovale spp. e P. malariae são pouco conhecidos, uma vez que os estudos 

disponíveis sobre essas espécies são mais escassos em comparação com P. vivax e 

P. falciparum. P. ovale spp possui duas subespécies (P. ovale curtisi e P. ovale 

wallikeri) (Sutherland et al., 2010) e está distribuído principalmente na África Ocidental 

e em alguns países do Sudeste Asiático (Coatney et al. 2003; Mueller, Zimmerman e 

Reeder, 2007). Apesar das infecções por P. ovale spp. estarem geralmente 

associadas a baixa morbidade e mortalidade, complicações graves, como síndrome 

do desconforto respiratório agudo, insuficiência renal, e morte já foram relatadas 

(Hwang et al., 2014; Lau et al., 2013). Além disso, assim como P. vivax, P. ovale spp 

estabelece formas latentes (hipnozoítos) no fígado, podendo desencadear um novo 

quadro de malária clínica (White, 2011).  

P. malariae apresenta semelhanças morfológicas, genéticas e imunológicas, 

com o P. brasilianum (Gonder & Von Berenberg-Glosser, 1908; Fandeur et al., 2000; 

Volney et al., 2002; Tanomsing et al., 2007; Lalremruata et al., 2015), sendo 

considerados como variantes da mesma espécie (revisto por Hans-Peter, Campino e 

Sutherland, 2022). Essa espécie possui uma ampla distribuição, sendo relatada na 

África subsaariana, sudeste asiático e América (Collins e Jeffery, 2007). A malária 

clínica causada por P. malariae tem sido relatado como não grave, complicada ou com 

risco de vida, embora a literatura contenha relatos de mortalidade devido à anemia 

grave em crianças com infecções crônicas (Langford et al., 2015). Além disso, P. 

malariae/P. brasilianum apresenta um caráter de transmissão zoonótico, uma vez que 

esta última espécie é considerada um parasito primariamente de primatas não 

humanos (PNH) (Coatney et al., 2003; Lalremruata et al., 2015). Mais recentemente, 

também foram descritas transmissões zoonóticas de P. knowlesi (Sinton & Mulligan, 

1932) e P. simium (Da Fonseca, 1951), no sudeste asiático e na mata atlântica 

brasileira, respectivamente (Cox-Singh & Singh, 2008; White et al., 2008; Cox-Singh, 

2012; Brasil et al., 2017). O contexto da transmissão zoonótica da malária trouxe um 
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novo desafio para o contexto da eliminação desta doença. Necessitando mais estudos 

para uma melhor compreensão da biologia desses parasitos provenientes de primatas 

não humanos. 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), estima-se que no ano de 

2021 foram registrados 247 milhões de casos de malária e 619.000 óbitos em 84 

países endêmicos, incluindo o território da Guiana Francesa (Figura 1) (WHO, 2022). 

A ocorrência da malária está associada principalmente aos países subdesenvolvidos, 

que apresentam temperatura elevada, alta umidade e uma precipitação adequada 

para o desenvolvimento dos vetores (Greenwood et al., 2008; WHO, 2022). De fato, 

essas condições ambientais, associadas com o baixo desenvolvimento econômico, a 

instabilidade social e a falta de recursos para o diagnóstico rápido e o tratamento 

adequado, favorecem o aumento do número de casos da doença (Phillips et al., 2017; 

Ashley et al., 2018).  

Na América Latina, Venezuela, Brasil e Colômbia são os países de maior 

importância epidemiológica para malária e, juntos, representam mais de 79% de todos 

os casos nesta região (WHO, 2022). É importante ressaltar que o aumento no número 

de casos de malária na Venezuela tem sido decorrente de uma crise socioeconômica 

e humanitária que tem ocorrido no país nos últimos anos (Grillete et al., 2019). Embora 

a Venezuela tenha sido o primeiro país a receber o certificado pela OMS a erradicar 

a malária em suas áreas mais populosas em 1961, o país foi considerado o mais 

afetado da América Latina em 2018 (WHO, 2019). A Venezuela registrou um aumento 

de 209% no número de casos em 2018 em comparação com 2015 (WHO, 2019). Essa 

situação afeta os países vizinhos e estima-se que cerca de 78% e 81% dos casos 

importados de malária no Brasil e na Colômbia, respectivamente, venham da 

Venezuela. A situação desse país ressalta a necessidade de esforços conjuntos de 

controle da malária por parte dos países amazônicos da região (Recht et al., 2017). 
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Figura 1. Incidência global de malária no ano de 2020. 
Em roxo está representado a incidência global de Plasmodium vivax e em vermelho está indicado a 
incidência global de P. falciparum no ano de 2020. 

 
Fonte: mapa construído em malariaatlas.org. 

 

A pandemia de COVID-19, causada pelo novo coronavírus (SARS-CoV-2), 

trouxe um cenário desafiador para o controle da malária. Entre 2019 e 2020, houve 

cerca de 13,4 milhões de casos de malária, sendo associados às interrupções dos 

serviços locais de controle decorrentes da pandemia (WHO, 2022). Nesse contexto, a 

Organização Mundial de Saúde estabeleceu diretrizes para auxiliar os países a 

identificarem os serviços essenciais a serem priorizados, como a distribuição de 

medicamentos e serviços médicos de urgências e emergência (WHO, 2020). 
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Em 2015, a Organização Mundial de Saúde (OMS) implementou um plano 

global, chamado “Estratégia Técnica Global para a Malária 2016-2030” (Global 

technical strategy for malaria 2016-2030, GTS), visando reduzir a incidência e a 

mortalidade da malária em pelo menos 90% até 2030, (atualizado por WHO, 2021). 

As ações de vigilância epidemiológica, diagnóstico e tratamento específico foram de 

extrema importância para a significativa redução do número de casos e óbitos por 

malária nos últimos anos. No entanto, como a doença ainda afeta milhões de pessoas 

no mundo e a atuação dos serviços de controle foi prejudicada devido à pandemia de 

COVID-19, estima-se que as metas estabelecidas pela GTS (2016-2030) podem estar 

longe de serem atingidas (GTS/WHO, 2021). 

 

1.1 Epidemiologia da malária humana no Brasil 

 

No Brasil, as principais espécies causadoras de malária são P. vivax, P. 

falciparum e P. malariae. Segundo a Organização Mundial da Saúde, em 2021 foram 

registrados 139.211 casos e 49 óbitos por malária no país, representando um aumento 

de 11,4% em comparação a 2020. Do total de casos autóctones, cerca de 17% 

(23.408) foram por P. falciparum e 83% (114.449) por P. vivax e malária não-

falciparum (SVS/MS, 2022).  

A região da Amazônia Legal, que compreende os estados do Acre, Amazonas, 

Amapá, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, Roraima e Tocantins (SVS/MS, 

2015) é considerada área endêmica para malária no país, registrando cerca de 99,9% 

dos casos autóctones com uma distribuição heterogênea (SVS/MS, 2022) (Figura 2). 

Essa situação é decorrente das particularidades sociodemográficas, políticas e 

ambientais da região amazônica. Além disso, é importante ressaltar que a transmissão 

zoonótica em áreas de Mata Atlântica tem ganhado relevância nos últimos anos 

(Brasil, 2017). Alguns trabalhos já demonstraram que os primatas neotropicais podem 

ser fontes de infecção para os casos humanos, particularmente envolvendo P. simium 

(Costa et al., 2014; De Alvarenga et al., 2015). 
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Figura 2. Mapa de risco de transmissão da malária no Brasil por município em 2020. 
O risco é estimado a partir da Incidência Parasitária Anual (IPA), número de diagnósticos positivos para 
malária por 1000 habitantes, em uma determinada área, no período de um ano. Baseado no IPA, o 
risco é dividido entre baixo (IPA < 10 casos/mil habitantes), médio (IPA entre 10 e 49 casos/mil 
habitantes) e alto (IPA ≥ 50 casos/mil habitantes). 
 

 
 
Fonte: SVS/MS, 2021. 
 

Historicamente, no período de 1965 até 1988, P. vivax e P. falciparum 

mantinham proporções muito próximas. A partir daquele ano, ocorreu uma redução 

drástica na proporção de P. falciparum, enquanto aqueles atribuídos ao P. vivax 

aumentaram significativamente (Oliveira-Ferreira et al., 2010; Siqueira et al., 2016). A 

redução de malária causada pelo P. falciparum, se deu principalmente pela ampliação 

da rede de diagnóstico e tratamento precoce, reduzindo as fontes de infecção para o 

mosquito vetor. No entanto, tendo em vista que as medidas de controle para essas 

duas espécies são diferentes, os casos de P. vivax continuaram aumentando ao longo 

dos anos e essa se tornou a espécie mais prevalente no Brasil. Embora os programas 

de controle de malária reduziram drasticamente a incidência da doença em todo o 
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mundo (WHO, 2016) -- incluindo no Brasil (SVS/MS, 2022) -- a transmissão por P. 

vivax ainda representa um enorme desafio (Figura 3).  

O “Plano Nacional de Eliminação de Malária” (SVS/MS, 2022) visa mitigar o 

impacto da malária na saúde e subsistência das pessoas. Dentre os objetivos do 

plano, estão reduzir a quantidade de casos para menos de 14 mil e de óbitos para 

zero até 2030 e eliminar a doença no território brasileiro até 2035. Para isso, é 

necessária uma melhor compreensão da biologia de P. vivax e o desenvolvimento de 

estratégias profiláticas e terapêuticas, incluindo uma vacina. Nesse sentido, pesquisas 

que possam auxiliar na identificação e caracterização de antígenos candidatos à 

vacina se fazem necessários para o sucesso do plano de controle e eliminação da 

malária. 

 
Figura 3. Número de casos de malária notificados por espécie de plasmódio na região 
amazônica entre 1959 e 2020. 
No gráfico, os casos de malária denominados como por P. vivax inclui ainda um pequeno número de 
casos de malária não falciparum (casos autóctones de P. malariae e importados de P. ovale). Casos 
de malária falciparum incluem casos de malária por P. falciparum ou as infecções mistas desta espécie 
com outros plasmódios. 

 
 
Fonte: SVS/MS, 2021). Dados do Sivep-Malária atualizados em: 17/8/2021. Dados do Sinan 
atualizados em: 26/7/2021. 
 

1.2 Ciclo biológico e particularidades de Plasmodium vivax  

 

Parasitos do gênero Plasmodium spp. possuem um complexo ciclo 

heteroxeno, com a participação obrigatória de dois hospedeiros, podendo ser dividido 

em duas fases: (1) fase assexuada ou esquizogônica no hospedeiro vertebrado; (2) 
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fase sexuada ou esporogônica no hospedeiro invertebrado, fêmeas dos mosquitos do 

gênero Anopheles (Figura 4) (Crompton et al., 2014; Mueller et al., 2009). 

Os esporozoítos, formas infectantes para o homem, são inoculados na derme 

através da picada de insetos fêmeas do gênero Anopheles infectadas durante o 

repasto sanguíneo (Amino et al., 2006; Gueirard et al., 2010; Sinka et al., 2012). Essas 

formas do parasito possuem uma locomoção clássica do filo Apicomplexa, chamada 

gliding ou deslizamento, que permite movimentos com alta velocidade, além de 

auxiliar a maquinaria de invasão na célula hospedeira (Cowman et al., 2016; Ménard 

et al., 2013). 

Com essa motilidade deslizante, uma parte dos parasitos alcança e penetra 

um vaso sanguíneo, enquanto os que permanecem na pele são eliminados pela 

resposta imune desencadeada, e drenados pelos vasos linfáticos (Amino et al., 2006; 

Cowman et al., 2016; Ménard et al., 2013). Os esporozoítos que escapam dessa 

resposta imune inicial, se deslocam pela circulação sanguínea e atravessam os 

sinusóides hepáticos, chamados de barreira sinusoidal, por meio das células de 

Kupffer (Pradel e Frevert, 2001) e das células endoteliais (Tavares et al., 2013). 

No fígado, o parasito migra pelos hepatócitos até finalmente invadir um deles 

e formar um vacúolo parasitóforo, dando início ao ciclo hepático assintomático para o 

homem (Mota et al., 2001). Nos hepatócitos, os esporozoítos se diferenciam e se 

multiplicam assexuadamente, em um processo de esquizogonia tecidual, onde os 

esporozoítos se desenvolvem em esquizontes. Esses esquizontes formam milhares 

de merozoítos (Holz et al., 2016; Sturm et al., 2006). Nessa etapa, P. vivax e P. ovale 

conseguem estabelecer formas latentes (hipnozoítos) que permanecem dormentes 

por períodos variados e causar as recaídas na doença, desencadeando um novo 

quadro de malária clínica (Coatney, 1976; Krotoski, 1985, 1989; White, 2011). 

As recaídas favorecem a infecção de novos mosquitos e, consequentemente, 

de outros hospedeiros vertebrados. Até o momento, os mecanismos envolvidos nessa 

reativação são pouco compreendidos. Alguns gatilhos que ativam os hipnozoítos e 

leva a recaídas em intervalos regulares pode ser a própria doença febril sistêmica 

(White, 2011) ou os parasitos são ativados de forma coordenada de acordo com um 

relógio biológico predeterminado geneticamente (Chen et al., 2007; de Araujo et al., 

2012). A frequência das recaídas pode variar dependendo de vários fatores, incluindo 
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a região geográfica onde a infecção é adquirida, a idade e a imunidade do hospedeiro, 

a carga de esporozoítos no momento da infecção e a adesão ao tratamento 

(Commons et al., 2020; John et al., 2012; Pedro et al., 2012). 

Após a multiplicação assexuada no fígado, os merozoítos são liberados dos 

hepatócitos por vesículas, chamadas merossomos, que iniciam o ciclo eritrocítico 

(Holz et al., 2016; Sturm et al., 2006). Na corrente sanguínea, os merozoítos interagem 

com as células alvo (eritrócitos) por um complexo processo com reconhecimento, 

reorientação e invasão, envolvendo diversas interações entre proteínas do parasito e 

receptores eritrocíticos (Cowman et al., 2017). 

Diferente de outras espécies, P. vivax invade eritrócitos jovens, os 

reticulócitos, que representam cerca de 1% a 2% do total de glóbulos vermelhos 

circulantes, o que pode explicar a baixa parasitemia predominante dessa espécie e a 

alta frequência de infecções assintomáticas e submicroscópicas, que dificultam a 

detecção pelos métodos de diagnóstico convencional (Kitchen, 1938; Moreno-Pérez 

et al., 2013; Zimmerman et al., 2013). Dentro dos eritrócitos, os merozoítos se 

diferenciam em trofozoítos jovens, maduros e depois esquizontes (Mota et al., 2001). 

Esses esquizontes dão origem a merozoítos, rompem a hemácia, ficam livres na 

corrente sanguínea e estão aptos a invadir novas células, reiniciando o ciclo de 

invasão, que ocorre a cada 48 horas para P. vivax e P. falciparum (Cowman et al., 

2016; White et al., 2014). 

