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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

AVALIAÇÃO DO POTENCIAL ANTIGÊNICO DA CANDIDATA A VACINA ANTIMALÁRICA 

GMZ2.6C E SEUS COMPONENTES, PROTEÍNA 3 DA SUPERFÍCIE DO MEROZOÍTO (MSP-3), 

PROTEÍNA RICA EM GLUTAMATO (GLURP) E ANTÍGENO DE PRÉ-FERTILIZAÇÃO 48/45 

(PFS48/45), EM POPULAÇÕES EXPOSTAS À MALÁRIA NA AMAZÔNIA BRASILEIRA 

 RESUMO 

 DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 Barbara de Oliveira Baptista 

A malária é causada por protozoários do gênero Plasmodium. Estima-se que ocorram 212 milhões de 
casos e 300 mil mortes decorrentes de malária anualmente, principalmente devido à infecção por P. 
falciparum.  Assim, uma vacina eficaz é possivelmente a arma potencial para reduzir de forma 
drástica essas estatísticas. Entretanto, embora mais de 30 antígenos tenham sido identificados como 
candidatos a vacina, até o momento nenhum deles gerou uma perspectiva sólida de que uma vacina 
possa estar disponível nos próximos anos. Torna-se assim fundamental a pesquisa de novos 
candidatos vacinais. A GMZ2.6c é uma proteína recombinante que contém fragmentos de 3 
antígenos candidatos a vacina contra P. falciparum, MSP-3, GLURP e Pfs48/45. Ensaios clínicos 
realizados na África mostraram que a GMZ2, contendo MSP-3 e GLURP, é bem tolerada, segura e 
imunogênica e que os anticorpos induzidos foram específicos e funcionais, capazes de controlar o 
crescimento in vitro do P. falciparum. Importa, entretanto, verificar se o mesmo potencial é 
apresentado pelas populações-alvo no Brasil, uma vez que os parasitos circulantes aqui são 
geneticamente distintos daqueles na África e também porque a constituição genética da população 
pode influenciar na resposta imune aos antígenos vacinais. No presente trabalho, nos propomos a 
avaliar a resposta imune humoral contra a GMZ2.6c e seus componentes (MSP-3, GLURP e 
Pfs48/45) em indivíduos residentes em áreas endêmicas de malária da Amazônia Brasileira. O estudo 
foi concentrado nas cidades de Cruzeiro do Sul (Acre), Mâncio Lima (Acre) e Guajará (Amazonas). 
Foram coletadas 124 amostras em Cruzeiro do Sul (grupo CZS), 88 em Mâncio Lima (grupo ML) e 87 
em Guajará (grupo GJ). Também, foram coletadas amostras de 53 indivíduos sem história de malária, 
que foram usadas como controles de área. Foi avaliada a resposta imune contra a proteína 
recombinante GMZ2.6c e os fragmentos individuais. Para mapeamento epitópico, foram utilizados 4 
peptídeos correspondentes a diferentes regiões da MSP-3, 13 da GLURP e 2 de Pfs48/45. A 
pesquisa de anticorpos IgG, IgM, IgE e IgA contra as proteínas recombinantes e o mapeamento de 
epítopos B da GMZ2.6c foram realizadas pela técnica de ELISA. A pesquisa de anticorpos IgG1, 
IgG2, IgG3 e IgG4 foi realizada em todas as amostras que apresentaram anticorpos IgG. Nossos 
dados mostraram que a maior parte dos indivíduos dos grupos CZS (84%), ML (74%) e GJ (72%) 
apresentavam anticorpos que reconheciam a GMZ2.6c e que esses anticorpos foram principalmente 
da classe IgG. Dentre os fragmentos da GMZ2.6c, a GLURP-R0 foi a mais amplamente reconhecida 
nos três grupos estudados e os anticorpos dirigidos a esta região foram, preferencialmente, da classe 
IgG. As subclasses de IgG que predominaram foram as citofílicas (IgG1 e IgG3), fato importante 
considerando que a aquisição de uma imunidade protetora está associada aos níveis de IgG1 e IgG3. 
O mapeamento epitópico da GMZ2.6c mostrou que os epítopos imunodominantes foram P11 e P3, 
derivados da GLURP-R0. Em conjunto, nossos dados mostraram que a proteína GMZ2.6c é  
amplamente reconhecida por anticorpos nas populações estudadas e que entre os componentes 
individuais da GMZ2.6c, a GLURP se revelou mais imunogênica durante a infecção natural. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

EVALUATION OF THE ANTIBODY RESPONSE AGAINST MALARIA VACCINE CANDIDATE 

GMZ2.6C AND ITS COMPONENTS, MEROZOITE SURFACE PROTEIN 3 (MSP-3), GLUTAMATE 

RICH PROTEIN (GLURP) AND PRE-FERTILIZATION ANTIGEN (PFS48/45), IN NATURALLY 

EXPOSED INDIVIDUALS LIVING IN THE BRAZILIAN AMAZON 

 ABSTRACT 

 DISSERTAÇÃO 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 GMZ2.6c 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), Mâncio Lima (Acre) and Guajará (Amazonas). A total 

of 124 samples were collected in Cruzeiro do Sul (CZS group), 88 in Mâncio Lima (ML group) and 87 

in Guajará (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 GMZ2.6c 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 GMZ2.6c and that these antibodies were mainly of the IgG class. Among the fragments of 

GMZ2.6c, GLURP-R0 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 

(IgG1 and IgG3), an important fact considering that the acquisition of a protective immunity against 

malaria is associated with IgG1 and IgG3 levels. The epitope mapping of GMZ2.6c showed that the 

immunodominant epitopes were P11 and P3 from GLURP-R0. Our data showed that the GMZ2.6c 

protein is widely recognized by antibodies in the studied populations and that among the individual 

components of GMZ2.6c, GLURP was more immunogenic during natural infection. 



