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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Barbara de Oliveira Baptista

A malaria é causada por protozoarios do género Plasmodium. Estima-se que ocorram 212 milhdes de
casos e 300 mil mortes decorrentes de maléaria anualmente, principalmente devido a infec¢éo por P.
falciparum. Assim, uma vacina eficaz é possivelmente a arma potencial para reduzir de forma
drastica essas estatisticas. Entretanto, embora mais de 30 antigenos tenham sido identificados como
candidatos a vacina, até o0 momento nenhum deles gerou uma perspectiva sélida de que uma vacina
possa estar disponivel nos préximos anos. Torna-se assim fundamental a pesquisa de novos
candidatos vacinais. A GMZ2.6c € uma proteina recombinante que contém fragmentos de 3
antigenos candidatos a vacina contra P. falciparum, MSP-3, GLURP e Pfs48/45. Ensaios clinicos
realizados na Africa mostraram que a GMZ2, contendo MSP-3 e GLURP, ¢ bem tolerada, segura e
imunogénica e que os anticorpos induzidos foram especificos e funcionais, capazes de controlar o
crescimento in vitro do P. falciparum. Importa, entretanto, verificar se 0 mesmo potencial é
apresentado pelas popula¢des-alvo no Brasil, uma vez que os parasitos circulantes aqui s&o
geneticamente distintos daqueles na Africa e também porque a constituicio genética da populagéo
pode influenciar na resposta imune aos antigenos vacinais. No presente trabalho, nos propomos a
avaliar a resposta imune humoral contra a GMZ2.6¢c e seus componentes (MSP-3, GLURP e
Pfs48/45) em individuos residentes em areas endémicas de malaria da Amazénia Brasileira. O estudo
foi concentrado nas cidades de Cruzeiro do Sul (Acre), Mancio Lima (Acre) e Guajara (Amazonas).
Foram coletadas 124 amostras em Cruzeiro do Sul (grupo CZS), 88 em Mancio Lima (grupo ML) e 87
em Guajara (grupo GJ). Também, foram coletadas amostras de 53 individuos sem histéria de malaria,
que foram usadas como controles de area. Foi avaliada a resposta imune contra a proteina
recombinante GMZ2.6¢ e os fragmentos individuais. Para mapeamento epitépico, foram utilizados 4
peptideos correspondentes a diferentes regibes da MSP-3, 13 da GLURP e 2 de Pfs48/45. A
pesquisa de anticorpos IgG, IgM, IgE e IgA contra as proteinas recombinantes e 0 mapeamento de
epitopos B da GMZ2.6¢c foram realizadas pela técnica de ELISA. A pesquisa de anticorpos 1gG1,
1gG2, 1gG3 e IgG4 foi realizada em todas as amostras que apresentaram anticorpos IgG. Nossos
dados mostraram que a maior parte dos individuos dos grupos CZS (84%), ML (74%) e GJ (72%)
apresentavam anticorpos que reconheciam a GMZ2.6¢c e que esses anticorpos foram principalmente
da classe IgG. Dentre os fragmentos da GMZ2.6¢, a GLURP-RO foi a mais amplamente reconhecida
nos trés grupos estudados e os anticorpos dirigidos a esta regiéo foram, preferencialmente, da classe
IgG. As subclasses de IgG que predominaram foram as citofilicas (IgG1 e 1gG3), fato importante
considerando que a aquisicao de uma imunidade protetora esta associada aos niveis de 1gG1 e IgG3.
O mapeamento epitdépico da GMZ2.6¢c mostrou que 0s epitopos imunodominantes foram P11 e P3,
derivados da GLURP-RO. Em conjunto, nossos dados mostraram que a proteina GMZ2.6¢c é
amplamente reconhecida por anticorpos nas popula¢cdes estudadas e que entre 0s componentes
individuais da GMZ2.6¢, a GLURP se revelou mais imunogénica durante a infec¢éo natural.
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ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Barbara de oliveira Baptista

Malaria is caused by blood-borne apicomplexan parasites of the genus Plasmodium. According to the
latest estimates approximately 212 million cases and 300 000 deaths due to malaria occur worldwide,
mainly due P. falciparum infection. Thus, an effective vaccine is possibly the potential weapon to
drastically reduce these statistics. However, although more than 30 antigens have been identified as
vaccine candidates, so far none have generated a solid prospect that a vaccine may be available in
the next years. The search for new vaccine candidates is therefore fundamental. GMZ2.6c is a
recombinant protein containing fragments of 3 P. falciparum vaccine candidate, MSP-3, GLURP and
Pfs48/45. Clinical trials performed in Africa have shown that GMZ2, containing MSP-3 and GLURP, is
well tolerated, safe and immunogenic and that antibodies induced were able to control the in vitro P.
falciparum growth. However, it is important to verify if this potential is observed in individuals living in
Brazil, since circulating parasites are genetically different from those in Africa and the genetic
background of the population can influence the immune response to the vaccine antigens. In this
work, we evaluated the humoral immune response against GMZ2.6¢ and its components (MSP-3,
GLURP and Pfs48/45) in individuals living in malaria endemic areas in the Brazilian Amazon. This
study was carried out in Cruzeiro do Sul (Acre), Mancio Lima (Acre) and Guajara (Amazonas). A total
of 124 samples were collected in Cruzeiro do Sul (CZS group), 88 in Mancio Lima (ML group) and 87
in Guajara (GJ group). Samples from 53 individuals with no previous malaria episode were collected
and used as area controls. IgG, IgM, IgE and IgA antibodies against GMZ2.6¢ and the individual
fragments were evaluated by ELISA. For epitope mapping, 4 peptides corresponding to different
regions of MSP-3, 13 of GLURP and 2 of Pfs48/45 were used. IgG1, IgG2, IgG3 and IgG4 antibodies
against recombinant proteins were analyzed in all samples that presented IgG antibodies. Our data
showed that most individuals in the CZS (84%), ML (74%) and GJ (72%) groups had antibodies that
recognized GMZ2.6¢ and that these antibodies were mainly of the IgG class. Among the fragments of
GMZ2.6¢c, GLURP-RO was the more widely recognized in the three groups studied and the antibodies
against this region were mainly of the IgG class. The predominant IgG subclasses were cytophilic
(lgG1 and 1gG3), an important fact considering that the acquisition of a protective immunity against
malaria is associated with IgG1 and IgG3 levels. The epitope mapping of GMZ2.6¢ showed that the
immunodominant epitopes were P11 and P3 from GLURP-RO. Our data showed that the GMZ2.6¢
protein is widely recognized by antibodies in the studied populations and that among the individual
components of GMZ2.6¢, GLURP was more immunogenic during natural infection.
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1. INTRODUCAO

1.1. A maléria

A malaria é uma doenca parasitaria de elevada prevaléncia e morbidade,
causada por protozodrios do género Plasmodium. Existem mais de 250 espécies de
Plasmodium que parasitam mamiferos, aves e répteis (1), entretanto, somente seis
espécies parasitam naturalmente o homem: Plasmodium vivax (Grassi & Feletti,
1890), Plasmodium falciparum (Welch, 1897), Plasmodium ovale (Stephens, 1922),
Plasmodium malariae (Laveran, 1881), Plasmodium knowlesi (White, 2008) e
Plasmodium simium (Brasil et al., 2017). A maléaria é transmitida através da picada
do inseto vetor, a fémea do mosquito do género Anopheles, sendo o An. darlingi a

principal espécie transmissora da malaria no Brasil (2—4).

Apesar dos avangos no seu controle, a maléria permanece como um dos
principais problemas de saude publica, estando presente em 91 paises das regifes
tropicais e subtropicais do mundo (Figura 1.1), pondo em risco cerca de 61% da
populacdo mundial. No ano de 2015 foram registrados 212 milhfes de casos de
malaria no mundo e 429 mil mortes, a maioria de criangas menores de cinco anos de
idade (5). Das 429 mil mortes, cerca de 92% ocorreram na Africa, 6% no sudeste da
Asia e 2% na Regido leste do Mediterraneo. As mortes por maléaria sdo, em sua
grande maioria, de individuos que contraem a infec¢do por P. falciparum (99%), no
entanto vem sendo descrito casos de maléaria grave e morte na infeccao por P. vivax
(6-9).

Apesar da maioria dos casos ser registrado na Africa, as Américas contribuem
com um elevado numero de casos de malaria. De todos os 35 paises e territorios da
Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS/PAHO), 21 (Argentina, Belize,
Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Republica Dominicana, Equador, El Salvador,
Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Haiti, Honduras, México, Nicaragua, Panama,
Paraguai, Peru, Suriname e Venezuela) possuem areas com risco de transmissao
ativa de malaria, sendo registrados 451.242 casos no ano de 2015 (10). Entre eles,
o Brasil contribuiu com cerca de 24% dos casos de malaria das Américas (5).
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Figura 1.1: Distribuicdo global da malaria, 2016. Fonte: Adaptado de WHO, 2016
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No Brasil, em 2015, foram notificados 143.647 casos de malaria, sendo a
grande maioria (99,6%) na Regido Amazonica, area endémica da doenca, que inclui
os estados do Acre, Amapa, Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Par4, Rondénia,
Roraima e Tocantins (Figura 1.2). Nos outros estados, 0s casos registrados sao
guase todos importados da Regido Amazbnica ou de outros paises onde ocorre a
transmissdo. De 2006 a 2016, foram registrados 1032 casos autoctones de maléria
no sul e sudeste do Brasil, em regides cobertas pela Mata Atlantica (11). Cabe
ressaltar que os casos de malaria de Mata Atlantica no Rio de Janeiro ocorrem de
forma endémica, sendo notificados 15 casos autdctones nos quatro primeiros meses
de 2017 (12). Apesar de serem poucos 0s casos autoctones, a doenca ndo deve ser
negligenciada, tendo em vista o risco de reintroducgdo intensificado pelo fluxo de
migracdo em areas suscetiveis, assim como o possivel aumento da letalidade,
devido ao diagnéstico tardio e manejo clinico inadequado (13). Apesar de o P.
falciparum, principal causador dos casos graves e Obitos, ser proporcionalmente
responsavel por um nimero menor de casos (12%), a infeccdo por esta espécie é
preocupante no Brasil, principalmente apds a recente descricdo de isolados com
eficacia reduzida a derivados da artemisinina (ACT) no Suriname e Guiana Francesa

(14), alertando para o risco do surgimento e introducao de resisténcia no Brasil.
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Figura 1.2: Mapa de risco da malaria, Brasil, 2015. Fonte: SVS, 2016

1.2. Ciclo biolégico do Plasmodium spp.

O ciclo evolutivo do Plasmodium spp. (Figura 1.3) pode ser dividido em duas
fases bem distintas: uma chamada de esquizogbnica ou assexuada, ocorrendo no
hospedeiro vertebrado, e outra chamada de esporogbnica ou sexuada, que ocorre

no hospedeiro invertebrado, a fémea do mosquito do género Anopheles (15).



1.2.1. O ciclo no homem

A infeccdo no homem se inicia quando as fémeas do mosquito infectadas,
durante seu repasto sanguineo, inoculam na pele humana os esporozoitos
acumulados em suas glandulas salivares (16). Na pele, esses esporozoitos se
movem ativamente, até encontrar os vasos linfaticos ou sanguineos (17) e passam a
ser transportados, passivamente, para os linfonodos, onde a maioria dos parasitos
sdo mortos pelas células fagociticas, ou parénquima hepatico (18). Ao chegar no
figado, as moléculas de adesédo do parasito reconhecem moléculas sulfatadas da
membrana dos hepatdcitos, as quais aderem e permite a penetracdo do parasito na
célula hepatica (19,20). Essa invasdo envolve a invaginacdo da membrana
plasmatica do hepatocito e a formacédo de um vacuolo parasitéforo que circunda o
esporozoito (21). Além desse mecanismo, 0s esporozoitos também podem penetrar
pela ruptura da membrana do hepatdcito, que logo apds a entrada do esporozoito é
reparada pela célula (22); esse mecanismo mantém-se desconhecido, entretanto
uma hipotese é a secrecao de lipases, proteases ou proteinas formadoras de poros
pelos esporozoitos, permitindo a perfuragdo da membrana plasmatica (23). Ao
penetrar no hepatdcito dessa maneira, 0S esporozoitos entram em contato direto
com o citoplasma, e rapidamente saem da célula hepética utilizando o mesmo
mecanismo (21). Ocasionando assim, uma migracao dos esporozoitos pelas células,
até penetrar um hepatdécito pela invaginacdo da membrana plasmatica, formando um
vacuolo parasitéforo onde se replicam e desenvolvem, dando origem aos
esquizontes hepaticos (21,22,24). Essa fase do ciclo € chamada de pré-eritrocitica,
na qual, ao seu término, as células hepaticas se rompem liberando os merossomas.
Esses merosomas sao levados para a corrente sanguinea, onde se rompem,

liberando os merozoitos capazes de invadir eritrocitos (25,26).

No ciclo do Plasmodium vivax e Plasmodium ovale nem todos esporozoitos
gue infectam hepatécitos entram em processo de esquizogonia. Ao invés disso, eles
se desenvolvem em formas hepaticas latentes, chamadas hipnozoitos, permitindo as

recaidas tardias (26).

A invasdo dos merozoitos nos eritrocitos da inicio ao ciclo eritrocitico, fase na

qual ocorrem os sintomas clinicos da doenca (27). Para a penetracdo do merozoito



€ necessario, primeiramente, o reconhecimento dos eritrocitos, realizado pelas
Proteinas de Superficie dos Merozoitas (MSP), que também tem papel na
reorientacdo apical do merozoito, promovendo a interacdo dos ligantes presentes na
extremidade apical do parasito com receptores especificos na membrana dos
eritrocitos (28). Apds essa interacdo, o parasito redireciona sua extremidade apical
em direcdo a membrana do eritrocito, formando uma juncgéo entre as membranas
das duas células, indispenséavel para o processo de invasédo (29,30). Em seguida,
inicia-se a formacdo de uma protuberancia na membrana do eritrocito. Da mesma
forma que o esporozoito, 0 merozoito € isolado em um vacuolo parasitéforo dentro
do eritrocito (25,29). No interior do vacuolo parasitéforo, os merozoitos se
diferenciam em trofozoitos jovens e maduros, que se multiplicam, dando origem a
esquizontes repletos de merozoitos sanguineos (15). Com o amadurecimento do
esquizonte, ocorre a lise dos eritrgcitos, liberando os merozoitos sanguineos, que
invadirdo novos eritrocitos (31,32). Na fase eritrocitica, ocorre a sintomatologia
caracteristica da maléaria, como febre, calafrios e sudorese, que acontecem devido a
liberacdo das toxinas do parasito durante a liberagdo dos merozoitos (27). Apés
alguns ciclos eritrociticos, alguns merozoitos ao invadirem os eritrécitos, ndo se
desenvolvem em esquizontes, mas se diferenciam em formas eritrociticas sexuadas
do parasito, os gametdcitos femininos (macrogametoicitos) e 0s gametocitos
masculinos (microgametdécitos), que, ao serem ingeridos por um mosquito durante

um repasto sanguineo, dao inicio ao ciclo esporogonico (33).

1.2.2. O ciclo no mosquito

Ao realizar o repasto sanguineo, as fémeas do mosquito do género
Anopheles podem ingerir gametdcitos junto com os eritrocitos (34), aléem de outras
formas do parasito. No intestino do mosquito, com 0os movimentos de contracao e
expansdo, mudanca de temperatura e pH (33), os eritr6citos se rompem e 0s
gametocitos ficam livres no intestino do mosquito. O nucleo dos microgametdcitos se
divide em diversas particulas de cromatina, em forma de flagelo, e, sofre o processo
de exflagelacdo, onde os microgametas se desprendem do corpo residual e se

movimentam no intestino do mosquito até encontrar o macrogameta (35,36). Com a
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fusdo dos gametas masculinos e femininos ocorre a fertilizacdo, formando um zigoto
diploide (33). O zigoto se desenvolve em um oocineto moével, que migra através do
epitélio do intestino do mosquito, depositando-se sobre a membrana basal, onde
secreta substancias que formam um envoltorio que o diferencia em oocisto
(33,34,37). O oocisto se multiplica por esporogonia, gerando milhares de
esporozoitos em seu interior (38). Apds completar a maturacéo, 0 oocisto se rompe
liberando na hemocele do mosquito os esporozitos, que atingem as glandulas
salivares do inseto (33,37,38). Ao realizar um novo repasto sanguineo, 0s
esporozoitos serdo inoculados na pele do hospedeiro vertebrado, dando

continuidade ao ciclo.
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Figura 1.3: Ciclo evolutivo do Plasmodium spp.. 1) A infeccdo no homem se inicia
quando as fémeas do mosquito Anopheles inoculam 0s esporozoitos ao fazer o repasto sanguineo.
Os esporozoitos migram para o figado pela corrente sanguinea. 2) Ao chegar no figado, os
esporozoitos invadem os hepatdcitos e se multiplicam por esquizogonia, dando origem aos
esquizontes hepaticos, as células hepaticas se rompem liberando os merossomos. 3) Os
merossomos se rompem na corrente sanguinea, liberando os merozoitos, que invadem os eritrécitos
e se multiplicam por esquizogonia, dando origem a esquizontes sanguineos repletos de merozoitos.
Os eritrocitos se rompem liberando 0os merozoitos na corrente sanguinea, que invadirdo novos
eritrocitos. 4) Alguns merozoitos ao invadirem os eritrocitos, se diferenciam em gametécitos, que sdo
ingeridos pelos Anopheles durante o repasto sanguineo, dando inicio ao ciclo esporog6nico. 5) No
intestino do mosquito, macrogameta e microgameta se encontram, ocorrendo a fertilizacéo,
resultando na formacédo de um zigoto, que se desenvolve em um oocineto mével. O oocineto migra
através do epitélio do intestino do mosquito e se deposita sobre a membrana basal, onde se
diferencia em oocisto. O oocisto se multiplica por esporogonia, gerando milhares de esporozoitas
que, ao final da maturagéo, sdo liberados na homolece dos mosquito e migram para as glandulas
salivares. Ao realizar o resposto sanguineo, 0s esporozoitos serdo inoculados no hospedeiro
vertebrado, dando continuidade ao ciclo. Fonte: Adaptado de Garcia-Basteiro et al., 2012.



1.3. A buscapor uma vacina antimalarica

Apesar das estratégias de controle da malaria, fatores como a resisténcia dos
parasitos aos antimalaricos, a falta de um diagndstico rapido e a resisténcia do
inseto vetor aos inseticidas dificultam o controle da doenca. Uma vacina antimalarica
eficaz seria uma estratégia com capacidade de causar um grande impacto no
controle da doenca e essencial para sua eliminagédo (39), pois diferentemente das
outras abordagens, esta seria preventiva. Contudo, alguns obstaculos devem ser

superados para o desenvolvimento de uma vacina contra a malaria.

As principais dificuldades para o desenvolvimento de uma vacina antimalarica
sdo a complexidade do parasito, seu ciclo evolutivo e a limitada compreenséo das
interacdbes com o hospedeiro (32). Durante seu ciclo evolutivo, os plasmadios
passam por diferentes estagios de desenvolvimento, expressando uma variedade de
antigenos caracteristicos de cada fase, capazes de induzir respostas imunes
distintas (40). Essa complexidade gera um aumento nos antigenos candidatos a
compor uma vacina antimalérica capaz de induzir uma resposta imune protetora.
Além disso, a recombinacgéo genética, durante a reproducao sexuada no mosquito e
0S rearranjos no genoma do parasito nos estagios assexuados, resultam numa
extensiva diversidade genética, sendo um fator importante para a evasao do parasito
ao sistema imune dos hospedeiros (41).

Apesar de todos os obstaculos existentes, alguns fatos mostram que o
desenvolvimento de uma vacina antimalarica € possivel. A malaria ndo gera
imunidade estéril e duradora (16), entretanto, individuos residentes em &areas
endémicas re-expostos cronicamente a infeccdo desenvolvem uma imunidade
clinica, primeiramente contra as formas graves da doenca e depois contra as
manifestacdes clinicas, na qual a replicacdo do parasito € controlada (42—44). Aléem
disso, a administragdo de imunoglobulinas de individuos imunes em individuos néo
imunes demonstrou que essa imunidade pode ser transferida, diminuindo a
parasitemia e as manifestagcdes clinicas (32). A imunizacdo de camundongos (45),
primatas ndo humanos (46) e humanos (47) com esporozoitos irradiados promoveu
a protecdo contra o desafio com esporozoitos nédo irradiados, evidenciando a

possibilidade do desenvolvimento de uma vacina.



Considerando a complexidade do ciclo biolégico desse parasito, seis alvos
séo considerados para o desenvolvimento de uma vacina antimalérica: esporozoitos,
hepatocitos infectados, merozoitos livres, eritrocitos infectados, toxinas do parasito e

formas sexuadas (16,42,48).

As vacinas contra as formas pré-eritrociticas poderiam impedir a invasdo dos
hepatécitos pelos esporozoitos, ou, ocorrendo a penetracdo, destruindo o0s
hepatdécitos, evitando o desenvolvimento do parasito no seu interior, bloqueando a
formacdo de merozoitos. Dessa maneira, uma vacina contra esse estagio poderia
conferir protecdo contra as formas hepaticas, prevenindo o desenvolvimento da
doenca, visto que os sintomas clinicos se manifestam somente durante a fase
eritrocitica, além de bloquear a transmissdo da maléria, uma vez que ndo haveria a

formacéo de gametdcitos (16,31,44).

As vacinas contra as formas eritrociticas assexuadas poderiam controlar e/ou
prevenir a doencga, reduzindo significantemente a carga parasitaria e,
consequentemente, os sintomas clinicos, tendo um grande impacto na morbidade e
mortalidade em areas endémicas de malaria. A vacina ideal contra as formas
eritrociticas assexuadas seria capaz de induzir a producdo de anticorpos que
promoveriam a opsonizacdo e destruicdo dos merozoitas e eritrocitos infectados.
Além disso, poderiam também, bloquear a adesdo de eritrcitos parasitados as
células endoteliais, que esta associado ao desenvolvimento de malaria grave
(31,32).

As vacinas contra toxinas sdo denominadas como vacinas antidoencas, visto
gue ndo agem sobre o desenvolvimento do parasito, somente nas manifestacoes
clinicas. Uma vacina capaz de bloquear as toxinas poderia minimizar ou até mesmo
evitar os sintomas da maléaria, e consequentemente, 0S casos mais graves da
doenca. No entanto, esse tipo de vacina deve ser utilizado numa estratégia conjunta
com uma vacina contra o parasito, pois o aumento da parasitemia, mesmo na
auséncia dos sintomas clinicos podem levar consequéncias graves ao individuo que

contraia a infeccéo (49).

As vacinas bloqueadoras de transmissdao s&o aquelas contra as formas

eritrociticas sexuadas do parasito (50). Essa estratégia tem como alvo antigenos
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expressos na superficie de gametdcitos, zigotos ou oocinetos, e, ndo teria capacidade
de induzir uma resposta imune protetora para o individuo vacinado, mas sim de
impossibilitar o desenvolvimento do parasito no intestino do inseto vetor, bloqueando a
fertilizacdo e a passagem do oocineto pelo intestino médio do mosquito, podendo
reduzir, ou até mesmo impedir, a producao de esporozoitos, diminuindo ou bloqueando
a transmissdo a outros individuos, principalmente em &reas de baixo nivel de
transmissao (44). As vacinas bloqueadoras de transmissdo sdo chamadas de
“altruista” por ndo promover protecédo ao individuo vacinado, e sim a comunidade, ja
gue reduziria a transmissdo no local (39). Assim como a vacina antitoxina, uma
estratégia ideal para utilizacdo das vacinas contra as formas eritrociticas sexuadas

seria em associagao a uma vacina antiparasitaria (31,32,42).

As pesquisas para o desenvolvimento de uma vacina eficaz tem focado,
principalmente, em determinar antigenos-alvo fundamentais para o desenvolvimento
e sobrevivéncia do parasito. Até o momento, j& foram identificados mais de 30
antigenos candidatos a compor uma vacina antimalarica, provenientes de diferentes

estagios do ciclo evolutivo do parasito (Tabela 1.1).
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Tabela 1.1: Principais antigenos plasmodiais candidatos a vacina antimalarica.

Proteina Circumesporozoita (CSP)
Esporozoito _ _ _
Proteina adesiva relacionada com a trombospondina (TRAP)
Antigeno de esporozoito e do estagio hepatico (SALSA)
Proteina de esporozoito rica em treonina e asparagina (STARP)

Proteina de travessia celular de oocinetos e esporozoitos (CelTOS)

CSP
Estégio preé- _ _
_ . Antigenos do estagio hepético (LSA) -1, -2 e -3
eritrocitico

SALSA

STARP

Proteina de superficie do merozoito (MSP) -1, -2, -3, -4 e -5
Antigeno 175 de ligacdo a hemacia (EBA) -175

Merozoito Antigeno da membrana apical (AMA) -1

Proteina associada a roptria (RAP) -1 e -2

Antigeno de repeticdo acidobasico (ABRA)

Proteina de ligacao ao duffy (DBP) (P. vivax)

Antigeno de superficie da heméacia fase de anel (RESA)
Proteina rica em serina (P126/SERA/SERP/P105/P113/P140)
Estagio

eritrocitico Proteina de membrana da hemécia (EMP) -1, -2 e -3

Proteina rica em glutamato (GLURP)

Toxinas Glicosilfosfatidilinositol (GPI)

Estagio Ps25, Ps28, Ps48/45, Ps230

sexuado

Fonte: Elaborado pela autora com base nos dados de Ouattara A & Laurens M, 2015 e Schwartz et
al., 2012
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Para melhor compreensdo da descricdo dos antigenos plasmodiais
candidatos a vacina, cabe fazer uma breve detalhamento dos ensaios clinicos
vacinais. Os ensaios clinicos vacinais avaliam a seguranca e eficacia de uma

candidata a vacina e, sédo divididos em quatro diferentes fases: I, Il, 1l e IV (51).

Durante a Fase | a inocuidade e imunogenicidade da formulacdo s&o
avaliadas, assim como o tipo de resposta imune induzida e as doses e intervalos a
serem utilizados (51). Nessa fase, a formulagdo é administrada em poucos
individuos residentes de areas ndo endémicas (Fase la) ou previamente expostos a
malaria residentes em areas endémicas (Fase Ib) (52). Se a formulacéo for segura,
segue para 0s ensaios clinicos de Fase Il, onde a eficdcia da vacina contra a
infeccdo ou doenca € avaliada. A Fase Il € dividida em Fase lla e llb. Na Fase lla
individuos residentes em areas ndo endémicas, sem exposicdo previa a malaria,
apos imunizacdo, sdo desafiados através da picada de mosquitos de laboratério
carreando esporozoitos em suas glandulas salivares e sua eficacia é avaliada pela
capacidade do individuo evitar ou retardar a infec¢cado. Ao primeiro sinal de infeccao,
0s voluntarios séo rapidamente tratados com antimalaricos. Na Fase Ilb, um limitado
namero de individuos residentes em areas endémicas sdo expostos ao desafio
natural apos imunizacéo e sua eficacia é avaliada pela capacidade dos individuos
evitarem a infeccdo ou possuirem menos infec¢cdes, em um determinado periodo,
em relacdo a um grupo controle ndo vacinado (52). As candidatas vacinais que
obtiverem sucesso nessa fase seguem para 0s ensaios clinicos de Fase Ill. Durante
a Fase lll a eficacia é avaliada em larga escala. Nessa fase, uma determinada
populacdo de area endémica é imunizada e a eficacia da vacina é avaliada pela
porcentagem da reducdo na incidéncia (de doenca ou infeccdo) em relacdo a uma
populacdo ndo vacinada vivendo sob as mesmas condi¢des epidemioldgicas (51). A
eficacia de uma vacina pode variar em diferentes cenarios epidemioldgicos, assim
se torna necessario a realizacdo de ensaios clinicos em diferentes regides,
evidenciando a seguranca e eficacia para licenciamento da vacina (52). A Fase IV
envolve o monitoramento de seguranca, eficAcia e longevidade da protecdo (51).
Nessa fase, a vacina sera administrada em populacbes maiores, provavelmente
associada a outras vacinas, para possiveis interferéncias serem avaliadas de

maneira apropriada.
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A busca por vacinas antimalaricas foi impulsionada na década de 1960,
quando descrito pela primeira vez, por Nussenzweig e colaboradores, que
camundongos imunizados com esporozoitos atenuados por irradiagcdo ficavam
protegidos contra o desafio com esporozoitos nao-irradiados (53). Posteriormente, o

mesmo foi observado em primatas ndo humanos (46) e humanos (47).