O ciclo eritrocítico é responsável pela manifestação clínica da malária, como 

febre, dor de cabeça, calafrios, náusea e fraqueza. Enquanto nas infecções por P. 

vivax são encontradas todas essas formas de desenvolvimento do estágio sanguíneo 

na circulação periférica, em P. falciparum não encontramos as formas assexuadas 

maduras em circulação (Mueller et al., 2009). Após sucessivas gerações de 

merozoítos sanguíneos, alguns deles se diferenciam em formas sexuais do parasito, 

os gametócitos femininos (macrogametócitos) e os gametócitos masculinos 

(microgametócitos), formas infectantes para o mosquito vetor (Barillas-Mury e Kumar, 

2005; Sinden, 1983). Para P. vivax, é possível observar gametócitos na circulação 

periférica em uma semana após a inoculação do mosquito, antes do aparecimento 

dos sintomas, enquanto P. falciparum ocorre concomitante com o aparecimento dos 

sintomas (Bousema e Drakeley, 2011; Cowman et al., 2016; Meibalan e Marti, 2017). 
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Essa gametocitogênese precoce de P. vivax, contribui para um elevado potencial para 

transmissão, pois um indivíduo infectado, mas assintomático e, portanto, ainda não 

tratado, pode servir como um reservatório para a infecção dos vetores (Ferreira e 

Castro, 2016; McKenzie et al., 2002). Essas formas sexuais são ingeridas pela fêmea 

do mosquito anofelino durante o repasto sanguíneo e dão início a fase sexuada de 

ciclo, que ocorre no hospedeiro invertebrado (Crompton et al., 2014). 

Na matriz peritrófica do vetor os gametócitos se diferenciam em gametas, 

ocorre a fertilização e é gerada uma forma diplóide chamada zigoto (Vlachou et al., 

2006). O zigoto amadurece, se torna móvel, passa a se chamar oocineto e invade a 

parede epitelial do intestino médio do mosquito. Ao chegar à lâmina basal do intestino 

médio, os oocinetos se diferenciam em oocistos, começam a se dividir continuamente 

por uma multiplicação assexuada e produzem milhares de esporozoítos (Baton e 

Ranford-Cartwright, 2004; Vlachou et al., 2004; Zieler e Dvorak, 2000). Os 

esporozoítos são liberados na hemolinfa do mosquito, alguns são eliminados pelo 

sistema de defesa do vetor, contudo uma parte considerável consegue invadir as 

glândulas salivares, podendo ser inoculados no hospedeiro vertebrado em um 

próximo repasto sanguíneo (Crompton et al., 2014; Meibalan e Marti, 2017). 
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Figura 4. Representação esquemática do ciclo biológico de Plasmodium vivax no hospedeiro 
vertebrado (humano) e no invertebrado (mosquito do gênero Anopheles). 
Uma vez que os esporozoítos infecciosos são inoculados na pele pelos mosquitos anófeles fêmeas, 
eles atingem a corrente sanguínea e entram nos hepatócitos iniciando o estágio exoeritrocítico. Dentro 
do fígado, P. vivax pode: i) se diferenciar em esquizontes teciduais, que após milhares de replicações 
mitóticas em hepatócitos individuais liberam merozoítos na corrente sanguínea, ou ii) se diferenciar em 
um estágio dormente chamado hipnozoíto que, após ativação após meses ou anos, sofrem recaídas e 
iniciam o ciclo eritrocítico. Durante os estágios eritrocíticos, os merozoítos de P. vivax invadem os 
reticulócitos e o processo de desenvolvimento cíclico leva cerca de 48 h. Além disso, alguns parasitos 
de P. vivax podem se diferenciar em gametócitos maduros antes da doença clínica e se desenvolve, 
tendo assim a vantagem de transmissão contínua ao inseto vetor antes do aparecimento de sintomas 
clínicos e posterior tratamento. Os gametócitos circulantes ao serem absorvidos pela refeição 
sanguínea dos mosquitos anófeles, iniciam o ciclo sexual, que inclui a liberação dos gametas masculino 
e feminino, a fertilização e a formação de um oocineto móvel que atravessa o epitélio do intestino médio. 
A diferenciação em uma nova forma replicativa, conhecida como oocisto, liberação de esporozoítos, 
migração e invasão das glândulas salivares encerra o ciclo de vida no vetor. Os esporozoítos estão 
prontos para serem inoculados no hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguíneo do vetor e dar 
continuidade ao ciclo.  

 
Fonte: Modificado de Mueller et al., 2009. 

  

1.2.1 Invasão de reticulócitos por Plasmodium vivax  

 

A invasão dos reticulócitos pelo merozoíto de P. vivax garante a infecção 

humana e, consequentemente, o desenvolvimento da doença clínica. Para que P. 

vivax tenha sucesso nesse processo, é necessária a interação entre diferentes 

proteínas do parasito e receptores presentes na superfície dos reticulócitos. Os 
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merozoítos contêm todas as organelas necessárias para o reconhecimento e invasão 

dos eritrócitos, que inclui róptrias, grânulos densos e micronemas (De Niz et al., 2017) 

(Figura 5), que também estão presentes na porção apical de parasitos do filo 

Apicomplexa (Neves et al., 2022). O processo geral de invasão dos eritrócitos -- que 

envolve múltiplas proteínas do complexo apical e interações do tipo ligante-receptor -

- é comum a diferentes espécies de plasmódios. 

 

Figura 5. Representação esquemática de estruturas e organelas do merozoíto de 
Plasmodium. 

 

 
Fonte: Ajustado de Tham, Beenson, Rayner (2017). 

 

No caso dos plasmódios, incluindo P. vivax cujo tropismo  é específico para 

os  reticulócitos,  o contato com a  célula-alvo ativa eventos subsequentes que 

resultam na penetração do parasito e esse processo de invasão é complexo, rápido e 

envolve várias etapas:  (I) adesão entre o merozoíto e o eritrócito; (II) seguido por uma 

reorientação do parasito, deixando as organelas do complexo apical em contato com 

a membrana da célula hospedeira e a formação de uma junção móvel que auxilia a 

entrada do parasito e (III) a invasão com formação de um vacúolo parasitóforo (Figura 

6) (revisto por Cowman, 2017). 

Inicialmente, os merozoítos de plasmódios podem se conectar a qualquer 

parte da sua superfície em uma célula sanguínea por meio de interações de baixa 

afinidade, mediadas por inúmeras proteínas de superfície do merozoíto (MSPs – 

Merozoite Surface Protein) (etapa I – Adesão, Figura 6) (Beeson et al., 2008). Após 

esse contato inicial, ocorre a reorientação da porção apical do parasito, onde as 

organelas secretórias estão localizadas. Nesse momento, proteínas de micronema 
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são expostas, como o antígeno de membrana apical - 1 (AMA1 – Apical Membrane 

Antigen-1) (etapa II - Reorientação, Figura 6) (Alaganan; Singh; Chitnis, 2017; 

Cowman et al., 2017). Em seguida, o merozoíto forma uma junção irreversível e de 

alta afinidade, formando um anel ao redor do parasito, que delimita o vacúolo 

parasitóforo da membrana da célula hospedeira. Essa junção é composta pela 

interação entre a proteína AMA1 e as proteínas de pescoço das róptrias - 2 (RON2 – 

Rhoptry Neck Proteins) (Srinivasan et al., 2011; Alexander et al., 2005; Riglar et al., 

2011; Tonkin et al., 2011). A ligação entre o merozoíto e o eritrócito também é mediada 

por proteínas da família DBL/EBL (Duffy binding-like ou Erythocyte binding-like) e RBL 

(Reticulocyte binding-like) (etapa II - Formação da Junção móvel, Figura 6) (Gilberger 

et al., 2003; Rayner et al., 2001; revisto por De Niz et al., 2017). A força motora de 

actina-miosina dos parasitos, fornece a motilidade e a força mecânica necessária para 

penetrar na célula hospedeira, pois atua empurrando o parasito para dentro, enquanto 

as interações ligante-receptor acontecem (Gilson; Crabb, 2009; Koch; Baum, 2016). 

Por fim, a invasão se completa quando o vacúolo parasitóforo se afasta da membrana 

em direção ao interior do eritrócito, com posterior fechamento da membrana da célula 

do hospedeiro (etapa III - Invasão, Figura 6). Essas etapas são comuns para outros 

plasmódios. 

Figura 6. Modelo esquemático representando as etapas envolvidas na invasão do eritrócito 
por merozoítos do Plasmodium. 
Na primeira etapa de invasão ocorre a adesão entre o parasito e a célula hospedeira, com uma posterior 
reorientação do merozoíto para colocar sua extremidade apical em contato com a membrana da 
hemácia (etapa I). Na segunda etapa, uma junção apertada é formada, mediada por receptores de 
eritrócitos e ligantes do parasito (etapa II). Na penetração do parasito ocorre a de um vacúolo 
parasitóforo (etapa III). 
 

 
Fonte: ajustado de De Niz et al., 2017. 
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No caso de P. vivax as interações entre ligantes do parasito e receptores de 

reticulócitos ainda são pouco conhecidas. Atualmente, três interações do tipo ligante-

receptor envolvidas na invasão dos reticulócitos por essa espécie têm sido mais bem 

caracterizadas (PvRBP2b-TfR1, PvRBP2a-CD98 e PvDBP-DARC) (Molina-Franky et 

al., 2022). Entre estas, a mais bem estudada é a via de invasão mediada pela 

interação entre a Duffy Binding Protein (DBP), presente nas micronemas do parasito, 

e seu receptor nos eritrócitos, o antígeno de grupo sanguíneo Duffy receptor de 

quimiocinas (DARC) (Miller et al., 1976; Adams et al., 1992). Além da PvDBP, uma 

nova proteína capaz de se ligar a reticulócitos, a Erythrocyte Binding Protein 2 (EBP2), 

também foi descrita (Hester et al., 2013). Esta proteína compartilha características 

semelhantes às proteínas da família DBL/EBL, que estão envolvidas no processo de 

invasão dos merozoítos nos reticulócitos, sugerindo uma possível via alternativa de 

invasão por P. vivax (Hester et al., 2013; Ntumgia et al., 2016). Essas duas proteínas 

(DBP e EBP2) fazem parte do trabalho aqui apresentado e serão abordadas em mais 

detalhes no próximo tópico (itens 1.2.1 A e B). 

Mais recentemente, a interação entre a proteína de ligação aos reticulócitos 

2b (PvRBP2b), localizada nas micronemas, e a proteína do hospedeiro TfR1 (ou 

CD71), tem sido descrita como componente importante para a interação e/ou invasão 

dos reticulócitos por P. vivax (Gruszczyk et al., 2018). A TfR1 é uma glicoproteína 

transmembranar expressa em grandes quantidades em hemácias imaturas 

(reticulócitos) e gradualmente perdida durante a maturação das hemácias, até estar 

completamente ausente dos normócitos (Pan et al., 1985). Por último, em 2021, foi 

caracterizada a interação entre a proteína de ligação a reticulócitos 2a (PvRBP2a) 

com o receptor CD98, uma glicoproteína transmembrana que também diminui sua 

expressão durante a maturação das hemácias (Malleret et al., 2021). Esses achados 

sugerem que o mecanismo pelo qual P. vivax atinge com precisão os reticulócitos é 

complexo e envolver vários receptores e ligantes.  No entanto, entender se outros 

ligantes também participam desse processo requer mais estudos. 
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A. Duffy binding protein (DBP) de Plasmodium vivax  
 

Para a maior parte das variantes de P. vivax, a invasão dos reticulócitos é 

altamente dependente da interação entre a proteína do parasito Duffy binding protein 

(DBP) e o receptor Duffy receptor para quimiocinas (DARC), presente nos eritrócitos 

(ADAMS et al., 1990, 1992) (Figura 7). Nesse sentido, indivíduos que não expressam 

o receptor DARC na superfície de seus reticulócitos, chamados DARC negativos, são 

altamente resistentes à infecção por P. vivax (Miller et al., 1976). A DBP é uma 

proteína de 140 kDa localizada na porção apical do merozoíto nos micronemas 

(Wertheimer e Barnwell, 1989; Adams et al., 1990; Adams et al., 1992).  

 

Figura 7. Representação esquemática da interação entre a Duffy binding protein (DBP) de 
Plasmodium vivax e o receptor Duffy para quimiocinas (DARC) nos reticulócitos. 
 

 
Fonte: ajustado de Draper Lab, University of Oxford. Acesso em: 
https://draperlab.web.ox.ac.uk/development-vaccines-against-blood-stage-p-vivax.  

 

A DBP pertence à família de proteínas homólogas que se ligam aos eritrócitos, 

conhecida como DBL-EBP (Duffy binding like-erythrocyte binding protein), que 

engloba outras proteínas de micronema. Pode se citar como exemplos (i) PkDBP do 

parasito do Plasmodium knowlesi (Adams et al., 1990), plasmódio simiano que infecta 

o homem; (ii)   EBP2 de P. vivax (Hester et al., 2013); e (iii) diferentes proteínas do P. 

falciparum, incluindo a EBA-175, EBA-140/BAEBL (Sim et al. 1990; Adams et al. 1992; 

Mayer et al., 2006; Gilberger et al., 2003). Além disso, os membros desta família DBL-

EBP compartilham similaridades na estrutura e, com base nessa homologia, foram 
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definidas seis regiões extracelulares (I-VI), uma região transmembrana tipo I e uma 

pequena cauda citoplasmática (Adams et al., 1992, 2001). As regiões comuns a todas 

as EBPs são os dois domínios ricos em cisteína (regiões II e VI) no ectodomínio, com 

o domínio de ligação ao ligante de eritrócitos na região II (DBPII) (Figura 8).  

O domínio de ligação da proteína DBP com o receptor DARC está localizado 

na região II (DBPII), que corresponde ao domínio Duffy Binding Like (DBL). Essa 

região é composta por 330 aminoácidos caracterizado por um domínio de 12 resíduos 

de cisteína conservados (Chitnis; Miller, 1994). Este domínio está localizado em um 

segmento de aproximadamente 170 aminoácidos entre as cisteínas 4 e 7, dentro da 

região II, sendo ainda subdividida em 3 regiões, conhecidas como subdomínios (SD) 

1, 2 e 3, onde o SD2 o principal envolvido na ligação com o receptor DARC (Adams 

et al., 1992; Ranjan e Chitnis, 1999; Vanbuskirk, et al., 2004a e b; Singh et al., 2006; 

Sampath et al., 2013). 

 

Figura 8. Representação esquemática dos domínios estruturais da proteína Duffy Binding 
Protein (DBP) de Plasmodium vivax. 
Os éxons são representados como blocos, sendo que em vermelho está o éxon 1, que codifica uma 
sequência de sinal de peptídeo; em verde está o éxon 3, que codifica um domínio transmembrana; e 
em amarelo estão os éxons 4 e 5, que codificam um domínio citoplasmático. O éxon 2, em azul, codifica 
um grande domínio proteico que contém seis regiões (I a VI). O domínio de ligação aos eritrócitos está 
na região rica em cisteína (região II), também conhecido como domínio Duffy Binding Like (DBL), e os 
resíduos de ligação críticos foram mapeados para um trecho de 170 aa entre as cisteínas 4-7. 