XII 

 

SUMÁRIO 

 

1. INTRODUÇÃO ................................................................................................. 1 

1.1. A malária ................................................................................................ 1 

1.2. Ciclo biológico do Plasmodium spp. ....................................................... 4 

1.2.1. O ciclo no homem ........................................................................ 5 

1.2.2. O ciclo no mosquito. .................................................................... 6 

1.3. A busca por uma vacina antimalárica ..................................................... 9 

1.4. Papel dos anticorpos na infecção malárica .......................................... 19 

1.5. A proteína recombinante GMZ2.6c ...................................................... 22 

1.5.1. Proteína Rica em Glutamato (GLURP) ...................................... 22 

1.5.2. Proteína de Superfície de Merozoíto 3 (MSP-3) ........................ 24 

1.5.3. Antígeno de Pré-fertilização 48/45 (PFS48/45) ......................... 25 

2. JUSTIFICATIVA ............................................................................................. 27 

3. OBJETIVOS ................................................................................................... 29 

3.1. Objetivo geral ....................................................................................... 29 

3.2. Objetivos específicos ........................................................................... 29 

4. METODOLOGIA ............................................................................................ 30 

4.1. Descrição das áreas ............................................................................. 30 

4.2. Critérios de inclusão e exclusão dos voluntários .................................. 37 

4.3. Comitê de ética .................................................................................... 38 

4.4. Coleta de dados pessoais e epidemiológicos ...................................... 38 

4.5. Coleta de sangue ................................................................................. 38 

4.6. Diagnóstico .......................................................................................... 39 

4.6.1. Diagnóstico microscópico .......................................................... 39 

4.6.2. Diagnóstico molecular ............................................................... 40 

4.7. Proteínas recombinantes e peptídeos sintéticos .................................. 40 



XIII 

 

4.8. Avaliação da resposta imune humoral contra as proteínas 

recombinantes GMZ2.6c, GLURP-R0, MSP-3Ct e Pfs48/45-6c e mapeamento 

epitópico ......................................................................................................... 43 

4.9. Análise dos dados epidemiológicos e estatísticos ............................... 45 

4.9.1. Teste de Spearman ................................................................... 45 

4.9.2. Teste do Qui-quadrado .............................................................. 45 

4.9.3. Teste de Mann Whitney ............................................................. 46 

4.9.4. Teste de Wilcoxon ..................................................................... 46 

5. RESULTADOS ............................................................................................... 48 

5.1. Avaliação dos dados clínicos e epidemiológicos dos participantes do 

estudo ............................................................................................................. 48 

5.2. Frequência da resposta anticorpo para a GMZ2.6c e seus 

componentes, MSP-3, GLURP e Pfs48/45 ..................................................... 55 

5.3. Frequência da resposta anticorpo das classes IgG, IgM, IgA e IgE para 

a GMZ2.6c e seus componentes, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 ....................... 63 

5.4. Frequência de anticorpos das subclasses IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 

contra a GMZ2.6c e seus componentes, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 ............ 74 

5.5. Mapeamento de epítopos B da GMZ2.6c nos grupos CZS, ML e GJ .. 87 

5.6. Avaliação da resposta IgG contra a GMZ2.6c, seus componentes e os 

epítopos B nos grupos CZS, ML e GJ, antes (D0) e após o tratamento (D15)

 ....................................................................................................................... 93 

6. DISCUSSÃO ................................................................................................ 106 

7. CONCLUSÕES ............................................................................................ 118 

8. PERSPECTIVAS .......................................................................................... 119 

9. REFERÊNCIAS ............................................................................................ 120 

ANEXOS ................................................................................................................................... 137 

9.1.1. Anexo I – Parecer Comitê de ética .......................................... 138 

9.1.2. Anexo II – Termo de consentimento livre esclarecido (TCLE) - 

Malária .................................................................................................... 150 



XIV 

 

9.1.3. Anexo III – Termo de assentimento livre e esclarecido (TALE)

 ................................................................................................................ 153 

9.1.4. Anexo IV - Questionário ........................................................... 156 

9.1.5. Anexo V – Termo de consentimento livre e esclarecido - Controle

 ................................................................................................................ 158 

 



1 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. A malária 

 

A malária é uma doença parasitária de elevada prevalência e morbidade, 

causada por protozoários do gênero Plasmodium. Existem mais de 250 espécies de 

Plasmodium que parasitam mamíferos, 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 malária é transmitida através da picada 

do inseto vetor, a fêmea do mosquito do gênero Anopheles, sendo o An. darlingi a 

principal espécie transmissora da malária no Brasil (2–4). 

Apesar dos avanços no seu controle, a malária permanece como um dos 

principais problemas de saúde pública, estando presente em 91 países das regiões 

tropicais e subtropicais do mundo (Figura 1.1), pondo em risco cerca de 61% da 

população mundial. No ano de 2015 foram registrados 212 milhões de casos de 

malária no mundo e 429 mil mortes, a maioria de crianças menores de cinco anos de 

idade (5). Das 429 mil mortes, cerca de 92% ocorreram na África, 6% no sudeste da 

Ásia e 2% na Região leste do Mediterrâneo. As mortes por malária são, em sua 

grande maioria, de indivíduos que contraem a infecção por P. falciparum (99%), no 

entanto vem sendo descrito casos de malária grave e morte na infecção por P. vivax 

(6–9). 