Apesar de estudos demonstrarem que esporozoitos irradiados sdo poderosos
imundgenos, sua utilizacdo na vacinagdo em massa era inviavel até pouco tempo
atrés (54), visto que para a realizacdo de ensaios de ampla magnitude eram
necessarios que um grande numero de esporozoitos fossem dissecados das
glandulas  salivares dos  mosquitos, purificados,  criopreservados e
subsequentemente administrados por vias de vacinacdes aceitaveis. Com o0s
avancos tecnologicos, a maioria dessas limitacdes ja foram solucionadas (32),
entretanto, a via de administracdo permanece sendo um problema, considerando
gue a protecdo duradoura s6 foi observada utilizando a via intravenosa (40,54), e
essa seria inadmissivel para vacinas preventivas (44). Outras alternativas para a
utilizac@o de esporozoitos atenuados vem sendo desenvolvidas, como a atenuacgéo
genética e, 0 uso de esporozoitos atenuados em combinacdo com cloroquina (55).
Ainda assim, a PfSPZ é uma candidata a vacina antimalarica em destaque, estando,
atualmente, em ensaios clinicos de fase llb. A PfSPZ consiste em esporozoitos
atenuados por radiacdo. Ensaios clinicos demonstraram que a imunizacdo com
esporozoitos atenuados induziu altos niveis de protecédo estéril (80%) em ensaio
controlado de infeccdo com malaria humana (CHMI) com parasitos homélogos (56—
59). Posteriormente foi demonstrado que quatro doses da PfSPZ conferiram
aproximadamente 55% de protecdo estéril, até 14 meses apods a Ultima imunizacdo
(60). Recentemente, foi observado que 64% dos individuos imunizados com trés
doses da PfSPZ permaneceram nado parasitados ap0s o ensaio de CHMI com
parasitos homaologos. Esses voluntarios foram submetidos novamente ao ensaio de
CHMI com parasitos heterolégos e 83% dos individuos permaneceram n&o
parasitados 33 semanas apés a ultima imunizacdo, sendo detectado em todos os

individuos respostas de células T e anticorpos especificos contra a PfSPZ (54)

A concentragao dos estudos na resposta protetora induzida pela utilizacéo de
esporozoitos atenuados levou a identificagdo da proteina circumesporozoita (CSP)

(42). A CSP é a principal proteina de superficie do esporozoito, sendo expressa
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também nos primeiros estagios no figado (45), e se tornou o principal alvo para
desenvolvimento de uma vacina pré-eritrocitica (31). Foram realizadas diversas
construcdes baseadas na CSP com limitada eficacia, até que , na década de 1980,
foi desenvolvida a RTS,S (55).

A RTS,S, atualmente, é a Unica vacina que alcancou os ensaios clinicos de
fase Ill. Essa consiste na regido repetitiva central (constituida por repeticdes de 4
aminoacidos — Asparagina-Alanina-Asparagina-Prolina, NANP -, epitopo
imunodominante de célula B) e C-terminal (incluindo epitopos de célula T) da CSP
fusionada a regido N-terminal do antigeno de superficie do virus da hepatite B
(HBsAg) e uma porcdo HBsAg livre, expressos em Saccharomyces cerevisie (27).
Durante os ensaios clinicos de fase Il, a RTS,S demonstrou uma eficacia de,
aproximadamente, 32% a 57% em adultos sem historico de malaria, e o mesmo foi
observado em adultos africanos (61—-64). Entretanto, na Gambia, essa protecéo foi
de curta duracdo (61). Ainda durante os ensaios clinicos de fase Il, foi observada,
em Mocgambique, uma protecdo de 32% e 38%, contra as manifestacdes clinicas e
malaria grave, respectivamente, em criancas (65). Nos ensaios clinicos de fase lll,
resultados semelhantes vem sendo demonstrados. Em recém-nascidos foi
observado, aproximadamente, 27% de protecdo contra as manifestacdes clinicas,
durante 20 meses, sendo reduzida para 18% em 4 anos. Em grupos de criancas de
5 a 17 meses, foi observada uma protecéo de até 45% em 20 meses, decaindo para
28% em 4 anos. Entretanto, casos inexplicaveis de meningite foram observados
(55,66,67). E importante enfatizar que a protecdo conferida pela RTS,S tem sido
associada a altos niveis de anticorpos IgG especificos e células T CD4" contra a
CSP.

Outra vacina pre-eritrocitica em destaque é a ChAd63/MVA ME-TRAP,
atualmente em ensaios clinicos de fase IIb. A ChaD63/MVA ME-TRAP consiste em
multiplos epitopos de diversos antigenos pré-eritrociticos fusionados ao alelo T9/96
da TRAP, codificada nos vetores Adenovirus simiano sorotipo 63 (ChAd63) e virus
vaccinia Ankara modificado (MVA) (40). Essa vacina se mostrou segura e
imunogénica, capaz de induzir resposta de células T CD4" e T CD8" em individuos
sem histérico de maléria (68) e previamente expostos no Quénia e Gambia (69-71),

além de criancas e recém-nascidos em Gambia e Burquina (72). No Quénia, foi
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observada uma eficacia de 67% contra a infeccdo malarica, entretanto essa

protecé&o foi parcial (71).

A MSP3-LSP é uma candidata a vacina antimalarica eritrocitica e, atualmente,
estd em ensaios clinicos de Fase IIb. A MSP3-LSP é derivada da regido C-terminal
da Proteina-3 de Superficie do Merozoito. Essa candidata vacinal demonstrou ser
segura e imunogénica em individuos sem histérico de malaria (73), adultos semi-
imunes e criancas residentes em areas endémicas (74-76). Ensaios clinicos
revelaram que a MSP3-LSP induziu altos niveis de anticorpos citofilicos (IgG1 e
IgG3) (75,76), capazes de inibir o crescimento do parasito in vitro e in vivo (77).

A GMZ2 é uma proteina recombinante expressa em Lactococcus lactis,
contendo os fragmentos conservados da regido C-terminal da MSP-3 e N-terminal
(RO) da GLURP (78). Ensaios clinicos tem demonstrado que a GMZ2 é bem
tolerada, segura e imunogénica e que os elevados titulos de anticorpos IgG
citofilicos induzidos apds imunizacdo sdo especificos e funcionais, capazes de
controlar o crescimento in vitro de P. falciparum em presenca de mondcitos (79-83).
Além disso, foram demonstrados alta prevaléncia e titulos de anticorpos
naturalmente adquiridos contra a GMZ2 e seus componentes em individuos
residentes em area de alta endemicidade de malaria na Africa (80,82,84). Acredita-
se que a GMZ2 possui um efeito sinérgico, visto que foram observados maiores
titulos de anticorpos contra ela quando comparado aos seus fragmentos individuais
(84). Ensaios clinicos tem demonstrado a baixa eficacia de GMZ2, entretanto, pode
ter um grande impacto no combate a malaria, principalmente se combinada a uma

candidata bloqueadora de transmisséo (78).

Muitos antigenos plasmodiais identificados ja foram testados em ensaios pré-
clinicos e clinicos, até de fase Il (Tabela 1.2)
(16,31,44,45,49,55,67,71,72,75,76,80,81,83,85-93), entretanto, nenhum deles gerou
uma perspectiva solida de que uma vacina possa estar disponivel nos proximos
anos (31,39,45,94).
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Tabela 1.2: Principais ensaios clinicos com candidatas a vacina antimalarica.

RTS,S Fase Il Regides repetitivas e C-terminal da | Aproximadamente 30% a 50% de eficacia. (31,55,67)
CSP fusionada com o antigeno de | 49% de reducado de casos graves.
superficie do virus da hepatite B
(HBsAQ)
Fase llb Multiplos epitopos fusionados a | Segura e imunogénica, induzindo altos (67,71,72)
ChAd63/MVA proteina TRAP codificada nos vetores | niveis de resposta de células T.
ME-TRAP Adenovirus simiano sorotipo 63 | 21% de protecéo estéril.
(ChAd63) (prime) e virus vaccinia | 67% de eficacia contra a infeccao.
Ankara modificado (MVA) (boost)
PfSPZ Fase IIb Esporozoitos atenuados por radiacdo. | >80% protecado estéril contra o ensaio (56-59)
controlado de infeccdo humana e de curta
duracdao.
PfCelTOS Fase la CelTOS expressa em E.coli Protecdo estéril e, de espécies cruzadas, (86,92)
FMP012 induzindo potentes respostas celular e
humoral, em camundongos.
CSVAC Fase la CSP codificada nos vetores ChAd63 | Segura e imunogénica, induzindo altos (89)

(prime) e MVA (boost)

niveis de resposta de células T.

Resposta IgG modesta, porém persistente.
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Tabela 1.2: (Continuac&o) Principais ensaios clinicos com candidatas a vacina antimalérica.

Fase Ib/llb Proteina recombinante contendo | Segura, imunogénica e bem tolerada em (80,81,83)
GMz2
os fragmentos N-terminal da | adultos e criancas africanas.
GLURP e C-terminal da MSP-3 | Induziu a producdo de anticorpos IgG
expressa em Lactococcus lactis especificos e funcionais.
Fase llb Peptideo sintético longo da MSP-3 | Bem tolerada, segura e imunogénica. (75,76,85)
MSP3-LSP
e adjuvante alum. Altos niveis de anticorpos IgG citofilicos
funcionais.
Fase Ib Dominio N-terminal do Antigeno | Bem tolerada e segura. (87,88)
SE36
repetitvo de serina (SERAS) | Imunogénica em chimpanzés, com titulos
expresso em E. coli e adjuvante | de anticorpos IgG por mais de um ano.
alum
Fase la Pfs25 fusionada a IMX313 | Producdo de anticorpos IgG especificos (91)
ChAd63/MVA . L
codificada nos vetores ChAd63 | funcionais em camundongos, com forte
Pfs25- . - .
(prime) e MVA (boost) atividade bloqueadora de transmisséo.
IMX313
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1.4. Papel dos anticorpos na infeccdo maléarica

Individuos residentes em areas de alta endemicidade de maléria
desenvolvem uma imunidade clinica, primeiro contra 0os casos graves e depois
contra a doenca (16,39,43,44). Esse tipo de imunidade clinica foi chamado de
premunicdo (95). A premunicdo requer anos de exposicdo continua para ser
desenvolvida e ndo é estéril (44). Além disso, é de curta duragdo, se um individuo

semi-imune sai da area endémica essa imunidade protetora € perdida (16,43).

A imunidade protetora adquirida contra a malaria est4 associada tanto a
resposta imune humoral, quanto celular. Acredita-se que a resposta imune celular é
essencial para controlar a infeccdo pré-eritrocitica, enquanto 0s anticorpos sao
primordiais para conter o estagio eritrocitico da doenca (16). Anticorpos possuem
diversas funcbes (Figura 1.4) e podem agir sozinhos blogueando processos
importantes para o0 parasito e/ou em cooperacdo com células do sistema
imunolégico do hospedeiro (96). Durante a fase pré-eritrocitica, os anticorpos podem
agir sobre os esporozoitos reduzindo sua travessia pela pele, sua invasdo aos
hepatdcitos e, opsonizando-os para promover a fagocitose (96), entretando, existem

mais evidencias de suas funcfes no decorrer da fase eritrocitica.
Durante o estagio sanguineo da infeccéo os anticorpos podem atuar:

I.  Inibindo a invasdo do eritrocito, 0 crescimento intra-eritrocitico do
parasito ou a ruptura do esquizonte. Anticorpos podem bloquear
proteinas fundamentais no processo de invaséo, impedindo a invasao
do merozoita no eritrocito (97) ou conter o desenvolvimento do
parasito e, consequentemente, a liberacdo dos merozoitos na

corrente sanguinea (96,98);

II. Opsonizando merozoitos e eritrécitos infectados para fagocitose.
Anticorpos podem se ligar a antigenos de superficie de merozoitos e
eritrocitos infectados, facilitando seu reconhecimento pelas células
fagociticas, levando a morte e remocdo dos parasitos e células
parasitadas (96,99,100);
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VI.

VII.

VIII.

Através do mecanismo de inibicdo do crescimento dependente de
anticorpo (ADCI). Anticorpos citofilicos (IgG1 e 1gG3) se ligam a
antigenos de superficie de merozoitos e interagem com os receptores
Fc de mondcitos, ativando-o0s. Apos a ativacdo, os mondcitos liberam
fatores solaveis, com efeito parasitostatico, que impede o

desenvolvimento do parasito (96);

Através do mecanismo de explosdo respiratéria dependente de
anticorpos (ADRB). Merozoitos opsonisados podem interagir com
neutrofilos, in vitro. Apds sua ativacdo, os neutrdfilos passam a
produzir espécies reativas de oxigénio, altamente toxicas para 0s

parasitos, impedindo seu desenvolvimento intra-eritrocitico (96,101);

Através da ativacdo do sistema complemento. Anticorpos especificos
podem se ligar a superficie dos merozoitos e a primeira molécula da
via classica do complemento, Clg. Esse complexo merozoita-
anticorpo-C1q ativa a cascata do sistema complemento acarretando

na lise do merozoita (102);

Inibindo a adesdo de hemacias parasitadas ao endotélio vascular e a
formacdo de rosetas. Anticorpos contra antigenos especificos de
superficie de eritrocitos infectados podem bloquear o sequestro de
eritrécitos infectados no endotélio vascular. Além disso, podem
impedir a ligagdo dos eritrocitos infectados e néo infectados, fato
importante, considerando que a adeséo e formacdo de rosetas esta

associada aos casos de malaria grave (96);

Inibindo a ruptura de esquizontes. Anticorpos especificos contra
antigenos de superficie de eritrocitos infectados por esquizontes
podem inibir sua ruptura e, consequentemente, a liberacdo de

merozoitos, podendo reduzir a parasitemia (103);

Neutralizando toxinas. Anticorpos podem neutralizar moléculas proé-

inflamatorias liberadas pelo parasito apés a ruptura dos esquizontes,
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como Glicosilfosfatidilinositol (GPI), diminuindo as manifestacbes

clinicas da doenca (32);

Mondcito Macrofago derivado de Mondcito

ortes mediadas
pelo sistema
complemento N

_ L
Opsonizagao Inibigdo celular
-Receptor Fc dependente de '; ’

[

3" . 2 e

- Sistema complemento anticorpo A ©s S

. -Radicais livre " . ’

Aglutinagéo de 3& - TNF A

merozoitos ?\ i ae
Inibic&o de invaséo

-Ligagéo Neutralizag&@o de
- Processamento toxinas

)4

Inibic&o de crescimento

g:}f:%

Inibicdo da formag&o
de rosetas
Disperséo do esquizonte Inibic&o de citoaderéncia

Figura 1.4: Representacdo esquematica de mecanismos mediados por

anticorpos na imunidade contra as formas eritrociticas do P. falciparum.
Anticorpos contra merozoitos podem: (i) prevenir a invasdo de eritrOcitos; (i) ativar sistema
complemento; (iii) opsonizar merozoitas e (iv) estimular mondcitos e macréfagos para liberar
moléculas parasitostaticas, matando parasitos intra-eritrociticos. Anticorpos contra eritrocitos
infectados podem: (i) inibir a citoaderéncia, (ii) impedir a formacéo de rosetas, (iii) opsonizar eritrécitos
infectados e (iv) inibir o desenvolvimento intracelular do parasito. TNF: Fator de necrose tumoral.
Fonte: Adaptado de Teo et al., 2016.
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1.5. A proteinarecombinante GMZ2.6¢

A candidata a vacina antimalarica GMZ2.6¢c (Figura 1.5) € uma proteina
recombinante expressa em L. lactis. Assim como a GMZ2, contém os fragmentos
conservados da regido C-terminal da MSP-3 e N-terminal (RO) da GLURP, além do
fragmento C-terminal (6¢) do Antigeno de Pré-fertilizacdo 48/45 (Pfs48/45) de P.

falciparum, sendo uma candidata a vacina multiestagio.

Esses antigenos foram selecionados como candidatos vacinais a partir de um
racional que utilizou varios parametros. A maioria dos critérios correspondeu aos
comumente utilizados para antigenos candidatos vacinais, como a imunogenicidade
em condicBes naturais de exposicdo, a correlagdo dos titulos de anticorpos
especificos com os diversos graus de protecdo clinica de individuos vivendo em
area endémica e o papel funcional de anticorpos especificos de inibir o crescimento
in vitro de P. falciparum (104-116).

Estudos preliminares realizados em camundongos mostraram que a
imunizacdo com a GMZ2.6¢c foi capaz de induzir altos titulos de anticorpos
especificos e células T CD4" produtoras de Interferon gama (IFN-y) e Fator de
necrose tumoral (TNF) (117).

I R I

Figura 1.5: Representacdo esquematica da proteina recombinante GMZ2.6¢c de
P. falciparum, indicando a regido N-terminal da GLURP, a regido C-terminal da
MSP-3 e o fragmento 6¢c da Pfs48/45. Em laranja estdo identificados os

residuos Arginina-Serina (RS) e em marrom a etiqueta de poli-histidina. Fonte:
Elaborado pela autora.

1.5.1. Proteina Rica em Glutamato (GLURP)

A Proteina Rica em Glutamato (GLURP) é expressa em todos os estagios do
P. falciparum no hospedeiro vertebrado, estando presente no vacuolo parasitéforo

dos esquizontes hepaticos e sanguineos, na superficie dos merozoitos (118), e no
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citoplasma de eritrocitos parasitados com gametdécitos (119), sendo liberada com a

ruptura dos esquizontes (118).

A GLURP possui uma sequéncia N-terminal n&o repetitiva (R0O), e duas
sequéncias repetitivas central (R1) e C-terminal (R2) (Figura 1.6) (118,120). A regiédo
RO é altamente conservada em isolados de diferentes regides geograficas (121),
enquanto a R2 possui um elevado grau de polimorfismo, associado ao numero de
repeticbes das sequéncias repetitivas, sendo observado até 20 alelos em areas de
alta endemicidade (122-126).
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Figura 1.6: Representacdo esquematica da Proteina GLURP de P. falciparum,

mostrando as regides N-terminal (RO), central (R1) e C-terminal (R2). Fonte:
Theisen et al., 2017.

Em trabalhos realizados em éareas de alta endemicidade na Africa, foi
observado que individuos clinicamente imunes possuiam altos titulos de anticorpos
naturalmente adquiridos contra a GLURP (110,127,128), capazes de controlar a
carga parasitaria e, consequéntemente, a doenca (129,130). Além disso, em teste
clinico de fase | com a GLURPgs.213, @ imunizagdo induziu anticorpos especificos

capazes de inibir o crescimento in vitro do parasito (131).

A resposta imune contra a GLURP é predominantemente citofilica (IgG1 e
IgG3) (109,131-134), anticorpos citofilicos podem agir em cooperacdo com 0sS
mondcitos através do mecanismo de inibicdo do parasito dependente de anticorpos
(ADCI). Estudos tem demonstrado que a regido imunodominante da GLURP é a R2
(127,135), e, anticorpos anti-R0O sdo mais eficazes no mecanismo de ADCI (108).
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Estudos realizados em individuos residentes em areas endémicas da
Amazonia Brasileira mostraram uma prevaléncia de 67% e 79% de anticorpos contra
as regides RO e R2, respectivamente (111), e que os anticorpos contra a regido RO
foram capazes de inibir o crescimento do P. falciparum in vitro (115).

1.5.2. Proteina 3 de Superficie de Merozoito (MSP-3)

A Proteina 3 de Superficie de Merozoito (MSP-3) de P. falciparum é
sintetizada durante o estagio de esquizonte como um precursor de peso molecular
variavel e liberada no vacuolo parasitéforo, onde sofre processamento proteolitico.
Alguns fragmentos estdo associados a superficie dos merozoitos, porém a maioria é
liberada na circulagdo sanguinea e no sobrenadante de cultura in vitro com o

rompimento do esquizonte (136).

A MSP-3 possui uma regidao N-terminal composta de trés blocos de quatro
repeticbes de um heptapeptideo, separados por regides nao repetitivas e, uma
regido C-terminal rica em residuos de acido glutamico, seguido por outro motivo de
repeticdo hepta “heptad repeats” semelhante ao encontrado nos ziperes de leucina
(Figura 1.7) (136). Estudos tem demonstrado que a MSP-3 possui um limitado
namero de polimorfismo em isolados de diferentes regies geogréficas, sendo sua

maioria na regiao N-terminal, entretanto, a estrutura geral € conservada (137-140).
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Figura 1.7: Representacdo esquematica da proteina MSP-3 de P. falciparum,
mostrando a regido C-terminal e os peptideos LR55 e MSP3b, utilizados nos
ensaios imunoldgicos. Fonte: Theisen et al., 2017.
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Foi observado que indiviuos residentes em areas endémicas de malaria,
possuiam anticorpos contra a MSP-3, e que individuos que possuiam uma
imunidade clinica tinham uma predominancia de anticorpos citofilicos, enquanto
agueles ndo imunes apresentavam prevaléncia de anticorpos 1gG2 e IgM (106),
sugerindo que esses anticorpos poderiam estar competindo pelo antigeno,
impedindo o mecanismo de ADCI mediado pelos anticorpos 1gG1 e IgG3. Cabe
ressaltar que, anticorpos de individuos clinicamente imunes foram capazes de
interagir com monacitos, através do mecanismo de ADCI e inibir o crescimento do P.
falciparum in vitro (141). Além disso, em teste clinico de fase | com a MSP-3, a
imunizacao indiziu altos niveis de anticorpos especificos capazes de inibir o
crescimento in vitro do parasito, assim como 0s anticorpos naturalmente adquiridos
(73).

1.5.3. Antigeno de Pré-fertilizacdo 48/45 (Pfs48/45)

O Antigeno Pré-fertilizacdo 48/45 (Pfs48/45) é expresso na superficie dos
gametdcitos presentes na circulacdo sanguinea. Durante o repasto sanguineo, o
Anopheles pode ingerir eritrocitos parasitados com gametdcitos. No intestino do
mosquito esses eritrécitos se rompem, expondo o Pfs48/45 (117). O Pfs48/45 possui
um papel fundamental na fertilizacdo do macrogametoécito pelo microgametdcito, um
aspecto importante no sucesso da reproducdo sexuada do parasito (142,143),
sendo, portanto, considerada uma candidata a vacina bloqueadora de transmissao
(144-146).

O Pfs48/45 é uma proteina rica em cisteina, que possui uma regido C-
terminal (Epitopo I), uma regido central (contendo os epitopos llb e Ill) e uma regiédo
N-terminal (Epitopo V) (Figura 1.8) (147). Proteinas provenientes de estagios
sexuados sofrem uma menor pressdo do sistema imune, consequentemente,
possuem um menor numero de polimorfismos. Estudos demonstraram que 0s
epitopos I, llb e Il sédo altamente conservados em diferentes isolados, enquanto um

limitado numero de polimorfismo é observado nos epitopos lla e lic (107).
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Figura 1.8: Representacdo esquematica da proteina Pfs48/45 de P. falciparum
mostrando os dominios 1 (contendo o epitopo V), 2 (contendo os epitopos lib e
) e 3 (contendo o epitopo 1); as barras representam a localizacdo dos
residuos de cisteina. ep.: epitopo. Fonte: Theisen et al., 2017.

Apesar do limitado conhecimento sobre a inducao ou longevidade da resposta
imune contra o Pfs48/45 (143), estudos tem mostrado que individuos residentes em
areas endémicas possuem anticorpos naturalmente adquiridos contra o Pfs48/45, e
esses anticorpos apresentam atividade de reducdo de transmissdo (TRA)
(114,143,147,148). Além disso, a imunizacdo de camundongos e primatas nao
humanos com o Pfs48/45 induziu altos titulos de anticorpos capazes de bloquear a
transmissdo em até 93% (144,145). Esses dados justificam o Pfs48/45 como um
potente candidato a vacina bloqueadora de transmissdo e, sua fusdo a proteina

recombinante GMZ2.
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2. JUSTIFICATIVA

Estima-se que ocorram cerca de 210 milhdes de novos casos e mais de 300
mil mortes todos os anos no mundo devido a malaria, a maioria de criancas menores
de 5 anos de idade. O desenvolvimento de novas armas de combate a essa
endemia é de grande prioridade para o bem-estar e a melhoria do indice de
desenvolvimento humano das populagbes afetadas. Uma vacina eficaz é,
possivelmente, a arma mais potente para reduzir de forma drastica essas

estatisticas inaceitaveis.

A GMZ2 é uma candidata a vacina antimalarica que esta sendo utilizada em
ensaios vacinais de fase Il. Ensaios clinicos mostraram que a GMZ2 € bem tolerada,
segura e imunogénica e que o0s anticorpos induzidos apdés imunizacdo foram
especificos e funcionais, capazes de controlar o crescimento in vitro do P.
falciparum em presenca de mondcitos. Além disso, foram demonstrados alta
prevaléncia e titulos de anticorpos naturalmente adquiridos contra a GMZ2 em
individuos residentes em éarea de alta endemicidade de malaria na Africa. E
importante, entretanto, verificar se 0 mesmo potencial é apresentado pelas
populacdes-alvo no Brasil, uma vez que o0s parasitos circulantes aqui sao
geneticamente distintos daqueles na Africa e também porque a constituicdo genética

da populacéo pode influenciar na resposta imune aos antigenos vacinais.

O papel protetor dos anticorpos antiplasmodiais em seres humanos tem sido
demonstrado desde os experimentos realizados por Cohen e colaboradores (149)
utilizando soro de adultos imunes em criangcas com maldria, que mostraram
acentuado efeito no tratamento com anticorpos, tanto na diminuicdo da parasitemia
quanto na melhora dos sintomas clinicos. Nosso Laboratério tem avaliado o perfil da
resposta imune contra antigenos de P. falciparum em populagées da Amazdnia
brasileira visando identificar o potencial antigénico e imunogénico de moléculas que
possam fornecer informacdes que contribuam para o delineamento de estratégias
vacinais. At¢é o momento, ndo ha nenhum estudo sobre a antigenicidade ou
imunogenicidade da GMZ2.6¢c em humanos. Assim, nos propomos a avaliar o perfil
da resposta anticorpo contra a candidata a vacina antimalarica GMZ2.6¢c e seus
componentes, GLURP-R0O, MSP-3 e Pfs48/45-6C, em individuos residentes em
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areas endémicas brasileiras de malaria, visto que a eficacia de uma vacina pode

variar em diferentes cenarios epidemioldgicos.