 

 
 
Fonte: ajustado de Sousa et al., 2014. 

 

Devido à importância da DBPII, vários estudos de resposta imune humoral em 

diversas populações, de diferentes regiões geográficas, inclusive no Brasil, têm sido 

desenvolvidos (Sousa et al., 2014; Fowkes; Boeuf; Beeson, 2016; Kano et al., 2012; 

King et al., 2008; Nicolete et al., 2016; Souza-Silva et al., 2014). O padrão de resposta 

de anticorpos descrito nesses estudos foi que os anticorpos anti-DBP aumentam com 
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o tempo de exposição ao parasito, idade e o número de episódios prévios de malária 

(Cole‐Tobian et al., 2002; Kano et al., 2012; King et al., 2008; Souza-Silva et al., 2010). 

Também já foi demonstrado que os anticorpos contra DBP parecem ter tendência para 

as subclasses citofílicas IgG1 e IgG3 (Tran et al. 2005, Maestre et al. 2010).  

De importância, a exposição prolongada à malária provoca anticorpos 

específicos para DBP que inibem a ligação de diferentes variantes de DBPII aos 

eritrócitos (Ceravolo et al. 2008, Souza-Silva et al. 2010; King et al., 2008; Nicolete et 

al., 2016), sendo associada com a proteção clínica contra a doença, incluindo na 

Amazônia (Nicolete et al., 2016). Os estudos desenvolvidos na Amazônia bem como 

na Papua-Nova Guiné (PNG) (Oceania), mostraram que a resposta de anticorpos anti-

DBPII, com capacidade de inibir a interação com o seu receptor DARC, foi 

notavelmente estável ao longo do tempo (King et al. 2008, Souza-Silva et al. 2010). 

Esses achados indicam que, uma vez adquiridos, esses anticorpos inibitórios parecem 

ser estáveis sob exposição contínua à transmissão da malária.  

Embora a DBPII seja o principal antígeno candidato a compor uma vacina 

contra as formas sanguíneas de P. vivax (Revisto por Veiga et al., 2022), a resposta 

contra esta proteína é do tipo variante-específica. Achados pioneiros do nosso grupo 

de pesquisa, durante um surto de transmissão autóctone, demonstrou que indivíduos 

primo-infectados só desenvolviam anticorpos inibitórios contra a variante homológa, 

isto é, contra a sequência DBPII homóloga identificada no isolado do surto (Ceravolo 

et al. 2009). estes achados foram posteriormente confirmados por outros grupos 

(Chootong et al. 2012).   

 

B. Erythrocyte binding protein 2 (EBP2) de Plasmodium vivax  
 

Embora a maioria das variantes de P. vivax utilizem a interação DBP/DARC 

para invadir o reticulócito, estudos recentes têm demonstrado indivíduos que não 

expressam o receptor DARC na superfície de suas células eritrocitárias, chamados 

DARC negativos, ainda sim são parasitados por esta espécie (Ryan et al., 2006; 

Cavasini et al., 2007; Menard et al., 2010; Lo et al., 2015). Esses achados sugerem 

que este parasito possa utilizar uma via alternativa e ainda desconhecida para invasão 

dos eritrócitos (Gunalan et al., 2016; revisto por Zimmerman et al., 2013). 
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Um trabalho publicado por Hester e colaboradores (2013) de remontagem do 

genoma de P. vivax, identificou o gene da Erythrocyte Binding Protein 2 (EBP2). Esta 

é uma proteína integrante da família erythrocyte binding-like (EBL) identificada no 

isolado do Camboja (C127) e não identificada anteriormente na cepa referência 

Salvador-1 (Sal-1). 

EBP2 compartilha características importantes dos membros da família de 

proteínas DBL/EBL, que se caracterizam pelo envolvimento no processo de 

reconhecimento e invasão dos merozoítos na célula hospedeira (Hadley, 1986; Adams 

et al., 1990; Adams et al., 1992). Essa proteína possui: i) domínio Duffy-binding like 

(DBL) ou região II, essencial para a invasão dos merozoítos aos eritrócitos; ii) peptídeo 

sinal; III) domínio C-terminal rico em cisteínas e; IV) uma porção transmembrana 

(Figura 9). Além disso, essa proteína é expressa durante o estágio sanguíneo do ciclo 

do parasito, quando ocorre o processo de invasão dos reticulócitos (Hester et al., 

2013). 

 

Figura 9. Representação esquemática comparando os domínios estruturais da proteína Duffy 
Binding Protein (DBP) e da proteína Erythrocyte binding protein 2 (EBP2) de Plasmodium 
vivax. 
Os éxons são representados como blocos, sendo que em vermelho está o éxon 1, que codifica uma 
sequência de sinal de peptídeo; em verde está o éxon 3, que codifica um domínio transmembrana; e 
em amarelo estão os éxons 4 e 5, que codificam um domínio citoplasmático. O éxon 2, em azul, codifica 
um grande domínio proteico que possui uma região rica em cisteína (região II). O domínio de ligação 
aos eritrócitos está nessa região II, também conhecido como domínio Duffy Binding Like (DBL). 
 

 
 
Fonte: ajustado de Lima et al., 2022. 

 

Em análise filogenética, a PvEBP2 se agrupa apenas com uma EBP de P. 

cynomolgi e, portanto, é filogeneticamente diferente da PvDBP de P. vivax, como pode 
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ser observado na figura 10 (Hester et al., 2013). Esses dados demonstram que esta 

proteína é diferente da maioria das outras DBPs de Plasmodium já descritas. Nesse 

sentido, devido a EBP2 possuir as características chave das proteínas que se ligam 

ao eritrócito (EBPs) e ser filogeneticamente distinta de DBP de P. vivax, tem sido 

sugerido que ela possa ter uma função distinta da DBP.  

 

Figura 10. Árvore filogenética demonstrando a relação entre as sequências das proteínas de 
ligação aos eritrócitos (EBPs) de P. vivax, P. cynomolgi, P. simiovale e P. knowlesi. 
Indicada pela seta vermelha está a posição da proteína predita Erythrocyte binding protein 2 (EBP2) de 
P. vivax. 
 

Fonte: Hester et al., 2013. 
 

Em um trabalho publicado pelo nosso grupo de pesquisa, verificou-se que a 

EBP2 se liga preferencialmente a reticulócitos imaturos com alta expressão de CD71 

e Duffy positivos, com pouca ligação aos reticulócitos Duffy negativos (Ntumngia et 

al., 2016). Estes dados sugerem que esta proteína pode estar envolvida em uma via 

de invasão alternativa, caracterizada por reticulócitos presentes na medula óssea que 

possuem alta expressão de CD71. Além disso, vários outros trabalhos levantam a 

hipótese de que a invasão de merozoítos por P. vivax ocorre predominantemente na 

medula óssea, um importante reservatório dessas células hospedeiras imaturas 

(Martín-Jaular et al., 2013; Malleret, Renia e Russell, 2017). 

O trabalho de Hester e colaboradores, que descreveu esta proteína, mostrou 

que a região II da EBP2 parece ser menos polimórfica, com apenas 11 

polimorfismos de nucleotídeo não sinônimo, quando comparado com a região II da 
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DBP, que possui 32 SNPs (Hester et al., 2013). Em um recente trabalho publicado 

pelo nosso grupo (Lima et al., 2022), que avaliou amostras de infecção 

primária/recorrente de surtos de P. vivax em uma área não endêmica, foi 

identificado uma única substituição de aminoácido, resultante de um polimorfismo 

de nucleotídeo não sinônimo, no gene da EBP2. O que sugere que essa proteína 

não é muito variável. Os achados de Roesh e colaboradores (2018) também 

demonstraram que a EBP2 é pouco polimórfica, quando comparada com a DBPII. 

Nesse estudo, que utilizou amostras do Camboja e de Madagascar, verificou-se 

que a dbpII apresentou 23 SNPs, por outro lado, onze SNPs foram observados 

para EBP2, sendo que a maioria deles (59%) era semelhante a referência (C127). 

Um dos poucos estudos sobre a variabilidade genética do gene que codifica a 

região II da EBP2 de isolados restritos aos países asiáticos, identificou elevado 

grau de polimorfismo (Han et al., 2020). Mais estudos em outras regiões 

geográficas são necessários para avaliar o potencial da EBP2 como candidato 

vacinal. 

Apesar de escassos, os estudos sobre a imunidade naturalmente adquirida à 

EBP2 demonstraram que ela é antigenicamente distinta da DBPII (domínio 

DBL/região II da DBP), já que um trabalho desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa 

demonstrou que anticorpos anti-DBPII não foram capazes de inibir a ligação da EBP2 

em reticulócitos (Ntumngia et al., 2016). Em outro trabalho, um painel composto por 

38 antígenos foi avaliado em soros de crianças da Papua-Nova Guiné (PNG), a fim 

de identificar combinações de proteínas para o desenvolvimento de uma vacina que 

confira proteção clínica. Esse trabalho mostrou que altos títulos de combinação de 

anticorpos contra alguns antígenos de P. vivax foram associados com potencial efeito 

protetor (PEP), sendo que a combinação de cinco antígenos (que incluem EBP2 e 

DBPII) conferiram o PEP maior que 90% (França et al., 2017). A combinação de 

anticorpos contra EBP2 e DBPII mostraram efeito protetor na redução da malária 

clínica em até 70% e a resposta de anticorpos anti-EBP2 aumentou positivamente 

com idade e acúmulo de exposição à malária (He et al., 2019). Essa associação entre 

exposição e aquisição de anticorpos contra a EBP2 também foi observada em 

primatas não humanos (PNH) em um trabalho desenvolvido pelo nosso grupo de 
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pesquisa, em que PNH de vida livre apresentaram maiores frequência e níveis de 

anticorpos anti-EBP2 quando comparados com PNH de cativeiro (Assis et al., 2021). 

Em conjunto, essas características sugerem que esta proteína pode participar 

de uma via alternativa de invasão dos reticulócitos, e que tem potencial para compor 

uma vacina contra as formas sanguíneas de P. vivax. O presente estudo sobre a 

variabilidade genética da EBP2 é pioneiro no Brasil e poderá fornecer os subsídios 

para validar vacinas que visam proteínas mais conservadas que possam induzir uma 

imunidade de amplo espectro contra diferentes cepas do parasito. 

 

1.3 Vacinas contra os estágios sanguíneos de Plasmodium vivax 

 

Atualmente, só existem vacinas contra a malária, aprovadas pela Organização 

Mundial de Saúde (OMS), contra P. falciparum, sendo a Mosquirix (RTS, S/AS01) a 

principal (RTS, S 2015). Essa é uma vacina de subunidade que tem como alvo as 

repetições centrais e o C-terminal da proteína de superfície circumsporozoito (CSP - 

Circumsporozoite Surface Protein). A eficácia desta vacina contra a malária clínica ao 

longo de 4 anos de acompanhamento foi de cerca de 39% (RTS, S, 2015). Porém, 

com o avanço da idade e tempo de vacinação, a estimativa caiu para níveis mais 

baixos, chegando à eficácia de apenas cerca de 4% após 7 anos de acompanhamento 

(Olotu et al., 2016; Laurens, 2020). Apesar das limitações acerca da eficácia, o 

desenvolvimento dessa vacina representa um avanço enorme no combate da malária, 

principalmente no continente africano, que é o mais afetado por P. falciparum, que 

leva a alta letalidade e morbidade em crianças menores de 5 anos. No entanto, 

quando se avalia as vacinas contra a malária causada por P. vivax, o cenário de 

ensaios clínicos ainda é bastante incipiente.  

Ainda não existem vacinas licenciadas contra P. vivax e, até o momento, 

somente três antígenos estão nas fases clínicas iniciais, sendo PvCSP, PvDBPII e 

Pvs25 (para vacinas de estágio pré-eritrocítico, eritrocítico e vacinas bloqueadoras da 

transmissão, respectivamente) (revisto por López et al., 2017).  

As vacinas contra as formas sanguíneas do parasito representam um enorme 

potencial de bloqueio no desenvolvimento do parasito, uma vez que os merozoítos 

ficam mais expostos ao sistema imunológico do hospedeiro durante o processo de 
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invasão dos eritrócitos. Alguns antígenos de formas sanguíneas de P. vivax têm sido 

estudados como possíveis candidatos à vacina como, família de proteínas RBP, 

família MSP, RON2, AMA-1, EBP2 e DBPII (Figura 11) (revisto por Da Veiga et al., 

2022). No entanto, dentre as vacinas que se encontram em fase de ensaio clínico, a 

maioria se baseia na PvDBPII, incluindo ChAd63-MVA-PvDBPII (Payne et al., 2017), 

PvDBPII-GLA-SE (Singh et al., 2018) e PvDBPII/Matrix-M (Hou et al., 2023). No 

entanto, apesar da importância da PvDBPII, o desenvolvimento de uma vacina 

baseada somente neste antígeno apresenta algumas limitações, como: i) ser pouco 

imunogênica (Cole-Tobian et al., 2002); ii) possuir alto polimorfismo que parece crítico 

para a evasão da resposta imune do hospedeiro (Tsuboi et al., 1994; VanBuskirk et 

al. 2004a) e iii) induzir anticorpos alelo-específicos (Ceravolo et al., 2009). Assim, 

estudos que visam caracterizar outros antígenos candidatos à vacina, como a família 

RBP, família MSP, AMA-1 e a proteína recém-descrita EBP2, são importantes para o 

avanço no combate à malária causada por P. vivax.  

 
Figura 11. Desenho esquemático mostrando os principais antígenos candidatos às vacinas 
de estágio sanguíneo de Plasmodium vivax. 
Na imagem os antígenos estão organizados de acordo com sua localização no merozoíto: amarelo - 
antígenos de superfície; verde - antígenos de róptrias; e vermelho - antígenos de micronema. 
 

 
Fonte: ajustado de Da Veiga et al., 2022. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A malária é um grande problema de saúde pública que afeta diferentes regiões 

do mundo, estando muito associada com a vulnerabilidade socioeconômica dos 

países mais acometidos por essa doença. No mundo, existem cerca de mais de 400 

milhões de casos por ano, sendo P. vivax a espécie de maior distribuição global. No 

Brasil, aproximadamente 99% dos casos de malária ocorrem na região da Amazônia 

Legal e cerca de 83% são ocasionados por P. vivax (SVS/MS, 2022). Apesar dos 

crescentes avanços nos métodos de controle e vigilância da malária – incluindo no 

diagnóstico e tratamento –, o desenvolvimento de uma vacina contra a malária 

causada por P. vivax poderia ser uma ferramenta importante   visando a eliminação 

da doença.  