Apesar da maioria dos casos ser registrado na África, as Américas contribuem 

com um elevado número de casos de malária. De todos os 35 países e territórios da 

Organização Pan-Americana de Saúde (OPAS/PAHO), 21 (Argentina, Belize, 

Bolívia, Brasil, Colômbia, Costa Rica, República Dominicana, Equador, El Salvador, 

Guiana Francesa, Guatemala, Guiana, Haiti, Honduras, México, Nicarágua, Panamá, 

Paraguai, Peru, Suriname e Venezuela) possuem áreas com risco de transmissão 

ativa de malária, sendo registrados 451.242 casos no ano de 2015 (10). Entre eles, 

o Brasil contribuiu com cerca de 24% dos casos de malária das Américas (5). 
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Figura 1.1: Distribuição global da malária, 2016. Fonte: Adaptado de WHO, 2016 



3 

 

 No Brasil, em 2015, foram notificados 143.647 casos de malária, sendo a 

grande maioria (99,6%) na Região Amazônica, área endêmica da doença, que inclui 

os estados do Acre, Amapá, Amazonas, Maranhão, Mato Grosso, Pará, Rondônia, 

Roraima e Tocantins (Figura 1.2). Nos outros estados, os casos registrados são 

quase todos importados da Região Amazônica ou de outros países onde ocorre a 

transmissão. De 2006 a 2016, foram registrados 1032 casos autóctones de malária 

no sul e sudeste do Brasil, em regiões cobertas pela Mata Atlântica (11). Cabe 

ressaltar que os casos de malária de Mata Atlântica no Rio de Janeiro ocorrem de 

forma endêmica, sendo notificados 15 casos autóctones nos quatro primeiros meses 

de 2017 (12). Apesar de serem poucos os casos autóctones, a doença não deve ser 

negligenciada, tendo em vista o risco de reintrodução intensificado pelo fluxo de 

migração em áreas suscetíveis, assim como o possível aumento da letalidade, 

devido ao diagnóstico tardio e manejo clínico inadequado (13). Apesar de o P. 

falciparum, principal causador dos casos graves e óbitos, ser proporcionalmente 

responsável por um número menor de casos (12%), a infecção por esta espécie é 

preocupante no Brasil, principalmente após a recente descrição de isolados com 

eficácia reduzida a derivados da artemisinina (ACT) no Suriname e Guiana Francesa 

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

 

 

 

1.2. Ciclo biológico do Plasmodium spp. 

 

O ciclo evolutivo do Plasmodium spp. (Figura 1.3) pode ser dividido em duas 

fases bem distintas: uma chamada de esquizogônica ou assexuada, ocorrendo no 

hospedeiro vertebrado, e outra chamada de esporogônica ou sexuada, que ocorre 

no hospedeiro invertebrado, a fêmea do mosquito do gênero Anopheles (15). 
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1.2.1. O ciclo no homem 

 

A infecção no homem se inicia quando as fêmeas do mosquito infectadas, 

durante seu repasto sanguíneo, inoculam na pele humana os esporozoítos 

acumulados em suas glândulas salivares (16). Na pele, esses esporozoítos se 

movem ativamente, até encontrar os vasos linfáticos ou sanguíneos (17) e passam a 

ser transportados, passivamente, para os linfonodos, onde a maioria dos parasitos 

são mortos pelas células fagocíticas, ou parênquima hepático (18). Ao chegar no 

fígado, as moléculas de adesão do parasito reconhecem moléculas sulfatadas da 

membrana dos hepatócitos, às quais aderem e permite a penetração do parasito na 

célula hepática (19,20). Essa invasão envolve a invaginação da membrana 

plasmática do hepatócito e a formação de um vacúolo parasitóforo que circunda o 

esporozoíto (21). Além desse mecanismo, os esporozoítos também podem penetrar 

pela ruptura da membrana do hepatócito, que logo após a entrada do esporozoíto é 

reparada pela célula (22); esse mecanismo mantém-se desconhecido, entretanto 

uma hipótese é a secreção de lípases, proteases ou proteínas formadoras de poros 

pelos esporozoítos, permitindo a perfuração da membrana plasmática (23). Ao 

penetrar no hepatócito dessa maneira, os esporozoítos entram em contato direto 

com o citoplasma, e rapidamente saem da célula hepática utilizando o mesmo 

mecanismo (21). Ocasionando assim, uma migração dos esporozoítos pelas células, 

até penetrar um hepatócito pela invaginação da membrana plasmática, formando um 

vacúolo parasitóforo onde se replicam e desenvolvem, dando origem aos 

esquizontes hepáticos (21,22,24). Essa fase do ciclo é chamada de pré-eritrocitica, 

na qual, ao seu término, as células hepáticas se rompem liberando os merossomas. 

Esses merosomas são levados para a corrente sanguínea, onde se rompem, 

liberando os merozoítos capazes de invadir eritrócitos (25,26). 

No ciclo do Plasmodium vivax e Plasmodium ovale nem todos esporozoítos 

que infectam hepatócitos entram em processo de esquizogonia. Ao invés disso, eles 

se desenvolvem em formas hepáticas latentes, chamadas hipnozoítos, permitindo as 

recaídas tardias (26). 

A invasão dos merozoítos nos eritrócitos dá início ao ciclo eritrocítico, fase na 

qual ocorrem os sintomas clínicos da doença (27). Para a penetração do merozoíto 
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é necessário, primeiramente, o reconhecimento dos eritrócitos, realizado pelas 