28



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:

Avaliar o potencial antigénico da candidata a vacina antimalarica GMZ2.6¢ e
seus componentes (MSP-3, GLURP e Pfs48/45) em individuos cronicamente
expostos a malaria residentes em areas endémicas da Amazoénia brasileira com

diferentes niveis de transmissao.

3.2. Objetivos especificos:

e Avaliar o perfil de anticorpos (IgG e subclasses, IgM, IgE e IgA) de individuos
naturalmente expostos a infeccdo malarica residentes em areas endémicas

da Amazoénia brasileira, que reconhecem a proteina recombinante GMZ2.6c.

e Avaliar o perfil da resposta imune humoral (IgG e subclasses, IgM, IgE e IgA)
contra 0s componentes da proteina recombinante GMZ2.6¢c (MSP-3, GLURP
e Pfs48/45) em individuos naturalmente expostos a infec¢cdo maléarica

residentes em areas endémicas da Amazonia brasileira.

e l|dentificar e validar os epitopos B imunodominantes das proteinas MSP-3,

GLURP e Pfs48/45 nas populacdes estudadas.

e Avaliar a relevancia dos componentes da proteina recombinante GMZ2.6¢
(MSP-3, GLURP e Pfs48/45) no processo de aquisicdo de uma imunidade
antiparasitaria pela analise do perfil da resposta imune humoral e pelos dados

pessoais, clinicos e epidemioldgicos.
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4. METODOLOGIA

4.1. Descricao das areas

O estudo foi concentrado nas cidades de Mancio Lima (07°36’49°S e
72°53'47”W) e Cruzeiro do Sul (07°37°50”S e 72°40'13”W), no estado do Acre e
Guajara (02°58'18”S e 57°40’38'W) no estado do Amazonas (Figura 4.1). O estado
do Acre esta localizado no sudoeste da Amazobnia brasileira, ocupa uma area de
164.221,36 km2, correspondendo a 4% da Regido Amazonica brasileira e a 1,9% do
territério nacional. O Amazonas ocupa uma area de 1.570.745.680 kmz2,
correspondendo aproximadamente a 30% da Regido Amazobnica brasileira e

representando 18,5% do territorio nacional.

As cidades de Méancio Lima, Cruzeiro do Sul e Guajard estao categorizadas
entre as 10 que concentram 70% da malaria causada pelo P. falciparum no pais (4°,
1% e 9% respectivamente) e serdo alvos prioritarios de acdes do Ministério da Salde
(MS) que priorizam a eliminagdo do P. falciparum do Brasil. Elas registraram em
2014, respectivamente, 1432, 5447 e 674 casos de malaria, com um indice
Parasitario Anual (IPA) de P. falciparum de 85.3, 67.3 e 43.3 / 1000 habitantes em
Mancio Lima, Cruzeiro do Sul e Guajarda, respectivamente (Figura 4.2). Para

referéncia, areas com IPA = 50 sao consideradas de alto risco de transmissio.
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Figura 4.1: Mapa dos Estados do Amazonas e Acre, Brasil. Em destaque, as areas estudadas Mancio Lima (AC), Cruzeiro do
Sul (AC) e Guajara (AM). Fonte: Elaborado pela autora.
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Numero de casos e IPA de P. falciparum
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Figura 4.2: Nimero de casos e indice Parasitario Anual (IPA) das 10 cidades

com maior incidéncia de maléria por Plasmodium falciparum no Brasil. Fonte:
SVS, 2016.

O trabalho de campo foi realizado com o apoio da Coordenacdo de
Endemias de Cruzeiro do Sul, de Mancio Lima e de Guajara no periodo de junho a
agosto de 2016. Em Mancio Lima (Figura 4.3), individuos que procuravam
assisténcia médica no Hospital Dr. Abel Pinheiro Maciel Filho foram convidados a
participar do estudo (Figura 4.4). Além da busca passiva, também foi realizada
busca ativa em colaboracdo com a equipe de agentes de salude da Unidade de
Saude da Familia Sofia de Almeida Barreto (Figura 4.5). Em Cruzeiro do Sul (Figura
4.6) foram realizadas busca ativa - em colaboracdo com os Agentes de Saude — e
passiva dos pacientes que procuravam assisténcia na Unidade de Saude Gilmar
Candido da Silva, localizado em Lagoinha (Figura 4.7). Em Guajara (4.8), a busca foi
exclusivamente ativa, também com o apoio dos Agentes de Saude do local (Figura
4.9).
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Figura 4.4: Hospital Dr. Abel Pinheiro Maciel Filho, localizado em Mancio Lima
(AC). Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.5: Unidade de Saude da Familia Sofia de Almeida Barreto, localizado
em Mancio Lima (AC). Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.6: Fotos de Cruzeiro do Sul (AC). Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.7: Unidade de Saude Gilmar Candido da Silva, localizado em Lagoinha
(Cruzeiro do Sul/AC). Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 4.8: Foto de Guajara (AM). Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 4.9: Busca ativa na regido de Guajara (AM). Fonte: Arquivo pessoal.

O processamento das amostras foi realizado utilizando a infraestrutura do
Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal do Acre — Campus Floresta
(UFAC) (Figura 4.10), em Cruzeiro do Sul (Acre).
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Figura 4.10: Universidade Federal do Acre - Campus Floresta. Fonte: Arquivo

pessoal.

4.2. Critérios deinclusao e exclusao dos voluntarios:

Critério de incluséo:

Todos os individuos residentes nas localidades acima descritas que aceitaram
participar de nosso estudo, independente de apresentarem ou ndo sintomas de

maléaria.
Critério de exclusao:

Foram excluidos de nosso estudo populac¢des indigenas, grupos religiosos,
militares, presidiarios, doentes mentais, parturientes e gestantes, além de criangas
abaixo de 12 anos de idade.
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4.3. Comité de ética

Esse projeto e seu termo de consentimento foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz (CEP-FIOCRUZ CAAE
46084015.1.0000.5248) (Anexo ).

4.4. Coleta de dados pessoais e epidemioldgicos

As coletas foram realizadas por meio de visitas domiciliares (busca ativa) ou
por busca passiva. Durante as visitas, os individuos foram informados sobre as
formas de transmissdo da malaria e medidas profilaticas. O projeto foi explicado ao
individuo, ressaltando que a sua participacao era de livre e de espontanea vontade
sem prejuizo para seu atendimento ou tratamento. Os individuos que aceitaram
participar do estudo leram e foram informados do conteddo do termo de
consentimento. ApGs consentimento dos individuos, foi obtida uma autorizacdo por
escrito de todos os voluntarios (Anexo II) ou de seus responsaveis, caso menor de
idade (Anexo Ill). Apés a assinatura, todos os voluntérios participaram de uma
entrevista com o objetivo de preencher um questionario de investigacdo para a

coleta de dados pessoais e epidemiologicos (Anexo V).

4.5. Coletade sangue

Apoés a coleta dos dados pessoais e epidemiologicos e da obtencdo do
consentimento, aproximadamente 20 mL de sangue foram coletados por via
endovenosa em tubos Vacutainer com heparina ou com EDTA (Becton & Dickinson).
As amostras de sangue dos pacientes foram coletadas antes do inicio do tratamento
(DO) e apos o término do tratamento (D15), em caso de individuos com diagnéstico
positivo de malaria por P. falciparum. As amostras foram centrifugadas a 2.000 rpm
durante 10 min e os plasmas correspondentes foram aliquotados e estocados a -
20°C até o momento do uso. As amostras coletadas em tubos com EDTA foram

criopreservadas utilizando o mesmo volume da solucéo criopreservadora glicerolyte
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(0.9% NaCl, 4.2% sorbitol, 20% glicerol, Sigma) e, entdo, estocadas a -70°C até o

momento do uso.

No total, foram coletadas 352 amostras: 124 amostras de Cruzeiro do Sul,
88 amostras de Mancio Lima, e 87 amostras de Guajara. Também foram coletadas
53 amostras de individuos que residem nas areas estudadas sem histérico de
malaria (controles de area) (Anexo V). Entre as 299 amostras de Cruzeiro do Sul,
Mancio Lima e Guajara, 20 possuiam o diagnostico positivo para P. falciparum e

tiveram o sangue coletado apdés o tratamento.

4.6. Diagnostico

4.6.1. Diagnostico microscopico

Por ocasido da coleta de sangue foram confeccionadas laminas de distensao
sanguinea e gota espessa, coradas pelo Giemsa (Merck) para identificacdo e
quantificacdo de parasitos circulantes por microscopia. A avaliacdo da parasitemia
se baseou na contagem do numero de parasitos por 200 leucdcitos e o resultado foi

expresso em parasitas/uL, de acordo com a férmula:

parasitas/uL = numero de parasitas x 8 000

numero de leucdcitos

Assumindo uma leucometria média de 8.000 leucécitos/uL de sangue para
todo paciente com malaria foi realizado uma regra de trés para obter a parasitemia/pL
de sangue. Na presenca de poucos parasitos (menos de 9 em 200 leucocitos), 300

leucdcitos adicionais foram contados, para maior precisao do diagnéstico.
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4.6.2. Diagnéstico molecular

O diagnostico molecular foi realizado nas 352 amostras de CZS, ML e GJ.
DNA foi extraido de, aproximadamente, 200uL de sangue utilizando o Kit
QIAmMp(QIAgen), segundo as indicacbes do fabricante. Apos a extracdo de DNA, foi
realizada a técnica de Nested PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase) usando
primers especificos para género (rPIu5 e rPlu6) e espécies (rVIV1 e rVIV2 para P.
vivax e rFAL1 e rFAL2 para P. falciparum), como descrito previamente (150). A
amplificacéo foi realizada no termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied

Biosystem) e Veriti 96 Well Cycler (Applied Biosystem), nas seguintes condi¢des:

Tabela 4.1: Altenancia de temperaturas dos ciclos para a amplificagdo.

24 ciclos para 1° reagédo e 30 ciclos
para 2° reacao

Plu5 / Plu6;
Vivl/ Viv2; 95°c -05' 58°c-02' | 72°c - 02 94°c-01' | 58°c-02' | 72°c - 05
Fall/ Fal2

Ao final da reacao, 10uL do produto amplificado foram homogeneizados a 3uL
de tampdo de amostra (azul de bromofenol 0.25 %, xileno cianol 0.25% e glicerina
30%) para eletroforese em gel de agarose 2 % em tampéao TAE (Tris-Acetato-EDTA)
1X contendo 0,5 pg/mL de brometo de etideo, a uma corrente constante de 95 V/cm
durante aproximadamente 45 min. Apds a eletroforese, os fragmentos foram
visualizados utilizando-se o transiluminador High Performance UV transilluminator
(UVP) .

4.7. Proteinas recombinantes e peptideos sintéticos

A proteina vacinal recombinante GMZ2.6C, e seus componentes GLURP-

RO, MSP-3 e Pfs48/45-6C foram doados pelo colaborador Dr. Michael Theisen

(Statens Seruminstitut, Copenhague, Dinamarca). Foram utilizados a proteina

vacinal recombinante GMZ2.6c, que contém a regido RO N-terminal da proteina
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GLURP (GLURP-R0), a regido C-terminal da proteina MSP-3 (MSP-3Ct) e o
fragmento 6C da proteina Pfs48/45 (Pfs48/45-6¢) — além dos fragmentos individuais
GLURP-RO MSP-3Ct e Pfs48/45-6¢ (Figura 4.11).

Para mapeamento epitopico, foram utilizados quatro peptideos sintéticos
correspondentes a diferentes regibes da MSP-3Ct e 13 peptideos sintéticos
correspondentes a diferentes regides da GLURP-RO descritos previamente como
peptideos imunodominantes (106,151). Foram utilizados também dois peptideos
sintéticos correspondentes a diferentes regibes da Pfs48/45 (Figura 4.11)
selecionados a partir de uma analise de predicéo de epitopos de célula B utilizando os
algoritmos presentes no Immuno Epitope Database (IEDB) para a predicdo de: 1)
polaridade e hidrofobicidade (DNASTAR); 2) exposicdo na superficie (Surface
accessibility scale) e; 3) propensdo antigénica de potenciais epitopos lineares
presentes nesta proteina (Bepipred).
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Figura 4.11: Sequéncia de aminoécidos da proteina recombinante GMZ2.6c, indicando a sequéncia da GLURP-RO (azul),
da MSP-3 (amarelo), da Pfs48/45 (verde) e a etiqueta de poli-histidina (marrom). As linhas indicam as sequéncias dos
peptideos usados no mapeamento epitopico. Fonte: Elaborado pela autora.



4.8. Avaliacdo da resposta imune humoral contra as proteinas
recombinantes GMZ2.6c, GLRURP-R0O, MSP-3Ct e Pfs48/45-6¢c e
mapeamento epitopico

A pesquisa de anticorpos contra as proteinas recombinantes GMZ2.6c,
GLURP-RO MSP-3Ct e Pfs48/45-6¢ e contra os peptideos sintéticos foi realizada
pelo ensaio imunoenzimatico ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Placas
de 96 pocos (Nunc Maxisorp, Dinamarca) foram sensibilizadas com cada uma das
proteinas recombinantes ou dos peptideos sintéticos e os ELISAs foram realizados
de acordo com os protocolos mostrados na Tabela 4.1. O mapeamento epitopico foi
realizado em todas as amostras que apresentaram anticorpos contra a proteina
recombinante correspondente. Foi realizada a pesquisa de anticorpos IgG, IgM, IgE
e IgA. A pesquisa de anticorpos 1gG1, IgG2, IgG3 e 1gG4 foi realizada em todas as
amostras que apresentaram anticorpos IgG para cada uma das proteinas
recombinantes. A reagdo foi revelada com uma solugdo contendo 0.4 mg/mL de

orto-fenilenodiamino (OPD, Sigma, St. Louis, MO) em tampao citrato-fosfato pH 5,4
(acido citrico 24 mM, Sigma, e fosfato de sodio dibasico 51 mM, Sigma, St. Louis,
MO) e de peréxido de hidrogénio 30% (Merck) diluido 1:2000 durante,

aproximadamente, 5 min. A reacéo foi interrompida pela adicdo de 50 uL de acido
sulfdrico 2 N (Merck).

Apbés a revelacdo, a leitura da densidade optica (DO) foi feita em
espectrofotdbmetro Spectramax (Molecular Devices, Califérnia, EUA) a 492 nm.
Todos os plasmas foram testados em duplicata e cada placa recebeu um controle
"branco” (sem plasma), dois soros-padrdo reativos e cinco soros-padrdao néao
reativos, sendo estes ultimos, plasmas de individuos que néao residem em area
endémica e que nunca tiveram malaria. O resultado foi analisado pelo limite minimo
de positividade (cut off), que foi calculado a partir da média da DO dos controles néo
reativos mais trés vezes o desvio padrao (DP). A positividade foi determinada pela
razdo (Ratio) entre a DO das amostras testadas e o cut off. As amostras com

resultados superiores a 1.0 foram consideradas positivas.
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Tabela 4.2: Protocolos estabelecidos para realizacdo dos ELISAs para as proteinas recombinantes GMZ2.6¢c, GLURP-RO,
MSP-3, Pfs48/45.

Antigeno D'I9'9a° Lavagem Bloqueio Soro Anticorpo (*)
antigeno
- . o
4 vezes 3% de leite molico em d[()alllléli?eog-;j)]ii%%):r:]n F%B/OS Diluido (1:1000) em 1% de
1 pg/mL em com PBS- PBS + 0,1% Tween 20 leite molico em PBS + 0,1%
GMZ2.6¢ + 0,1% Tween 20 por 2
PBS Tween 20 por 1 hora em h Tween 20 por 1 hora em
: oras em temperatura .
0,1% temperatura ambiente : temperatura ambiente
ambiente
Diluido (1:100) em 1% . ) o
1 pg/mL em 4 vezes 2% de leite molico em de leite molico em PBS |:.)I|UId0'(l.1000) em 1% de
GLURP- com PBS leite molico em PBS + 0,05%
Carbonato/ PBS por 2 horas em + 0,05% Tween 20 por
RO : Tween 20 : Tween 20 por 1 hora em
Bicarbonato temperatura ambiente 1 hora em temperatura :
0,05% . temperatura ambiente
ambiente
. . 0
5 pg/mL em c?)r\:\e;eBSS 5% de leite molico em cﬂltgi?g r(nlc'ji(c)g)e?;nplB/; Diluido (1:1000) em 1% de
MSP-3 Carbonato/ PBS + 0,05% Tween 20 leite molico em PBS + 0,05%
Bicarbonato Tween 20 or 1 hora a 37 °C +0,05% Tween 20 por Tween 20 por 1 hora a 37°C
0,05% P 1 hora a 37°C P
Diluido(1:100) em 1%
5% de leite molico em de leite molico em PBS . .
Pfs48/45 1pg/mL em 4 vezes PBS por 1 horas em + 0,1% Tween 20 por 4 Diluido (1:1000) em PBS por L
PBS com PBS : hora em temperatura ambiente
temperatura ambiente horas em temperatura
ambiente
3 vezes 5% de leite molico em Diluido (1:100) em 1% - i o
Peptideos 5 ug/mL em com PBS PBS + 0,05% Tween 20 de leite molico em PBS I_D|IU|d0_(1.1000) em 1% de
P Carbonato/ leite molico em PBS + 0,05%
Sintéticos Bicarbonato Tween 20 por 1 hora em + 0,05% Tween 20 por Tween 20 por 1 hora a 37°C
0,05% temperatura ambiente 1 hora a 37°C P

(*) Anti-lgG (Anti-IgG1 — Anti-lgG4), Anti-IgM, Anti-lgA e Anti-IgE humana marcada com peroxidase.
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4.9. Analise dos dados epidemioldgicos e estatisticos

Os dados epidemiolégicos e os resultados dos experimentos foram
armazenados no banco de dados Epi-Info 6 (Centers for Disease Control and
Prevention) e analisados utilizando os programas Epi-Info e GraphPad Instat
(GraphPad Software, Inc). Os testes estatisticos utilizados para verificar as
associacbes e correlagcbes entre o0s resultados experimentais e o0s dados
epidemioldgicos foram selecionados a partir do tipo e tamanho das amostras de
cada variavel. Considerou-se que a diferenca era significativa quando a

probabilidade de erro era igual ou inferior a 5% (P < 0.05).

4.9.1. Teste de Spearman

Spearman é um método estatistico ndo-paramétrico de associa¢ao entre duas
variaveis mensuradas a nivel ordinal, onde a correlacdo € calculada pelo coeficiente
de Spearman (rs). Esse foi o método estatistico utilizado na avaliagdo da correlacéo
entre variaveis estudadas, utilizado em nosso trabalho para verificar as associacdes
entre dados epidemiolégicos numéricos, como por exemplo, tempo de residéncia em

area endémica e dados de resposta imune humoral.

4.9.2. Teste do Qui-quadrado

O teste do qui-quadrado é um método estatistico para n amostras
independentes, cujas proporcdes observadas nas diversas modalidades estao
dispostas em tabelas de contingéncia 2 x 2, sendo os valores esperados deduzidos
matematicamente, e onde se procura determinar se as proporcdes observadas nas
diferentes categorias sédo independentes ou estdo associadas. Esse foi o teste
utilizado para a avaliacdo das frequéncias entre as variaveis analisadas como, por
exemplo, o nimero de respondedores e ndo respondedores em cada um dos grupos

estudados.
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4.9.3. Teste de Mann Whitney

O teste nao-paramétrico de Mann Whitney compara as medias de dois grupos
ndo-pareados. Esse foi o teste escolhido para a avaliagdo estatistica das
diferencas existentes entre duas variaveis estudadas de individuos diferentes,
como por exemplo, diferencas entre médias dos niveis de anticorpos (Ratio) entre

individuos parasitados e ndo parasitados.

4.9.4. Teste de Wilcoxon

O teste nado-paramétrico de Wilcoxon compara as médias de dois grupos
pareados. Esse foi o teste escolhido para a avaliacdo estatistica das diferencas
existentes, por exemplo, nos niveis de anticorpos (Ratio) antes (Dia 0) e 15 dias

apos o inicio do tratamento (Dia 15).

A metodologia utilizada no presente trabalho esta esquematicamente resumida

na Figura 4.12.
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Figura 4.12: Resumo esquematico da metodologia. Fonte: Elaborado pela autora.
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo dos dados clinicos e epidemioldgicos dos participantes do

estudo

Para a avaliacdo do perfil da resposta anticorpo a proteina GMZ2.6¢ e seus
componentes, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45, foram utilizadas amostras de 124
individuos residentes em Cruzeiro do Sul (Grupo CZS), de 88 individuos residentes
em Mancio Lima (Grupo ML) e de 87 individuos residentes em Guajara (Grupo GJ).
Também foram utilizadas as amostras de 53 individuos residentes em &reas
endémicas sem histérico de malaria que foram utilizadas como controles de area
(grupo CO).

As principais caracteristicas dos grupos CZS, ML, GJ e CO estao
apresentadas nas Figuras 5.1, 5.2, 5.3, 5.4 e na Tabela 5.1. Os dados da historia
pessoal e epidemiolégica de todos os pacientes correspondem aos do inicio do
estudo.

O grupo CZS consistia de 58 (46,7%) individuos do sexo feminino e 66
(53,3%) do sexo masculino, com idades variando entre 12 e 73 anos (33 + 15). A
grande maioria desses individuos (98,2%) era proveniente da regido amazonica e
estava residindo em area endémica, em média, ha 33 anos (33 + 15). Os individuos
do grupo CZS relataram uma média de 10 episédios de malaria (10 + 13), sendo
que, dos individuos que relataram ter apresentado pelo menos um episédio da
doenca (99,2%), 67% relataram infeccdo prévia por P. falciparum e P. vivax, 23%
relataram infeccéo prévia apenas por P. vivax , 10% apenas por P. falciparum. Os
individuos do grupo CZS relataram o ultimo episédio de malaria ha 60 meses (60 +
97), sendo P. falciparum a ultima espécie plasmodial infectante em 35% dos casos,
P. vivax em 61% dos casos e infeccdo mista (P. falciparum e P. vivax ) em 4% dos
casos. No momento da coleta, 72 individuos (58%) apresentavam sintomas
iniciados, em média 4 dias antes da coleta (4 + 4), sendo cefaléia, febre e calafrio os
mais frequentes, relatados por 74%, 68% e 48% dos individuos, respectivamente.
Do total, 64 individuos (51,6%) apresentavam parasitos circulantes no momento da

coleta, 25 (20,2%) estavam infectados com P. falciparum e 39 (31,4%) estavam

48



infectados com P. vivax, com média de parasitemia de 16000 + 20092 parasitos por
microlitro de sangue para P. falciparum e 19142 + 17599 para parasitos por

microlitro de sangue para P. vivax.

O grupo ML consistia de 44 (50%) individuos do sexo feminino e 44 (50%) do
sexo masculino, com idades variando entre 13 e 88 anos (35 + 16). Todos os
individuos eram provenientes da regido amazobnica e estavam residindo em area
endémica, em média, ha 35 anos (35 + 16). Os individuos do grupo ML relataram
uma meédia de 13 episodios prévios de malaria (13 + 13). Todos os individuos
relataram ter apresentado pelo menos um episodio da doenca, sendo que 19%
relataram infeccdo prévia apenas por P. vivax e 81% relataram infeccéo prévia por
P. vivax e por P. falciparum. Os individuos do grupo ML relataram o ultimo episodio
de malaria ha 28 meses (28 + 45), sendo P. falciparum a dltima espécie plasmodial
infectante em 17% dos casos e P. vivax em 83% dos casos. No momento da coleta,
48 individuos (55%) apresentavam sintomas iniciados, em média, 6 dias antes da
coleta (6 + 14), sendo cefaléia, febre e calafrio os mais frequentes, relatados por
75%, 92% e 57% dos individuos, respectivamente. Do total, 37 individuos (42%)
apresentavam parasitos circulantes no momento da coleta, 12 (13,6%) estavam
infectados com P. falciparum e 25 (28,4%) estavam infectados com P. vivax, com
média de parasitemia de 5600 + 3577 parasitos por microlitro de sangue para P.

falciparum e 23294 + 15507 parasitos por microlitro de sangue para P. vivax.

O grupo GJ consistia de 42 (48,3%) individuos do sexo feminino e 45 (51,7%)
do sexo masculino, com idades variando entre 13 e 83 anos (37 + 17). Todos os
individuos eram provenientes da regido amazonica e estavam residindo em area
endémica, em média, ha 35 anos (37 = 17). Os individuos do grupo GJ relataram
uma média de 9 episédios de malaria (9 + 10), sendo que, dos individuos que
relataram ter apresentado pelo menos um episodio da doenca (93%), 70% relataram
infecc@o prévia por P. falciparum e P. vivax, 22% relataram infec¢éo prévia apenas
por P. vivax , 8% apenas por P. falciparum. Os individuos do grupo GJ relataram o
altimo episodio de maléria ha 48 meses (48 + 73), sendo P. falciparum a udltima
espécie plasmodial infectante em 28% dos casos e P. vivax em 70% dos casos e
infecgdo mista (P falciparum e P. vivax) em 2% dos casos. No momento da coleta,

21 individuos (24,1%) apresentavam sintomas iniciados, em média, 8 dias antes da
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coleta (8 + 8), sendo cefaléia, febre e artralgia os mais frequentes, relatados por
86%, 62% e 48% dos individuos, respectivamente. Do total, 17 individuos (19,5%)
apresentavam parasitos circulantes no momento da coleta, 6 (6,7%) estavam
infectados com P. falciparum e 11 (12,8%) estavam infectados com P. vivax, com
meédia de parasitemia de 8000 + 5656 parasitos por microlitro de sangue para P.

falciparum e 10666 + 8326 parasitos por microlitro de sangue para P. vivax.

O grupo CO (controle de area) consistia de 37 (69,8%) individuos do sexo
feminino e 16 (30,2%) do sexo masculino, com idades variando entre 17 e 43 anos
(23 + 7). A grande maioria desses individuos (96,2%) era proveniente da regido
amazobnica e estava residindo em area endémica, em média, ha 22 anos (22 + 8).
Todos os individuos declararam nunca ter sido infectado e nenhum apresentava

sintomatologia ou parasitos circulantes no momento da coleta.