Até o momento, não existem vacinas aprovadas contra P. vivax. O papel vital 

da região II da DBP (DBPII) no desenvolvimento do estágio sanguíneo dessa espécie 

faz com que esta proteína seja um dos principais antígenos candidato a vacina contra 

as formas sanguíneas (revisto por Da Veiga et al., 2021). Nesse cenário, várias 

construções baseadas na DBPII encontram-se em fases iniciais de ensaios clínicos e 

os resultados preliminares destas construções parecem promissores, o que reforça a 

importância da DBPII como vacina (Payne et al., 2017; Singh et al., 2018 e Hou et al., 

2023). No entanto, o desenvolvimento de uma vacina contra a malária baseada 

somente em DBPII tem sido dificultado pela tendência dessa proteína de induzir 

respostas imunes do tipo cepa-específica, como descrito pela primeira vez pelo nosso 

grupo (Ceravolo et al., 2009). Essa característica, pode ser responsável pelo fracasso 

de muitas vacinas candidatas contra a malária que avançaram para os ensaios 

clínicos. Outro grande desafio é que está bem estabelecido que P. vivax é capaz de 

estabelecer a infecção em indivíduos Duffy negativos (Ryan et al., 2006; Cavasini et 

al., 2007; Menard et al., 2010; Lo et al., 2015). Esta observação sugere que a infecção 

de reticulócitos humanos por P. vivax não depende exclusivamente da interação 

ligante DBP e o seu receptor Duffy (DARC). Além disso, ainda não foi possível 

estabelecer P. vivax em cultura in vitro a longo prazo, o que torna o estudo de 

antígenos ainda mais desafiador (Grimberg et al., 2007). Assim, se faz necessário o 
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estudo de outros antígenos de formas sanguíneas do parasito que possam compor 

uma vacina multi alvos contra P. vivax. 

A descoberta de uma nova proteína de ligação a eritrócitos (EBP2), que é 

estruturalmente semelhante a outros DBPs de plasmódio, pode ser a chave para uma 

via alternativa de invasão. A pesquisa aqui proposta, que visa caracterizar pela 

primeira vez no Brasil a EBP2 do ponto de vista molecular, é significativa, porque os 

dados gerados irão avançar nossa compreensão sobre esse antígeno e poderão 

auxiliar projetos futuros que visem candidatos à vacina contra a malária causada por 

P. vivax.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

O objetivo geral do estudo é caracterizar a variabilidade genética do gene que 

codifica a erythrocyte binding protein 2 (EBP2) em isolados de campo de Plasmodium 

vivax da Amazônia brasileira. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

1. Avaliar a variabilidade genética da região II (domínio DBL) do gene que codifica 

a erythrocyte binding protein 2 (EBP2) em parasitos circulantes em áreas 

endêmicas de malária da Amazônia brasileira; 

2. Avaliar comparativamente a variabilidade genética da região II (domínio DBL) 

do gene que codifica a Duffy binding protein (PvDBPII) nas mesmas amostras 

de campo; 

3. Caracterizar a diversidade genética global da região II da EBP2. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Declaração de Ética 

Os aspectos éticos e metodológicos deste estudo foram aprovados pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto René 

Rachou/FIOCRUZ Minas (nº 4.041.859 e CAAE 15632719.0.0000.5091). Todas as 

amostras foram armazenadas no biorrepositório do Instituto René Rachou - Fiocruz 

Minas (protocolos nº 07/2006, nº 07/2009, nº 12/2010, nº 26/2013, nº 

1.821.955/2016, com curadores Luzia Helena Carvalho e Flora Satiko Kano). Os 

participantes do estudo foram informados sobre os objetivos e procedimentos do 

estudo, e sua participação voluntária foi solicitada e confirmada por meio de 

consentimento formal por escrito.  

 
4.2 População de Estudo  

Na região da Amazônia brasileira foram obtidos 71 isolados de campo de 

Plasmodium vivax de pacientes de diferentes estados (Amapá [AP], n = 5; 

Amazonas [AM] n = 25; Mato Grosso [MT], n = 20; Pará [PA], n = 6, Rondônia [RO], 

n = 8; Roraima [RR], n = 7) (Fig 12). Os períodos de coletas foram: AP - 2004; AM 

- 2009, 2015 e 2018; MT - 2003 e 2023; PA - 2005; RO - 2004 e 2023; RR - 2023. 

As infecções patentes foram confirmadas por análise microscópica em gota 

espessa corados com Giemsa no momento da coleta. Os dados epidemiológicos 

indicam que a transmissão da malária nestas áreas é geralmente hipo a 

mesoendêmica (SVS/MS, 2022). 
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Figura 12. Mapa do Brasil com os isolados de Plasmodium vivax sequenciados para a região 
II da Erythrocyte binding protein 2 (EBP2). 
Cada cor do mapa indica o estado brasileiro em que 71 amostras foram coletadas, sendo: amarelo 
- Amapá (AP), n = 5; verde - Amazonas (AM), n = 25; azul - Mato Grosso (MT), n = 20; laranja - Pará 
(PA), n = 6, roxo - Rondônia (RO), n = 8; vermelho - Roraima (RR), n = 7. 

 
Fonte: mapa criado em https://www.mapchart.net/. 

 

4.3 Extração de DNA genômico  

O DNA genômico foi extraído de amostras de sangue total com o kit Puregene 

Gentra® Blood (Gentra Systems, Minneapolis, EUA), conforme as instruções do 

fabricante, e armazenado no biorrepositório do Instituto René Rachou - Fiocruz 

Minas. Resumidamente, foi adicionado 1mL de sangue em um tubo contendo 3mL 

de tampão de lise de hemácias, essa mistura foi incubada a temperatura ambiente 

por 10 minutos e então centrifugada à 3500rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi 

então descartado e o precipitado de células foi ressuspendido no líquido residual. 

Em seguida, 1mL de tampão de lise celular foi adicionado e homogeneizado com a 

amostra. Posteriormente, 330µL de solução de precipitação de proteínas foram 
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adicionados às células lisadas, homogeneizadas por vórtex e então, centrifugadas 

à 3500rpm por dez minutos. O precipitado de proteínas foi descartado enquanto o 

sobrenadante foi transferido para um tubo de 1,5mL contendo 1mL de isopropanol 

puro gelado. A amostra foi homogeneizada por inversão, aproximadamente 50 

vezes, e centrifugada à 3500rpm por três minutos. O sobrenadante foi descartado, 

mantendo o precipitado de DNA, e 1mL de etanol 70% (SIGMA) foi adicionado. A 

amostra foi, novamente, homogeneizada por inversão a fim de lavar o precipitado 

de DNA, e centrifugada à 3500rpm por um minuto. O sobrenadante foi descartado 

e o precipitado foi incubado a temperatura ambiente por 15 minutos, com a tampa 

aberta, para que o etanol evaporasse. Posteriormente, foram adicionados 330µL 

de água para biologia molecular à amostra, que foi incubada a 65ºC durante uma 

hora seguida de uma incubação a temperatura ambiente overnight. Após o 

processo as amostras foram refrigeradas à -20ºC até o momento do uso. 

 
4.4 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

Foram realizadas diferentes técnicas da reação em cadeia da polimerase 

(PCR) para amplificação da região II (domínio DBL) do gene que codifica a 

erythrocyte binding protein 2 (EBP2) e a Duffy binding protein (DBPII) nas amostras 

de DNA de P. vivax. 

 

4.4.1 Amplificação da DBPII de Plasmodium vivax  

As amostras de DNA extraídas foram submetidas a um protocolo de PCR 

convencional, conforme descrito por Sousa et al., (2006) para amplificação de um 

fragmento 801pb (nucleotídeos 1010-1810; aminoácidos 337-603) correspondente 

ao domínio DBL localizado na região II do gene que codifica a Duffy binding protein 

(DBPII). Os primers utilizados foram: senso (forward) – 

TTTCTCGAGACGATCTCTAGTGCTATTATAAATC e anti-senso (reverse) – 

AAAGGATCCTGTCACAACTTCCTGAGTATTTTT. O isolado de campo Sal-1 

(número de acesso: M61095) foi usado como referência para projetar os primers 

(Fang, et al., 1991). As reações de PCR foram realizadas em volumes de 20μl 

contendo 2µL da amostra de DNA (100-200ng), 1µL de cada iniciador 10mM, 1,0µL 

de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 1,25mM, 0,6µL MgCl2 50mM, 0,4µL da 

enzima DNA polimerase 1U (1:10) (Invitrogen, California, USA), 2µL de tampão 10X 
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fornecido com a enzima e 12,2μl de água ultrapura (tabela 1). Foi feita uma diluição 

1:10 com a DNA polimerase Platinum Taq de alta fidelidade (1µL), que reduz a 

incorporação incorreta de nucleotídeos, e Taq DNA polimerase (9µL). 

As amplificações foram conduzidas em termociclador Veriti (Applied 

Biosystems) e as condições foram um ciclo de 3 minutos a 94°C para desnaturação 

do DNA, seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C para 

anelamento dos iniciadores, 1:00 minuto a 72°C para extensão da sequência, e 

finalmente um ciclo de extensão final de 5 minutos a 72°C (tabela 4). Além disso, 

foram adicionados controles negativos (contendo água ao invés de DNA) em cada 

uma das reações.  

 
Tabela 1.  Reagentes utilizados na reação de PCR convencional para amplificação do domínio 
DBL do gene que codifica a Duffy binding protein (DBPII) de Plasmodium vivax. 

 

Componentes Concentração 
estoque 

Concentração 
final 

Água -  - 

Solução de dNTP 25mM 1,25mM 

Primer Sense (Forward) 100mM 10mM 

Primer antisense (Reverse) 100mM 10mM 

Cloreto de Magnésio (MgCl2) 50mM 50Mm 

Tampão Buffer  10x 10x 

Taq DNA Polymerase e Taq 
High Fidelity  

1:10 1:10 
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Tabela 2. Ciclo no termociclador utilizado na reação de PCR convencional para amplificação 
do domínio DBL do gene que codifica a Duffy binding protein (DBPII) de Plasmodium vivax. 
 
 

Ciclo no Termociclador 

Temperatura  Tempo Repetição 

94°C  3 min 1x 

94°C 30 seg 35 vezes 

58°C 30 seg 

72°C 1 min 

72°C 5 min 1x 

4°C -  1x 

 

Para confirmar a amplificação do DNA no tamanho correto em pares de 

bases, foi realizada uma corrida de eletroforese em gel de agarose. Para isso, foi 

preparada uma solução de 1% de agarose tampão TAE 1X (tampão Tris-Acetato-

EDTA) em um erlenmeyer. O gel foi derretido em forno micro-ondas. Após 

resfriamento, foi adicionado brometo de etídio (para corar o DNA) e o gel foi 

despejado na placa molde. Foi colocado um pente para a formação das canaletas. 

Após a formação das canaletas e a polimerização do gel, o pente foi retirado e o 

gel foi introduzido na cuba de eletroforese. Tampão TAE 1X adicionado na cuba até 

cobrir todo o gel. Foram misturados 4µL do amplicon obtido após reação de PCR e 

2µL de corante Orange concentração 5x e, posteriormente, depositados nos poços 

do gel de agarose. O gel foi submetido a uma eletroforese com voltagem de 90 volts 

por 40 minutos. Ao final da corrida, o gel foi transferido para um transluminador com 

luz ultravioleta para que as bandas dos fragmentos de DNA fossem visualizadas e 

fotodocumentadas. 

 

4.4.2 Amplificação da EBP2 de Plasmodium vivax  

Foram conduzidos protocolos de Nested PCR (PCR aninhado) e Semi-

Nested PCR (PCR semi-aninhado) com o objetivo de amplificar um fragmento de 

979pb (nucleotídeos 477-1455; aminoácidos 159-485) correspondente ao domínio 

DBL localizado na região II do gene que codifica a erythrocyte binding protein 2 
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(EBP2). Essas técnicas envolvem dois conjuntos de primers, usados em duas 

execuções sucessivas de PCR, com o segundo conjunto destinado a amplificar um 

alvo secundário dentro do produto da primeira execução. A seguir, apresentaremos 

uma descrição detalhada desses protocolos.  

Além disso, para cobrir o domínio DBL (979 pb) e ter uma alta qualidade dos 

dados da sequência, três conjuntos de primers sobrepostos foram projetados para 

a amplificação e sequenciamento, conforme descrito por Lima et al. (2022). Essa 

etapa foi extremamente importante, pois o método de sequenciamento de Sanger 

é otimizado para produzir sequências com até 900 pares de base de comprimento. 

Os conjuntos de primers cobrem uma região além do domínio DBL, 

correspondendo aos nucleotídeos 201 a 1618 (aa 68–535) (Fig 13). O isolado de 

campo cambojano (C127) (número de acesso: KC987954) foi usado como 

referência para projetar os primers (Hester, et al. 2013). 

 

Figura 13. Representação esquemática dos iniciadores desenhados para amplificação e 
sequenciamento do domínio DBL do gene que codifica a Erythrocyte binding protein 2 (EBP2) 
de Plasmodium vivax. 
Foram desenhados três pares de iniciadores que amplificaram três fragmentos complementares. 
Cada fragmento está representado com os respectivos pares de oligonucleotídeos iniciadores senso 
(Forward) e anti-senso (Reverse) nas cores correspondentes, sendo: Fragmento 1 em rosa (201-
870pb), Fragmento 2 em azul (posição 717-1262bp) e Fragmento 3 em verde (996-1618bp). 
 
 

 
Fonte: ajustado de Lima et al., 2022. 
 

Primeira reação de amplificação 

Uma primeira rodada de PCR foi realizada usando DNA como molde e os 

conjuntos de primers foram: fragmento 1 senso (forward) (F1: 5'-

AGAAATAAGAAAAAGAGCAGTAG-3') e fragmento 3 anti-senso (reverse) (R3: 5'-

CTCTTCCTTTACTCTTCCCA-3'). As reações foram realizadas conforme descrito 

anteriormente pelo nosso grupo (Lima, et al., 2022), em volumes de 20μl contendo 

2µL da amostra de DNA (100-200ng), 1µL de cada iniciador 10mM, 3,2µL de dNTPs 

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 1,25mM, 0,6µL MgCl2 50mM, 0,4µL da enzima DNA 
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polimerase Platinum Taq de alta fidelidade 1U/µL (Invitrogen, California, USA), 2µL 

de tampão 10X fornecido com a enzima e 9,8μl de água ultrapura (tabela 3). Foi 

feita uma diluição 1:10 com a DNA polimerase Platinum Taq de alta fidelidade (1µL), 

que reduz a incorporação incorreta de nucleotídeos, e DNA polimerase (9µL). 

As amplificações foram conduzidas em termociclador Veriti (Applied 

Biosystems) e as condições foram um ciclo de 5 minutos a 95°C para desnaturação 

do DNA, seguido por 35 ciclos de 40 segundos a 95°C, 40 segundos a 58°C para 

anelamento dos iniciadores, 1:30 minuto a 72°C para extensão da sequência, e 

finalmente um ciclo de extensão final de 5 minutos a 72°C (tabela 4). Além disso, 

foram adicionados controles negativos (contendo água ao invés de DNA) em cada 

uma das reações.  

 

Tabela 3. Reagentes utilizados na reação de amplificação do domínio DBL do gene que 
codifica a Erythrocyte binding protein 2 (EBP2) de Plasmodium vivax. 
 