Proteínas de Superfície dos Merozoítas (MSP), que também tem papel na 

reorientação apical do merozoíto, promovendo a interação dos ligantes presentes na 

extremidade apical do parasito com receptores específicos na membrana dos 

eritrócitos (28). Após essa interação, o parasito redireciona sua extremidade apical 

em direção a membrana do eritrócito, formando uma junção entre as membranas 

das duas células, indispensável para o processo de invasão (29,30). Em seguida, 

inicia-se a formação de uma protuberância na membrana do eritrócito. Da mesma 

forma que o esporozoíto, o merozoíto é isolado em um vacúolo parasitóforo dentro 

do eritrócito (25,29). No interior do vacúolo parasitóforo, os merozoítos se 

diferenciam em trofozoítos jovens e maduros, que se multiplicam, dando origem a 

esquizontes repletos de merozoítos sanguíneos (15). Com o amadurecimento do 

esquizonte, ocorre a lise dos eritrócitos, liberando os merozoítos sanguíneos, que 

invadirão novos eritrócitos (31,32). Na fase eritrocítica, ocorre a sintomatologia 

característica da malária, como febre, calafrios e sudorese, que acontecem devido a 

liberação das toxinas do parasito durante a liberação dos merozoítos (27). Após 

alguns ciclos eritrocíticos, alguns merozoítos ao invadirem os eritrócitos, não se 

desenvolvem em esquizontes, mas se diferenciam em formas eritrocíticas sexuadas 

do parasito, os gametócitos femininos (macrogametócitos) e os gametócitos 

masculinos (microgametócitos), que, ao serem ingeridos por um mosquito durante 

um repasto sanguineo, dão inicio ao ciclo esporogônico (33).  

 

 

1.2.2. O ciclo no mosquito 

 

Ao realizar o repasto sanguíneo, as fêmeas do mosquito do gênero 

Anopheles podem ingerir gametócitos junto com os eritrócitos (34), além de outras 

formas do parasito. No intestino do mosquito, com os movimentos de contração e 

expansão, mudança de temperatura e pH (33), os eritrócitos se rompem e os 

gametócitos ficam livres no intestino do mosquito. O núcleo dos microgametócitos se 

divide em diversas partículas de cromatina, em forma de flagelo, e, sofre o processo 

de exflagelação, 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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fusão dos gametas masculinos e femininos ocorre a fertilização, formando um zigoto 

diploide (33). O zigoto se desenvolve em um oocineto móvel, que migra através do 

epitélio do intestino do mosquito, depositando-se sobre a membrana basal, onde 

secreta substâncias que formam um envoltório que o diferencia em oocisto 

(33,34,37). O oocisto se multiplica por esporogonia, gerando milhares de 

esporozoítos em seu interior (38). Após completar a maturação, o oocisto se rompe 

liberando na hemocele do mosquito os esporozítos, que atingem as glândulas 

salivares do inseto (33,37,38). Ao realizar um novo repasto sanguíneo, os 

esporozoítos serão inoculados na pele do hospedeiro vertebrado, dando 

continuidade ao ciclo. 
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Figura 1.3: Ciclo evolutivo do Plasmodium spp.. 1) A infecção no homem se inicia 

quando as fêmeas do mosquito Anopheles inoculam os esporozoítos ao fazer o repasto sanguíneo. 
Os esporozoítos migram para o fígado pela corrente sanguínea. 2) Ao chegar no fígado, os 
esporozoítos invadem os hepatócitos e se multiplicam por esquizogonia, dando origem aos 
esquizontes hepáticos, as células hepáticas se rompem liberando os merossomos. 3) Os 
merossomos se rompem na corrente sanguínea, liberando os merozoítos, que invadem os eritrócitos 
e se multiplicam por esquizogonia, dando origem a esquizontes sanguíneos repletos de merozoítos. 
Os eritrócitos se rompem liberando os merozoítos na corrente sanguínea, que invadirão novos 
eritrócitos. 4) Alguns merozoítos ao invadirem os eritrócitos, se diferenciam em gametócitos, que são 
ingeridos pelos Anopheles durante o repasto sanguíneo, dando início ao ciclo esporogônico. 5) No 
intestino do mosquito, macrogameta e microgameta se encontram, ocorrendo a fertilização, 
resultando na formação de um zigoto, que se desenvolve em um oocineto móvel. 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 esporozoítas 
que, ao final da maturação, são liberados na homolece dos mosquito e migram para as glândulas 
salivares. Ao realizar o resposto sanguíneo, os esporozoítos serão inoculados no hospedeiro 
vertebrado, dando continuidade ao ciclo. Fonte: Adaptado de Garcia-Basteiro et al., 2012. 
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1.3. A busca por uma vacina antimalárica 

 

Apesar das estratégias de controle da malária, fatores como a resistência dos 

parasitos aos antimaláricos, a falta de um diagnóstico rápido e a resistência do 

inseto vetor aos inseticidas dificultam o controle da doença. Uma vacina antimalárica 

eficaz seria uma estratégia com capacidade de causar um grande impacto no 

controle da doença e essencial para sua eliminação (39), pois diferentemente das 

outras abordagens, esta seria preventiva. Contudo, alguns obstáculos devem ser 

superados para o desenvolvimento de uma vacina contra a malária. 

As principais dificuldades para o desenvolvimento de uma vacina antimalárica 

são a complexidade do parasito, seu ciclo evolutivo e a limitada compreensão das 

interações com o hospedeiro (32). Durante seu ciclo evolutivo, os plasmódios 

passam por diferentes estágios de desenvolvimento, expressando uma variedade de 

antígenos característicos de cada fase, capazes de induzir respostas imunes 

distintas (40). Essa complexidade gera um aumento nos antígenos candidatos a 

compor uma vacina antimalárica capaz de induzir uma resposta imune protetora. 

Além disso, a recombinação genética, durante a reprodução sexuada no mosquito e 

os rearranjos no genoma do parasito nos estágios assexuados, resultam numa 

extensiva diversidade genética, sendo um fator importante para a evasão do parasito 

ao sistema imune dos hospedeiros (41). 