O grupo CO apresentou uma maior frequéncia de individuos do sexo feminino
gue os grupos CZS (P = 0.008), ML (P = 0.03) e GJ (P = 0.02). Os individuos do
grupo CO apresentaram uma média de idade e de tempo de residéncia em area
endémica de maléria menor que os grupos CZS, ML e GJ (P < 0.0001, para todas as
andlises). O grupo ML apresentou um maior numero de infecgbes anteriores de
malaria que os grupos CZS (P = 0.01) e GJ (P = 0.0008). O grupo GJ apresentou um
maior tempo de inicio de sintomas que os grupos CZS e ML (P = 0.003, para

ambos).
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Grupo CZS Grupo ML

B Feminino B Feminino

M Masculino M Masculino
Grupo GJ Grupo CO

B Feminino H Feminino

M Masculino = Masculino

Figura 5.1: Distribuicdo dos individuos dos grupos CZS (Cruzeiro do Sul), ML (Mancio Lima), GJ (Guajard) e CO (Controle
de area) de acordo com o0 sexo.
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Figura 5.2: Prodecéncia dos individuos dos grupos CZS (Cruzeiro do Sul), ML (Mancio Lima), GJ (Guajara) e CO
(Controle). AC: Acre; AM: Amazonas; MT: Mato Grosso; MG: Minas Gerais; RO: Rondénia; SP: Sdo Paulo.
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Figura 5.3: Frequéncia de espécies plasmodiais de episédios prévios de
malaria (A) e ultima espécie plasmodial infectante (B). CzS: Grupo Cruzeiro do Sul;
ML: Grupo Mancio Lima; GJ: Grupo Guajara; PF: P. falciparum; PV: P. vivax; PV e PF: P. vivax e P.
falciparum (Infecgé@o mista).
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Figura 5.4: Frequéncia de sintomas relatados pelos individuos dos grupos CZS
(Cruzeiro do Sul), ML (Mancio Lima) e GJ (Guajard), no momento da coleta. CE:
Cefaleia; FE: Febre; CA: Calafrio; NAU: Nausea; MI: Mialgia; ART: Artralgia; SU: Sudorese.
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Tabela 5.1: Principais caracteristicas dos individuos dos grupos CZS (Cruzeiro
do Sul), ML (Mancio Lima) e GJ (Guajara).

Cruzeiro do Sul Mancio Lima Guajara
n=124 n =388 n =87
Idade (anos) 33+15 35+16 37+17
Tempo de residéncia em area 33+15 35+ 16 37+17
endémica (anos)
Nimero de infeccdes 10+13 13 +13* 9+10
anteriores de malaria
Tempo da dltima 60 + 97 28 +45 48 + 73
infeccdo (meses)
Tempo de inicio dos sintomas 4+4 6+14 8+8*
(CIES))
Diagndstico P. falciparum 25 (20,2%) 12 (13,6%) 6 (6,7%)
P. vivax 39 (31,4%) 25 (28,4%) 11 (12,8%)
Parasitemia P. falciparum 16000 £ 20092 5600 + 3577 8000 + 5656
(parasitos/microlitro de sangue) P. vivax 19142 + 17559 23294 + 15507 10666 + 8326

**P = (0.01 ML versus CZS, P = 0.0008 ML versus GJ; *P = 0.003 GJ versus CZS, P = 0.003 GL
versus ML. N: Nimero de individuos testados

5.2. Frequéncia da resposta anticorpo para a GMZ2.6¢ e seus componentes,
MSP-3, GLURP e Pfs48/45

O perfil da resposta imune humoral contra a GMZ2.6¢ e seus componentes,
GLURP, MPSP-3 e Pfs48/45 foi avaliado nos individuos dos grupos CZS (n = 124),
ML (n =88), GJ (n =87) e CO (n =53).

Os individuos que apresentaram anticorpos contra as proteinas estudadas
(reativos) foram denominados de respondedores e aqueles que ndo apresentaram
anticorpos contra as proteinas estudadas (n&o reativos) foram chamados de néo
respondedores. As principais caracteristicas dos individuos respondedores e néo
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respondedores para a GMZ2.6¢c, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 nos grupos CZS, ML e
GJ estdo mostradas nas Tabelas 5.2, 5.3, 5.4 e 5.5.

Verificamos que 83,9 % (104/124) dos individuos de CZS, 73,8 % (65/88) dos
individuos de ML e 72,4 % (63/87) dos individuos de GJ apresentavam anticorpos

gue reconheciam a GMZ2.6¢, independente da classe de anticorpo (Figura 5.5).

N&o observamos diferenca na frequéncia de individuos respondedores quando

comparamos o0s grupos CZS, ML e GJ.

CZS mML mGJ

Figura 5.5: Frequéncia da resposta anticorpo contra a proteina GMZ2.6¢ nos

grupos CZS, ML e GJ. CzS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mancio Lima; GJ: Grupo
Guajara.

Quando comparamos 0s componentes individuais da GMZ2.6c, observamos
que a frequéncia de individuos respondedores para GLURP, MSP3 e Pfs48/45
foram, respectivamente, 50,8% (63/124), 38,7% (48/124) e 27,4% (34/124) no grupo
CZS, 47,7% (42/88), 27,4% (24/88) e 34% (30/88) no grupo ML e 41,4% (36/87),
12,6% (11/87) e 21,8% (19/87) no grupo GJ (Figura 5.6). Verificamos que a

frequéncia de individuos respondedores para MSP-3 foi menor no grupo GJ quando
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comparado aos grupos CZS e ML (P < 0.0001 GJ versus CZS; P = 0.02 GJ versus
ML). Nos grupos CZS e GJ, a frequéncia de individuos com anticorpos contra a
GLURP foi maior que a frequéncia de individuos com anticorpos contra a Pfs48/45
(P = 0.0003 em CZS; P = 0.008 em GJ). Nos grupos ML e GJ, a frequéncia de
individuos com anticorpos contra a GLURP foi maior que a frequéncia de individuos
com anticorpos contra a MSP-3 (P = 0.007 em ML; P < 0.0001 em GJ).

-

Pfs48/45

%k %k %

51 %% %%

Figura 5.6: Frequéncia de individuos com anticorpos contra a GLURP, MSP-3 e

Pfs48/45 nos grupos CZS, ML e GJ.CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mancio Lima;
GJ: Grupo Guajarg; *P < 0.0001, GJ versus CZS; P = 0.02 GJ versus ML; ** P < 0.0001 GJ GLURP
versus GJ MSP-3; P = 0.008 GJ GLURP versus GJ Pfs48/45. *** P = 0.007 ML GLURP versus ML
MSP-3. **** P = 0,0003 CZS GLURP versus CZS Pfs48/45.

N&o observamos nenhuma associacdo entre a resposta anticorpo contra a
GMZ2.6¢ ou contra a MSP3 e idade, sexo, tempo de residéncia em area endémica
de malaria, presenca de sintomas no momento da coleta, espécie infectante, nimero
de infec¢Bes anteriores de malaria, espécies plasmodiais anteriores, ultima espécie
infectante ou o tempo da ultima infeccdo. Entretanto, no grupo ML, observamos que
a resposta contra a GLURP estava associada a idade, tempo de residéncia em area

endémica de malaria e ao numero de infec¢des anteriores (P = 0.03 para idade; P =
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0.04 para tempo de residéncia em area endémica de malaria; P = 0.03 para niumero
de infec¢Bes anteriores). Também observamos, no grupo CZS, uma associacdo
entre o numero de infecgbes anteriores de malaria e a ndo resposta contra a
proteina Pfs48/45 (P = 0.006).
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Tabela 5.2: Principais caracteristicas dos individuos respondedores e nao respondedores para a GMZ2.6c nos grupos
CZS, ML e GJ.

CzZs ML GJ
Respondedor Nao respondedor Respondedor Nao respondedor Respondedor N&o respondedor
(n=104) (n=20) (n=65) (n=23) (n=63) (n=24)
33+16 33+13 35+16 3616 36+ 16 39+19

Idade (anos)
Sexo Feminino 43 14 31 13 32 10

Masculino 59 6 37 10 31 14
Tempo de residéncia em 3316 32+12 34 +16 35+ 17 36 +16 39+19
area endémica
SIGINES Sim 61 9 35 13 15 6

Nao 43 11 30 10 48 18
Espécie infectante P.vivax 33 3 13 6 3 -

P. falciparum 16 1 5 - 4 -

N&o infectado 55 16 a7 17 56 24
Numero de infecgcdes 10+13 10+12 14 +14 11+8 9+11 8+9
anteriores
Espécies anteriores P.vivax 19 4 12 4 11 5

P. falciparum 6 4 - - 5 1

P. vivax e 58 13 51 17 39 12

P. falciparum
Ultima espécie infectante =RV 48 11 50 18 34 12

P. falciparum 29 5 11 3 14 5

P. vivax e 4 - - - 1 -

P. falciparum
Tempo da ultima 54 + 93 87 £112 30 £ 49 21 £33 43 + 61 61 + 100

infeccdo (semanas)

CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mancio Lima; GJ: Grupo Guajara. n = nimero de individuos testados.

59



Tabela 5.3: Principais caracteristicas dos individuos respondedores e ndo respondedores para a GLURP nos grupos CZS,
ML e GJ.

CzZs ML GJ
Respondedor Nao respondedor Respondedor Nao respondedor Respondedor N&o respondedor
(n=63) (n=61) (n=42) (n=46) (n=36) (n=51)
35+ 17 31+13 39 £ 16* 32+15 36 +15 38+18
Idade (anos)
Sexo Feminino 23 34 18 25 15 27
Masculino 39 26 23 21 21 24
Tempo de residéncia em 35+ 17 31+12 38 + 17** 31+16 36+ 15 3818
area endémica
SIGINES Sim 39 31 25 23 11 10
N&o 24 30 17 23 25 41
Espécie infectante P.vivax 19 17 8 11 1 2
P. falciparum 12 5 5 - 4 -
N&o infectado 32 39 29 35 31 49
Numero de infecgcdes 9+9 12+ 16 16 + 17%** 10+8 11+11 8+10
anteriores
Espécies anteriores P.vivax 14 9 7 9 6 10
P. falciparum 4 6 - - 2 4
P. vivax e 30 37 34 4 24 27
P. falciparum
Ultima espécie infectante =RV 29 30 33 35 19 27
P. falciparum 15 19 7 7 7 12
P. vivax e 1 3 - - 1 -
P. falciparum
Tempo da ultima 69 + 118 52+ 72 28 +44 28 £47 37 +47 55 + 87

infeccdo (semanas)

CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mancio Lima; GJ: Grupo Guajara. *P = 0.03, respondedor versus ndo respondedor; **P = 0.04, respondedor versus
nao respondedor; ***P = 0.03, respondedor versus ndo respondedor. n = namero de individuos testados.
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Tabela 5.4: Principais caracteristicas dos individuos respondedores e nao respondedores para a MSP-3 nos grupos CZS,
ML e GJ.

CZs ML GJ
Respondedor Nao respondedor Respondedor N&o respondedor Respondedor N&o respondedor
(n=48) (n=76) (n=24) (n=64) (n=11) (n=76)
32+16 34 +14 37 17 35+15 42 + 14 37 17
Idade (anos)
Sexo Feminino 22 35 12 32 5 37
Masculino 25 40 12 32 6 39
Tempo de residéncia em 32 +16 34 +14 37+18 3316 41 +14 36 17
area endémica
Sintomas Sim 24 46 11 37 4 17
Nao 24 30 13 27 7 59
Espécie infectante P.vivax 12 24 2 17 - 3
P. falciparum 8 9 4 1 2 2
N&o infectado 28 43 18 46 9 71
Numero de infecgdes 9+9 11+15 16 + 17 12+ 11 12+12 9 +10
anteriores
Espécies anteriores P.vivax 5 18 2 14 1 15
P. falciparum 4 6 - - - 6
P. vivax e 28 39 22 46 8 43
P. falciparum
Ultima espécie infectante =RV 19 40 19 49 6 40
P. falciparum 14 20 5 9 3 16
P. vivax e 2 2 - - - 1
P. falciparum
Tempo da ultima 67 £123 56 £ 77 24 1+ 44 30 £46 29+41 5177

infeccéo (semanas)
CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mancio Lima; GJ: Grupo Guajara. n = nimero de individuos testados.
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Tabela 5.5: Principais caracteristicas dos individuos respondedores e néo respondedores para a Pfs48/45 nos grupos CZS,
ML e GJ.

Pfs48/45
CZs ML GJ
Respondedor Nao respondedor Respondedor N&o respondedor Respondedor N&o respondedor
(n=34) (n=290) (n=30) (n =58) (n=19) (n=68)
31+14 3416 40+ 19 33x14 40 £ 19 3617
Idade (anos)
Sexo Feminino 15 42 12 32 9 33
Masculino 19 46 18 26 10 35
Tempo de residéncia em 31+14 34+15 39+ 20 32+14 40 £19 36 17
area endémica
Sintomas Sim 15 55 14 34 5 16
N&o 19 35 16 24 14 52
Espécie infectante P.vivax 6 30 2 17 1 2
P. falciparum 6 13 4 1 1 3
N&o infectado 24 47 24 40 17 63
Nimero de infeccdes 6 + 6* 12+ 15 14 +5 13 +13 8+9 9+10
anteriores
Espécies anteriores P.vivax 7 16 5 11 4 12
P. falciparum 3 7 - - 1 5
P. vivax e 14 53 24 44 10 41
P. falciparum
Ultima espécie infectante =RV 13 46 22 46 9 37
P. falciparum 11 23 5 9 6 13
P. vivax e - 4 - - - 1
P. falciparum
Tempo da ultima 59 + 69 60 +£106 34 + 54 2540 39+78 50+ 72

infeccéo (semanas)

CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mancio Lima; GJ: Grupo Guajard;*P = 0.006, Respondedor versus nao respondedor. n = numero de individuos testados.
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Trés dos 53 individuos do grupo CO (5,6%) apresentaram anticorpos contra a
GMZ2.6¢c e um individuo (1,9%) apresentou anticorpos contra a GLURP. Nenhum
dos 53 individuos do grupo CO apresentou anticorpos contra a MSP-3 ou contra a
Pfs48/45.

5.3. Frequéncia da resposta anticorpo das classes IgG, IgM, IgA e IgE para a
GMZ2.6¢c e seus componentes, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45

A frequéncia da resposta anticorpo das classes IgG, IgM, IgA e IgE contra a
GMZ2.6¢c esté apresentada na Figura 5.7. No grupo CZS, a frequéncia de individuos
com anticorpos 1IgG, IgM, IgA e IgE contra a GMZ2.6¢c foram, respectivamente,
66,9% (83/124), 62,1% (77/124), 18,5% (23/124) e 8,9% (11/124). No grupo ML, a
frequéncia de individuos com anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE contra a GMZ2.6¢
foram, respectivamente, 37,5% (33/88), 60,2% (53/88), 11,4% (10/88) e 2,3% (2/88).
No grupo GJ, a frequéncia de individuos com anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE contra a
GMZ2.6c foram, respectivamente, 41,4% (36/87), 46% (40/87), 10,3% (9/87) e 2,3%
(2/87). Observamos uma maior frequéncia de individuos com anticorpos IgG contra
a GMZ2.6¢ no grupo CZS que nos grupos ML e GJ (P < 0.0001, CZS versus ML; P =
0.0003 CZS versus GJ). Também verificamos uma maior frequéncia de individuos
com anticorpos IgM contra a GMZ2.6¢ no grupo CZS que no grupo GJ (P = 0.02).
Anticorpos anti-GMZ2.6¢c das classes IgG e IgM foram mais frequentes que
anticorpos das classes IgA e IgE nos grupos CZS, ML e GJ (P < 0.0001, para todas

as analises)

No grupo CZS, os niveis de anticorpos IgG contra a GMZ2.6¢c foram maiores
gue os niveis de anticorpos IgM, IgA e IgE (P = 0.001, IgG versus IgM; P = 0.0004
IgG versus IgA, P < 0.0001 IgG versus IgE). Também verificamos que os niveis de
anticorpos 1gG e IgM contra a GMZ2.6¢ foram maiores no grupo CZS que no grupo
GJ (P =0.02, para IgG; P = 0.04, para IgM) (Figura 5.8.).

No grupo ML, verificamos uma correlacdo entre os niveis de anticorpos 1gG
contra a GMZ2.6¢c com idade e tempo de residéncia em area endémica de malaria
(P =0.04; r=0.2167, para idade; P = 0.04, r = 0.2193, para tempo de residéncia em

area endémica de malaria). Também observamos, nos grupos CZS e ML, uma
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correlacdo entre os niveis de anticorpos IgA com idade e tempo de residéncia em
area endémica de malaria (CZS: P = 0.0002; r = 0.3383, para idade; P = 0.0003, r =
0.3364, para tempo de residéncia em area endémica de malaria. ML: P = 0.03; r =
0.2239, para idade; P = 0.04, r = 0.2060, para tempo de residéncia em area
endémica de malaria).

N&o observamos associagcdo entre anticorpos IgG, IgM, IgA ou IgE contra
GMZ2.6¢ e sexo, presencga de sintomas no momento da coleta, espécie infectante,
namero de infeccBes anteriores de malaria, espécies plasmodiais anteriores, Ultima

espécie infectante, tempo da ultima infeccdo ou parasitemia.
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GMZ2.6¢c

1gE (%)
IgA (%)
1gM (%)

* %
18G (%)

*
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 %
18G (%) IgM (%) 1gA (%) 1gE (%)

mG) 41,4 46,0 10,3 2,3

=ML 37,5 60,2 11,4 2,3

mC7S 66,9 62,1 18,5 8,9

Figura 5.7. Frequéncia da resposta anticorpo das classes IgG, IgM, IgA e IgE para a GMZ2.6¢ nos grupos CZS, ML
e GJ. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mancio Lima; GJ: Grupo Guajara; *P < 0.0001, IgG CZS versus IgG ML; P = 0.0003 IgG CZS
versus IgG GJ; **P = 0.02, IgM CZS versus IgM GJ.
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Figura 5.8. Niveis de anticorpos (Ratio) IgG, IgM, IgE e IgA contra a GMZ2.6¢

nos grupos CZS, ML e GJ. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mancio Lima; GJ: Grupo
Guajarg; *P = 0.001, CZS IgG versus CZS IgM; P = 0.0004, CZS IgG versus CZS IgA; P < 0.0001
CZS 1gG versus CZS IgE; P = 0.02, CZS 1gG versus GJ IgG. **P = 0.04 CZS IgM versus GJ IgM.
Linhas representam média e desvio padréo.
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Quando comparamos 0s niveis de anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE contra a
GMZ2.6¢ entre individuos parasitados por P. falciparum e nédo parasitados,
independente do grupo, verificamos que os niveis de anticorpos IgG e IgM contra a
GMZz2.6¢c foram maiores nos individuos parasitados (P < 0.0001, para 1gG e IgM)
(Figura 5.9)
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Figura 5.9: Niveis de anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE contra a GMZ2.6¢c em

individuos parasitados e ndo parasitados, independente do grupo. *P < 0.0001,
ndo parasitado IgG versus parasitado IgG e néo parasitado IgM versus parasitado IgM). Linhas
representam média e desvio padrao.

A frequéncia da resposta anticorpo das classes IgG, IgM, IgA e IgE para a
MSP-3, GLURP e Pfs48/45 esta mostrada na Figura 5.10. Verificamos que as
frequéncias de individuos com anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE para a GLURP foram,
respectivamente, 37,1% (46/124), 28,2% (35/124), 11,3% (14/124) e 19,4% (24/124),
no grupo CZS, 38,6% (34/88), 23,9% (21/88),11,4%"(10/88) e 6,8% (6/88), no grupo
ML e 27,6% (24/87), 20,7% (18/87), 11,5% (10/87) e 4,6% (4/87) no grupo GJ. Para
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a MSP-3, as frequéncias de individuos com anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE foram,
respectivamente, 25% (31/124), 27,4% (34/124), 17,7% (22/124) e 2,4% (3/124), no
grupo CZS, 8% (7/88), 15,9% (14/88), 10,2% (9/88) e 4,5% (4/88), no grupo ML e
5,7% (5/87), 4,6% (4/87), 6,9% (6/87) e 1,1% (1/87) no grupo GJ. Para a Pfs48/45,
as frequéncias de individuos com anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE foram,
respectivamente, 1,6% (2/124), 11,3% (14/124), 0,8% (1/124) e 19,4% (24/124), no
grupo CZS, 2,3% (2/88), 15,9% (14/88), 4,5% (4/88) e 17% (15/88), no grupo ML e
8% (7/87), 5,7% (5/87), 3,4% (3/87) e 8% (7/87) no grupo GJ.

Anticorpos contra a GLURP das classes IgG e IgM foram mais frequentes
gue anticorpos das classes IgA e IgE (P < 0.05). O grupo CZS apresentou uma
maior frequéncia de individuos com anticorpos IgE contra a GLURP que 0s grupos
ML e GJ (P = 0.009, CZS versus ML; P = 0.001, CZS versus GJ). A frequéncia de
individuos com anticorpos IgG contra a MSP-3 foi maior no grupo CZS que nos
grupos ML e GJ (P =0.001, CZS versus ML; P = 0.0002, CZS versus GJ), enquanto
que a frequéncia de individuos com anticorpos IgM anti-MSP-3 foi menor no grupo
GJ que nos grupos CZS e ML (P <0.0001 GJ versus CZS; P = 0.02 GJ versus ML).
Individuos com anticorpos IgE anti-MSP-3 foram menos frequentes que individuos
com anticorpos IgG, IgM e IgA anti MSP-3 (P < 0.0001, para todas as analises).
Individuos com anticorpos IgG contra a Pfs48/45 foram mais frequentes no grupo GJ
gue no grupo CZS (P = 0.03) enquanto que individuos com anticorpos IgE anti-
Pfs48/45 foram mais frequentes em CZS que em GJ (P = 0.02). Nos grupos CZS e
ML, observamos uma maior frequéncia de individuos com anticorpos das classes
IgM e IgE contra a Pfs48/45 que individuos com anticorpos IgG e IgA anti-Pfs48/45

(P < 0.05, para todas as andlises).

Nos grupos ML e GJ, a frequéncia de individuos com anticorpos IgG contra a
GLURP foi maior que a frequéncia de individuos com anticorpos IgG contra a MSP-
3 (P < 0.0001, no grupo ML; P = 0.0003, no grupo GJ). Nos grupos CZS, ML e GJ, a
frequéncia de individuos com anticorpos IgG contra a GLURP foi maior que a
frequéncia de individuos com anticorpos IgG contra a Pfs48/45 (P < 0.0001, para

todas as analises).
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Figura 5.10: Frequéncia de individuos com anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE contra

GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 nos grupos CZS, ML e GJ. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML:
Grupo Méancio Lima; GJ: Grupo Guajarg; 'P <0.05 IgG e IgM CZS versus IgA e IgE CZS; 1gG e IgM ML
versus IgA e IgE CZS; IgG e IgM GJ versus IgA e IgE GJ. °P = 0.009 CZS versus ML; P = 0.001 CZS
versus GJ. °P = 0.001, CZS versus ML; P = 0.0002, CZS versus GJ. *P <0.0001 GJ versus CZS; P = 0.02
GJ versus ML. °P < 0.0001, IgE anti-MSP-3 versus IgG, IgM e IgA anti MSP-3. ®p = 0.03GJ versus CZS. 'P
=0.02, CZS versus GJ.




No grupo CZS, observamos maiores niveis de anticorpos IgG contra a GLURP
que os niveis de anticorpos IgG contra a MSP-3 (P = 0.0008) e maiores niveis de
anticorpos IgM contra a GLURP que os niveis de anticorpos IgM contra a Pfs48/45
(P = 0.004) (Figura 5.11). Niveis de anticorpos IgG anti-GLURP foram maiores no
grupo CZS que no grupo ML (P = 0.007).

Nos grupos ML e GJ, os niveis de anticorpos IgG contra a GLURP estavam
diretamente correlacionados com idade, tempo de residéncia e numero de infeccbes
anteriores de malaria (ML: P = 0.09, r = 0.2742, IgG versus idade; P = 0.01, r =
0.2622, 1gG versus tempo de residéncia em area endémica de malaria; P = 0.01, r =
0.2573, IgG versus numero de infec¢des anteriores de malaria. GJ: P = 0.04, r =
0.2332, 1gG versus idade; P = 0.04, r = 0.2422, 1gG versus tempo de residéncia em
area endémica de maléaria; P = 0.0001, r = 0.2600, IgG versus numero de infec¢des
anteriores de maléaria). Também observamos, no grupo GJ, uma correlacdo positiva
entre anticorpos IgA anti-GLURP e idade e tempo de residéncia em area endémica
de malaria (P = 0.01, r = 0.2685, para ambas andlises) e, no grupo CZS, entre
anticorpos IgE anti-GLURP e idade e tempo de residéncia em &area endémica de
malaria (P = 0.03, r = 0.2020, para ambas analises). Anticorpos IgA anti- MSP-3
também estavam correlacionados com idade e tempo de residéncia em area
endémica de maléaria no grupo GJ (P = 0.006, r = 0.2882, para ambas analises). No
grupo GJ, os niveis de anticorpos IgG anti-Pfs48/45 estavam diretamente
correlacionados com idade e tempo de residéncia em areas endémica de malaria (P
= 0.01; r = 0.2536, para ambas andlises), entretanto, os niveis de anticorpos IgM
anti-Pfs48/45 estavam inversamente correlacionados com idade, tempo de
residéncia em area endémica de malaria e nimero de infeccdes anteriores (P =
0.04; r =-0,2195, para idade e tempo de residéncia em area endémica de malaria; P

=0.01, r=-0.2977, para numero de infec¢Bes anteriores de maléria).

N&o observamos associacao entre anticorpos IgG, IgM, IgA ou IgE contra
GLURP, MSP-3 ou Pfs48/45 e sexo, presenca de sintomas no momento da coleta,
espécie infectante, espécies plasmodiais anteriores, Ultima espécie infectante, tempo

da dltima infeccdo ou parasitemia.
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Figura 5.11: Niveis de anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE contra as proteinas

GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 nos grupos CZS, ML e GJ. CZzS: Grupo Cruzeiro do
Sul; ML: Grupo Mancio Lima; GJ: Grupo Guajard; *P = 0.0008; **P = 0.004. Linhas
representam média.
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Quando comparamos 0s niveis de anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE contra a
GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 entre individuos parasitados por P. falciparum e né&o
parasitados, independente do grupo, verificamos que 0s niveis de anticorpos IgG e
IgM contra a GLURP e contra a MSP-3 foram maiores nos individuos parasitados
(GLURP: P < 0.0001, para IgG e IgM; MSP-3, P = 0.0007 para IgG; P = 0.0006, para
IgM) (Figura 5.12).
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Figura 5.12: Niveis de anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE contra a GLURP, MSP-3 e

Pf248/45 em individuos parasitados e néo parasitados, independente do grupo.
*P<0.0001, ndo parasitado 1gG versus parasitado IgG e ndo parasitado IgM versus parasitado IgM;.**P =
0.0007, ndo parasitado IgG versus parasitado 1gG; P = 0.0006, ndo parasitado IgM versus parasitado IgM.
Linhas representam média 73



5.4. Frequéncia de anticorpos das subclasses IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 contra
a GMZ2.6¢ e seus componentes, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45.

A pesquisa de anticorpos 1gG1, 1gG2, 1gG3 e 1gG4 foi realizada em todas as
amostras que apresentaram anticorpos da classe IgG. As frequéncias de anticorpos
das subclasses IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4 contra a GMZ2.6¢ estdo apresentadas na
Figura 5.13. As frequéncias de anticorpos IgG1l, 1gG2, IgG3 e IgG4 contra a
GMZ2.6¢c foram, respectivamente, 73,5% (61/83), 8,4% (7/83), 85,5% (71/83) e
18,1% (15/83), no grupo CZS, 60,6% (20/33), 18,2% (6/33), 72,7% (24/33) e 12,1%
(4/33), no grupo ML e 47,2% (17/36), 0% (0/36), 77,8% (28/36) e 22,2% (8/36) no
grupo GJ. A frequéncia de individuos com anticorpos IgG1 e IgG3 anti-GMZ2.6¢ foi
maior que a frequéncia de individuos com anticorpos 1gG2 e 1gG4, nos trés grupos
estudados (P < 0.0001, para todas as analises). Individuos com anticorpos 1gG1

anti-GMZ2.6¢ foram mais frequentes no grupo CZS que no grupo GJ (P = 0.006).
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Figura 5.13: Frequéncia de anticorpos das subclasses IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4

contra a GMZ2.6¢c, nos grupos CZS, ML e GJ. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo
Mancio Lima; GJ: Grupo Guajard; *P < 0.0001, IgG1 e IgG3 CZS versus 1gG2 e 1gG4 CZS; IgG1l e
IgG3 ML versus IgG2 e 1IgG4 ML; IgG1 e IgG3 GJ versus 1gG2 e 1gG4 GJ.