Componentes Concentração 
estoque 

Concentração 
final 

Água -  - 

Solução de dNTP 25mM 1,25mM 

Primer Sense (Forward) 100mM 10mM 

Primer antisense (Reverse) 100mM 10mM 

Cloreto de Magnésio (MgCl2) 50mM 50Mm 

Tampão Buffer  10x 10x 

Taq DNA Polymerase e Taq 
High Fidelity  

1:10 1:10 
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Tabela 4. Ciclo no termociclador utilizado na reação de amplificação do domínio DBL do gene 
que codifica a Erythrocyte binding protein 2 (EBP2) de Plasmodium vivax. 

Ciclo no Termociclador 

Temperatura  Tempo Repetição 

95°C 5 min 1x 

95°C 40 seg 35 vezes 

58°C 40 seg 

72°C 1:30 min 

72°C 4 min 1x 

4°C -  1x 

 

Posteriormente, foi realizada uma diluição (1:10) com o amplicon gerado 

nessa primeira rodada de amplificação, sendo utilizados 1μL de amplicon e 9μL de 

água. Essa etapa foi necessária para evitar a amplificação de fragmentos 

inespecíficos de DNA na segunda rodada de amplificação, tendo em vista que 

reação de Nested e Semi-Nested PCR geram grandes quantidades de DNA.  

 

Segunda reação de amplificação 

Os primers usados na primeira rodada de amplificação foram ambos 

substituídos para o segundo ciclo e subsequentes amplificação do fragmento 2, o 

que caracteriza uma reação de Nested PCR. Por outro lado, para os fragmentos 1 

e 3 apenas um primer foi substituído para o segundo ciclo, sendo uma reação de 

Semi-Nested PCR. Os conjuntos de primers foram: fragmento 1 (F1: 5'-

AGAAATAAGAAAAAGAGCAGTAG-3') e (R1: 5'-ATTTCCATGCGCCACGATG-3'); 

(F2: 5'-CAAGTCCTTCTTTCACTAAAC-3') e (R2: 5'-

GTATCCCATTGCTCCTTCTTTA-3') e fragmento 3 (F3: 5'-

AGGTAAAGGCAAAGAAGGCA-3') e (R3: 5'-CTCTTCCTTTACTCTCTCCA-3') 

(Tabela5). A polimerase de DNA Taq de platina de alta fidelidade (Invitrogen 

Corporation, Carlsbad, CA) foi usada em ambas as reações para reduzir a possível 

incorporação incorreta de nucleotídeos.  
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Tabela 5. Pares de oligonucleotídeos iniciadores senso (Forward) e anti-senso (Reverse) 
desenhados para amplificação e sequenciamento do domínio DBL do gene que codifica a 
Erythrocyte binding protein 2 (EBP2) de Plasmodium vivax. 

 

Iniciador (Primer) Sequência (5’→ 3’)  Amplicon (pb)  Rodada de 
Amplificação 

EBP2/DBL - Forward AGAAATAAGAAAAAGAGCAGTAG  
979pb 

 
1° reação 

 
EBP2/DBL - Reverse CTCTTCCTTTACTCTCTCCA 

Frag 1 - Forward AGAAATAAGAAAAAGAGCAGTAG  
670pb 

 
2° Reação -  

Fragmento 1 
Frag 1 - Reverse ATTTCCATGCGCCACGATG 

Frag 2 - Forward CAAGTCCTTCTTTCACTAAAC  
551pb 

 
2° Reação - 

Fragmento 2 Frag 2 - Reverse GTATCCCATTGCTCCTTCTTTA 

Frag 3 - Forward AGGTAAAGGCAAAGAAGGCA  
623pb 

 
2° Reação - 

Fragmento 3 Frag 3 - Reverse CTCTTCCTTTACTCTCTCCA 

 
 

As reações foram realizadas em volumes de 20μl, com os demais reagentes 

na mesma concentração e quantidade descrita anteriormente. No entanto, foi 

utilizado 1μL de amplicon ao invés de 2μL de DNA, e a água ultrapura foi 

aumentada em 1μL para completar o volume da reação. Foram adicionados 

controles negativos (contendo água) em cada uma das reações. As amplificações 

foram conduzidas em termociclador conforme descrito anteriormente (tabela 4).  

Para confirmar a amplificação dos produtos no tamanho correto em pares de 

bases, retirou-se 6uL de cada tubo de amostra dilui-se em 2uL do corante Orange 

na concentração 5x e aplicou-se em gel de agarose 1% (Gibco, EUA), diluído em 

TAE 1X (tampão Tris-Acetato-EDTA) contendo 0,8 mg/ml de brometo de etídeo 

(Invitrogen, CA, EUA). Foi adicionado um padrão de peso molecular (1Kb plus) na 

primeira canaleta do gel. O gel foi submetido a uma eletroforese com voltagem de 

90 volts por 40 minutos. Ao final da corrida, o gel foi transferido para um 

transluminador com luz ultravioleta para que as bandas dos fragmentos de DNA 

fossem visualizadas e fotodocumentadas. 

Os produtos resultantes da segunda rodada de amplificação também foram 

novamente diluídos em água. Primeiramente, foi realizada a dosagem dos 
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amplicons no nanodrop (NanoDrop™ Thermo Fisher Scientific) para obter a 

concentração de DNA em ng/μL. Posteriormente, a diluição foi calculada conforme 

as recomendações indicadas para o sequenciamento de Sanger, que sugerem o 

uso de 2 ng de DNA para cada 100 pb. Dessa forma, como os três fragmentos 

correspondentes ao domínio DBL possuem em média 600 pb, utilizamos cerca de 

12 ng de DNA. Para confirmar a amplificação do DNA no tamanho correto em pares 

de bases, foi realizada uma corrida de eletroforese em gel de agarose conforme 

explicado no tópico 4.4.1.  

 

4.5 Purificação e Sequenciamento de Sanger  

As amostras amplificadas no tamanho correto, verificado no gel de agarose, 

foram purificadas por meio da utilização da enzima ExoSAP-IT (Affymetrix® - 

Product Numbers 78200/01/02/05), de acordo com o protocolo descrito pelo 

fabricante: em um tubo foi adicionado 2μl da enzima ExoSAP-IT e 5μl do produto 

da PCR. Esta amostra era incubada à 37ºC por 10 minutos (nesta etapa ocorre a 

degradação dos primers e dos nucleotídeos restantes) e depois à 80ºC por 15 

minutos (desnaturação da enzima). Após a purificação, foi conduzida a reação de 

sequenciamento baseado no método de terminação de cadeia com ddNTPs 

(Sanger; Nicklen; Coulson, 1977).  

As reações de sequenciamento foram feitas em um volume final de 10μl 

contendo 1μl de amplicon purificado (cerca de 100ng), 0,5μl dos mesmos 

iniciadores utilizados na PCR, 0,5μl de BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems 

- Life Technologies) contendo enzima, dNTPs e ddNTPs; 1μl do tampão 5X 

fornecido com o BigDye e 7μl de água ultrapura. As reações foram conduzidas em 

termociclador Veriti com um ciclo de 1min a 96°C, seguido por 35 ciclos de 15seg 

a 96°C, 15seg a 57°C, e 4 min a 60°C. O DNA foi precipitado adicionando 1μl de 

EDTA a 125mM, 1μl de acetato de sódio a 3M e 50μl de etanol absoluto 100%. O 

homogeneizado foi incubado por 15min a 25°C protegido da luz e depois 

centrifugado a 3700rpm por 45 min a 25°C. O sobrenadante foi removido por 

inversão da placa e o sedimento lavado com 100μl de etanol 70%. Após descarte 

do excesso de álcool, a placa foi centrifugada a 3700rpm por 15 minutos a 25°C. O 

sobrenadante foi descartado por inversão da placa e o restante do álcool deixado 

evaporar por cerca de 10min à temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido em 
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10μl de tampão contendo 70% formamida e 1mM EDTA e armazenado a 4°C. 

Posteriormente, a placa foi analisada por meio de eletroforese capilar utilizando o 

analisador de DNA ABI 3730xL (Applied Biosystems).  

 

4.6 Análise de dados 

 

4.6.1 Análise dos Polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) 

As sequências foram alinhadas, comparadas e editadas usando o algoritmo 

de alinhamento múltiplo ClustalW no software BioEdit Sequence Alignment, com 

edição manual (Hall, 1999), para identificar os polimorfismos de nucleotídeo único 

(SNPs). As sequências referências para ebp2 e dbpII foram C127 (acesso: 

K987954.1) e Sal-1 (acesso: M61095.1), respectivamente. A qualidade e 

confiabilidade das sequências foram avaliadas com base nos eletroferogramas de 

cada sequência no software Chromas 2.4 (Technelysium©). Os gaps foram 

removidos dos alinhamentos. Um total de seis reads de cada fragmento foi usado 

para alinhamento e construção da sequência contig para ebp2 e dois reads para 

dbpII. 

 

4.6.2 Diversidade Genética e testes de neutralidade 

Para estimar a diversidade genética intrapopulacional foi utilizado o software 

DnaSP Sequence Polymorphism DnaSP v5.1 (Rozas et al., 2017). Os índices 

avaliados foram: número de sítios segregantes (S); número de haplótipos (H); 

diversidade de nucleotídeos (π), que varia conforme o tamanho da amostra e do 

comprimento das sequências; diversidade de haplótipos (Hd) e seus 

correspondentes desvios padrão (SDs). A diversidade de nucleotídeos pode ser 

definida como o número médio de diferenças nucleotídicas entre quaisquer duas 

sequências amostradas aleatoriamente em uma população, e a diversidade de 

haplótipos pode ser definida como a probabilidade de amostrar aleatoriamente dois 

haplótipos distintos em uma população, ambos foram calculados de acordo com 

Nei (1987). 

A diferenciação genética entre as populações de parasitos dos países 

Camboja, Madagascar, Mianmar, Papua Nova Guiné, Coréia do Sul, Tailândia, 

Vietnã e Brasil foi medida a partir da estimativa do índice de fixação (FST) (Wright, 
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1978). O índice FST de Wright representa uma medida do grau de diferenciação 

genética interpopulacional (Slatkin, 1993). Os softwares Arlequin 3.5.1.3 (Excoffier 

& Lischer, 2010) e DnaSP Sequence Polymorphism v5.1 (Rozas et al., 2017) foram 

utilizados para as análises. Segundo Wright (1978), valores entre 0 e 0,05 indicam 

pouca diferenciação genética, entre 0,05 e 0,15 indicam diferenciação moderada, 

entre 0,15 e 0,25, alta diferenciação e valores acima de 0,25 representariam 

diferenciação genética muito alta. 

Para testar a expansão populacional passada e forças evolutivas podem 

estar envolvidas nas alterações das frequências alélicas e haplotípicas e, portanto, 

na variabilidade genética, realizaram-se três testes de neutralidade: o teste D de 

Tajima (Tajima, 1989) e os testes F* e D* de seletividade neutra (Fu & Li, 1993). O 

teste D de Tajima tem o objetivo de identificar sequências que não se encaixam no 

modelo da teoria neutra da evolução molecular de Kimura et al (1968), ou seja, 

distinguir entre uma sequência de DNA evoluindo aleatoriamente (neutra) e uma 

evoluindo sob um processo não aleatório. Os valores negativos indicam um 

excesso de polimorfismos de baixa frequência (raros) em comparação com o que 

seria esperado sob um modelo neutro de evolução. Por outro lado, valores positivos 

para D de Tajima indicam baixos níveis de polimorfismos de alta e baixa frequência 

em comparação com o que seria esperado sob um modelo neutro de evolução. Os 

testes F* e D* de seletividade neutra (Fu & Li, 1993), se baseiam na distribuição de 

haplótipos. Os valores negativos indicam que há um excesso de mutações raras 

nas populações em relação ao que seria esperado sob neutralidade e os valores 

positivos, que há baixos níveis de mutações de alta e baixa frequência. Todos os 

testes foram realizados no programa DnaSP Sequence Polymorphism DnaSP v5.1 

(Rozas et al., 2017). 

 

4.6.3 Modelagem Molecular  

A modelagem computacional da estrutura tridimensional da EBP2 foi feita no 

Swiss Model a partir da sequência de aminoácidos. Identificamos um template com 

identidade da sequência de 99,63% com a EBP2 (código de acesso: 

A0A1G4EC92.1. A) e ele foi utilizado como molde. As marcações das mutações de 

aminoácidos foram feitas no programa PyMOL versão 2.5.5. (Wijeyesakere et al., 

2007).  
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4.6.4 Análises das sequências de EBP2 disponíveis na literatura  

Análises adicionais foram conduzidas utilizando 352 sequências do gene 

que codifica a região II da Erythrocyte binding protein 2 (EBP2), que se 

encontravam disponíveis no banco de dados do GenBank® no NCBI (National 

Center for Biotechnology Information) (dados atualizados até 08 de setembro de 

2023). Esse conjunto de dados incluiu isolados de P. vivax coletados em várias 

áreas endêmicas para malária em todo o mundo: Camboja, n = 150 e Madagascar, 

n = 69 (Roesh et al., 2018); Mianmar, n = 10; Papua-Nova Guiné, n = 16; Coréia do 

Sul, n = 10; Tailândia e n = 72; Vietnã, n = 25 (Han et al., 2020). 

As 423 sequências foram alinhadas (352 sequências globais e 71 do Brasil) 

e comparadas com a sequência cambojana C127, referência para o gene ebp2 

(acesso: K987954.1). Foram realizadas análises de polimorfismos de nucleotídeo 

único (SNPs), de diversidade genética e testes de neutralidade, explicados 

anteriormente.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Comparação entre as técnicas de amplificação para EBP2 

A correta amplificação da região II (domínio DBL) da EBP2 foi verificada por 

meio de uma eletroforese com gel de agarose (1%) (Figura 14). Inicialmente, 

observou-se que apenas 12 amostras (n = 15%), de um total de 78, foram 

amplificadas com sucesso para a região II da Erythrocyte binding protein 2 (EBP2) 

ao utilizar um protocolo de PCR convencional. Em um primeiro momento, para 

confirmar se era um problema da técnica ou uma deleção desse gene em grande 

parte das amostras do estudo, novos protocolos de amplificação foram adaptados. 

De forma muito interessante, após a utilização de Nested PCR e Semi-Nested 

PCR, que são protocolos mais sensíveis, observou-se que as amostras que não 

haviam amplificado na PCR convencional, passaram a amplificar (Figura 15). 