Apesar de todos os obstáculos existentes, alguns fatos mostram que o 

desenvolvimento de uma vacina antimalárica é possível. A malária não gera 

imunidade estéril e duradora (16), entretanto, indivíduos residentes em áreas 

endêmicas re-expostos cronicamente a infecção desenvolvem uma imunidade 

clínica, primeiramente contra as formas graves da doença e depois contra as 

manifestações clínicas, na qual a replicação do parasito é controlada (42–44). Além 

disso, a administração de imunoglobulinas de indivíduos imunes em indivíduos não 

imunes demonstrou que essa imunidade pode ser transferida, diminuindo a 

parasitemia e as manifestações clínicas (32). A imunização de camundongos (45), 

primatas não humanos (46) e humanos (47) com esporozoítos irradiados promoveu 

a proteção contra o desafio com esporozoítos não irradiados, evidenciando a 

possibilidade do desenvolvimento de uma vacina. 
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Considerando a complexidade do ciclo biológico desse parasito, seis alvos 

são considerados para o desenvolvimento de uma vacina antimalárica: esporozoítos, 

hepatócitos infectados, merozoítos livres, eritrócitos infectados, toxinas do parasito e 

formas sexuadas (16,42,48). 

As vacinas contra as formas pré-eritrociticas poderiam impedir a invasão dos 

hepatócitos pelos esporozoítos, ou, ocorrendo a penetração, destruindo os 

hepatócitos, evitando o desenvolvimento do parasito no seu interior, bloqueando a 

formação de merozoítos. Dessa maneira, uma vacina contra esse estágio poderia 

conferir proteção contra as formas hepáticas, prevenindo o desenvolvimento da 

doença, visto que os sintomas clínicos se manifestam somente durante a fase 

eritrocítica, além de bloquear a transmissão da malária, uma vez que não haveria a 

formação de gametócitos (16,31,44). 

As vacinas contra as formas eritrocíticas assexuadas  poderiam controlar e/ou 

prevenir a doença, reduzindo significantemente a carga parasitária e, 

consequentemente, os sintomas clínicos, tendo um grande impacto na morbidade e 

mortalidade em áreas endêmicas de malária. A vacina ideal contra as formas 

eritrocíticas assexuadas seria capaz de induzir a produção de anticorpos que 

promoveriam a opsonização e destruição dos merozoítas e eritrócitos infectados. 

Além disso, poderiam também, bloquear a adesão de eritrócitos parasitados às 

células endoteliais, que está associado ao desenvolvimento de malária grave 

(31,32). 

As vacinas contra toxinas são denominadas como vacinas antidoenças, visto 

que não agem sobre o desenvolvimento do parasito, somente nas manifestações 

clínicas. Uma vacina capaz de bloquear as toxinas poderia minimizar ou até mesmo 

evitar os sintomas da malária, e consequentemente, os casos mais graves da 

doença. 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 

ausência dos sintomas clínicos podem levar consequências graves ao individuo que 

contraia a infecção (49).  

As vacinas bloqueadoras de transmissão são aquelas contra as formas 

eritrocíticas sexuadas do parasito (50). Essa estratégia tem como alvo antígenos 
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expressos na superfície de gametócitos, zigotos ou oocinetos, e, não teria capacidade 

de induzir uma resposta imune protetora para o indivíduo vacinado, mas sim de 

impossibilitar o desenvolvimento do parasito no intestino do inseto vetor, bloqueando a 

fertilização e a passagem do oocineto pelo intestino médio do mosquito, podendo 

reduzir, ou até mesmo impedir, a produção de esporozoítos, diminuindo ou bloqueando 

a transmissão a outros indivíduos, principalmente em áreas de baixo nível de 

transmissão (44). As vacinas bloqueadoras de transmissão são chamadas de 

“altruísta” por não promover proteção ao individuo vacinado, e sim a comunidade, já 

que reduziria a transmissão no local (39). Assim como a vacina antitoxina, uma 

estratégia ideal para utilização das vacinas contra as formas eritrocíticas sexuadas 

seria em associação a uma vacina antiparasitária (31,32,42).  

As pesquisas para o desenvolvimento de uma vacina eficaz tem focado, 

principalmente, em determinar antígenos-alvo fundamentais para o desenvolvimento 

e sobrevivência do parasito. Até o momento, já foram identificados mais de 30 

antígenos candidatos a compor uma vacina antimalárica, provenientes de diferentes 

estágios do ciclo evolutivo do parasito (Tabela 1.1). 
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Tabela 1.1: Principais antígenos plasmodiais candidatos a vacina antimalárica.  

ALVOS ANTÍGENOS CANDIDATOS 

 

Esporozoíto 

Proteína Circumesporozoíta (CSP) 

Proteína adesiva relacionada com a trombospondina (TRAP) 

Antígeno de esporozoíto e do estágio hepático (SALSA) 

Proteína de esporozoíto rica em treonina e asparagina (STARP) 

Proteína de travessia celular de oocinetos e esporozoítos (CelTOS) 

 

Estágio pré-

eritrocítico 

CSP 

Antígenos do estágio hepático (LSA) -1, -2 e -3 

SALSA 

STARP 

 

 

 

Merozoíto 

Proteína de superfície do merozoíto (MSP) -1, -2, -3, -4 e -5 

Antígeno 175 de ligação à hemácia (EBA) -175 

Antígeno da membrana apical (AMA) -1 

Proteína associada à roptria (RAP) -1 e -2 

Antígeno de repetição acidobásico (ABRA) 

Proteína de ligação ao duffy (DBP) (P. vivax) 

 

 

Estágio 

eritrocítico 

Antígeno de superfície da hemácia fase de anel (RESA) 

Proteína rica em serina (P126/SERA/SERP/P105/P113/P140) 

Proteína de membrana da hemácia (EMP) -1, -2 e -3 

Proteína rica em glutamato (GLURP) 

Toxinas Glicosilfosfatidilinositol (GPI) 

Estágio 

sexuado 

Ps25, Ps28, Ps48/45, Ps230 

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 compreensão da descrição dos antígenos plasmodiais 

candidatos a vacina, cabe fazer uma breve detalhamento dos ensaios clínicos 

vacinais. Os ensaios clínicos vacinais avaliam a segurança e eficácia de uma 

candidata a vacina e, são divididos em quatro diferentes fases: I, II, III e IV (51). 