No grupo CZS, os niveis de anticorpos IgG1 contra a GMZ2.6¢ foram maiores
gue os niveis de anticorpos 1gG2, IgG3 e IgG4 contra a GMZ2.6¢ (P = 0.002 versus
IgG2; P = 0.0002, IgG1 versus IgG3; P < 0.0001, IgG1 versus lgG4) (Figura 5.14.)

Os niveis de anticorpos IgGl contra a GMZ2.6¢c estavam positivamente
correlacionados com o tempo da ultima infeccdo, no grupo CZS (P = 0.004; r =
0.3623) e com o numero de infec¢des anteriores de malaria, no grupo GJ (P = 0.002,
r = 0.4952). J4 os niveis de anticorpos IgG3 anti-GMZ2.6¢c estavam positivamente
correlacionados com idade e tempo de residéncia em area endémica de malaria, no
grupo ML (P = 0.02, r = 0.388, para IgG3 versus idade; P = 0.03, r = 0.3616, para
IgG3 versus tempo de residéncia em area endémica de malaria).
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N&o observamos associacdo entre anticorpos 1gG1, 19G2, 1gG3 ou IgG4 contra
a GMZ2.6¢ e sexo, presenca de sintomas no momento da coleta, espécie infectante,
espécies plasmodiais anteriores, Ultima espécie infectante, tempo da ultima infec¢ao

ou parasitemia.
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Figura 5.14: Niveis de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra a GMZ2.6¢ nos

grupos CZS, ML e GJ. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mancio Lima; GJ: Grupo
Guajara; *P = 0.002 IgG1 versus IgG2; P = 0.0002, IgG1 versus 1gG3; P < 0.0001, IgG1 versus IgG4.
Linhas representam média.
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Quando comparamos os niveis de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra a
GMZ2.6¢ entre individuos parasitados por P. falciparum e nédo parasitados,
independente do grupo, verificamos que os niveis de anticorpos IgG1 e 1gG3 contra
a GMZz2.6¢c foram maiores nos individuos parasitados (P < 0.0001, para IgGl; P =
0.001, para IgG3) (Figura 5.15).

GMZ2.6¢
32+
* *
16+ . - .
S : w ;
S . . .
[@) 050 ° _:_
S ) Rt ’ . -
o ..'o. . 2%0s° o0 ..“ "x :E:
" u'::sg . ...Sz..- segee ':: ll:::“ . H .
o 15 . vee® . Dy " .:. = l:::'
ogeqe® "';:::" .l:...:: “o'."'.':' M LML (Pl ]
% 0..::0 .:: Sm{:: " " u .l==ill
UL T e oo i -
R 1
0.25+ E:: .
0.125 L] L] L] L] L] L] L] L]
N Y %) X NG % ) X
\%O \QO \%0 \%O \%O \QO \%O \QO
N&o parasitado Parasitado

Figura 5.15: Niveis de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra a GMZ2.6c em
individuos parasitados e ndo parasitados, independente do grupo. *P < 0.0001,

nao parasitado IgG1 versus parasitado IgG1l; P = 0.0013, ndo parasitado IgG3 versus parasitado

IgG3). Linhas representam média.

As frequéncias de individuos com anticorpos IgG1, 1gG2, 1IgG3 e IgG4 contra a
GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 estdo mostradas na Tabela 5.6. Para GLURP, as
frequéncias de individuos com anticorpos IgG1l, 1gG2, 1gG3 e 1gG4 foram,
respectivamente 87% (40/46), 21,7% (10/46), 71% (33/46) e 21,7% (10/46), no
grupo CZS, 88,2% (30/34), 20,6% (7/34), 35,5% (12/34) e 17,6% (6/34) no grupo ML
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e 95,8% (23/24), 4,2% (1/24), 37,5% (9/24) e 8,3% (2/24) no grupo GJ. Para MSP-3,
as frequéncias de individuos com anticorpos IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4 foram,
respectivamente 90,3% (28/31), 0% (0/31), 25,8% (8/31) e 0% (0/31), no grupo CZS,
85,7% (6/7), 0% (0/7), 42,9% (3/7) e 0% (0/7) no grupo ML e 100% (5/5), 20% (1/5),
80% (4/5) e 40% (4/5) no grupo GJ. Para a Pfs48/45, as frequéncias de individuos
com anticorpos 1gG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4 foram, respectivamente 100% (2/2), 0%
(0/2), 0% (0/2) e 50% (1/2), no grupo CZS, 100% (2/2), 0% (0/2), 0% (0/2) e 0% (0/2)
no grupo ML e 42,9% (3/7), 14,3% (1/7), 42,9% (3/7) e 57,1% (4/3) no grupo GJ.

Nos grupos CZS e GJ, a frequéncia de individuos com anticorpos IgG1 e 1gG3
contra a GLURP foi maior que a frequéncia de individuos com anticorpos 1gG2 e
IgG4 com a mesma especificidade (P < 0.0001, para todas as andlises). Também no
grupo CZS, observamos uma maior frequéncia de individuos com anticorpos IgG1
contra a MSP-3 gue individuos com anticorpos 1gG2, 1IgG3 e IgG4 com a mesma
especificidade e uma maior frequéncia de individuos com anticorpos IgG3 anti-MSP-
3 que individuos com anticorpos 1gG2 e IgG4 anti-MSP-3 (P < 0.0001 IgG1 versus
19G2, 1gG3 e 1gG4; P = 1gG2 versus IgG3; P < 0.0001 1gG3 versus IgG4). No grupo
ML, individuos com anticorpos IgG1l contra a MSP-3 foram mais frequentes que
individuos com anticorpos IgG2 e IgG4 anti-MSP-3 (P = 0.004, para ambas
andlises). No grupo CZS, verificamos uma maior frequéncia de individuos com
anticorpos IgG3 contra a GLURP gque individuos com anticorpos IgG3 contra a MSP-
3 (P =0.0001).
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Tabela 5.6. Frequéncia de individuos com anticorpos IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4
contra a GLURP, MSP-3 e Pfs48/45, nos grupos CZS, ML e GJ

IgG1 1gG2 IgG3 IgG4
40/46+ 10/46 33/46+ 10/46
(87%) (21,7%) (71,7%) (21,7%)
30/34 7/34 12/34 6/34

(88,2%) (20,6%) (35,3%) (17,6%)
23/24 1/24 9/24 2/24
(95,8%) (4,2%) (37,5%) (8,3%)
IgG1l IgG2 IgG3 IgG4
28/3 1w 0/31 8/3 Lwwe 0/31
(90,3%) (0%) (25,8%) (0%)
6/7 0/7 3/7 0/7
() @) () ()
5/5 1/5 4/5 2/5
() () () )
lgG1 19gG2 lgG3 lgG4
2/2 0/2 0/2 1/2
() () () ()
2/2 0/2 0/2 0/2
() () () ()
3/7 1/7 3/7 a/7
() () () ()

CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mancio Lima; GJ: Grupo Guajara; *P < 0.0001, CZS IgG1 e
CZs 1gG3 versus CZS IgG2 e CZS IgG4. **P < 0.0001, GJ IgGl e GJ 1gG3 versus GJ 1gG2 e GJ
IgG4. ***P < 0.0001, CZS IgG1 versus CZS IgG2, CZS IgG3 e CZS IgG4. ****p = 0.0004, CZS 1gG3
versus CZS IgG2, P <0.0001, CZS IgG3 versus CZS IgG4.

Os niveis de anticorpos IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 contra a GLURP, a MSP-3 e
a Pfs48/45 estdo mostradas nas Figuras 5.16, 5.17 e 5.18. Nos grupos CZS, ML e
GJ, observamos maiores niveis de anticorpos anti-GLURP da classe IgG1 que os de
classe 1gG2, IgG3 e IgG4 (CZS: P < 0.0001 1gG1 versus 1gG2 e IgG4; P = 0.02, 1gG1
versus 1gG3. ML: P < 0.0001 1gG1 versus 1gG2, IgG3 e 1gG4. GJ: P < 0.0001, 1gG1
versus 1gG2, 1gG3 e 1gG4). Apenas no grupo CZS, observamos que os niveis de
anticorpos IgG3 anti-GLURP foram maiores que os niveis de anticorpos IgG2 e IgG4
anti-GLURP (P < 0.0001, para ambas analises). Também observamos no grupo CZS
maiores niveis de anticorpos IgG1 contra a MSP-3 que os niveis de anticorpos IgG2,

IgG3 e 1IgG4 (CZS: P < 0.0001, para todas analises). Nao observamos diferencas
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guando comparamos o0s niveis de anticorpos IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4 entre os

grupos CZS, ML e GJ, para cada um dos componentes da GMZ2.6c.

Os niveis de anticorpos IgG1l contra a GLURP estavam positivamente
correlacionados com o tempo da ultima infec¢do, no grupo CZS (P = 0.04; r =
0.3585) e com idade, tempo de residéncia em area endémica de malaria e o nimero
de infeccdes anteriores de malaria, no grupo GJ (P = 0.01, r = 0.4856, para 1gG1
versus idade, P = 0.01, r = 0.4846 para IgG1 versus tempo de residéncia em area
endémica de malaria; P = 0.01, r = 0.4760, para IgG1 versus numero de infec¢des
anteriores de malaria). JA os niveis de anticorpos IgG3 anti-GLURP estava
diretamente correlacionados com idade e tempo de residéncia em area endémica de
malaria, no grupo CZS (P = 0.04, r = 0.3340, para IgG3 versus idade; P = 0.03, r =

0.3104, para IgG3 versus tempo de residéncia em area endémica de malaria).

N&o observamos associagcdo entre anticorpos 1gG1, IgG2, IgG3 e 1gG4 contra
GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 e sexo, presenca de sintomas no momento da coleta,
espécie infectante, espécies plasmodiais anteriores, Ultima espécie infectante, tempo

da ultima infec¢do ou parasitemia.
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Figura 5.16. Niveis de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra GLURP, MSP-3

e Pfs48/45 no grupo CZS (Cruzeiro do Sul). *P<0.0001 IgG1 versus 1gG2 e IgG4; P =
0.02, 1gG1 versus IgG3. ** P< 0.0001 1gG3 versus 1gG2 e 1gG4. **P < 0.0001 IgG1 versus 1gG2,
IgG3 e IgG4. Linhas representam média.
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Figura 5.17: Niveis de anticorpos IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 contra GLURP, MSP-3

e Pfs48/45 no grupo ML (Mancio Lima). *P < 0.0001 IgG1 versus IgG2, IgG3 e IgG4.
Linhas representam média.
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Figura 5.18: Niveis de anticorpos IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4 contra GLURP, MSP-3

e Pfs48/45 no grupo GJ (Guajard).*P < 0.0001, lIgG1 versus lgG2, IgG3 e IgG4. Linhas
representam média.
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Quando comparamos os niveis de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra a
a GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 entre individuos parasitados por P. falciparum e néo
parasitados, independente do grupo, verificamos que os niveis de anticorpos IgGle
IgG3 contra a GLURP e IgGl contra a MSP3 forram maiores nos individuos
parasitados (GLURP: P < 0.0001, para IgG1; P = 0.0004, para IlgG4. MSP-3, P =
0.03 para IgG1) (Figura 5.19).
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5.5. Mapeamento de epitopos B da GMZ2.6¢ nos grupos CZS, ML e GJ

O mapeamento de epitopos B da GMZ2.6c¢ foi realizado em todas as amostras
gue apresentaram anticorpos para o componente correspondente (GLURP, MSP3
ou Pfs48/45). Foi realizada a pesquisa de anticorpos IgG contra 13 epitopos da
GLURP (P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11, S2 e S3), 4 epitopos da
MSP-3 (MSP3a, MSP3b, MSP3c E DG210) e 2 epitopos da Pfs48/45 (Pfs48/45a e
Pfs48/45b).

Os individuos que apresentaram anticorpos contra 0s epitopos estudados
(reativos) foram denominados de respondedores e aqueles que ndo apresentaram
anticorpos contra os epitopos estudados (ndo reativos) foram chamados de ndo

respondedores.

No grupo CZS, 19 % (11/57) dos individuos ndo apresentaram anticorpos para
nenhum dos epitopos, 47% (27/57) apresentara anticorpos para 1-5 epitopos, 18%
(10/57) apresentaram anticorpos para 6-9 epitopos e 16% (9/57) apresentaram
anticorpos para > 9 epitopos. No grupo ML, 19% (7/37) dos individuos néao
apresentaram anticorpos para nenhum dos epitopos, 54% (20/37) apresentara
anticorpos para 1-5 epitopos, 14% (5/37) apresentaram anticorpos para 6-9 epitopos
e 14% (5/37) apresentaram anticorpos para > 9 epitopos. No grupo GJ, 18% (5/28)
dos individuos ndo apresentaram anticorpos para nenhum dos epitopos, 54%
(15/28) apresentaram anticorpos para 1-5 epitopos, 14% (4/28) apresentaram
anticorpos para 6-9 epitopos e 14% (4/28) apresentaram anticorpos para > 9
epitopos (Tabela 5.7). Observamos, no grupo GJ, uma correlacdo positiva entre o
namero de peptideos reconhecidos e a tempo da ultima infec¢cdo (P = 0.02, r =
0.3858).
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Tabela 5.7. Frequéncia de individuos com anticorpos IgG nos grupos CZS, ML
e GJ, de acordo com a quantidade de peptideos reconhecidos.

peptideos

reconhecidos CZS
(n =57) (n=37) (n =28)

11 (19%) 7 (19%) 5 (18%)
27 (47%) 20 (54%) 15 (54%)
10 (18%) 5 (14%) 4 (14%)
9 (16%) 5 (14%) 4 (14%)

CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mancio Lima; GJ: Grupo Guajara; n: numero.

As frequéncias de individuos com anticorpos IgG contra os peptideos da
GLURP, P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11, S2 e S3 foram,
respectivamente 22% (10/46), 15% (7/46), 35% (16/46), 26% (12/46), 22% (10/46),
11% (5/46), 37% (17/46), 24% (11/46), 10% (4/46), 11% (5/46), 57% (26/46), 13%
(6/46) e 9% (4/46), no grupo CZS, 9% (3/34), 9% (3/34), 44% (15/34), 44% (15/34),
44% (15/34), 3% (1/34), 21% (7/34), 41% (14/34), 6% (2/34), 15% (5/34), 44%
(15/34), 30% (10/34) e 12 (4/34), no grupo ML e 25% (6/24), 21% (5/24), 33% (8/24),
17% (4/24), 17% (4/24), 17% (4/24), 17% (4/24), 33% (8/24), 14% (3/24), 21%
(5/24), 50% (12/24), 17% (4/24) e 21% (5/24), no grupo GJ. As frequéncias de
individuos com anticorpos IgG contra os peptideos da MSP3, MSP3a, MSP3b,
MSP3c e DG210 foram, respectivamente 29% (9/31), 23% (7/31), 26% (8/31) e 32%
(10/31), no grupo CZS, 29% (2/7), 43% (3/7), 29% (2/7) e 51% (4/7), no grupo ML e
20% (1/5), 60% (3/5), 60% (3/5) e 60% (3/5), no grupo GJ. As frequéncias de
individuos com anticorpos IgG contra os epitopos da Pfs48/45, Pfs48/45a e
Pfs48/45b foram, respectivamente, 50% (1/2) e 50% (1/2), no grupo CZS, 100%
(2/2) e 100% (2/2), no grupo ML e 51% (4/7) e 29% (2/7), no grupo GJ (Figura 5.20).

No grupo CZS, individuos com anticorpos IgG contra o epitopo P11 foram mais
frequentes que individuos com anticorpos contra os epitopos P1, P2, P4, P5, P6, P8,
P9, P11, S2, S3, MSP3a, MSP3b e MSP3c (P < 0.05, para todas as analises).
Também no grupo CZS, individuos com anticorpos contra o epitopos P3, P7 e
DG210 foram mais frequentes que individuos com anticorpos contra os epitopos P6,

P9, P10, S2 e S3 (P < 0.05, para todas as analises). No grupo ML, individuos com
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anticorpos IgG contra o epitopo P11 foram mais frequentes que individuos com
anticorpos contra os epitopos P1, P2, P6, P10, S3 e DG210 (P< 0.05, para todas as
analises). Também no grupo ML, individuos com anticorpos IgG contra os epitopos
P3, P4 e P5 foram mais frequentes que individuos com anticorpos contra 0s
epitopos P2, P6, P9, P10 e S3 (P < 0.05, para todas as analises). No grupo GJ,
individuos com anticorpos IgG contra o epitopo P11 foram mais frequentes que
individuos com anticorpos contra os epitopos P4, P5, P6, P7 e P9 (P < 0.05 pata

todas as analises).
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Figura 5.20: Frequéncia de individuos com anticorpos IgG para os epitopos B

derivados da GMZ2.6c, nos grupos CZS, ML e GJ. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML:
Grupo Mancio Lima; GJ: Grupo Guajaré; ‘P < 0.05 CZS P3, P7 e DG210 versus CZS, P6, P9, P10,
S2 e S3.°P < 0.05 CZS P11 versus CZS P1, P2, P4, P5, P6, P8, P9, P11, S2, S3. °P < 0.05, ML P3,
P4 e P5 versus ML P2, P6, P9, P10 e S3. *P < 0.05, ML P11 versus ML P1, P2, P6, P10, S3 e
DG210. °P < 0.05, GJ P11 versus P4, P5, P6, P7 e P9.
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No grupo CZS, verificamos maiores niveis de anticorpos IgG contra o epitopo
P11 quando comparado com os niveis de IgG contra os epitopos P1, P2, P3, P4, P5,
P6, P7, P8, P9, P10, S2, S3, MSP3b, MSP3c e DG210 (P < 0.05, para todas as
analises). Niveis de anticorpos IgG contra o epitopo P3 foram maiores que niveis de
anticorpos IgG contra os epitopos P6, P8, P9, P10, S2 e S3 (P < 0.05, para todas as
analises). Niveis de anticorpos IgG para o epitopo MSP3a foram maiores que niveis
de anticorpos contra os epitopos P2, P4, P5, P6, P8, P9, P10, S2 e S3 enquanto que
0S niveis de anticorpos contra os epitopos MSP3c e DG210 foram maiores que 0s
niveis de anticorpos contra os epitopos P6, P8, P9, P10, S2 e S3 (P < 0.05 para
todas as analises) (Figura 5.21). No grupo ML, os niveis de anticorpos IgG contra 0os
epitopos P3 e P11 foram maiores que 0s niveis de anticorpos IgG contra os epitopos
P1, P2, P6, P7, P9, P10, S2 e S3 (P < 0.05, para todas as analises) (Figura 5.22).
No grupo GJ, observamos maiores niveis de anticorpos IgG contra o epitopo P3
quando comparado com 0s niveis de anticorpos IgG contra os epitopos P6, P7, P8,
S2 e S3 enquanto que os niveis de anticorpos IgG contra os epitopos P4 e P11
foram maiores que os niveis de anticorpos IgG contra os epitopos P1, P2, P5, P6,
P7, P8, P9, P10, S2 e S3 (P < 0.05, para todas as analises) (Figura 5.23).
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Figura 5.21: Niveis de anticorpos IgG contra os epitopos da GMZ2.6¢ no grupo CZS. CZsS: Cruzeiro do Sul; * P < 0.05, P3
versus P6, P8, P9, P10, S2 e S3. ** P< 0.05, P11 versus P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P10, S2, S3, MSP3b, MSP3c e DG210. **P < 0.05,
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Figura 5.22: Niveis de anticorpos IgG contra os epitopos da GMZ2.6¢ no grupo ML. ML: Mancio Lima; * P < 0.05, P3 e P11
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Figura 5.23: Niveis de anticorpos IgG contra os epitopos da GMZ2.6¢ no grupo GJ. *P <0.05, P3 versus P6, P7, P8, S2 e
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5.6. Avaliacdo da resposta IgG contra a GMZ2.6¢c, seus componentes e 0s
epitopos B nos grupos CZS, ML e GJ, antes (D0) e ap6s o tratamento
(D15).

Vinte dos 43 individuos com diagndstico positivo para P. falciparum tiveram
amostras coletadas no dia do diagndstico antes do inicio do tratamento (DO), e 15
dias apos o inicio do tratamento (D15). A pesquisa de anticorpos IgG, IgM, IgA, IgE
e subclasses de IgG contra as proteinas GMZ2.6¢, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 e a
pesquisa de anticorpos IgG contra os epitopos da GMZ2.6¢ foi avaliada em DO e
D15.

Para GMZ2.6c, 17 amostras foram respondedoras na primeira e na segunda
coleta, duas amostras foram respondedoras na primeira mas néo respondedora na
segunda coleta e uma amostras ndo respondeu nem na primeira nem na segunda
coleta. Para GLURP, 16 amostras foram respondedoras na primeira € na segunda
coleta e, das 4 ndo respondedoras na primeira coleta, duas passaram a responder e
as outras duas continuaram ndo respondedoras. Para MSP3, oito amostras foram
respondedoras na primeira e na segunda coleta, oito foram n&o respondedoras na
primeira e na segunda coleta e, duas foram nado respondedoras na primeira coleta e
passaram a responder na segunda coleta e as outras duas foram respondedoras na
primeira coleta e passaram a ndo responder na segunda coleta. Para Pfs48/45,
cinco amostras foram respondedoras na primeira e na segunda coleta, 9 foram nao
respondedoras na primeira e na segunda coleta, duas foram respondedoras na
primeira coleta e ndo respondedoras na segunda coleta e quatro foram né&o

respondedoras na primeira coleta e respondedoras na segunda coleta (Tabela 5.8).

Para os epitopos da GMZ2.6¢, a maior parte dos individuos analisados (>
70%) mantiveram o perfil de respondedor ou ndo respondedor para cada um dos
epitopos B observado na primeira coleta, exceto para os epitopos P3, P4, MSP3b e
Pfs48/45b (Tabela 5.9).
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Tabela 5.8. Frequéncia de individuos respondedores e nédo respondedores para

GMZz2.6¢c, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45, antes e ap0s o tratamento

R: Respondedor; NR: N&o respondedor. Em vermelho estéo indicados os nimeros de individuos que

22 COLETA
GMZ2.6¢
R NR
R 17 (85%) 2 (10%)
NR 0 (0%) 1 (5%)
GLURP
R NR
R 16 (80%) 0 (0%)
NR 2 (10%) 2 (10%)
MSP-3
R NR
R 8 (40%) 2 (10%)
NR 2 (10%) 8 (40%)
Pfs48/45
R NR
R 5 (25%) 2 (10%)
NR 4 (20%) 9 (45%)

mudaram o perfil respondedor/ndo respondedor.
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Tabela 5.9. Frequéncia de individuos respondedores e néo respondedores para
0s epitopos da GMZ2.6c, antes e ap0s o tratamento.

22, COLETA

NR
2
11

R
2
5

R: Respondedor; NR: Nao respondedor. Em vermelho estdo indicados os numeros de individuos que
mudaram o perfil respondedor/nao respondedor.
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Quando comparamos a 12 e 22 coletas, nao verificamos diferenca nos niveis de
anticorpos IgG, IgM, IgA, IgE, IgG1, IgG2, IgG3 e 1gG4 contra a GMZ2.6¢, a GLURP
e a MSP-3 (Figuras 5.23, 5.24 e 5.25). Entretanto, observamos maiores niveis de
anticorpos IgG, IgM e IgA contra a Pfs48/45 na 22 coleta quando comparado com 0s
niveis de anticorpos IgG, IgM e IgA contra a Pfs48/45 na 12 coleta (Figura 5.26). Nao
observamos diferencas nos niveis de anticorpos IgG contra os epitopos da GMZ2.6¢
na quando comparamos a 12 e 22 coletas (Figura 5.27 A, B e C).
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Figura 5.24: Niveis de anticorpos IgG, IgM, IgA, IgE, 1gG1, IgG1, 1gG3 e IgG4
contra GLURP na 12 e 22 coletas. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mancio Lima; GJ:
Grupo Guajara.
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Figura 5.25: Niveis de anticorpos IgG, IgM, IgA, IgE, IgG1, IgG1, IgG3 e IgG4
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Figura 5.26: Niveis de anticorpos IgG, IgM, IgA, IgE, 1gG1, IgG1, IgG3 e IgG4
contra a Pfs48/45 na 12 e 22 coletas. Setas vermelhas indicam maiores niveis de

anticorpos na 22, coleta comparada com a 12. coleta. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mancio
Lima; GJ: Grupo Guajara.
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6. DISCUSSAO

Com a possibilidade crescente do aumento da resisténcia dos plasmodios aos
antimaléricos atualmente disponiveis e dos anofelinos aos inseticidas (5), uma
estratégia alternativa de grande impacto no controle da transmissao da malaria seria
a imunoprofilaxia. Assim, o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a malaria
tem sido uma das principais prioridades de pesquisa para o enfrentamento desse
problema. O desenvolvimento de uma vacina antimalarica tem focado,
principalmente, em antigenos unicos. Dada a complexidade do ciclo evolutivo do
parasito, as complexas interacfes parasito-hospedeiro durante o curso da infeccao,
a extensa variabilidade genética do parasito e 0os mecanismos utilizados pelo
plasmddio para evadir a resposta imune do hospedeiro, uma vacina ideal contra a
malaria deveria ser direcionada contra varios antigenos expressos em diferentes
estagios do desenvolvimento do parasito (152). As abordagens adotadas para
desenvolver uma vacina antimalarica baseada em sub-unidades, multiantigénica,
multiestdgio e baseada em peptideos sintéticos tem mostrado resultados
promissores (153). Nesse sentido, a proteina GMZ2 tem se mostrado uma candidata

a vacina antimaléarica promissora.

A GMZ2 é uma proteina recombinante que contém 2 antigenos de
Plasmodium falciparum candidatos a vacina antimalarica, a GLURP, expressa em
todas as fases do protozoario no hospedeiro vertebrado, e MSP-3, expressa durante
a fase eritrocitica. O racional para combinacdo desses dois antigenos é baseado em
uma série de estudos imunoepidemiol6gicos realizados em diferentes éareas
endémicas de maléria, estudos funcionais in vitro e pré-clinicos em primatas néo
humanos (78). A GMZ2 esta sendo testada em ensaios clinicos de Fase Ib/llb e os
dados mostraram que a GMZ2 é bem tolerada, segura e imunogénica e que 0S
anticorpos induzidos apo0s a imunizacdo sdo especificos e funcionais, capazes de
controlar o crescimento in vitro do P. falciparum em presenca de mondcitos (79-82).
Além disso, estudos imunoepidemiolégicos demostraram alta frequéncia e titulos de
anticorpos naturalmente adquiridos contra a GMZ2 e seus componentes em
individuos residentes em éarea de alta endemicidade de malaria na Africa (84).
Considerando que uma vacina contra as formas eritrociticas sexuadas poderia afetar

a transmissdo da malaria, o fragmento 6c do antigeno de gametocito Pfs48/45 foi
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geneticamente fusionado a GMZ2, gerando a GMZ2.6c, uma candidata também a
vacina bloqueadora de transmisséo (117). Esse é o primeiro trabalho que avalia a
resposta imune naturalmente adquirida contra a GMZ2.6c em areas endémicas de

malaria.