Todas as amostras testadas (n = 71) para a região II da ebp2 amplificaram com 

os novos protocolos, o que aponta uma alta prevalência desse gene nas amostras 

de P. vivax circulantes de áreas endêmicas para malária no Brasil. 
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Figura 14. Eletroforese em gel de agarose do ebp2 de Plasmodium vivax. 
A) Primeira rodada de amplificação do domínio DBL (979pb): a canaleta 1 corresponde ao 
marcador molecular de 1Kb plus DNA Ladder, as canaletas 2 a 7 correspondem ao domínio DBL 
e a canaleta 8 corresponde ao branco ou controle negativo (água). B) Segunda rodada de 
amplificação do fragmento 1 (670pb) por Nested PCR: a primeira canaleta corresponde ao 
marcador molecular de 1Kb plus, as canaletas 1 a 4 correspondem ao fragmento e a canaletas 5 
corresponde ao controle negativo (água). C) Segunda rodada de amplificação do fragmento 2 
(551pb) por Semi-nested PCR: a primeira canaleta corresponde ao marcador molecular de 1Kb 
plus, as canaletas 1 a 15 correspondem ao fragmento 2 e a canaleta 16 corresponde ao controle 
negativo (água) da reação. D) Segunda rodada de amplificação do fragmento 3 (623pb) por Nested 
PCR: a primeira canaleta corresponde ao marcador molecular de 1Kb plus, as canaletas 1 a 4 
correspondem ao fragmento 3 e a canaletas 5 corresponde ao controle negativo (água). 
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Figura 15. Número de amostras amplificadas para a região II da Erythrocyte binding protein 
2 (EBP2) de Plasmodium vivax. 
De 78 amostras testadas, apenas 15,4% (n = 12) amplificaram com o protocolo de PCR 
convencional. Com a mudança do protocolo para Nested e Semi-Nested PCR, 71 amostras 
testadas amplificaram com sucesso.  
 

 

 

5.2 Variabilidade genética da EBP2 em parasitos circulantes em áreas 

endêmicas para malária no Brasil 

 

5.2.1 Diversidade genética da região II da EBP2 

O sequenciamento do domínio DBL localizado na região II da erythrocyte 

binding protein 2 (EBP2) (198–1620pb) foi realizado com sucesso em 71 

amostras. O eletroferograma de cada sequência foi analisado no software 

Chromas 2.4 e as sequências apresentaram uma qualidade elevada. A figura 16 

ilustra uma destas sequências amplificadas.  Doze polimorfismos de base única 

(SNP - Single nucleotide polymorphisms) foram identificados nas amostras do 

Brasil quando comparamos com a sequência referência disponível no GenBank 

(acesso: KC987954). Esses SNPs geraram 15 haplótipos diferentes (Figura 17). 

O haplótipo correspondente ao isolado de referência (C127) apareceu em todos 

os estados, exceto no Amapá. É importante ressaltar que foram apenas 5 

amostras desse estado, o que pode ter influenciado neste achado. Os haplótipos 
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2, 3, 4, 5 e 6 apareceram em amostras de três dos 6 estados avaliados. Os demais 

haplótipos apareceram em apenas um ou dois estados (Figura 18).  

 
Figura 16. Eletroferograma parcial da sequência de DNA da região II da Erythrocyte binding 
protein 2 (EBP2) de Plasmodium vivax. 
A figura ilustra uma sequência que foi analisada pelo software Chromas 2.4 e gerada pelo 
analisador de DNA ABI 3730xL. Os quadrados acima das bases nitrogenadas (adenina [A]; timina 
[T]; citosina [C] e guanina [G]) estão bem preenchidos e não há sobreposição entre os picos do 
gráfico, isso indica uma alta qualidade da sequência e confiabilidade do resultado. Esse padrão 
de eletroferograma foi observado na maioria das sequências de ebp2.  
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Figura 17.  Haplótipos representando a região II da EBP2 de P. vivax em 71 amostras da 
Amazônia brasileira. 
A sequência de referência C127 (Hester et al., 2013) corresponde ao haplótipo 1. Cada linha 
representa a sequência de cada um dos haplótipos (1 a 15), seguida da frequência detectada nas 
amostras estudadas (n, %). As diferentes cores representam as bases nitrogenadas (adenina [A]; 
timina [T]; citosina [C] e guanina [G]). O número abaixo de cada coluna representa a posição do 
polimorfismo de base única (SNP). 
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Figura 18. Mapa mostrando a distribuição e frequência por região amazônica dos haplótipos 
EBP2 (região II). 
As frequências de 15 haplótipos com base nas 12 mutações de aminoácidos não sinônimas no 
EBP2 são representadas como gráficos de pizza e cada cor representa um haplótipo. A sequência 
de referência cambojana C127 (Hester et al., 2013) corresponde ao haplótipo 1 (em vermelho). Os 
haplótipos identificados foram distribuídos pelos seis estados da região amazônica (RR: Roraima, 
RO: Rondônia, PA: Pará, MT: Mato Grosso, AM: Amazonas e AP: Amapá). 
 
 

 
Mapa criado em https://www.mapchart.net/. 

 
 

Quando avaliamos os doze SNPs, onze corresponderam as substituições 

não-sinônimas (nsSNP - Non-synonymous single nucleotide polymorphisms), ou 

seja, com alteração do aminoácido (Figura 19). Uma única substituição não 

correspondeu a troca de aminoácido (sinônima; sSNP - synonymous single 

nucleotide polymorphisms).  A maioria das substituições detectadas estavam 
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presentes em várias amostras, como a troca de uma Asparagina (N) por uma 

Lisina (K) na posição 200 (N200K) em 17 amostras, seguido por D148Y e C219S 

em 12 amostras, G303R e D311N em 10 amostras, E353K em 9 amostras, E322K 

em 7 amostras. N233K e D268N foram encontrados em 4 amostras e L457W e 

R495P foram únicas, sendo detectadas em apenas uma sequência (Figura 19). 

 
Figura 19. Descrição dos polimorfismos não-sinônimos (nsSNPs) para a região II da EBP2 de 
P. vivax e suas frequências em cada região da Amazônia brasileira. 
A região analisada foi 67 - 540aa. A primeira letra corresponde ao aminoácido da sequência de 
referência C127 (Hester et al., 2013; PMID: 24340114), o número é a posição e a segunda letra é 
o aminoácido substituído. RR: Roraima, RO: Rondônia, PA: Pará, MT: Mato Grosso, AM: 
Amazonas e AP: Amapá. 

 

5.2.2 Mapeamento de SNPs na estrutura da EBP2  

A partir dos mapeamentos das mutações de aminoácidos na estrutura 

tridimensional da EBP2 (Figura 20) foi possível observar que a maioria das 

alterações se concentraram em uma região específica do domínio DBL (em 

vermelho). Além disso, apenas duas substituições aparecem em regiões mais 

isoladas. Como algumas mutações se localizaram dentro da estrutura da proteína, 

as mesmas não foram identificadas na figura 3D (Figura 20). Como o sítio de 
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ligação ao receptor da EBP2 ainda não foi definido, não é possível avaliar se o 

mesmo corresponde a regiões conservadas ou variáveis da proteína. 

 
Figura 20. Mapeamento das substituições de aminoácidos identificadas para a região II da 
Erythrocyte binding protein 2 (EBP2) em amostras de Plasmodium vivax da Amazônia 
brasileira. 
A região II (domínio DBL) da EBP2 está destacada em azul. Em vermelho são mostradas as 
substituições de aminoácidos. A primeira letra corresponde ao aminoácido da sequência referência 
do Camboja C127, o número é a posição e a segunda letra refere à substituição do aminoácido. A 
estrutura 3D foi modelada no Swiss Model e modificada usando o software PyMOL 2.5.5. 
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5.3 Comparação entre a variabilidade genética da EBP2 e DBPII em 

parasitos circulantes em áreas endêmicas brasileiras 

Das 71 amostras sequenciadas para o domínio DBL da EBP2, 43 (61%) 

foram também sequenciadas para a DBPII, região II da DBP (Figura 21). Algumas 

das amostras amplificadas para ebp2, não amplificaram para dbpII. Para 

amplificar e sequenciar a DBPII, os iniciadores senso (forward) e anti-senso 

(reverse) se anelam nas posições 944 e 1933, respectivamente, gerando um 

fragmento de 990pb. Assim, a confirmação da amplificação do domínio DBL da 

DBPII foi observada por meio de uma eletroforese com gel de agarose (1%) 

(Figura 22).  

 

Figura 21. Amostras sequenciadas para a região II da Duffy binding protein (DBPII) e da 
Erythrocyte binding protein 2 (EBP2) de Plasmodium vivax por estado da Amazônia Legal. 
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Figura 22.  Eletroforese em gel de agarose ilustrando a banda de 990 pb correspondente ao 
gene dbpII de Plasmodium vivax. 
A canaleta 1 corresponde ao marcador molecular de 1Kb plus DNA Ladder, as canaletas 2 a 4 
correspondem a três amostras amplificadas para PvDBPII (990pb) e a canaleta 5 corresponde ao 
controle negativo (água).  
 

 

Para a região de 801pb (262 – 528aa) sequenciada da DBPII, as posições 

dos aminoácidos foram numeradas de acordo com Fang et al., (1991). Foram 

identificados 19 polimorfismos de base única (SNP) nas sequências analisadas 

quando comparadas com a referência Sal-1 (acesso no GenBank: M61095.1). A 

partir desses SNPs, foram gerados 18 haplótipos para o gene dbpII (Figura 23). 

 Três SNPs corresponderam a substituições sinônimas (sSNP), sendo 

os outros 16 SNPs substituicões não-sinônimas (nsSNP).  As substituições 

R308S, K371E, D384G, E385K, K386N, R390H, N417K, I419M, L424I, W437R e 

I503K foram identificadas em várias amostras (Figura 24). Por outro lado, K386Q 

e Q486E foram encontradas em apenas duas amostras e S398F, S398T e T404R 

foram observadas em apenas uma amostra.  
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Figura 23. Haplótipos representando DBPII e região II de EBP2 de P. vivax da Amazônia 
brasileira. 
As sequências C127 (Hester et al., 2013) e Sal-1 (código de acesso M61095.1), sequências de 
referência para ebp2 e dbpII, respectivamente, correspondem ao haplótipo 1 de cada lado. Cada 
linha representa a sequência de cada um dos haplótipos (1 a 15), seguida da frequência detectada 
nas amostras estudadas (n, %). As diferentes cores representam as bases nitrogenadas (adenina 
[A]; timina [T]; citosina [C] e guanina [G]). O número abaixo de cada coluna representa a posição 
do polimorfismo de base única (SNP). 
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Figura 24. Descrição dos polimorfismos não-sinônimos (nsSNPs) para DBPII de P. vivax e 
suas frequências em cada região da Amazônia brasileira. 
A região analisada foi 262 – 528aa e as posições foram numeradas conforme Fang et al., (1991; 
PMID: 1849231). A primeira letra corresponde ao aminoácido da sequência de referência Sal-1 
(acesso: M61095.1), o número é a posição e a segunda letra é o aminoácido mutado. RR: Roraima, 
RO: Rondônia, PA: Pará, MT: Mato Grosso, AM: Amazonas e AP: Amapá. 
 

 

Quando se avaliou os 1423pb (198–1620pb) do domínio DBL da EBP2 nas 

mesmas 43 amostras, a EBP2 se mostrou menos polimórfica, apresentando 

apenas 9 SNPs, sendo todos substituições não-sinônimas de aminoácidos 

(nsSNP), que geraram 12 haplótipos (Figura 23).  
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As substituições de aminoácidos e os haplótipos identificados foram 

descritos no tópico 5.2 deste documento (Figuras 17 e 19). O haplótipo mais 

frequente foi o da referência (C127). As substituições mais frequentes foram as 

mesmas descritas anteriormente (N200K - 11 amostras; D148Y - 9 amostras; 

C219S - 7 amostras; D311N e E353K - 6 amostras; G303R - 5 amostras; N233K, 

D268N e E322K - 3 amostras).  

Ao analisar a diversidade genética, a região II do gene que codifica a DBPII 

demonstrou ser bem mais variável quando comparado com o da EBP2. Além da 

quantidade de SNPs e haplótipos apresentados anteriormente, a diversidade de 

nucleotídeos (π) de dbpII foi maior (π = 0,00698) do que ebp2 (π = 0,00145), 

embora os níveis de diversidade haplotípica foram similares, com hd = 0,909 para 

dbpII e hd = 0,882 para ebp2 (Tabela 6). 

 

Tabela 6. Diversidade genética da região II dos genes que codificam as proteínas DBPII e EBP2 
de Plasmodium vivax em amostras de regiões endêmicas para malária no Brasil. 
n°: número de amostras. pb: pares de bases. S: número de sítios polimórficos. nsSNP: substituições 
não-sinônimas. sSNP: substituições sinônimas. H: haplóipos. π: diversidade de nucleotídeos. Hd: 
diversidade de haplótipos. SD: Desvio padrão. 

 
 

 

 

 

 

 

 

5.4 Variabilidade genética global da EBP2  

 

5.4.1 Diversidade Genotípica e haplotípica da região II da EBP2 

Para obter uma perspectiva global, compilou-se 352 sequências do gene 

que codifica a região II da Erythrocyte binding protein 2 (EBP2) disponíveis no 

GenBank provenientes do Camboja (n = 150), Madagascar (n = 69), Mianmar (n 

= 10), Papua-Nova Guiné (n = 16), Coréia do Sul (n = 10), Tailândia (n = 72) e 

Vietnã (n = 25). Assim, o total de sequências alinhadas foram   423, sendo 352 do 

Gene n°  pb S nsSNP sSNP H π (SD) Hd (SD) 

dbpII  
 

43 

801 19 16 3 18 0,00698 
(0,00033) 

0,909 
(0,023) 

ebp2 1423 9 9 0 12 0,00145 
(0,00013) 

0,882 
(0,029) 
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GenBank, 71 brasileiras (aqui obtidas) e a sequência de referência C127 

(KC987954). 

Foram identificados 30 polimorfismos de base única (SNPs) (variando de 6 

a 16 por país). As substituições de aminoácidos mais frequente (em 61 

sequências) foram D311N e E322K (Figura 25). Estas mesmas substituições 

foram também as mais amplamente distribuídas, presentes em sete, dos oito 

países avaliados, incluindo o Brasil. Apesar da substituição N233K ser menos 

frequente (31 sequências), ela também está presente em 7 países. As 

substituições D148Y, C219S e D268N, foram identificadas em 50% dos países 

avaliados e apareceram em frequência variadas (22, 31 e 12 sequencias, 

respectivamente). A segunda substituição mais frequente foi E306K, em 32 

amostras (Tabela Suplementar S1). No entanto, apesar de sua alta frequência, a 

mesma foi identifica em apenas três países. As demais substituições foram 

identificas em 3 ou menos países e as frequências podem ser observadas na 

Tabela Suplementar S1. 