 Durante a Fase I a inocuidade e imunogenicidade da formulação são 

avaliadas, assim como o tipo de resposta imune induzida e as doses e intervalos a 

serem utilizados (51). Nessa fase, a formulação é administrada em poucos 

indivíduos residentes de áreas não endêmicas (Fase Ia) ou previamente expostos a 

malária residentes em áreas endêmicas (Fase Ib) (52). Se a formulação for segura, 

segue para os ensaios clínicos de Fase II, onde a eficácia da vacina contra a 

infecção ou doença é avaliada. A Fase II é dividida em Fase IIa e IIb. Na Fase IIa 

indivíduos residentes em áreas não endêmicas, sem exposição previa a malária, 

após imunização, são desafiados através da picada de mosquitos de laboratório 

carreando esporozoítos em suas glândulas salivares e sua eficácia é avaliada pela 

capacidade do individuo evitar ou retardar a infecção. Ao primeiro sinal de infecção, 

os voluntários são rapidamente tratados com antimaláricos. Na Fase IIb, um limitado 

número de indivíduos residentes em áreas endêmicas são expostos ao desafio 

natural após imunização e sua eficácia é avaliada pela capacidade dos indivíduos 

evitarem a infecção ou possuírem menos infecções, em um determinado período, 

em relação a um grupo controle não vacinado (52). As candidatas vacinais que 

obtiverem sucesso nessa fase seguem para os ensaios clínicos de Fase III. Durante 

a Fase III a eficácia é avaliada em larga escala. Nessa fase, uma determinada 

população de área endêmica é imunizada e a eficácia da vacina é avaliada pela 

porcentagem da redução na incidência (de doença ou infecção) em relação a uma 

população não vacinada vivendo sob as mesmas condições epidemiológicas (51). A 

eficácia de uma vacina pode variar em diferentes cenários epidemiológicos, assim 

se torna necessário a realização de ensaios clínicos em diferentes regiões, 

evidenciando a segurança e eficácia para licenciamento da vacina (52). A Fase IV 

envolve o monitoramento de segurança, eficácia e longevidade da proteção (51). 

Nessa fase, a vacina será administrada em populações maiores, provavelmente 

associada a outras vacinas, para possíveis interferências serem avaliadas de 

maneira apropriada. 
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A busca por vacinas antimaláricas foi impulsionada na década de 1960, 

quando descrito pela primeira vez, por Nussenzweig e colaboradores, que 

camundongos imunizados com esporozoítos atenuados por irradiação ficavam 

protegidos contra o desafio com esporozoítos não-irradiados (53). Posteriormente, o 

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

Apesar de estudos demonstrarem que esporozoítos irradiados são poderosos 

imunógenos, sua utilização na vacinação em massa era inviável até pouco tempo 

atrás (54), visto que para a realização de ensaios de ampla magnitude eram 

necessários que um grande número de esporozoítos fossem dissecados das 

glândulas salivares dos mosquitos, purificados, criopreservados e 

subsequentemente administrados por vias de vacinações aceitáveis. Com os 

avanços tecnológicos, a maioria dessas limitações já foram solucionadas (32), 

entretanto, a via de administração permanece sendo um problema, considerando 

que a proteção duradoura só foi observada utilizando a via intravenosa (40,54), e 

essa seria inadmissível para vacinas preventivas (44). Outras alternativas para a 

utilização de esporozoítos atenuados vem sendo desenvolvidas, como a atenuação 

genética e, o uso de esporozoítos atenuados em combinação com cloroquina (55). 

Ainda assim, a PfSPZ é uma candidata a vacina antimalárica em destaque, estando, 

atualmente, em ensaios clínicos de fase IIb. A PfSPZ consiste em esporozoítos 

atenuados por radiação. Ensaios clínicos demonstraram que a imunização com 

esporozoítos atenuados induziu altos níveis de proteção estéril (80%) em ensaio 

controlado de infecção com malária humana (CHMI) com parasitos homólogos (56–

59). Posteriormente foi demonstrado que quatro doses da PfSPZ conferiram 

aproximadamente 55% de proteção estéril, até 14 meses após a última imunização 

(60). Recentemente, foi observado que 64% dos indivíduos imunizados com três 

doses da PfSPZ permaneceram não parasitados após o ensaio de CHMI com 

parasitos homólogos. Esses voluntários foram submetidos novamente ao ensaio de 

CHMI com parasitos heterológos e 83% dos indivíduos permaneceram não 

parasitados 33 semanas após a última imunização, sendo detectado em todos os 

indivíduos respostas de células T e anticorpos específicos contra a PfSPZ (54) 

A concentração dos estudos na resposta protetora induzida pela utilização de 

esporozoítos atenuados levou a identificação da proteína circumesporozoíta (CSP) 

(42). A CSP é a principal proteína de superfície do esporozoíto, sendo expressa 
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também nos primeiros estágios no fígado (45), e se tornou o principal alvo para 

desenvolvimento de uma vacina pré-eritrocitica (31). Foram realizadas diversas 

construções baseadas na CSP com limitada eficácia, até que , na década de 1980, 

foi desenvolvida a RTS,S (55). 

A RTS,S, atualmente, é a única vacina que alcançou os ensaios clínicos de 

fase III. Essa consiste na região repetitiva central (constituída por repetições de 4 

aminoácidos – Asparagina-Alanina-Asparagina-Prolina, NANP –, epítopo 

imunodominante de célula B) e C-terminal (incluindo epítopos de célula T) da CSP 

fusionada a região N-terminal do antígeno de superfície do vírus da hepatite B 

(HBsAg) e uma porção HBsAg livre, expressos em Saccharomyces cerevisie (27). 