No presente trabalho, procuramos estudar, sob diversos aspectos, o perfil de
anticorpo para a proteina recombinante vacinal GMZ2.6¢ de Plasmodium falciparum
em individuos residentes em areas endémicas de malaria brasileira, com diferentes
niveis de transmisséo. A resposta imune humoral contra a proteina GMZ2.6¢c e seus
fragmentos, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45, foi avaliada em individuos residentes em
trés cidades da Amazobnia Brasileira: Cruzeiro do Sul e Mancio Lima, no Acre, e
Guajara, no Amazonas. Essas areas foram selecionadas, pois estdo entre as 10
cidades que concentram 70% da malaria por P. falciparum no pais. Cruzeiro do Sul
e Mancio Lima séo consideradas areas de alta endemicidade de malaria (IPA > 50) e

Guajara é considerada area de média endemicidade (IPA >10 e < 50).

Os individuos de Cruzeiro do Sul (CZS), Méancio Lima (ML) e Guajara (GJ)
eram similares na distribuicdo por sexo, idade, procedéncia e exposi¢cao prévia ao
Plasmodium, embora os individuos do grupo ML tenham relatado uma maior média
de numero de infeccBes anteriores de malaria que os individuos dos grupos GJ e
CZS, mesmo sendo CZS uma cidade de alta endemicidade (IPA > 50) como ML. A
maior parte dos individuos declarou infeccdo anterior tanto por P. falciparum quanto
por P. vivax. Entretanto, a espécie plasmodial infectante mais frequente foi P. vivax,
refletindo o atual cenério de maléaria no Brasil, onde P. vivax é responsavel por cerca
de 88% das infeccdes (13).

Nosso trabalho mostrou que 83,9 % (104/124) dos individuos de CZS, 73,8 %
(65/88) dos individuos de ML e 72,4 % (63/87) dos individuos de GJ apresentavam
anticorpos que reconheciam a GMZ2.6c, independente da classe de anticorpo,
indicando que a GMZ2.6¢c € amplamente reconhecida por anticorpos naturalmente
adquiridos nos individuos residentes nas areas estudadas. Essa antigenicidade da
GMZ2.6¢c parece ser independente do nivel de endemicidade da éarea, visto que
Mancio Lima e Cruzeiro do Sul, que séo areas de alta endemicidade e Guajara, que
€ considerada area de média endemicidade, apresentaram frequéncias similares de

individuos com anticorpos que reconheciam a GMZ2.6c.
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A ndo deteccdo de anticorpos anti-GMZ2.6¢c em 20/124 individuos de CZS,
23/88 individuos de ML e de 24/87 individuos de GJ poderia estar associada a
auséncia de um contato anterior com o parasito. Entretanto, dos 20 individuos de
CZS que nao apresentaram anticorpos anti-GMZ2.6c, apenas 2 relataram nunca ter
tido malaria e apenas 4 individuos relataram infeccdo prévia apenas por P. vivax.
Dos 23 individuos de ML que ndo apresentaram anticorpos anti-GMZ2.6c, todos
relataram ter apresentado pelo menos um episodio da doenca e 4 relataram infeccéo
prévia apenas por P. vivax. Dos 24 individuos do grupo GJ que ndo apresentaram
anticorpos anti-GMZ2.6¢, apenas 2 relataram nunca ter tido malaria e 5 relataram
exposicao prévia apenas por P. vivax. Os demais individuos dos 3 grupos que néo
apresentaram anticorpos que reconheciam a GMZ2.6c¢ relataram pelo menos uma
infeccdo por P. falciparum. Poderiamos supor, entdo, que a falta de anticorpos anti-
GMZ2.6c estaria relacionada a imunodepresséo associada a malaria ja relatada em
humanos (154,155), porém essa hipétese parece pouco provavel, pois os individuos
gque ndo apresentavam anticorpos anti-GMZ2.6¢c apresentavam anticorpos para
outros antigenos de P. falciparum (dados ndo mostrados). Outra hipétese é que
fatores genéticos (como moléculas Complexo Principal de Histocompatibilidade,
moléculas envolvidas no processamento do antigeno, receptores de células T) ou
nao (como a intensidade de infec¢éo, o status imunoldgico e o status nutricional do
individuo) podem influenciar no desenvolvimento ou ndo da resposta imune contra

antigenos plasmodiais.

Anticorpos anti-GMZ2.6¢ foram observados em 3 dos 53 (5,7 %) individuos do
grupo CO (controle de area). Esse fato ndo era esperado visto que nenhum dos
individuos recrutados como controle ndo relataram histérico de maléaria por P.
falciparum ou por P. vivax. Dois desses individuos sédo naturais do Acre e residem
em area endémica de malaria hd 20 e 18 anos. O outro individuo € natural do
Amazonas e reside em area endémica de malaria ha 23 anos. Assim, ndo podemos
excluir que esses individuos tenham sido expostos a picada de mosquito infectante,

sem desenvolvimento de sintomatologia.

Ensaios clinicos em individuos naive (79) e em individuos naturalmente
expostos a malaria (80) para avaliar a seguranca e a imunogenicidade da GMZ2,
mostraram uma resposta mais potente contra a GMZ2, quando comparada com 0s

componentes individuais. No nosso estudo, nas 3 popula¢cdes estudadas, as maiores
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frequéncias e niveis de anticorpos para a GMZ2.6¢c, quando comparado aos seus
componentes individuais, sugere o efeito sinérgico de GLURP-RO, MSP-3 e
Pfs48/45 e que a GMZ2.6¢c pode ser mais promissora como candidata a vacina
antimalarica que os componentes individuais. Nossos dados corroboram o0s
resultados obtidos por Mamo e colaboradores que observaram maior frequéncia e
niveis de anticorpos contra a GMZ2 quando comparado com a GLURP e a MSP-3,
observando o efeito sinérgico de MSP3 e GLURP-R0O em individuos naturalmente

expostos a malaria residentes na Etiopia (84).

Estudos independentes tem sido conduzidos para avaliar a reposta imune
humoral contra a GLURP-R0O e a MSP-3 e seu potencial em conferir imunidade
contra malaria clinica em diferentes areas endémicas de malaria na Africa, incluindo
Senegal, Uganda, Burkina Faso, Gana, Quénia, Mianmar e Sudado. Além da
localizacdo geogréfica, essas localidades diferem em intensidade de transmisséao:
alta, com mais de 200 picadas infectantes por pessoa por ano (Senegal, Uganda e
Burkina Faso), média, com aproximadamente 10 picadas infectantes por pessoas
por ano (Gana, Quénia e Mianmar) e baixa, com aproximadamente 2 a 3 picadas
infectantes por pessoa por ano (Sudéo). Esses estudos tem mostrado uma grande
variedade de resultados em relacdo a imunogenicidade natural de GLURP-RO e da
MSP-3 (78). Alguns trabalhos relataram a maior imunogenicidade da MSP-3 quando
comparada com a GLURP-RO0 (132,133), enquanto em outros trabalhos, a GLURP-
RO foi mais imunogénica quando comparado com MSP-3 (115,156-158). No
presente trabalho, a avaliacdo da resposta humoral contra 0s componentes
individuais da GMZ2.6¢c, mostrou que tanto a GLUPR-RO quanto a MSP-3 sao
amplamente reconhecidas por anticorpos presentes no plasma das populacdes
estudadas, sendo que a frequéncia de individuos respondedores para a GLURP-R0
(51%, 48% e 41% em CZS, ML e GJ, respectivamente) foi maior quando comparada
a frequéncia de respondedores para a MSP-3 (39%, 27% e 13%, em CZS, ML e GJ,
respectivamente). A diferenca observada na imunogenicidade natural da MSP-3 e da
GLURP-RO pode ser resultado das diferencas observadas na exposicao, idade e
tempo de residéncia das populacbes estudadas visto que varios estudos tem
demostrado o efeito direto desses parametros no desenvolvimento da resposta
imune antiplasmodial (111,156,159,160). Outra hipotese € que a diferenca no
background genético das populacbes estudadas esteja influenciando no

109



desenvolvimento da resposta imune a GLURP e a MSP-3. Estudos genéticos serdo

realizados para tentar avaliar essa possibilidade.

Anticorpos contra o antigeno Pfs48/45 sdo naturalmente adquiridos apds
exposicdo a infeccdo. As frequéncias de individuos com anticorpos que reconheciam
0 antigeno de gametécito Pfs48/45 foram CZS (27,4%), ML (34%) e GJ (21,8%).
Essas frequéncias foram similares as frequéncias observadas por Ouédraogo e
colaboradores que avaliaram a resposta anticorpo contra a Pfs48/45 em individuos
residentes em area de alta endemicidade (Burkina Faso) e observaram que 22% dos
individuos apresentavam anticorpos anti-Pfs48/45 e que a frequéncia da resposta
aumentava significativamente durante a estacdo de transmisséo, indicando o papel
da presenca ou recente exposicdo a antigenos do parasito no booster da imunidade
contra antigenos de fase sexuada (148). Outro estudo realizado por Bousema e
colaboradores avaliaram a resposta imune contra a Pfs48/45 em individuos
residentes em area de baixa endemicidade de malaria na Tanzéania e observaram
que 15% dos individuos apresentavam anticorpos anti-Pfs48/45. Nossos dados
diferem de estudos prévios que relataram que a frequéncia de anticorpos especificos
para antigenos de fase sexuada do Plasmodium spp. € menor que a frequéncia de
anticorpos especificos para as fases pré-eritrocitica e eritrocitica assexuada
(113,114,148,161) visto que as frequéncias de individuos com anticorpos anti-
Pfs48/45 e anti-MSP-3 foram similares. No nosso estudo, ndo foi realizada a
deteccdo de gametdOcitos para avaliar se a presenca de gametdcitos estaria
relacionada ao aumento da responsividade a Pfs48/45. Essa avaliagcdo esta em

andamento no Laboratdrio.

Nosso trabalho mostrou que grande parte dos individuos dos grupos CZS, ML
e GJ apresentava anticorpos IgG e IgM gue reconheciam a GMZ2.6¢. Nossos dados
também mostraram que anticorpos IgG anti-GMZ2.6¢c foram mais frequentes no
grupo CZS quando comparados com o0s grupos ML e GJ. Nao apenas a frequéncia
foi maior, como também os niveis de anticorpos IgG anti-GMZ2.6¢ foram mais
elevados no grupo CZS. Considerando que é amplamente aceito que anticorpos IgG
sdo os principais mediadores de protecdo contra a malaria clinica (117), podemos
supor que anticorpos IgG estéo relacionados com imunidade antiparasitaria no grupo

CZS. Entretanto, nenhuma associacao foi observada entre a frequéncia ou niveis de
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anticorpos IgG anti-GMZ2.6c e a presenca ou auséncia de sintomas no momento da

coleta ou a com a densidade parasitaria.

Entre os componentes da GMZ2.6c, GLURP-RO, MSP-3 e Pfs48/45, a
GLURP-RO foi a mais imunogénica na infec¢do natural e induziu uma resposta
preferencialmente 1gG, embora os grupos CZS, ML e GJ também tenham
apresentado maiores frequéncias de individuos com anticorpos IgM anti-GLURP-RO
que individuos com anticorpos IgA e IgE anti-GLURP-RO0. Estudos prévios realizados
em nosso Laboratorio avaliaram a resposta IgG contra as proteinas GLURP-RO e
MSP-3 em individuos residentes em area endémica brasileira de malaria (Porto
Velho, Rondbénia) e mostraram que a GLURP-RO foi mais imunogénica (67%)
quando comparada a MSP-3 (41%) (111,115).

Anticorpos 1gG anti-Pfs48/45 foram pouco frequentes. Surpreendentemente,
nos grupos CZS e ML, a resposta induzida na infeccdo natural pela Pfs48/45 nos
grupos CZS e ML foi predominantemente IgM e IgE. No grupo GJ, a frequéncia de
anticorpos anti-Pfs48/45 foi baixa. A diferenca na frequéncia de anticorpos anti-
Pfs48/45 pode ser devido a diferenca no grau de transmissdo de malaria entre as
areas estudadas, visto que trabalhos ja demonstraram que a resposta anticorpo anti-
Pfs48/45 varia de acordo com a transmisséo (162).

Anticorpos naturalmente adquiridos contra varios antigenos plasmodiais estéo
associados com idade e tempo de exposicdo a malaria em regides endémicas, um
fenbmeno que tem sido frequentemente relatado para varios antigenos
(111,156,159,163-170). No presente trabalho, os niveis de 1gG contra a GMZ2.6¢
(no grupo ML), contra a GLURP (grupos ML e GJ) e contra a Pfs48/45 (no grupo GJ)
aumentaram com idade e tempo de residéncia em area endémica de malaria,
provavelmente refletindo a exposicdo natural ao P. falciparum e, possivelmente, a
maturacdo do sistema imune. Curiosamente, apenas no grupo ML, foi observada
uma correlagéo entre anticorpos IgG anti-GLURP e numero de infec¢des anteriores
de malaria. Nos grupos CZS e GJ nenhuma correlagdo com numero de infecc¢des foi
observada. Pelo menos trés hipoteses podem ser evocadas para explicar esse
resultado. A primeira baseia-se no fato de que o dado do numero de infeccdes
anteriores de malaria pode estar sendo subestimado devido a dificuldade dos

individuos terem a exata lembranca de ndimeros de episédios anteriores desde a
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infancia. A segunda hipotese baseia-se no fato de que os individuos que residem ha
varios anos em area endémica de malaria podem ter desenvolvido um certo grau de
imunidade antimalarica, apos terem apresentado varios episodios de maléria,
relatando, assim, menos episodios de maléaria clinica. Recentes trabalhos Tem
relatado um consideravel namero de infec¢cbes oligo e assintomaticas entre
individuos com grande tempo de exposi¢cdo (18 anos em meédia), que vivem em
areas hipoendémicas de transmissdo instavel do Brasil (171,172). A terceira
hipotese baseia-se no fato de que devido a alta frequéncia de P. vivax em relagéo a
P. falciparum na area, o numero de infec¢bes anteriores de malaria ndo significa
necessariamente a estimulagdo de uma resposta imune para a antigenos

especificos de P. falciparum.

A andlise das frequéncias de individuos e dos niveis de anticorpos IgG e IgM
contra as proteinas GMZ2.6¢c, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 ndo forneceu evidéncias
sobre um possivel papel protetor desses anticorpos pois nenhuma relacdo entre a
frequéncia ou os niveis desses anticorpos e a presenca ou auséncia de parasitas no
sangue, a presencga ou auséncia de sintomas no momento da coleta ou os niveis de
parasitemia foi observada. Esses dados corroboram os descritos na literatura que
demonstram que a alta frequéncia de anticorpos antiplasmodiais IgG e/ou IgM numa
populacdo nao reflete necessariamente o grau de protecdo dessa populagéao
(173,174). A falta de associacao entre os niveis de anticorpos IgG e IgM e a reducéo
da parasitemia e/ou sintomatologia também pode ser explicada pelos baixos niveis

de transmissao observados nas areas estudadas no periodo da coleta.

Em algumas infec¢cdes como, por exemplo, na toxoplasmose, a deteccdo de
anticorpos da classe IgM representa um importante marcador no diagndstico da
doenca, uma vez que a presenca desses anticorpos pode ser utilizada para
diferenciar uma infeccdo atual ou recente de uma infec¢cdo passada. A deteccdo de
anticorpos IgM-GMZ2.6¢, -GLURP-RO0, -MSP-3 ou —Pfs48/45 poderia sugerir uma
infeccdo atual ou recente de maléaria. Entretanto, nenhuma relacdo foi observada
entre anticorpos IgM-GMZ2.6¢, -GLURP-R0, -MSP-3 ou —Pfs48/45 e infeccéo atual
ou data da dultima infeccdo. Esses dados sao semelhantes aos descritos por
Balthazar-Guedes e colaboradores que demonstraram que, na malaria, a resposta

IgM nao pode ser utilizada como indicadora de infec¢do atual ou recente (175).
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Anticorpos IgE podem proteger contra ou participar na patogénese da malaria
(176-182). Entretanto, o papel da IgE na infecgcdo malérica permanece incerto.
Assim, nosso trabalho também avaliou a frequéncia e os niveis de anticorpos IgE
contra a GMZ2.6¢, a GLURP, a MSP-3 e a Pfs48/45 nos individuos dos grupos CZS,
ML e GJ. A frequéncia e os niveis de anticorpos IgE contra a GMZ2.6c¢ foi baixa em
nos 3 grupos estudados, CZS (8,9%), ML(2,3%) e GJ (2,3%). Entretanto, para os
componentes individuais, verificamos uma maior frequéncia de anticorpos IgE contra
a GLURP (19,4%) e a Pfs48/45 (19,4%), no grupo CZS. Uma explicacdo € que
anofelinos circulantes em Cruzeiro do Sul estejam influenciando essa maior
frequéncia de IgE visto que trabalhos relataram que os titulos individuais de IgE anti-
glandula salivar do anofelino esta positivamente correlacionada com os titulos de IgE
antiplasmodiais, consistente com a hipétese que a picada do anofelino predispde os

individuos ao desenvolvimento de uma resposta IgE antiplasmodial (183).

Considerando que (i) individuos protegidos da malaria clinica possuem altos
niveis de anticorpos citofilicos (IgG1 e 1gG3) contra antigenos plasmodiais; (ii)
quanto maior o grau de protecdo desses individuos, maior é a razdo entre anticorpos
citofilicos e nado citofilicos (IgG2 e 1gG4) e; (iii) anticorpos néo citofilicos podem
bloquear o mecanismo efetor dos anticorpos citofilicos (109,133,134,184-188),
avaliamos a qualidade da resposta anticorpo contra as proteinas GMZ2.6¢, GLURP,
MSP-3 e Pfs48/45 pela analise das subclasses de 1gG. A pesquisa de anticorpos
IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgG4 foi realizada em todas as amostras que apresentaram
anticorpos IgG para cada uma das proteinas estudadas. Anticorpos das 4

subclasses foram detectados no plasma dos individuos dos grupos CZS, ML e GJ.

Nossos dados mostraram que individuos naturalmente expostos a infeccao
malarica apresentam predominantemente anticorpos citofilicos (IgG1 e IgG3) que
reconhecem a GMZ2.6c¢, fato importante se considerarmos que a aquisicao de uma
imunidade protetora contra a maldria estda associada com a presenca e altos niveis
de anticorpos IgG1 e IgG3 e reduzida proporcédo de 1gG2 e IgG4 com a mesma
especificidade visto que anticorpos nao citofilicos bloqueiam o0s mecanismos
efetores (106,186,189). A interagdo entre a anticorpos citofilicos e receptores Fc
(FcR) em células fagociticas pode levar a ativacdo celular e desencadear funcdes
efetoras tais como fagocitose, producdo de citocinas e quimiocinas, citotoxicidade e

geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (190). Anticorpos citofilicos
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podem mediar a morte do parasito em cooperacdo com ceélulas mononucleares
através do mecanismo de inibicdo celular dependente de anticorpo (ADCI) além da

opsonizacao de merozoitas de P. falciparum (78,95,188).

Estudos tem demonstrado que as caracteristicas inerentes aos antigenos
plasmodiais influenciam nos eventos moleculares que levam a inducéo preferencial
de diferentes subclasses de 1gG. A presenca de sequéncias de aminoacidos que sao
simultaneamente repetitivas e polimorficas induz uma resposta predominantemente
IgG3, enquanto que a auséncia dessas repeticbes polimérficas induz
predominantemente uma resposta IgGl. Antigenos polimorficos sem sequéncia
repetitiva induzem uma resposta 1gG1+IlgG3, com a predominancia de IgG3
enquanto que antigenos repetitivos conservados induzem uma resposta 1gG1l ou
IgG1+IgG3 (191,192). Nossos dados mostraram que GLURP-RO em individuos
naturalmente expostos a infeccdo malarica induz uma resposta anticorpo
predominantemente citofilica (IgG1 + IgG3), especialmente no grupo CZS, enquanto
que a MSP-3 induziu uma resposta predominantemente IgG1l, nos 3 grupos
estudados. Esses resultados podem ser devido a caracteristica ndo repetitiva
conservada da GLURP-RO contrastando com a natureza repetitiva e relativamente
mais polimorfica da MSP-3 (137,140,193). Entretanto, fatores como a cumulativa
exposi¢do a maléaria, a idade dos individuos, o HLA e o polimorfismo dos receptores
FCyR tem mostrado influenciar a distribuicdo das subclasses de IgG contra
antigenos plasmodiais (191,194). Além disso, combina¢fes especificas de citocinas
e ativadores de células B tem mostrado induzir o switch para certas classes e
subclasses em modelos experimentais (195). Experimentos in vitro com células B
humanas e murinas tem identificado citocinas que induzem seletivamente a sintese
de uma particular classe de imunoglobulina pela estimulacéo do rearranjo do DNA e

transcricado seletiva de genes Cy (196-199).

Trabalhos realizados em area de alta endemicidade de maléria tem
demonstrado correlacdo entre os niveis de anticorpos citofilicos e a parasitemia
(132,134,200). Porém, em nosso trabalho n&o verificamos nenhuma correlagéo entre
0s niveis de anticorpos IgG1l e/ou IgG3 e/ou a relacdo entre anticorpos citofilicos e
nao citofilicos (dados ndo mostrados) e a parasitemia. Dados similares foram obtidos
por Maya e colaboradores que também nédo observaram correlacédo entre niveis de

anticorpos citofilicos e parasitemia em um estudo realizado no Gabdo (201). Um
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recente estudo que avaliou a resposta imune contra antigenos de esporozoitas e
dos estagios hepatico e eritrocitico em area endémica brasileira de maléria (Porto
Velho, Rondbnia) também néo observou relacdo entre niveis de anticorpos IgG1 ou
IgG3 ou a relacdo entre anticorpos citofilicos /néo citofilicos e a parasitemia (202).
Uma possivel explicacdo para esses resultados € o pequeno numero de individuos
parasitados por P. falciparum em nosso trabalho, apenas 25/124 individuos de CZS
(20,2 %), 12/88 individuos de ML (13,6 %) e 6/87 individuos de GJ (6,7%). Além
disso, dos 43 individuos parasitados com P. falciparum, em apenas 21 foi possivel
quantificar parasitos nas laminas. Os 22 individuos restantes foram diagnosticados

por métodos moleculares.

Nossos dados mostraram que os niveis de anticorpos IgG e IgM contra a
GMZ2.6¢c, a GLURP e a MSP-3 foram maiores nos individuos parasitados quando
comparado aos individuos ndo parasitados. Esse resultado pode ser reflexo de uma
estimulacdo do sistema imune levando a producédo de anticorpos antiplasmodiais,
entre os quais anticorpos anti-GLURP e anti-MSP3, devido a infec¢do. Esse booster,
em resposta a infeccdo, induziria uma resposta anticorpo predominantemente
citofilica contra a GLURP (IgG1 e 1gG3) e MSP-3 (IgG1).

O mapeamento epitopos B da GMZ2.6c foi realizado em todas as amostras
que apresentaram anticorpos IgG para cada uma das proteinas recombinantes.
Foram utilizados quatro peptideos sintéticos correspondentes a diferentes regides da
MSP-3 e 13 peptideos sintéticos correspondentes a diferentes regides da GLURP-RO0,
descritos previamente como epitopos imunodominantes (106,151). Foram utilizados
também dois peptideos sintéticos correspondentes a diferentes regibes da Pfs48/45
identificados a partir de andlise de predicdo. Nao observamos nenhuma associacao
entre o numero de epitopos reconhecidos com idade, tempo de residéncia ou nimero
de infec¢Bes anteriores de malaria. Esses dados diferem dos previamente descritos
que observaram uma associagdo entre 0o numero de epitopos reconhecidos por
anticorpos de individuos residentes em Rondonia e idade, tempo de residéncia em

area endémica e numero de infecgdes anteriores de malaria (111).

O mapeamento epitdpico mostrou que 0s epitopos B imunodominantes da
GMz2.6¢ foram P3 e P11, da GLURP-RO0. Nao apenas a frequéncia foi maior, como
também P3 e P11, na infecgdo natural, induziram maiores niveis de anticorpos IgG
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nos grupos CZS, ML e GJ. P11l também foi identificado como o epitopo
imunodominante da GLURP-RO em um estudo realizado em Porto Velho, Rondbnia
(111). Vale ressaltar que a imunodominancia do epitopo P11 também tem sido
demonstrada em macacos Saimiri e Aotus imunizados com uma proteina hibrida
contendo a regido RO da GLURP e a regido C-terminal da MSP-3 (203). Um estudo
publicado por Theisen e colaboradores relatou que os epitopos B imunodominantes
da GLURP-R0O em individuos clinicamente imunes na Libéria foram P3 e P4. Além
disso, nessa populacdo, apenas 28% dos individuos estudados apresentavam
anticorpos para o epitopo P11 (110). Duas hipoteses podem explicar as diferencas
na imunodominancia desses epitopos da GLURP entre as duas &reas estudadas. A
primeira envolve diferencas genéticas na GLURP entre isolados das duas areas. De
fato, estudos prévios demonstraram a existéncia de um limitado polimorfismo na
regido RO quando isolados de diferentes areas geograficas (incluindo isolados
brasileiros) foram comparados (125,174). A segunda hipétese envolve diferencas
étnicas entre as duas popula¢des estudadas. De fato, estudo prévio relatou que a
resposta anticorpo anti-GLURP parece ser modulada pelos antigenos do Complexo

Principal de Histocompatibilidade (111).

Os dados do mapeamento de epitopos B da GMZ2.6¢c também mostraram
que o epitopo P4 foi imunodominante no grupo ML, enquanto que 0s epitopos da
MSP3, Msp3a, Msp3c e DG210 foram amplamente reconhecidos por anticorpos
presentes no plasma dos individuos do grupo CZS. Devido ao numero reduzido de
individuos com anticorpos para MSP-3 nos grupos ML e GJ e contra a Pfs48/45 nos

grupos CZS, ML e GJ, néo foi possivel realizar analise estatistica confiavel.

Dos 43 individuos com diagnéstico positivo para P. falciparum, 20 tiveram
amostras coletadas no dia do diagnostico antes de inicio do tratamento (DO), e 15
dias apos o inicio do tratamento (D15). A pesquisa de anticorpos 1gG, IgM, IgA, IgE
e a pesquisa das subclasses de IgG contra as proteinas GMZ2.6¢, GLURP, MSP-3 e
Pfs48/45 e a pesquisa de anticorpos IgG contra os epitopos da GMZ2.6c foi avaliada
em DO e D15. Ndo observamos diferenga significativa na mudanca do perfil
respondedor <> ndao respondedor para GMZ2.6¢c, GLURP, MSP3, Pfs48/45 ou
para os epitopos da GMZ2.6c. Entretanto, observamos maiores niveis de anticorpos
IgG, IgM e IgA contra a Pfs48/45 quando comparamos a segunda (D15) com a

primeira coleta (D0). Esse resultado pode ser devido ao fato de que a terapia
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antimalarica ndo € automaticamente acompanhada da diminuicdo do numero de
gametocitos circulantes (204). Contrariamente, trabalhos tem relatado que P.
falciparum aumenta a diferenciacdo em gametocitos em resposta a terapia
subcurativa (205). Mesmo apés doses terapéuticas de antimalaricos, um aumento no
namero de gametadcitos circulantes € observado (204). O aumento da gametocitemia
apos o tratamento parece ser resultado tanto de um efluxo de gametécitos
sequestrados quanto da producdo de gametdcitos apds o inicio do tratamento,
provavelmente devido estresse induzido pela droga (204,205). O aumento do
namero de gametdcitos pode acarretar em um efeito booster, aumentando os niveis

de anticorpos.