Em análises posteriores, os 30 SNPs encontrados foram usados para 

identificar os haplótipos que circulam entre os oito países analisados. As análises 

permitiram identificar um total de 42 haplótipos, variando de 5 (Coreia do Sul) a 

20 (Tailândia) por país (Figura 26). A figura 28 ilustra a distribuição haplotípica 

global da EBP2. A frequência completa dos haplótipos nos oito países pode ser 

observada na Tabela Suplementar 2.  
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Figura 25. Descrição dos polimorfismos não-sinônimos (nsSNPs) mais distribuídos para a 
região II da EBP2 de P. vivax e suas frequências em cada população geográfica. 
A região analisada foi 67aa - 540aa. A primeira letra corresponde ao aminoácido da sequência de 
referência C127 (Hester et al., 2013; PMID: 24340114), o número é a posição e a segunda letra é 
o aminoácido substituído. BRA: Brasil, CAM: Camboja, MAD: Madagascar, MY: Myanmar, PNG: 
Papua Nova Guiné, SK: Coreia do Sul, THA: Tailândia, VT: Vietnã. Os dados brutos estão na 
Tabela Suplementar S1. 
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Figura 26. Haplótipos que representam a região II da Erythrocyte binding protein 2 (EBP2) de 
Plasmodium vivax em 423 amostras globais. 
A sequência referência C127 corresponde ao haplótipo 1. Cada linha representa a sequência de 
cada um dos haplótipos (1 a 12), seguida da frequência detectada nas amostras estudadas (n, %). 
As diferentes cores representam as bases nitrogenadas (adenina [A]; timina [T]; citosina [C] e 
guanina [G]). Os haplótipos comuns para as amostras do Brasi estão destacados em pontilhado. 
O número abaixo de cada coluna representa a posição do polimorfismo de base única (SNP). 
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Figura 27. Mapa mostrando a distribuição e frequência por país dos haplótipos EBP2 (região II). 
As frequências de 42 haplótipos baseadas nas 30 mutações de aminoácidos não-sinônimas no EBP2 são representadas como gráficos de pizza e 
mapeadas de acordo com suas origens geográficas. BRA: Brasil, CAM: Camboja, MAD: Madagascar, MY: Myanmar, PNG: Papua Nova Guiné, SK: 
Coreia do Sul, THA: Tailândia, VT: Vietnã. 
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As métricas genéticas populacionais foram examinadas para avaliar a 

diversidade de nucleotídeos (π) e de diversidade de haplótipos (hd) para EBP2. A 

maior diversidade de nucleotídeos foi encontrada na população do Mianmar 

(0,00181), seguido pela Coreia do Sul (0,00154), Brasil (0,00151), Tailândia 

(0,00126), Papua-Nova Guiné (0,00119), Vietnã (0,00091), Camboja (0,00074) e 

a mais conservada, Madagascar (0,00063) (Tabela 7). O nível de diversidade de 

haplótipos (hd) foi igualmente alto e bastante semelhante, variando de 0,607 a 

0,883 para o Camboja e Brasil, respectivamente (Tabela 7).  

 

Tabela 7. Estimativas de diversidade genética para o domínio DBL da Erythrocyte binding 
protein 2 (EBP2) de Plasmodium vivax em isolados de áreas endêmicas de malária. 
N°: número de amostras. S: número de sítios polimórficos. H: Haplótipos. π: diversidade de 
nucleotídeos. Hd: diversidade de haplótipos. 

 

Continente País N° S H π (SD) Hd (SD) 

América do Sul Brasil 71 12 15 0,00151 
(0,00010) 

0,883 
(0,021) 

Sudeste 
Asiático 

Camboja 150 9 10 0,00074 
(0,00008) 

0,607 
(0,040) 

África Madagascar 69 6 7 0,00063 
(0,00008) 

0,617 
(0,056) 

Sudeste 
Asiático 

Mianmar 10 7 6 0,00181 
(0,00039) 

0,855 
(0,085) 

Oceania Papua-Nova 
Guiné 

16 8 6 0,00119 
(0,00024) 

0,794 
(0,075) 

Leste da Ásia Coreia do Sul 10 5 5 0,00154 
(0,00017) 

0,873 
(0,071) 

Sudeste 
Asiático 

Tailândia 72 16 20 0,00126 
(0,00014) 

0,845 
(0,034) 

Sudeste 
Asiático 

Vietnã 25 6 7 0,00091 
(0,00016) 

0,720 
(0,079) 

Global 423 30 42 0,00113 
(0,00006) 

0,763 
(0,020) 
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5.4.2 Diferenciação genética da EBP2 entre as diferentes regiões 

geográficas 

A diferenciação genética entre as populações de parasitos também foi 

avaliada pelo índice de fixação (FST) para determinar como a diversidade foi 

distribuída entre as regiões geográficas (Figura 28). A maior diferenciação foi 

identificada entre Madagascar e a Coreia do Sul com 0,204 (alta diferenciação 

genética) e a menor foi entre o Camboja e o Vietnam com 0,013 (pouca 

diferenciação). A Coreia do Sul apresentou alta diferenciação genética com todos 

os países, exceto com Mianmar. Os parasitos do Brasil apresentaram baixa 

diferenciação genética com a Papua-Nova Guiné (0,023), diferenciação moderada 

com Mianmar, Tailândia, Vietnã, Camboja e Madagascar (entre 0,15 e 0,25) e alta 

diferenciação com parasitos da Coreia do Sul (0,172). 

  

Figura 28. Estimativas de diversidade genética e diferenciação global para o EBP2 nas 
populações de P. vivax. 
Os números nas células são o índice de fixação (FST) e os mapas térmicos mostram a 
comparação entre duas áreas endémicas de malária. Quanto mais vermelho for, maior será a 
diferenciação genética. BRA: Brasil, CAM: Camboja, MAD: Madagascar, MY: Mianmar, PNG: 
Papua-Nova Guiné, SK: Coreia do Sul, THA: Tailândia, VT: Vietnã. 
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5.4.3 Testes de neutralidade  

O teste D de Tajima (Tajima, 1989) foi utilizado para avaliar o modelo neutro 

de evolução molecular (Kimura 1983) e a hipótese nula foi rejeitada. Quase todos 

os países apresentaram valores negativos para esse teste, exceto Mianmar 

(0,325) e a Coreia do Sul (0,257) que apresentaram valores positivos, mas 

estatisticamente não significativos (Tabela 8). Os valores negativos indicam um 

excesso de polimorfismos em baixa frequência (raros) em comparação com o que 

seria esperado sob um modelo neutro de evolução. 

Ao realizar os testes estatísticos D* e F*, propostos por Fu & Li (1993), a 

fim de testar hipóteses preditas pela teoria neutra de evolução molecular, 

identificou-se valores negativos para todas as regiões, exceto para o Camboja, 

Mianmar e Coreia do Sul, indicando um excesso de haplótipos raros em relação 

ao que seria esperado sob neutralidade (Tabela 8). 

 
Tabela 8. Índices de neutralidade para o gene que codifica a região II da Erythrocyte binding 
protein 2 (EBP2) de Plasmodium vivax amostrados em diferentes países endêmicos para 
malária. 
N° = número de amostras. Tajima’D = estatística de Tajima (Tajima, 1989); F* e D* de Fu e Li's = 
estatística de Fu e Li’s (1993). Todos os valores são não significativos, P > 0,10.  
 
 

 
Países 

 
N° 

 
Tajima’s D 

Fu e Li’s 

D F 

Brasil 71 -0,370  -0,287 -0,375 

Camboja 150 -0,816 1,291 0,649 

Madagascar 69 -0,672 -0,669 -0,789 

Mianmar 10 0,325 0,845 0,806 

Papua-Nova 
Guiné 

16 -1,009 -0,798 -0,986 

Coreia do Sul 10 0,257 0,149 0,198 

Tailândia 72 -1,328 -1,287 -1,548 

Vietnã 25 -0,538 -0,273 -0,407 
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6. DISCUSSÃO 

 

Até o momento, existem poucos trabalhos que caracterizaram a 

variabilidade genética da Erythrocyte Binding Protein 2 (EBP2). A partir da 

identificação dessa proteína, em 2013 por Hester e colaboradores, foi visto que a 

mesma compartilha domínios-chave com a família de proteínas EBL/DBL, como o 

domínio DBL (região II) da DBPII, responsável pelo processo de invasão das 

células hospedeiras. Além disso, a EBP2 é expressa no estágio sanguíneo do ciclo 

de vida do parasito, período em que ocorre a invasão dos reticulócitos. Em um 

trabalho publicado pelo nosso grupo de pesquisa, verificou-se que a EBP2 se liga, 

preferencialmente, a reticulócitos imaturos com alta expressão de CD71 e em 

reticulócitos Duffy positivos, com menor ligação aos Duffy negativos (Ntumngia et 

al., 2016). Como o CD71 é mais expresso em reticulócitos presentes na medula 

óssea, isto é, reticulócitos muito jovens (PARMLEY; HAJDU; DENYS, 1983), esses 

resultados sugerem que essa proteína pode estar envolvida em uma via de invasão 

alternativa e ainda desconhecida. Estudos que visam validar o potencial da EBP2 

como antígeno candidato a vacina são importantes. o presente estudo foi pioneiro 

na identificação dos polimorfismos de base única (SNPs) e caracterização da 

diversidade genética da EBP2 em isolados de P. vivax da região Amazônica 

brasileira. 

  

6.1 Prevalência da EBP2 em parasitos circulantes em áreas 

endêmicas brasileiras 
Durante a remontagem do genoma de P. vivax e a identificação da EBP2, 

no isolado clínico do Camboja (C127), observou-se que a cepa de referência da 

PvDBPII, Salvador-1 (Sal-1), tinha deleção no gene ebp2 (Hester et al., 2013). 

Baseado nestes achados preliminares, a hipótese inicial do trabalho aqui 

apresentado era a de que a deleção no gene da ebp2 poderia ser frequente em 

isolados da Amazônia brasileira.  No entanto, de forma interessante e inédita, 

verificou-se que o gene da ebp2 estava presente em 100% das amostras 

estudadas, que incluía isolados de P. vivax de diferentes estados da Amazônia 

brasileira (Amazonas, Amapá, Mato Grosso, Pará, Rondônia e Roraima).  Isto 

sugere alta prevalência da EBP2 na Amazônia brasileira.  É importante ressaltar 
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que esse resultado só foi possível com a utilização de técnicas de amplificação 

Semi-nested PCR e Nested PCR, que são mais sensíveis quando comparadas com 

o PCR convencional. Concordando com estes achados, a Nested PCR também foi 

utilizada em um dos poucos estudos que avaliou a variabilidade genética da EBP2 

(Roesh et al., 2018). Tendo em vista a relevância de proteínas com o domínio DBL, 

como a EBP2, para compor uma vacina multi-antígeno contra as formas 

sanguíneas de P. vivax, os achados aqui encontrados são interessantes, pois 

confirmam a alta prevalência desta proteína em áreas endêmicas. Assim, estudos 

futuros fazem se necessário para definir o papel da DBP2 como um ligante que 

participa ativamente na invasão dos reticulócitos pelo P. vivax. 

 

6.2 Comparação entre a variabilidade genética da DBPII e EP2 (região 

II) 
Atualmente, não existem vacinas aprovadas para uso contra P. vivax. 

Dentre as vacinas que se encontram em fase de ensaio clínico, a maioria se baseia 

na DBPII, já que o bloqueio da interação DBPII-DARC previne a invasão dos 

reticulócitos para a maior parte das variantes de P. vivax circulando nas áreas 

endêmicas.  Entre as vacinas baseadas na DBPII, com resultados de ensaios 

clínicos conferindo um certo grau de proteção, incluem-se a ChAd63-MVA-PvDBPII 

(Payne et al., 2017), PvDBPII-GLA-SE (Singh et al., 2018) e PvDBPII/Matrix-M (Hou 

et al., 2022). No entanto, o desenvolvimento de uma vacina contra a malária 

baseada somente em DBPII tem sido dificultado por essa proteína: i) ser pouco 

imunogênica (Cole-Tobian et al., 2009); ii) possuir alto grau de polimorfismo, que 

parece crítico para a evasão da resposta imune do hospedeiro (Tsuboi et al., 1994; 

VanBuskirk et al. 2004; Sousa et al., 2011) e iii) induzir anticorpos alelo-específicos 

(Ceravolo et al., 2009). Assim, buscou-se aqui analisar, comparativamente, a 

variabilidade genética da EBP2 e da DBPII nos mesmos isolados de P. vivax da 

Amazônia brasileira. O principal achado confirmou a EBP2 como menos polimórfica 

do que a DBPII. Para dbpII foi observada uma diversidade de nucleotídeos (π) de 

0,00698 e haplotípica (hd) de 0,909. Por outro lado, para ebp2 a diversidade 

nucleotídica foi de 0,00152 e haplotípica de 0,893, para as mesmas amostras.  

Os  achados aqui apresentados de que PvDBPII em amostras da Amazônia 

brasileira é altamente polimórfica e apresenta múltiplos alelos corroboram com 
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outros trabalhos que avaliaram esse antígeno e verificaram uma alta diversidade 

genética em isolados de diferentes regiões do mundo (Ampudia et al., 1996; Xainli, 

Adams, King, 2000; Kho et al., 2001; Gosi et al., 2008; Babaeekho L, Zakeri S, 

Djadid ND, 2009; Premaratne et al., 2011; Ju et al., 2013; Ntumngia et al., 2013; 

Valizadeh et al., 2014; Chootong et al., 2014; Wongkidakarn et al., 2016; Roesh et 

al., 2018). Em amostras da Amazônia brasileira, nosso grupo de pesquisa 

identificou para o gene para dbpII um total de 19 SNPs organizados em 34 

haplótipos (Sousa et al., 2006; Sousa et al., 2010). Baseado em dados de 

variabilidade global do gene da dbpII, o nosso grupo de pesquisa sugeriu que 

apenas uma vacina utilizando um número significativo de variantes da PvDBPII 

poderia ser promissora (Sousa et al, 2011).  

Nas amostras aqui estudadas, alguns dos polimorfismos identificados para 

dbpII foram caracterizados anteriormente por VanBuskirk e colaboradores (2004a) 

como sendo capazes de alterar o reconhecimento imune da proteína; 

principalmente os resíduos W437R e I503, que são capazes de inibir a ligação dos 

eritrócitos a DBPII in vitro. Além disso, a associação entre os resíduos N417K, 

L424I e W437R (também identificados nas amostras aqui sequenciadas) sugere 

que esses aminoácidos constituam um epítopo alvo de anticorpos inibitórios 

(VanBuskirk 2004). Por outro lado, uma forte associação foi observada entre os 

resíduos nas posições N417K, W437R e I503K (VanBuskirk et al., 2004a). Em 

conjunto, esses resultados sugerem que a variação na pressão seletiva exercida 

no gene da dbpII pelo sistema imune hospedeiro possa refletir em diferenças no 

padrão de SNPs entre os isolados de P. vivax de diferentes regiões do mundo.  

O presente estudo é pioneiro na caracterização da EBP2 em isolados de 

P. vivax da região da Amazônia brasileira bem como na região das Américas. Até 

o momento, apenas quatro estudos avaliaram a EBP2 do ponto de vista molecular 

(Hester et al., 2013; Roesh et al., 2018; Han et al., 2020; Lima et al., 2022) e a baixa 

diversidade genética aqui identificada para esse gene, também foi observada 

nestes estudos anteriores. Na descrição original do gene da ebp2, realizado por 

Hester e colaboradores (2013), a região II da EBP2 foi menos polimórfica do que a 

DBPII nas mesmas amostras, com 11 sítios polimórficos (2 SNPs sinônimos e 9 

não-sinônimos) e 32 sítios polimórficos (4 SNPs sinônimos e 28 não sinônimos), 

respectivamente. No estudo de Roesh e colaboradores (2018), onde os autores 
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avaliaram comparativamente a EBP2 e a DBPII em amostras do Camboja e de 

Madagascar, também se observou-se maior variabilidade genética para dbpII. 