Durante os ensaios clínicos de fase II, a RTS,S demonstrou uma eficácia de, 

aproximadamente, 32% a 57% em adultos sem histórico de malária, e o mesmo foi 

observado em adultos africanos (61–64). Entretanto, na Gambia, essa proteção foi 

de curta duração (61). Ainda durante os ensaios clínicos de fase II, foi observada, 

em Moçambique, uma proteção de 32% e 38%, contra as manifestações clínicas e 

malária grave, respectivamente, em crianças (65). Nos ensaios clínicos de fase III, 

resultados semelhantes vem sendo demonstrados. Em recém-nascidos foi 

observado, aproximadamente, 27% de proteção contra as manifestações clínicas, 

durante 20 meses, sendo reduzida para 18% em 4 anos. Em grupos de crianças de 

5 a 17 meses, foi observada uma proteção de até 45% em 20 meses, decaindo para 

28% em 4 anos. Entretanto, casos inexplicáveis de meningite foram observados 

(55,66,67). É importante enfatizar que a proteção conferida pela RTS,S tem sido 

associada a altos níveis de anticorpos IgG específicos e células T CD4+ contra a 

CSP. 

Outra vacina pré-eritrocitica em destaque é a ChAd63/MVA ME-TRAP, 

atualmente em ensaios clínicos de fase IIb. A ChaD63/MVA ME-TRAP consiste em 

múltiplos epítopos de diversos antígenos pré-eritrociticos fusionados ao alelo T9/96 

da TRAP, codificada nos vetores Adenovírus simiano sorotipo 63 (ChAd63) e vírus 

vaccínia Ankara modificado (MVA) (40). Essa vacina se mostrou segura e 

imunogênica, capaz de induzir resposta de células T CD4+ e T CD8+ em indivíduos 

sem histórico de malária (68) e previamente expostos no Quênia e Gâmbia (69–71), 

além de crianças e recém-nascidos em Gâmbia e Burquina (72). No Quênia, foi 
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observada uma eficácia de 67% contra a infecção malárica, entretanto essa 

proteção foi parcial (71). 

A MSP3-LSP é uma candidata a vacina antimalárica eritrocítica e, atualmente, 

está em ensaios clínicos de Fase IIb. A MSP3-LSP é derivada da região C-terminal 

da Proteína-3 de Superficie do Merozoíto. Essa candidata vacinal demonstrou ser 

segura e imunogênica em indivíduos sem histórico de malária (73), adultos semi-

imunes e crianças residentes em áreas endêmicas (74–76). Ensaios clínicos 

revelaram que a MSP3-LSP induziu altos níveis de anticorpos citofílicos (IgG1 e 

IgG3) (75,76), capazes de inibir o crescimento do parasito in vitro e in vivo (77). 

A GMZ2 é uma proteína recombinante expressa em Lactococcus lactis, 

contendo os fragmentos conservados da região C-terminal da MSP-3 e N-terminal 

(R0) da GLURP (78). Ensaios clínicos tem demonstrado que a GMZ2 é bem 

tolerada, segura e imunogênica e que os elevados títulos de anticorpos IgG 

citofílicos induzidos após imunização são específicos e funcionais, capazes de 

controlar o crescimento in vitro de P. falciparum em presença de monócitos (79–83). 

Além disso, foram demonstrados alta prevalência e títulos de anticorpos 

naturalmente adquiridos contra a GMZ2 e seus componentes em indivíduos 

residentes em área de alta endemicidade de malária na África (80,82,84). Acredita-

se que a GMZ2 possui um efeito sinérgico, visto que foram observados maiores 

títulos de anticorpos contra ela quando comparado aos seus fragmentos individuais 

(84). Ensaios clínicos tem demonstrado a baixa eficácia de GMZ2, entretanto, pode 

ter um grande impacto no combate a malária, principalmente se combinada a uma 

candidata bloqueadora de transmissão (78). 

Muitos antígenos plasmodiais identificados já foram testados em ensaios pré-

clínicos e clínicos, até de fase III (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 sólida de que uma vacina possa estar disponível nos próximos 

anos (31,39,45,94). 
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Tabela 1.2: Principais ensaios clínicos com candidatas a vacina antimalárica. 

CANDIDATO FASE ATUAL FORMULAÇÃO RESULTADOS REFERÊNCIAS 

RTS,S Fase III Regiões repetitivas e C-terminal da 

CSP fusionada com o antígeno de 

superfície do vírus da hepatite B 

(HBsAg) 

Aproximadamente 30% a 50% de eficácia. 

49% de redução de casos graves. 

(31,55,67) 

 

ChAd63/MVA 

ME-TRAP 

Fase IIb Multiplos epítopos fusionados a 

proteína TRAP codificada nos vetores 

Adenovírus simiano sorotipo 63 

(ChAd63) (prime) e vírus vaccínia 

Ankara modificado (MVA) (boost) 

Segura e imunogênica, induzindo altos 

níveis de resposta de células T. 

21% de proteção estéril.  

67% de eficácia contra a infecção. 

(67,71,72) 

PfSPZ Fase IIb Esporozoítos atenuados por radiação. >80% proteção estéril contra o ensaio 

controlado de infecção humana e de curta 

duração. 

(56–59) 

PfCelTOS 

FMP012 

Fase Ia CelTOS expressa em E.coli Proteção estéril e, de espécies cruzadas, 

induzindo potentes respostas celular e 

humoral, em camundongos. 

(86,92) 

CSVAC Fase Ia CSP codificada nos vetores ChAd63 

(prime) e MVA (boost) 

Segura e imunogênica, induzindo altos 

níveis de resposta de células T. 

Resposta IgG modesta, porém persistente. 

(89) 
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Tabela 1.2: (Continuação) Principais ensaios clínicos com candidatas a vacina antimalárica. 
 