7

Em conjunto, nossos dados mostraram que a proteina GMZ2.6c é
amplamente reconhecida por anticorpos naturalmente adquiridos de individuos
residentes em Mancio Lima, Cruzeiro do Sul e Guajard e que esse amplo
reconhecimento parece ser independente do nivel de endemicidade da area. A
maior frequéncia e niveis de anticorpos contra a GMZ2.6¢c quando comparado aos
seus componentes individuais sugere o efeito sinérgico de GLURP-R0O, MSP-3 e
Pfs48/45. Entre os componentes individuais da GMZ2.6¢, a GLURP se revelou a
mais imunogénica na infeccdo natural. Além disso, a resposta anticorpo contra a
GLURP e MSP-3 é predominantemente citofilica, 1IgG1 e/ou 1gG3. Os epitopos B
imunodominantes da GMZ2.6¢ preferencialmente reconhecidos pelos anticorpos de
individuos das areas endémicas brasileiras estudadas s&o P3 e P11. Nossos dados
ressaltam a importancia da GMZ2.6c como uma candidata a vacina antimalarica.
Entretanto, estudos adicionais em outras areas endémicas, com populacdo com
outros backgrounds genéticos, além da avaliagdo do papel funcional dos anticorpos
anti- GMZ2.6¢ sédo importantes para confirmar o potencial da GMZ2.6¢c como vacina

antimalarica.
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7. CONCLUSOES

Em conjunto, nossos dados permitiram concluir que:

A proteina GMZ2.6c é amplamente reconhecida por anticorpos naturalmente
adquiridos, principalmente da classe IgG e das subclasses IgG1 e IgG3.;

O amplo reconhecimento da GMZ2.6¢ por anticorpos naturalmente adquiridos
parece ser independente do nivel de endemicidade da érea;

A maior frequéncia e niveis de anticorpos contra a GMZ2.6¢c quando comparado
aos seus componentes individuais sugere o efeito sinérgico de GLURP-RO,
MSP-3 e Pfs48/45.

Entre os componentes individuais da GMZ2.6c, a proteina GLURP foi mais
imunogénica;

I[gG1l e IgG3 contra a GLURP e MSP-3 foram as subclasses de IgG
predominantes nas popula¢cdes estudadas.

Os epitopos B imunodominantes da GMZ2.6¢ preferencialmente reconhecidos

pelos anticorpos de individuos das areas endémicas brasileiras estudadas séo
P3, P4 e P11.
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8. PERSPECTIVAS

Como perspectivas, pretendemos:

Avaliar o perfil da resposta imune celular (ativacdo celular, populagbes
linfocitarias, resposta proliferativa, perfil de citocinas) contra GMZ2.6¢c e seus
componentes (MSP-3, GLURP e Pfs48/45) nas populacdes estudadas.

Identificar e validar os epitopos T imunodominantes da GMZ2.6¢ nas populacdes

estudadas.

Avaliar o papel funcional dos anticorpos anti-GMZ2.6¢ sobre o crescimento in
vitro de P. falciparum, em presenca e auséncia de mondcitos, e em ensaios de

fagocitose.
Estudar a associacdo entre os antigenos do Complexo Principal de
Histocompatibilidade de classes | e Il e as respostas imune celular e humoral

contra as proteinas MSP-3, GLURP e Pfs48/45.

Avaliar a extensdo do polimorfismo genético das proteinas MSP-3, GLURP e

Pfs48/45 e sua influéncia no desenvolvimento da resposta imune especifica.
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Homero do Parecer: 1430 845

Apresentacia do Projeto:
A maldria & uma doenca parasitdria causada por prolozodrias do genero Plasmodium. S5&o cincg as
espices de Plasmodium que parasitam naluralmente o hamem: P. faldparum, P. vivax, P. malariae, P
avale, & P knowlesi, parasito simiano, porém receniemenie describo como causador de infeccies enire
humanos (White, 2008). O velores de Plasmodiem sp. sio as fémeas de mosquitas do génern Arnopheles,
sendo o An. dading a principal espécie ransmissora da maldnia na Brasi (Consol & Lourengoede-Dieina,
1884, Mirabela el al, 1998; Blandin e, &, 2004).A malina & uma das doengas parasitdriag mais prevalentes
no mundo. Eslimasse qgue 3.3 bilhdes de pessoas estio expostas ag risco de canfrair a doenga. Em 2013,
foram registrados 198 milhdes de casos & GBL mil mortes por maldria, &m sua grande maiora [T8%)
criangas menores de § anos de dade (WHO, 2014).

Mas Amdricas a fransmissdo da maldria ocorre @m 21 paises senda que o Brasil & responsdes] par mais de
S0Pk dos casos regestrados. Mo ano de 2012 foram notificadas 243 mil ca2as de maldria no Brasil, 95,8% na
Amardnia Legal As principais estralégias de conrole da doenca s&a o combabe a0 webar & o diagndstics &
tralamento oporiuncs (Oliveira-Ferreira &t al, 2010). No enando, com & possibilidade de crescents
resilbncia sos MArmacos anlimalinces derivados de arlemisinina,
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dltima linha de fratamenta, & inselicidas disponiveis abialmeanbs

(Chrubasik et al, 2010; Dondorp &t &, 2010; Kawada et al, 2011; Saralambaa ef al, 2011; Pribluda &t al.,
2014, WHD, 2014), o desermvolvimento de uma vacina eficar conira a maléia bem sido uma das prindpais
prioridades de pesquisa para g enfrentamenio desse problema. Entretanto, embora mais de 30 antigernas
fenham sada deniicados como candidatos & vadna, mulos dos quais [ testados &m ensaios pré=clinicos &
cliricas sé de fase I, atd o momenio renhum deles gerou uma perspeciiva sdlida de que uma vacing
possa estar disponivel nos praximos anas {Carvalho & al., 2002; Reed & al., 2008, Vaughan e al., 2012,
Schwarlz et al., 2012). Toma-se aszim fundamental 8 pesguisa de novos candidaios vacinais, mais
imunogenicos & mais eficares.

Og antigenos GLURP {Prabeina Rica em Glutamato), MSP3 [Profeina de Supedficie de Meromilo-d) &
PisdBi4E (Antigeno Préfertilizagio PledBid46) de Plasmodium falciparum sdo candidatos & wvacina
antimaldrica, selecionados a partir de um racional comumende uilizado para candidsios vacnas, coma a
correlagio dos tilukos de anficorpas especificos com os diversas graus de prabagda clinkta de individuos
wivendo em &res endbémica. A& candidata vacinal GMZ2 & uma proleina de recombinanle que contém
fragmenios conservados de GLURP = M3P3. Ensaios clinicos mosiraram que a GMZ2 & bam iolerada,
SEqura & imunogénica & que anficompos induridaos apds a imunizacio com GMZ? foram especifioos &
funcionais, capares de conbrolar o cresamenta in vibm da P. falapanm. Aém dissa, foram demanstradas
alla prevalencia @ tiulos de anticorpos naturaimente adquindos cantra a GMZ2 em individuas residentes em
drea de alia endemicidade de maldria na Africa. Impora, enbralanio, verificar g8 o mesmo podencial &
apresentado pelas populagies-alvo no Brasil. Assim, prelendemos avaliar o perfil das resposias imune
cefular & humoral conira wna nova recombinante, GMZ2 6, & seus componenies [MSP3, GLURFP &
PredaME) & sua relagia com o grau de imunidade antiparasitiria em ndividwos

cranicamenis exposios & maldria residenbes em dress endémicas da Amaninis Brasilsra com alto & média
rgon de iransmissio. O esludo serd concentrado nas dadades de Mancio Lima (AC) & Guagard {AR).
Também serda coletadas amastras de individuos gue forem procurar aessiéncia médica ou ratamenio ma
Instituio Evandro Chagas (IEC) em Ananindeua (P} & na Fundacho de Meadicna Tropical Doutor Heftor
‘Wieira Dovrado (FMT-HOW) =m Manaus (AM). Serfio utiizadas profeinas recombinanies cormespondentes &
regifio Csiemminal da MSP3 & 4% regites M- & Calerminal da GLURP. Para mapeamenta epildpico serda
utilizadas peplidecs sinkdlicos correspondenies a diferenbes regides da MEP3 e da GLURP. A avakagio da
respodais imune humoral serd feira pela bécnica de ELISA. A resposta imune oelular Serd svaliads por
cilometria de fuxo & o
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perfil de cibacinas na plasma dos individuwas & nas culluras celulares serd avaliado utilizando-22 &S
cormernciais & PCR &m t=mpa real

Critério de Inclusda:

O crilério de inclusio compresnderd individwos resdentes em dreas endémicas de maldria [ selecionadas
gue aceitem voluntariamente a paficpar do estudo & ndo facam parie do grupo de exclusho; patentes com
diagndslico parasitoldgica de maldria (grupo 1), indvidwos ndo infectados com hisldia anberior de maliria
{grupa 2) e individuos sem maldria chinicamente sadios, sem hisbdria amerior de maldria (grupo 3).

Gravidas, menores de 12 anos, indiperas, grupos especial, pacentes com maldria grave & comphcada &
ndividuos gue par qualquer malivo S& recusanem & fazer of besbes,

Plarma amosiral:

Cam makria [grupa 1] 100 Coleta de sangue & dados pessoais, dinicas & epidemiokgicos
Cantrole [grupo 3] 120 Coleta de sangue & dadas pessoais, clinicos & epidemialbgicns
Sern malria igrupe 2) 100 Coleta de sangue & dados pessoais, dinicos & epidemicibgicos

Centros Coparticipantes:
Instibule Evandn Chagas! SVEMS Ricando Luiz Daras Machadainstituta Evandnn ChagasECISYVSME

Universidade de S5&b Paule Marcelo Urbano Ferreirafinstitulo de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sia Paulo

Fundagio de Medicirng Tropical do Amazonas - FMTAMTAM Fundacio de Medicina Trapical Dr. Hestor
Viewra Dourado {(FMTHWD))

Objetive da Pesquisa:

Objefvo Primdrio:

Movaliar o polencial antigénico da candidata a vacina antimalérica GMZZ2.6c & ssus companenies (MSP-3,
GLURP & Pisd8/ME em individuos cronicaments axpostas & maldria residenbes am dness

Endarags: A, Bl 2038, Sala TS (Campus Eapartse)

Bakre Manguinhos CEM: 3 D250
UF: R Munisigha: RID DE JANEIRD
Talehone: (I1)38E2-0011 Fae: (21528814815 E-rrull:  cirpfioine i o b

[

140



I C) C FUNDACAQ OSWALDO CRUZ - ..e%ﬁlﬂ:ﬂlnrnp

FIOCRUZNOC

ramicigatns Ehm sk O rua

Cominusghs o Pemoar: LAZ0UME
endémicas da Amanbnia Brasieira com allo & média risco de ransmissia,

Dbjefvo Secunddria;

«Ayaliar o pedil das respostas imunes celular (populacies Infocitdrias, resposta praliferativa, perfil de
pradugda de cilocinas) & humoral (IgG & subclasses, Ighl, IgE & Igh) contra a candidala a wacina
anlimalirica GMZ2.6¢ & seus componentes (M5P-3, GLURP & Pra48845) em ndividuas cronicaments
axposios &4 maldria resideries em dreas endémicas da Amazdria Brasileira com alio & médio risco da
transmissdo;

shyvaliar & relevineis das proleines MSP.3, GLURP & Pis4BME no processo de aquisiclo de uma imunidads
anliparasitiria pela andlise do perfil das resposias munes humoral & ceular & pelos dados clinicos

epidemioldmcos;

“Egludar o afela in vilre de anlicorpas anti=GMZ2 e sobre o crascimenta de P. falciparum veficanda uma
poesivel participacio no mecanemo de ADCE;

Ayalkar a extensda do polimarfisme genético dos antigenas MEP.3, GLURP & PfsdBi4E & seu papel mo
deservolvinents de uma respasta imune especifica;

“Estudar a relaghio enire as Antigenos do Complers Principal de Histocompalibilidade de dasse il = a
respasks imune conlra a vacing anbimaldnca GMZ2 Be & s=us componenties (MSP-3, GLURP & PfadBl45).

Avaliacio dos Riscos o Boneficios:

Riscos:

0% pogsiveis desconfortos & rigcas, s& acomarem, s80 aquelss relacionados cam a retirada de sangue,
como dor local efou hematoma (“rouxidda™) no local da pungdo, com duraghio de 3 a 4 dias. Todos as
cuidados apropriadas serdo tomadas, coma o usd de sevinga, agulha & gase descartdvel assim coma Soool
para areepsis local, enbre oulnas. Além dissa, todos a5 cuidados para garantic gue as informaciss condas
no gquetliondrio ferfa ulilizados Onica & exdusivaments para geracio de dadas para esie propeta. As
infarmagdes erfo sigiosas & o individuos receberdo um nimen de regisiro para imposzibilitar a sua
identificacha. Este quesSondrio ficard sab a guarda do Labarabdria de Pesquisas em Malhria do Institubo
iDswaldo Cruz = Fioouzfl. O acesso a qualquer informagiio do questiondrio estard resinta & coordenadara
do projeto.

Endenaps: Ay, Biacll 2036, Sala NS (Campus Expans )
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Benefioos:

Beneficios diretos & ndiretos: Nos casos de busca aliva, serfio realizados exames para o disgndstioo da
maliria nos participantes da pesquisa. Com o diagnéstion da maliria o paciene serd orenlado a procurar
uma Unidade de Sadde responsdvel pela alendimento na locabdade, para avaliaclo médica & ratamenio.
D% resuliados desse esbudo rlo beneficiario dmstamenls of pacienes, mas poderda, no futuro, bareficiar
auiras pestoas O estudo da resposia imune em pacienies com malina bem aponiado para um importanis
papel de algumas células & Biones do organismo imunoldgicos) na evolugio das doencas. O conhecimenio
desias resposias poderd ser importante para 22 tentar prever a evolucio da doenca & com isio lenlar evitar
o dimiruir a5 formas graves & na fulurs, ajudar no desermobimenio de novos iralamenios & mesmo de uma
wagina.

Comentdrios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

0 projete esid suficieniemenie dars em seus propdsilos & devidamente fundamenlada. Nessa ferceira
wersdo do projedo, a pesquisadora responsdval mcluiu 0s documentos solicitados no Gltimo parecer &
respondeu & todas as pendéndas.

1IPROJETO:

a) Delinsamenio do eshudo:

» Delineamenio reestulurado segundo documenis carfa-resposia, no enlanio na projeta no formata
Plataforma Brasil no deineamsnia a aubora desoreve o objetive & a metodalogia a ser desermvolvida. Ainda
n&a foi escrita caramenie o Bpa de estuda, & estuda observacional, inlerventing, ensaio clinico, eshudo Gase.
oantralke?

Tral#=52 de um esludo primario, observacional prospeciies de corle transversal com amosira de
comvenigncs, usual para estudos de busca aliva em dreas endémicas de malinia na Amazdaia Brasieira,

Pendéncia alendida,
b) Metodologia:
« *Falta clareza em relacko & quais elapas de laboralivin s=rlo realizadas em cada uma das instituicbes

coparticipanies em Manaus, Pard & no Acre, & na instiliiio do proponenbe.”
Ma 2* verslo j4 haviamos induido &= elapas am que serds realizadas am cada uma das

Endarags: A Bl 2335, Sala TS (Campus E s )

Bakre  Manguinhos CEP: 3 040-%80
UF: R Mufksighs: RO DE JSNEIRD
Talhona: 3138820041 Fa: (2105814815 E-mall: oapdioone ioe o by
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instituipies participanies. Incluimos na 3% versio as =tapas gue serfo realizadas na mstiluicho da
propanenie [FiscrusR. )

Pendéncia alendida.

» *Mfio & criténio de inclusno o fata de ndo fazer pane do exibéin de exclsa’ = Essa frase foi retirada da
projeln - cribéria de incluso & excluslo (pagina §).

Pendéncia alendida.

* “HWio foi esclarecida a selecdo do tamanbo amostral de BD parlicipanies por cendro, 80 casos e 30
comrales nem o clltuld do numers de domicilios necessdrio para alingir 2 amoEtras proposta. Mecessiria
incluir & aruéncia das comuridades, por exempla, das assoasgies de vizinhas, que serSo comatadas para
a5 wisitas damacliares.”

Pendéncia alendida.

Por s& tratar de um eshudo com amosras de comvenifncia, o mimens de amastras & estimada, cansideranda
=22 g lempo de permanéncia da equipe (20-30 dias) em drea endémica, ao limitado mimens de amostras
processadas por da de rabalbo & a0 nimero de Gasos regisirados no periodo da caleta. E dificl lambém
eslimar o ndmern de domicilios visitados pois, nas &reas rurais onde 35 amostras serfo coletadas, as casas
=io distanies umas das oubras. Além dsso, & selecdo das resid®ncias serd feita de acorda com o wsual para
busta ativa de casos de maliria em drea enddmica, onde 08 maradares penduram um pana vemehos em
local de facil visualizacho (aneda, porta, cerca, portio), indicando que hd maradar com sintamas de maldna.
Mas zonas rurais dos municipios onde serda coleladas as amostras rdo exisle assocacio de maradanes ou
de vizgnhos que possa dar qualquer tipo de carts de anuéncia.

Pendéncia alendida.
= “Exislem inconsisi®ncias nos projetas = iermos de corsemtimento em refagio & quanbidade de sangue gue

Serd coleta por participanbe, Se Serd de 30 ou 20 mil. Corsiderasse gue 30 mil S&ja wna quantidade elevada
nda justificivel. Mio localizamos na dlima verslio do projeo anexada nem

Endaraps: Se. Bl 2038, Sala TS (Camgus E g Sed

Bakns  Manguinhes CEP: 3 040-550
UF: R Munksigis:  AID DE JANEIRD
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P B e

143



I () C FUNDACAO OSWALDO CRUZ - W

FIOCRUZNOC

| rasriinin g fBvm wliber £ wn

Cosinesghc do Pemcar | 430U84E

nos lermas de consentimenta es5a mconasiéncia. Mantivemos tanke no projelo guantd nos termos as
mesmos 20 mil de sangue que serdo coletadas.

Pendéncia alendida.

» “Wecessdng incluir o8 fermos de anudncia @ compromisso das secrefarias municipais de sadde para
garantir gue 0% agenies possam calabarar no prajeio.

05 pontos focais do Programa Macioral de Controle da Malaria nos eslados do Amazonas & da fcre
designarfo os agenies de sadde que acompanharo a equipe no periodo da colela. Entredanio, &
necessiria a definigio do perdodo da coleta devido a Aubuagio de sgpantes de saide nas localidades.

Pendéncia alendida.

i) Dot riscos & bereficios

= "0 trataments dos casos noves de maldria diagnoslicadaos ndo & beneficio ao parlicipants, mas & da
responsabilidade dos pesquisadares que deverdo velar para que o participante receba a terapia &
atendimento necessinn. Também deve ser carrigido no TALE &« TCLE."

Corsia nos bermos & projeio que & considerado um bensficio dreio o fsio de nos casns de busca ativa,
serem realizados exames para o diagnostics da maldria nos participantes da pesguisa. Considerando que
muilos dos participanies residem em localidades distanies & de dificl acesso aos cenlms de sadde, a
realiracio do diagndslico &m sua residéneia pode ser considerada wmn bensficio direto, apesar de i sar
realizada rolinsiraments pelas agenles de salde ras localidades.

« “Inconsistdncia enlre of agamenios apresertades” (RE20T.000,00 & RS 207.200,00 = detalhande ousbeia
com reagentes, patcagens @ disrias.). A diferenca do valor fai corigida.

Pendéncia alendida.
2ed) TCLE & TALE.
* “Incluir nos lermos o endereco & telefones com membros das equipes locais, induinda & possibilidade de

ligar & cobrar”.

Pendéncia alendida.

Endaraga: A Biscal 20598, Sala TS (Camgus bbb
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Ma 2°. versio haviamos indulda nos lermos o enderego & os telefones com os membros da equips. Ha 3°.
wersdo foi incluida a frase que permile a possibibdade de ligar a cobrar, a verslno, & daia da revisio = a
esclarecimenio que o conlalo com o CEP I0C Serd apenas para retirar dividas relacionadas &5 guesides
élicas da pesquisa. Ot termos também foram paginades & foi inclulde o cabegalbo com o legotipa da

nstituigao,
Pendncia alendida,

» “Enlendesse que visto gue 3% criangas serdo induidas, o TALE serd aplicado para adaolescenies. Favor
oorfirmar. o emanio, no TALE far e referdncia & “oianca”™ que deve ser suprimida.”

Criangas (abaixe de 12 anas) 2erfo excluidas do projeta, portanio, aperas sdolescenbes (acima de 12 anos)
poderfia particpar. A palavra cianca foi refirada dos termos.

Pendéncia aiendida.

= %A linguagem fante no TCLE quanta no TALE foi adaptada tornande-a mais acessivel 4 compreensiio das
participantes da pesquisa, eniretanta, a linguagem ndo & inteiramenie acessivel, lemos come “vaoulsiner e
“indeniza¢io”, denire oubtros podem rdio ser Suficieniemenie claros para adoleseemes dentre 12 & 17 anos.”
#& palavra wacuiainer foi substitulda por “tubos de coleta de sangue™ = a palavra mdenizacio por
“pagamenta”.

+ *MWila ol indulds & aplicacda do TALE no projeio na inbagra.”

JA estava incluida ra 2%, versdo a aplicacia do TALE no propeio - pégna 7.

Fai incluiido ocal para rubrica do resparedve] da voluntrio menor em cada pdgina do TALE.

Pendéncia aiendida.

5) DECLARAGAD DAS INSTITUIGOES

» “Faram adichonados 0% documenbas das Insliuiches padicipanies declaranda conhecer & cumprir 45
normas &icas vigenies no Brasil; garantindo a nfrassiruiura & assumindo a responsabilidade para a
realizachks da pesquisa nas suss dependdncias; assuminde o compromisso de leilura & concarddncia com a
parscer £600 da insSui¢lo propenenie & dande a autorzacio de realizacio

Endaraps: K. Bl 2038 Qala 705 (Camgus E st be)
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do estudo. Pendéncia parcialmenie alendida, falta anuéncia das demas instiluighes coparicipanies onde
serfio comatadas possiveis participantes voluntirios.”
Mg declaractes foram intuidas.

Pendéncia aiendida.

71 ACORDO ENTRE AS INSTITWICOES PARTICIPANTES
“Foi inclulda acorda entre as instituigbes participanies gue contempla a operacionalizagio,

compartilhamento, ulilizagio do malenal bisldgico coletada & armarenado, a possibilidade de dissolugda
futura da panceria = a ConSaguen b Flﬂl'li"'H [ Iﬂf'!hlﬁl;h dog dados = dos materais. Entratanto, faltam
demais paicipanies. Coma se trala de dooumenios de cardber egal espera-se gue s=jam redigidas em
papel timbrada & paginado. 0% acordos apreseniados parecem Ser enfre pesguisadones & ndo entre
instiluigtes.”

Os acordos entre as insttuigbes foram reescrilos & anexados.

Pendéncia alendida.

8) DECLARAGAD

- “Foi incluida deciaragio da Coordenadara do prajets conbenda a justificativa quanto & utilizacso futura das
amostras biolbgicas humanas coletadas e armazenadas em papel ndo imbrado, sem carimbo, sem data &
com assinatura inbehigivel.

Dieclaragho foi refeils em panel Smbrado, com carimba e data.

Pendéncia alendida.

9] CROMOERARA

“0 eronograma apresentada continua a indicar que a colela de dades dos paicipanies ferd infcio em
aulubmo de 2018, A colefa de amosiras deward fer inicio apds sprovacio do prodocalo pelas CEPs das

InstituigBes praponents & coparticipantes.”
O cranagrama fai corrigide.

Pendéncia alendida.

Endarags: S, Bl 2036, Sala TS (Campus Expans s
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Consideragbes sobre 05 Termos de apresentagio obrigatdria:
Falkha de Roslo Fakha de Rosto pdf

TCLE { Termos de Assertimento / ANEXDIITALE. docx

TCLE ! Tarmos de Assertimento / ANENDIITCLEcanbroles docx
TCLE { Tarmoa de Assertimenio! AMEXNOITCLEmalaria. docx
Carta resposta doc

AMEXOV quast docx

ANEXON decooord docs

BICRREPCSITORIO docx

Orgamenta Orcamento.docx

Declaracio de InsSuiclo © Infrasstnuiura Anuencal SR pdf
Declaracio de Pesquissdores Cartabiarous) scarda_Lilian pdf
Declaracio de Pesquisadores Acordob\WGEL. pdf

Declaracio de Pesquisadores DedaracaobUF pdl
Declaracio de Pesquissdores ACDRDORLUIF pdd
Declaracio de Pesquisadores AcordoRLDM. pdf

Declaracio de Pesquisadores Anvend alFMTAM pdf
Declaracio de Pesquissdores Decoomphdv' GL_pdf
Declaracio de Pesquisadores DeccompRL DM pdf

Prajebs Detalhada ABrochura Investigador PROJETO dos
Recomendagtos:

MApresantar relaldrios parciais (anuss) & relaldrio final do prajeto de pesquiss & responsabilidade indalagivel
do pesquisador principal.

Oualguer modificacio ou emenda a0 projsts de pesquisa em pauta deve ser submetida & apreciacho do
CEP Fiocruzn0c.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Diante da exposio, o Comild de Efica em Pesquisa do Institute Dswalds Cruz (CEP FIDCRUZAOC), em
Rewnidio Ordirdria, realizada em 15.02 2015, de acorda com as atribuiches definidas na Resaluclo CHS

466812, manifesta-se pela aprovacia do prajeto de pesquisa proposio.