Naquele estudo, os autores identificaram 23 sítios polimórficos para dbpII e apenas 

11 para a região II da ebp2, com a maioria das amostras (59%) idênticas à 

referência (C127). Em um trabalho recente, conduzido pelo nosso grupo em área 

de surto autóctone de P. vivax (região metropolitana de Belo Horizonte), foi possível 

observar um único SNP (G1057A) do gene da ebp2, que resultou uma mutação 

não sinônima (E353K) (Lima et al., 2022). Este resultado reforça os achados aqui 

apresentados que essa proteína não é muito variável no Brasil. De fato, de todos 

os estudos sobre a variabilidade genética da EBP2 publicados até o momento, 

apenas nos estudos de Han e colaboradores (2020) foi descrito elevado grau de 

polimorfismo do gene da ebp2 (45 substituições não sinônimas), sendo as amostras 

provenientes de países asiáticos e da Oceania, incluindo Coreia do Sul, Tailândia, 

Mianmar, Vietnã e Papua-Nova Guiné. 

Em relação à resposta imune contra a EBP2, um estudo preliminar do 

nosso grupo mostrou que entre 35% e 90% dos indivíduos residentes de área 

endêmica para malária na Amazônia apresentavam anticorpos IgG contra a EBP2, 

sendo a prevalência função do tempo de exposição à transmissão (Torres, 2017). 

Estes dados foram confirmados posteriormente por He e colaboradores (2019), que 

demonstraram que os níveis de anti-EBP2 foram positivamente correlacionados 

com a idade e exposição cumulativa. De relevância estes autores demonstraram 

que a positividade simultânea de anticorpos EBP2/DBPII foi associada a um risco 

reduzido de doença clínica. Em outro trabalho conduzido pelo nosso grupo de 

pesquisa, a alta frequência de anticorpos IgG para EBP2 foi encontrada em 

primatas neotropicais, onde o aumento da soropositividade foi função da maior 

exposição a dos animais à picada de mosquitos vetores (Assis et al., 2021). Estes 

dados são de interesse, já que estes primatas não humanos são, em geral, 

assintomáticos ou oligossintomáticos para malária. 

No estudo conduzido pelo nosso grupo de pesquisa, que identificou apenas 

um SNP para ebp2 em uma amostra de primo-infecção pelo P. vivax (surto 

autóctone), foi observado uma baixa imunogenicidade da EBP2 (Lima et al., 2022). 

No entanto, a presença deste único polimorfismo não parece justificar a baixa 

imunogenicidade encontrada, já que o alelo ebp2 do surto de P. vivax apresentou 
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alta identidade com o isolado de referência C127 utilizado nesse estudo como 

proteína recombinante para detecção de anticorpos. Por outro lado, é possível se 

especular que a baixa imunogenicidade a EBP2 nos indivíduos primoinfectados 

pode estar relacionada à necessidade de inúmeras exposições ao parasito. De fato, 

os estudos conduzidos na Amazônia pelo nosso grupo reforçam o papel da 

exposição prolongada ao P. vivax para se detectar elevada frequência de resposta 

de anticorpos contra a EBP2 (Torres, 2017; Lima, 2022). Estudos futuros se fazem 

necessários para avaliar a capacidade dos anticorpos IgG contra EBP2 bloquear a 

invasão de reticulócitos por P. vivax. 

Uma das limitações do nosso estudo foi a impossibilidade de comparação 

da variabilidade genética da EBP2 e da DBPII entre os diferentes estados 

brasileiros, devido ao número de amostras e o período de coleta variar entre os 

estados.  

 

6.3 Variabilidade genética global da EBP2 (região II) 

Os resultados aqui apresentados permitiram confirmar que a baixa 

variabilidade genética de ebp2, identificada nas amostras da Amazônia brasileira 

se manteve em outras regiões do mundo, isto é, nas 423 sequências disponíveis 

no GenBank. Os SNPs variaram de 6 a 16 por país e os haplótipos variaram de 5 

a 20. Além disso, a diversidade de nucleotídeos (π) do gene ebp2 variou entre 

0,00063 e 0,00181 e foi bem menor do que π para dbpII (0,00698). Esses achados 

demonstram que o gene ebp2 se mantem pouco variável, quando comparado à 

dbpII, em diversas regiões do mundo.  

Quando se avaliou as substituições de aminoácidos mais frequentes no 

mundo (D311N, E322K, E306K, C219S, N233K, D148Y e N200K), a maioria   está 

presente também no Brasil. Além disso, as substituições mais amplamente 

distribuídas (D148Y, C219S, N233K, D268N, D311N e E322K), ou seja, presentes 

em pelo menos 50% dos países avaliados, também foram comuns no Brasil. Estes 

achados são relevantes, já que a identificação dos polimorfismos prevalentes 

globalmente pode auxiliar no desenvolvimento de construções vacinais que 

poderão ser imunogênicas em diferentes regiões de transmissão. Estes achados 

se aplicam também para os haplótipos mais frequentes e com ampla distribuição 

geográfica.  
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Nos oito países avaliados, o haplótipo correspondente ao isolado da ebp2 

de referência (C127) foi o mais prevalente, variando de 10% a 59% nos países 

estudados. O segundo haplótipo mais frequente no mundo, haplótipo 3, também 

está presente no Brasil. Em conjunto, os achados são interessantes, pois entender 

a dinâmica de distribuição e circulação dos haplótipos de ebp2, no Brasil e no 

mundo, poderá contribuir na definição dos melhores alvos para a condução de 

estudos futuros visando caracterizar imunologicamente a EBP2. 

O índice de diferenciação genética (FST) de Wright (1978) revelou um fluxo 

gênico intenso entre as populações do Vietnã, Camboja, Papua-Nova Guiné e 

Tailandia, que apresentaram uma baixa diferenciação genética. E um certo grau 

de isolamento entre Madagascar e a Coreia do Sul, que apresentaram a maior 

diferenciação genética. Esse resultado pode ser explicado pelo princípio de 

isolamento por distância, em que as populações de parasitos são geneticamente 

semelhantes em regiões geográficas próximas. Por outro lado, o Brasil possui 

uma alta diferenciação com a Coreia do Sul (0,172), diferenciação moderada com 

Mianmar, Tailândia, Vietnã, Camboja e Madagascar, sugerindo algum grau de 

isolamento. No entanto, de forma surpreendente as amostras do Brasil 

apresentam baixa diferenciação genética em relação à PNG (FST = 0,023), país 

da Oceania, próximo ao Sudeste asiático. As razões para esta semelhança entre 

Brasil e PNG não são conhecidas. Mais estudos, com um número maior de 

amostras, se fazem necessários para confirmar estes dados.  

Os valores negativos para os testes de neutralidade F e D de Fu e Li’s (1993) 

e D de Tajima (1989), indicam um excesso de polimorfismos e de haplótipos raros 

em comparação com o que seria esperado sob um modelo neutro de evolução. 

Este resultado sugere uma expansão populacional após um efeito gargalo ou de 

uma varredura seletiva. Por outro lado, valores positivos indicam excesso de 

polimorfismos e haplótipos em frequência intermediária, em comparação com o que 

seria esperado sob um modelo neutro de evolução. Esse resultado pode ser 

explicado por uma diminuição no tamanho populacional ou por seleção 

balanceadora. 

Após aplicar os testes de F e D de Fu e Li’s (1993) e D de Tajima (1989), a 

hipótese de evolução neutra foi rejeitada, apesar de não apresentar valores 

significativos. Quase todas as populações apresentaram valores negativos para os 
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testes, exceto Mianmar e Coreia do Sul e Camboja, indicando um excesso de 

polimorfismos e de haplótipos raros em comparação com o que seria esperado sob 

um modelo neutro de evolução. Contudo, esses valores não foram estatisticamente 

significativos, possivelmente, pelas limitações no tamanho amostral. De fato, uma 

das limitações dos testes de neutralidade F e D de Fu e Li’s (1993) e D de Tajima 

(1989) é o tamanho populacional amostrado, pois populações muito pequenas 

podem não demonstrar o que naturalmente ocorre na população.  

Vários estudos têm demonstrado a influência da seleção natural positiva no 

padrão de diversidade genética dos antígenos do plasmódio, como DBP, AMA-1, 

MSP-1, MSP-2 e EBA-175 (Ferreira & Hartl, 2007; Ferreira et al., 2007b; 

Gunasekera et al., 2007; Putaporntip et al., 2006; Verra et al., 2006). A diversidade 

observada em genes codificadores de antígenos, principalmente do merozoíto e 

esporozoíto, é comumente atribuída à pressão seletiva imposta pelo sistema imune 

do hospedeiro. Carlton e colaboradores (2008) ao analisarem 3322 genes de P. 

vivax observaram uma taxa de evolução elevada em genes que codificam proteínas 

de adesão celular, proteínas exportadas ou ancoradas por cauda de 

glicosilfosfatidilinositol (GPI), e proteínas com uma região transmembrana ou 

peptídio sinal. Esses estudos sugerem uma forte influência da pressão seletiva 

exercida pelo sistema imune do hospedeiro no padrão observado de polimorfismo 

gênico. Diferentes estudos sugerem que os polimorfismos frequentemente 

observados na DBPII de P. vivax podem alterar o seu caráter antigênico e interferir 

no bloqueio da ligação DBPII-DARC por anticorpos inibitórios (Tsuboi et al., 1994; 

Xainli et al., 2003; Cole-Tobian & King, 2003; VanBuskirk et al., 2004a). No trabalho 

de Vanbuskirk e colaboradores (2004a), a substituição por mutagênese sítio-

dirigida de alguns resíduos da DBPII, foi suficiente para alterar significativamente a 

capacidade do soro de coelhos imunizados com a DBPII de bloquear a ligação de 

eritrócitos in vitro. Os polimorfismos encontrados em dbpII foram capazes de alterar 

a imunogenicidade da proteína cuja resposta é predominantemente do tipo 

variante-específica (Ceravolo et al., 2008; King et al., 2008). 

Embora os estudos sobre a variabilidade da DBPII e sua influência na 

resposta imune tem sido bem estudados, pouco se sabe ainda sobre a relevância 

imunológica da variabilidade da EBP2. Assim, estudos futuros fazem-se necessário 
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para avaliar a relação entre diversidade da EBP2 e imunidade natural. o que 

permitirá avaliar o potencial desta proteína como candidato vacinal contra P. vivax. 
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7. CONCLUSÃO 
 

No presente estudo, onde a variabilidade genética da EBP2 foi estudada pela 

primeira vez em um país da América Latina, foi possível concluir que: 

  

1. O Brasil possui alta prevalência da EBP2 em isolados da Amazônia brasileira; 

2. A variabilidade genética da EBP2 e menor do que a da DBPII em isolados de 

P. vivax da Amazônia brasileira;  

3. O gene ebp2 é pouco variável em diversas regiões do mundo, se comparado 

ao gene dbpII; 

4. As substituições de aminoácidos da EBP2 com maior frequência e 

distribuição em países da Ásia, Oceania ou África também são prevalentes 

no Brasil;  

5. O haplótipo da EBP2 predominante no Brasil e no mundo corresponde ao 

isolado de referência da EBP2, originalmente descrito no Camboja (C127); 

6. A hipótese de evolução neutra foi rejeitada para o gene da PvEBP2;   

7. Baseado no baixo polimorfismo global do domínio DBL da EBP2, esta 

proteína tem o potencial para compor uma vacina contra as formas 

sanguíneas de P. vivax. 
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9. ANEXO I  
Tabela suplementar 1. Frequências dos aminoácidos mutados no domínio DBL da Erythrocyte 
binding protein 2 (EBP2) de Plasmodium vivax. A primeira letra representa o aminoácido na 
sequência referência C127 (código de acesso KC987954), o número é a posição que ele se encontra 
e a outra letra o aminoácido substituto. É possível observar a frequência que cada mutação de 
aminoácidos aparece nas amostras dos oito países avaliados. nsSNP: substituições não-sinônimas. 
Amostras: Camboja (CAM, n = 150) e Madagascar (MAD, n = 69) (Roesh et al., 2018); Mianmar (MY, 
n = 10), Papua-Nova Guiné (PNG, n = 16), Coréia do Sul (SK, n = 10), Tailândia (THA, n = 72), Vietnã 
(VT, n = 25) (Han et al., 2020); Brasil (BRA, n = 71).  
 

 
nsSNP* 

Frequência 

BRA CAM MAD MY PNG SK THA VT Mundo 

H87P 3  3  

D148Y 12  4  4 2  22  

S180L 1  1  

N200K 17 1  18  

C219S 12  13  3  3  31  

N233K 4  11  1  3  2  6  4  31  

Q248H 1  1  

D268N 4 3 1 4 12  

G303R 10 10  

E306K 26 2  4  32  

D311N 10  12  3 2 6  20  8 61 

K314N 1  1 

E322K 7 31  3  3  3 10  4 61  

G335X 4  4  

K336X 4  4 

E337X 4 4 

E353K 9 9  

Q377K 1 1  

L389X 1 1  

L390X 1  1  

Y408H 1 1 

I413T 1 1 

T421I 4 2 4 10  
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nsSNP* 

Frequência 

BRA CAM MAD MY PNG SK THA VT Mundo 

S423W 2 2 

K430E 1 1 

S440R 1 1 

N449K 2 2 

L457W 1 1 

R495P 1 1  

D610Y 1 1  

 
 
Tabela Suplementar 2. Caracterização dos haplótipos do domínio DBL da Erythrocyte binding 
protein 2 (EBP2) de Plasmodium vivax em isolados de áreas endêmicas de malária. Frequência 
de 42 haplótipos identificados para o domínio DBL da Erythrocyte binding protein 2 (EBP2) de 
Plasmodium vivax em 423 amostras de áreas endêmicas para malária: Camboja (CAM), Madagascar 
(MAD), Mianmar (MY), Papua-Nova Guiné (PNG), Coreia do Sul (SK), Tailândia (THA), Vietnã (VT) e 
Brasil (BRA).  
 

 
Haplótipo 

Número de Haplótipos 

BRA CAM MAD MY PNG SK THA VT Mundo 

1 18 89 40 3 6 1 25 12 194 

2 8 8 

3 5 28 3 3 3 8 4 54 

4 9 3 1 13 

5 5 1 6 

6 8 8 

7 4 3 7 

8 3 3 

9 1 1 

10 1 1 

11 4 5 1 2 1 4 17 

12 2 2 

13 1 1 

14 1 7 6 4 18 

15 1 1 
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Haplótipo 

Número de Haplótipos 

BRA CAM MAD MY PNG SK THA VT Mundo 

16 1 1 

17 1 1 

18 8 5 2 7 2 24 

19 1 1 

20 1 1 

21 1 1 

22 4 2 3 9 

23 7 7 

24 1 1 

25 1 1 

26 2 2 

27 1 1 

28 2 2 

29 1 1 

30 2 2 4 

31 1 1 

32 13 2 15 

33 1 1 

34 1 1 

35 1 1 

36 1 1 

37 1 1 

38 1 1 

39 1 1 

40 3 2 5 

41 2 2 

42 2 2 

N° Total de 
Haplótipos 

15 10 7 6 6 5 20 7 - 

 
 