Consideragies Finais a cribério do CEP:

Endareos: A, Biacll 20038, Sala TS (Campus Eapars o)

Bakre  Manguinhes CEP 1 040-350
UF: R Munbsiphs: RAID DE JANEIRD
Talafana:  {24)3880004 1 Fam: (215814815 E-mail:  capfiocrus Shoe Rz
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Esie parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixoe relacionados:

et ™

Tipo Dacuments Argquing Postagem Autor Situacio
IMarmaches Basicas| PH_INF OHMALOE S BASILAS L0 P | o201 ACElD
do Proista ROLETO 515500 adf 20:41:47
Outos ANE X0V quest docx 041272015 [LILIAN ROSE Aceilo

20:40:18  IPRATT RICCIO
Outos Cartaresposta docx 041202016 |LILIAN ROSE Aceiln
20:37:14 | PRATT RICCIO
Projeta Detalhade | | PROJETO.doc 041272016 |LILIAN ROSE Aceilo
Brochura 20:%6:40 |PRATT RICCIO
 Irvestigador
Outos ANEXON deomord docs 041212016 |LILIAN ROSE Aceilo
20:35:55 |PRATT RICCIO
TCLE { Termos de | AMEXDINTALE docx 04122016 |LILIAN ROSE Aceilo
Assenlimenta § 2854 | PRATT RICCIO
Justificatva de
Aushncia
o [AHERLIT CLE cormrakes. oocx 0122018 |LILIAM ROSE ACeilo
Assenlimenta f 20:28:28 | PRATT RICCIO
Justificatva de
m — = - S = -
TCLE / Termos de | AMEXOITCLEmalaria docs 041202016 [LILIAN ROSE Aceiln
Assenlimenta § 2758 |PRATT RICCIO
Justificatva de
Aushncia
Declarachka de AcordoMVGEL. pdf 04122016 |LILIAN ROSE Aceilo
Pesquisadores N:26:42  |PRATT RICCIO
Declaracia de DedaracachUF_pdl 04122016 |LILIAN ROSE Aceilo
Pesquisadores 20:24:23 | PRATT RICCIO
Declaraca de ACORDOMUF pdf 412018 |LILIAN ROSE Aceilo
Pesquisadores 20:20:05 |PRATT RICCIO
Teciaracks & Throenoe e o i i
InsStuicho & 20:18:11 | PRATT RICCIO
Esirutura
rachka de CartaMarcusLacerda_Likan. pdf 4016 [LILIAN ROSE Aceilo
Pesquisadores 16:33:22 | PRATT RICCIO
Declaracia oe ACOraoRLLNA. pdl B |LILIAN ROSE ACEND
i pe 190844
Declaracia de AnvancialFMTAM podf IRDEI016 [LILIAN ROSE Aceiln
 Pesquisadores 19:07:50  |PRATT RICCIO
Declaracha de Drmcoamphdy GL.pdf JED&2015 [LILIAN ROSE Aceilo
Pesquisadores 19:07:07 | PRATT RICCIO
Declaracia de DrecoampRL DM pdf JEIDE2016 |LILIAM ROSE Aceilo
Pesquisadores 19:06:51 | PRATT RICCIO
Orgameania Crcamenlo. doos JEIDE2016 |LILIAM ROSE Aceilo
19:02:40 | PRATT RICCIO
Endaracs: L. Bisddl 2038, Sala TS 0T argans B i i
Hairred  Manguinies CEPF: 31 40580
UF: R Munisipis: RID DE JANEIRD
Talelana: {3 )38820041 Fam: (2125814815 E-mail:  capiocue o focne
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de Rosio de Hosio.pal 1 D — Acein
| 12:11:42
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nio

RIO DE JANEIRO, 23 de Feversiro de 2016

Assinado por:

José Henrique da Silva Pilotto

{Coordenador)

Enderecs: Av. Bracdl 2036, Sala 105 (Camgus Expansao)

Babrec Manguinhos

UF: RJ Murnicipio: RIO DE MANEIROD

Telefene:  (21)5882.0011

Fax: (2125814815

E-mall: capfioona@ioc ooty
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ANEXO Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) — MALARIA

Centro de Pesquisa, Diagnéstico e Treinamento em Malaria/CPD-Mal

Laboratério de Pesquisas em Malaria - |IOC/Fiocruz

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) — MALARIA

Instituicdo: Fundacgdo Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC Instituto
Oswaldo Cruz / Fundagdo Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expanséo)
Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 e-mail:
cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

Titulo do Projeto de Pesquisa para a Populagédo: Estudo da resposta imunoldgica contra
proteinas que sdo candidatas a vacina contra a malaria.

Titulo Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliagdo do potencial antigénico da candidata a
vacina antimalarica GMZ2.6¢c e seus componentes (MSP-3, GLURP e Pfs48/45) em
populacdes naturalmente imunizadas por exposicao cronica residentes em areas endémicas
brasileiras de malaria.

Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio

Colaboradores: Cesare Bianco Junior, Claudio Tadeu Daniel Ribeiro, Evelyn Kety Pratt
Riccio, Josué da Costa Lima Junior, Marcelo Urbano Ferreira, Marcus Vinicius Guimaraes
de Lacerda, Paulo Renato Rivas Totino, Ricardo Luiz Dantas Machado

Endereco: Laboratério de Pesquisas em Malaria, Instituto Oswaldo Cruz Fundacao
Oswaldo Cruz, Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP
21040-900.

Telefones: (21)- 38658135 Fax: (21) 38658145

Eu, Dra Lilian Rose Pratt Riccio e toda a equipe, responsaveis pelo projeto de pesquisa
intitulado “Estudo da resposta imunolégica contra proteinas que sdo candidatas a vacina
contra a malaria”, estamos fazendo um convite para vocé participar como voluntario deste
nosso estudo. Esta pesquisa tem o objetivo de obter um melhor conhecimento da malaria. A
maléria é uma doenca transmitida por mosquito e que causa momentos de febre alta e
calafrios ap0s os quais a pessoa fica cansada e sem forgas para trabalhar. Além de verificar
se vocé tem esta doenca, vai saber que parasitas causam esta doenca e quais os tipos de
respostas imunoldgica do organismo sdo benéficas. A sua participagdo como voluntério sera
apenas para doar sangue antes do tratamento.

150

Rubrica do voluntario da pesquisa

Rubrica do pesquisador



Para a realizacdo do projeto serdo feitos 0s seguintes exames, procedimentos e
tratamentos com 0s seguintes objetivos:

Exame de sangue — Para diagnosticar malaria, a retirada do seu sangue podera ser feita ha
veia do antebraco ou no dedo, por um médico, farmacéutico ou bidlogo membro da equipe
da pesquisa. A coleta de sangue na veia do antebraco serd feita com a agulha descartavel e
tubo de coleta de sangue e serd tirada a quantidade de 20 ml de sangue, podendo em
algum outro momento da pesquisa ser solicitado para outra nova coleta de sangue. O
sangue coletado no dedo serd feito fazendo um furinho no dedo médio com uma lanceta
descartavel na méo escolhida para o exame. As gotas de sangue serdo colocadas em uma
lAmina de vidro para ser examinada no microscoépio.

Os possiveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, sdo aqueles relacionados com a retirada
de sangue, como dor local e/ou hematoma (“rouxidéo”) no local da pungéo, com duragéo de
3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serdo tomados, como 0 uso de seringa, agulha e
gaze descartavel assim como alcool para assepsia local, entre outros.

Beneficios diretos e indiretos: Em caso de busca ativa, serdo realizados exames para
diagnéstico da maléaria nos participantes da pesquisa. Com o diagndstico da maléaria voc
sera orientado a procurar a Unidade de Saude responsavel pelo atendimento na localidade
para avaliacdo médica e tratamento. O tratamento ser4 o normalmente usado para caso
desse tipo. Todas as informacgdes de tratamento serdo dadas pelo profissional de saud
(médico e o enfermeiro responsavel pela assisténcia) e qualquer alteracdo devera sq
comunicada ao pessoal responsavel que verificard a necessidade de cuidados locais.

Os resultados desse estudo ndo o beneficiardo diretamente, mas poderdo, no futurg
beneficiar outras pessoas. O estudo da resposta imune em pacientes com malaria ter
apontado para um importante papel de algumas células e fatores do organism
(imunolégicos) na evolugcao das doencas. O conhecimento destas respostas podera sel
importante para se tentar prever a evolugdo da doenga e com isto tentar evitar ou diminuif
as formas graves e no futuro, ajudar no desenvolvimento de novos tratamentos e mesmo d¢g
uma vacina. No entanto, mais estudos sao necessarios para tentar esclarecer o seu pape
na regulacdo da resposta imune levando a cura ou a protecao.

Ap6s o consentimento e sua assinatura do TCLE da pesquisa, vocé respondera a um
guestionario, que sera aplicado por um dos membros da equipe de investigadores, onde
serdo anotados seus dados pessoais, observacdes clinicas e dados epidemiolégicos. Os
dados tomados neste questionario serdo utilizados Unica e exclusivamente para geracao de
dados para este projeto. Suas informacdes neste questionario serdo sigilosas e vocé
receberd um numero de registro para impossibilitar a sua identificacdo. Esse questionario
ficar4 sob a guarda do Laboratério de Pesquisas em Malaria do Instituto Oswaldo Cruz —
Fiocruz/RJ. O acesso a qualquer informacdo do questionario estara restrita a coordenadora
do projeto.

Os dados e todas as informacdes dadas por vocé estdo submetidos as normas éticas
destinadas & pesquisa envolvendo seres humanos, do Comité de Etica em Pesquisa —
CEP/Fiocruz do Ministério da Saude. Os resultados do estudo poderdo ser publicados sem
revelar a sua identidade e o acesso e a andlise dos dados coletados se fardo apenas pelos
pesquisadores envolvidos no projeto. A sua participacdo € inteiramente voluntaria e vocé é
livre para recusar a participar, assim como para desistir de participar deste estudo a
qualguer momento, sem prejuizo para seu acompanhamento ou sofrer quaisquer sancdes

ou constrangimentos.

A sua participacao sera sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter qualquer despesa e
com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa. Os gastos necessarios
para a participacdo na pesquisa serdo assumidos pelos pesquisadores. Fica também
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garantido um pagamento em casos de danos, comprovadamente decorrentes da
participacdo na pesquisa. O material coletado para realizacdo dos exames sera
devidamente acondicionado em nitrogénio liquido ou freezer -70°C e ficara sob a guarda da
coordenadora do projeto, no Laboratorio de Pesquisas em Malaria — Fiocruz/RJ pelo periodo
de cinco anos até que todos 0s experimentos propostos no projeto sejam realizados e se
necessario para repeticao de testes para confirmacao de dados.

Caso precise tirar maiores davidas sobre o projeto, vocé podera ligar a qualguer momento
que achar necessario, inclusive com a possibilidade de ligar a cobrar para: Dr. Marcelo
Urbano (11) 30917746, em Cruzeiro do Sul (68) 99844921, Dr. Marcos Lacerda em Manaus
(92) 21273443 ou 21273498, Dr. Ricardo Machado em Ananindeua (91) 32142382 ou
32142150, ou para a coordenadora do projeto Dra Lilian Rose Pratt Riccio através do
telefone (21) 3865-8115. Vocé podera ainda entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz/RJ pelo telefone (21) 3882-9011, mas apenas tirar
duvidas sobre questdes éticas relacionadas a essa pesquisa.

Eu, aceito
participar do estudo, consinto que o0s procedimentos de coleta acima descritos sejam
realizados em minha pessoa e autorizo o depdsito, armazenamento e utilizacdo do material
coletado para a realizacdo deste estudo. Atesto que assinei duas vias do termo de
consentimento de igual teor e figuei com uma via.

Data:
Assinatura do Pesquisador

Data:
Assinatura Testemunha

Data:

Assinatura do voluntario

Em caso de analfabetismo ou
impossibilidade de assinar,
inserir impressao digital.
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ANEXO Ill - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE)

Centro de Pesquisa, Diagnéstico e Treinamento em Malaria/CPD-Mal

Laboratério de Pesquisas em Malaria - I0C/Fiocruz

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE)

Instituicdo: Fundacgdo Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC Instituto
Oswaldo Cruz / Fundagdo Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansao)
Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 e-mail:
cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

Titulo do Projeto de Pesquisa para a Populagdo: Estudo da resposta imunoldgica contra
proteinas que sdo candidatas a vacina contra a malaria.

Titulo Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliagdo do potencial antigénico da candidata a
vacina antimalarica GMZ2.6c e seus componentes (MSP-3, GLURP e Pfs48/45) em
populacdes naturalmente imunizadas por exposi¢ao cronica residentes em areas endémicas
brasileiras de malaria.

Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio

Colaboradores: Cesare Bianco Junior, Claudio Tadeu Daniel Ribeiro, Evelyn Kety Pratt
Riccio, Josué da Costa Lima Junior, Marcelo Urbano Ferreira, Marcus Vinicius Guimardes
de Lacerda, Paulo Renato Rivas Totino, Ricardo Luiz Dantas Machado

Endereco: Laboratério de Pesquisas em Malaria, Instituto Oswaldo Cruz Fundacéo
Oswaldo Cruz, Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP
21040-900.

Telefone: (21) 3865-8135 Fax: (21) 3865-8145

Vocé esta sendo convidado para participar como voluntario da pesquisa intitulada “Estudo
da resposta imunoldgica contra proteinas que sdo candidatas a vacina contra a malaria”.
Seus pais ou responsavel legal por vocé permitiu que vocé participasse. Entretanto, vocé
ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito seu ndo tendo nenhum
problema se decidir desistir.

Esta pesquisa tem o objetivo de saber se vocé tem malaria, doenga que ocorre na regiao
onde vocé mora. A malaria é uma doenca transmitida por mosquito e causa momentos de
febre alta e calafrios apés os quais a pessoa fica cansada e sem forcas para trabalhar. Caso
vocé seja portador desta doenca vocé serd orientado a procurar uma Unidade de Saude
responsavel pelo atendimento na localidade, para avaliacdo médica e tratamento. O
tratamento serd o normalmente usado para casos desse tipo. Todas as informacbes de
tratamento serdo dadas pelo profissional de saude (médico e o enfermeiro responséavel pela
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assisténcia) e qualquer alteracdo devera ser comunicada ao pessoal responsavel que
verificara a necessidade de cuidados locais.

Para diagnosticar malaria, a retirada do seu sangue poderd ser feita na veia do antebraco ou
no dedo, por um médico, farmacéutico ou biblogo membro da equipe da pesquisa. A coleta
de sangue na veia do antebraco serd feita com a agulha descartavel e tubo de coleta de
sangue e serd tirada a quantidade de 20 ml de sangue, podendo em algum outro momento
da pesquisa vocé ser solicitado para outra nova coleta de sangue. O sangue coletado no
dedo sera feito fazendo um furinho no dedo médio com uma lanceta descartavel na méo
escolhida para o exame. As gotas de sangue serdo colocadas em uma lamina de vidro para
ser examinada no microscopio.

Os possiveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, sdo aqueles relacionados com a retirada
de sangue, como dor local e/ou hematoma (“rouxiddo”) no local da pungéo, com duragéo de
3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serdo tomados, como o uso de seringa, agulha e
gaze descartavel assim como alcool para assepsia local, entre outros.

Uma coisa boa de participar desse projeto de pesquisa € saber se vocé tem essa doencga e
receber o tratamento pela Unidade de Saude responsavel pelo atendimento na localidade.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa, nao falaremos a outras pessoas,
nem daremos a estranhos as informagfes que vocé nos der. Os resultados serdo
publicados, mas sem identificar os participantes da pesquisa.

A sua participacéo sera sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter qualquer despesa e
com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa. Os gastos necessarios
para a participacdo na pesquisa serdo assumidos pelos pesquisadores. Fica também
garantido um pagamento em casos de danos, comprovadamente decorrentes da
participacdo na pesquisa. O material coletado para realizagdo dos exames sera
devidamente acondicionado em nitrogénio liquido ou freezer -70°C e ficara sob a guarda da
coordenadora do projeto, no Laboratério de Pesquisas em Maléaria — Fiocruz/RJ pelo periodo
de cinco anos até que todos 0s experimentos propostos no projeto sejam realizados e se
necessario para repeticdo de testes para confirmacao de dados.

Caso precise tirar maiores davidas sobre o projeto, vocé podera ligar a qualguer momento
que achar necessario, inclusive com a possibilidade de ligar a cobrar para: Dr. Marcelo
Urbano (11) 30917746, em Cruzeiro do Sul (68) 99844921, Dr. Marcos Lacerda em Manaus
(92) 21273443 ou 21273498, Dr. Ricardo Machado em Ananindeua (91) 32142382 ou
32142150, ou para a coordenadora do projeto Dra Lilian Rose Pratt Riccio através do
telefone (21) 3865-8115. Vocé podera ainda entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da Fundacdo Oswaldo Cruz/RJ pelo telefone (21) 3882-9011, mas apenas tirar
davidas sobre questdes éticas relacionadas a essa pesquisa.
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Eu, fui informado
sobre o projeto de maneira clara e tendo o consentimento ja assinado pelo meu
pai/responséavel, declaro que concordo participar desta pesquisa. Consinto que 0sS
procedimentos de coleta acima descritos sejam realizados em minha pessoa e autorizo o
depdsito, armazenamento e utilizacdo do material coletado para a realizacdo deste estudo.
Atesto que assinei duas vias do termo de consentimento de igual teor e fiquei com uma via.

Data:
Assinatura do Pesquisador

Data:
Assinatura Testemunha

Data:
Assinatura Responséavel

Data:
Assinatura do menor voluntario

Em caso de impossibilidade de Em caso de impossibilidade de
o responsavel assinar inserir 0 menor assinar inserir
impressao digital impressao digital
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ANEXO IV - QUESTIONARIO

Centro de Pesquisa, Diagnéstico e Treinamento em Malaria/CPD-Mal

Laboratério de Pesquisas em Maldaria - I0C/Fiocruz

| REGISTRO N° Data:

PROJETO: Avaliacdo do potencial antigénico da candidata a vacina antimalarica
GMZz2.6c e seus componentes (MSP-3, GLURP e Pfs48/45) em populacbes
naturalmente imunizadas por exposicdo crdnica residentes em areas endémicas
brasileiras de malaria.

SEXO:UF OM

IDADE: NATURALIDADE: PROCEDENCIA:

ENDERECO ATUAL:
NUMERO DE RESIDENTES NO ENDERECO ATUAL:

PROFISSAO:

TEMPO DE RESIDENCIA (ANOS):
Area endémica (anos) : (anos):
HISTORIA PREGRESSA DE MALARIA

NUMERO DE INFECCOES ANTERIORES DE MALARIA:

Espécies: [1 P. falciparum  [JP.vivax [1P. malariae [0 Nenhuma 7 N&o lembra

NUMERO DE INFECCOES NO ULTIMO ANO:

Espécies: [1P. falciparum [1P.vivax [1P. malariae [1Nenhuma [1N&o lembra

DATA DA ULTIMA INFECCAO:

Espécies: [1 P.falciparum [1P.vivax [1P. malariae [1Nenhuma [1N&o lembra
LOCAL PROVAVEL DE INFECCAO:

FEZ O TRATAMENTO COMPLETO?: [1Sim (] N&o

JA FOI HOSPITALIZADO COM MALARIA: [ Sim [1 N&o Data:
MALARIA GRAVE NA FAMILIA: [0 Sim [1N3o Data:
OBS:

TEM ALGUEM NA FAMILIA COM MALARIA OU QUE TEVE MALARIA RECENTEMENTE? [J Sim

[1Nao Data:
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EXPOSICAO A INFECCAO MALARICA

LOCALIZACAO DA CASA

O Floresta [ Colegéo d’agua [0 Cidade [ Nenhuma

TIPO DE CASA (protecdo em relacdo ao contato com mosquito)
[ Boa [ Parcial [0 Nenhuma

ATIVIDADES AO AMANHECER:
ATIVIDADES AO ANOITECER:

SABE COMO A MALARIA E TRANSMITIDA?
0Sim [Nao [ Foi informado [ Foi informado, mas ndo acredita
COMO?:

USO DE MEDIDAS PROFILATICAS
0 Mosquiteiro [ Inseticida [ antimalaricos [ Outras [ Nenhuma

Data da ultima borrifag&o de inseticida (FNS):

INFECCAO ATUAL

SINTOMAS
O Febre [1Cefaléia [ Calafrios [ Nausea/Vémito [1Mialgia [ Artralgia

Nenhum

[] Sudorese [J

DATA DO INICIO DOS SINTOMAS:

DIAGNOSTICO: [I P.falciparum [P.vivax [ P. malariae 00 Nenhuma

PARASITEMIA:

LOCAL PROVAVEL DE INFECCAO:
RECEBEU TRANSFUSAO DE SANGUE?: [1Sim [1N&o Data:
E DOADOR DE SANGUE?: [ Sim [1 Ndo Data da Ultima doag&o:

COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

I GOTA ESPESSA [ DISTENSAO SANGUINEA [ SANGUE
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ANEXO V - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -
CONTROLE

Centro de Pesquisa, Diagnéstico e Treinamento em Malaria/CPD-Mal

Laboratério de Pesquisas em Maldaria - I0C/Fiocruz

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) —
CLINICAMENTE SADIOS (CONTROLES)

Instituicéo: Fundagéo Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC Instituto
Oswaldo Cruz / Fundagcdo Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705
(Expanséo) Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011
e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

Titulo do Projeto de Pesquisa para a Populacao: Estudo da resposta imunoldgica
contra proteinas que séo candidatas a vacina contra a maléria.

Titulo Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliacdo do potencial antigénico da candidata
a vacina antimalarica GMZ2.6¢ e seus componentes (MSP-3, GLURP e Pfs48/45)
em populagBes naturalmente imunizadas por exposi¢do cronica residentes em areas
endémicas brasileiras de malaria.

Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio

Colaboradores: Cesare Bianco Junior, Claudio Tadeu Daniel Ribeiro, Evelyn Kety
Pratt Riccio, Josué da Costa Lima Junior, Marcelo Urbano Ferreira, Marcus Vinicius
Guimaraes de Lacerda, Paulo Renato Rivas Totino, Ricardo Luiz Dantas Machado

Endereco: Laboratorio de Pesquisas em Malaria, Instituto Oswaldo Cruz Fundacgéo
Oswaldo Cruz, Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ -
CEP 21040-900.

Telefones: (21)- 38658135 Fax: (21) 38658145

Eu, Dra Lilian Rose Pratt Riccio e toda a equipe, responsaveis pelo projeto de

pesquisa intitulado “Estudo da resposta imunoldgica contra proteinas que sao
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candidatas a vacina contra a malaria”, estamos fazendo um convite para vocé
participar como voluntério deste nosso estudo. Esta pesquisa tem o objetivo de obter
um melhor conhecimento da malaria. A maldria € uma doenca transmitida por
mosquito e que causa momentos de febre alta e calafrios apds os quais a pessoa
fica cansada e sem forcas para trabalhar. Além de verificar se vocé tem esta
doenca, vai saber que parasitas causam esta doenca e quais 0s tipos de respostas
imunologica do organismo sao benéficas. A sua participacdo como voluntario sera
apenas para doar sangue.

Para a realizagdo do projeto serdo feito os seguintes exames, procedimentos
com o0s seguintes objetivos:

Exame de sangue — O exame de sangue para exclusao da infec¢cdo malérica sera
realizado apos a retirada do seu sangue que podera ser feita na veia do antebraco
ou no dedo, por um médico, farmacéutico ou bidlogo membro da equipe da
pesquisa. A coleta de sangue na veia do antebraco serd feita com a agulha
descartavel e tubo de coleta de sangue e sera tirada a quantidade de 20 ml de
sangue, podendo em algum outro momento da pesquisa ser solicitado para outra
nova coleta de sangue. O sangue coletado no dedo seré feito fazendo um furinho
no dedo médio com uma lanceta descartavel na méo escolhida para o exame. As
gotas de sangue serdo colocadas em uma lamina de vidro para ser examinada no
microscopio.

Os possiveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, sdo aqueles relacionados com a
retirada de sangue, como dor local e/ou hematoma (“rouxidao”) no local da puncéo)
com duracdo de 3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serdo tomados, como g
uso de seringa, agulha e gaze descartavel assim como alcool para assepsia local
entre outros.

Beneficios esperados: Os resultados desse estudo ndo o beneficiardo diretamente
mas poderao, no futuro, beneficiar outras pessoas. O estudo da resposta imune en
pacientes com maléaria tem apontado para um importante papel de algumas células ¢
fatores do organismo (imunoldgicos) na evolugcdo das doencgas. O conhecimentg
destas respostas podera ser importante para se tentar prever a evolu¢do da doenca
e com isto tentar evitar ou diminuir as formas graves e no futuro, ajudar no
desenvolvimento de novos tratamentos e mesmo de uma vacina. No entanto, mais
estudos s&@o necessarios para tentar esclarecer o seu papel na regulacdo dg
resposta imune levando a cura ou a protecao.

Apds o0 consentimento e sua assinatura do TCLE da pesquisa, vocé respondera 3

um questionario, que sera aplicado por um dos membros da equipe d¢g

investigadores, onde serdo anotados seus dados pessoais, observacdes clinicas €

dados epidemioldgicos. Os dados tomados neste questionario seréo utilizados Unicg

e exclusivamente no projeto em questdo. Suas informacgdes neste questionario serao
159

Rubrica do voluntario da pesquisa

Rubrica do pesquisador



sigilosas e vocé recebera um numero de registro para impossibilitar a sua
identificacdo. Esse questionario ficara sob a guarda do Laboratorio de Pesquisas em
Maléria do Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz/RJ. O acesso a qualquer informacéo do
questionério estard restrita a coordenadora do projeto.

Os dados e todas as informacdes dadas por vocé estdo submetidos as normas
éticas destinadas & pesquisa envolvendo seres humanos, do Comité de Etica em
Pesquisa — CEP/Fiocruz do Ministério da Saude. Os resultados do estudo poderéo
ser publicados sem revelar a sua identidade e o acesso e a andlise dos dados
coletados se fardo apenas pelos pesquisadores envolvidos no projeto. A sua
participacdo é inteiramente voluntaria e vocé é livre para recusar a participar, assim
como para desistir de participar deste estudo a qualquer momento, sem prejuizo
para seu acompanhamento ou sofrer quaisquer san¢des ou constrangimentos.

A sua participacdo serd sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter qualquer
despesa e com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa. Os
gastos necessarios para a participagdo na pesquisa serdo assumidos pelos
pesquisadores. Fica também garantido um pagamento em casos de danos,
comprovadamente decorrentes da participagdo na pesquisa. O material coletado
para realizacdo dos exames sera devidamente acondicionado em nitrogénio liquido
ou freezer -70°.C e ficard sob a guarda da coordenadora do projeto, no Laboratério
de Pesquisas em Maléaria — Fiocruz/RJ pelo periodo de cinco anos até que todos 0s
experimentos propostos no projeto sejam realizados e se necessario para repeticao
de testes para confirmacéo de dados.

Caso precise tirar maiores duvidas sobre o projeto, vocé podera ligar a qualquer
momento que achar necessario, inclusive com a possibilidade de ligar a cobrar para:
Dr. Marcelo Urbano (11) 30917746, em Cruzeiro do Sul (68) 99844921, Dr. Marcos
Lacerda em Manaus (92) 21273443 ou 21273498, Dr. Ricardo Machado em
Ananindeua (91) 32142382 ou 32142150, ou para a coordenadora do projeto Dra
Lilian Rose Pratt Riccio através do telefone (21) 3865-8115. Vocé podera ainda
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Oswaldo
Cruz/RJ pelo telefone (21) 3882-9011, mas apenas tirar duvidas sobre questfes
éticas relacionadas a essa pesquisa.

Eu,
aceito participar do estudo, consinto que os procedimentos de coleta acima descritos
sejam realizados em minha pessoa e autorizo o depdésito, armazenamento e
utilizacdo do material coletado para a realizagcdo deste estudo. Atesto que assinei
duas vias do termo de consentimento de igual teor e figuei com uma via.
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Data:

Assinatura do Pesquisador

Data:

Assinatura Testemunha

Data:

Assinatura do Voluntario

Em caso de analfabetismo ou
impossibilidade de assinar
inserir impressao digital
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