CANDIDATO FASE ATUAL FORMULAÇÃO RESULTADOS REFERÊNCIAS 

GMZ2 
Fase Ib/IIb Proteína recombinante contendo 

os fragmentos N-terminal da 

GLURP e C-terminal da MSP-3 

expressa em Lactococcus lactis 

Segura, imunogênica e bem tolerada em 

adultos e crianças africanas. 

Induziu a produção de anticorpos IgG 

específicos e funcionais.  

(80,81,83) 

MSP3-LSP 
Fase IIb Peptídeo sintético longo da MSP-3 

e adjuvante alum. 

Bem tolerada, segura e imunogênica. 

Altos níveis de anticorpos IgG citofílicos 

funcionais. 

(75,76,85) 

SE36 
Fase Ib Domínio N-terminal do Antígeno 

repetitivo de serina (SERA5) 

expresso em E. coli e adjuvante 

alum 

Bem tolerada e segura. 

Imunogênica em chimpanzés, com títulos 

de anticorpos IgG por mais de um ano. 

(87,88) 

ChAd63/MVA 

Pfs25-

IMX313 

Fase Ia Pfs25 fusionada a IMX313 

codificada nos vetores ChAd63 

(prime) e MVA (boost) 

Produção de anticorpos IgG específicos 

funcionais em camundongos, com forte 

atividade bloqueadora de transmissão.  

(91) 
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1.4. Papel dos anticorpos na infecção malárica 

 

Indivíduos residentes em áreas de alta endemicidade de malária 

desenvolvem uma imunidade clínica, primeiro contra os casos graves e depois 

contra a doença (16,39,43,44). Esse tipo de imunidade clínica foi chamado de 

premunição (95). A premunição requer anos de exposição contínua para ser 

desenvolvida e não é estéril (44). Além disso, é de curta duração, se um indivíduo 

semi-imune sai da área endêmica essa imunidade protetora é perdida (16,43). 

A imunidade protetora adquirida contra a malária está associada tanto a 

resposta imune humoral, quanto celular. Acredita-se que a resposta imune celular é 

essencial para controlar a infecção pré-eritrocitica, enquanto os anticorpos são 

primordiais para conter o estágio eritrocítico da doença (16). Anticorpos possuem 

diversas funções (Figura 1.4) e podem agir sozinhos bloqueando processos 

importantes para o parasito e/ou em cooperação com células do sistema 

imunológico do hospedeiro (96). Durante a fase pré-eritrocítica, os anticorpos podem 

agir sobre os esporozoítos reduzindo sua travessia pela pele, sua invasão aos 

hepatócitos e, opsonizando-os para promover a fagocitose (96), entretando, existem 

mais evidencias de suas funções no decorrer da fase eritrocítica. 

Durante o estágio sanguíneo da infecção os anticorpos podem atuar: 

I. Inibindo a invasão do eritrócito, o crescimento intra-eritrocítico do 

parasito ou a ruptura do esquizonte. Anticorpos podem bloquear 

proteínas fundamentais no processo de invasão, impedindo a invasão 

do merozoíta no eritrócito (97) ou conter o desenvolvimento do 

parasito e, consequentemente, a liberação dos merozoítos na 

corrente sanguínea (96,98); 

 

II. Opsonizando merozoítos e eritrócitos infectados para fagocitose. 

Anticorpos podem se ligar a antígenos de superfície de merozoítos e 

eritrócitos infectados, facilitando seu reconhecimento pelas células 

fagocíticas, levando a morte e remoção dos parasitos e células 

parasitadas  (96,99,100); 
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III. Através do mecanismo de inibição do crescimento dependente de 

anticorpo (ADCI). Anticorpos citofílicos (IgG1 e IgG3) se ligam a 

antígenos de superfície de merozoítos e interagem com os receptores 

Fc de monócitos, ativando-os. Após a ativação, os monócitos liberam 

fatores solúveis, com efeito parasitostático, que impede o 

desenvolvimento do parasito (96); 

 

IV. Através do mecanismo de explosão respiratória dependente de 

anticorpos (ADRB). Merozoítos opsonisados podem interagir com 

neutrófilos, in vitro. Após sua ativação, os neutrófilos passam a 

produzir espécies reativas de oxigênio, altamente toxicas para os 

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

 

V. Através da ativação do sistema complemento. Anticorpos específicos  

podem se ligar a superfície dos merozoítos e à primeira molécula da 

via clássica do complemento, C1q. Esse complexo merozoíta-

anticorpo-C1q ativa a cascata do sistema complemento acarretando 

na lise do merozoíta (102); 

 

VI. Inibindo a adesão de hemácias parasitadas ao endotélio vascular e a 

formação de rosetas. Anticorpos contra antígenos específicos de 

superfície de eritrócitos infectados podem bloquear o sequestro de 

eritrócitos infectados no endotélio vascular. Além disso, podem 

impedir a ligação dos eritrócitos infectados e não infectados, fato 

importante, considerando que a adesão e formação de rosetas está 

associada aos casos de malária grave (96); 

 

VII. Inibindo a ruptura de esquizontes. Anticorpos específicos contra 

antígenos de superfície de eritrócitos infectados por esquizontes 

podem inibir sua ruptura e, consequentemente, a liberação de 

merozoítos, podendo reduzir a parasitemia (103); 

 

VIII. Neutralizando toxinas. Anticorpos podem neutralizar moléculas pró-

inflamatórias liberadas pelo parasito após a ruptura dos esquizontes, 
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como Glicosilfosfatidilinositol (GPI), diminuindo as manifestações 

clínicas da doença (32); 

 

 

Figura 1.4: Representação esquemática de mecanismos mediados por 
anticorpos na imunidade contra as formas eritrocíticas do P. falciparum. 
Anticorpos contra merozoítos podem: (i) prevenir a invasão de eritrócitos; (ii) ativar sistema 
complemento; (iii) opsonizar merozoítas e (iv) estimular monócitos e macrófagos para liberar 
moléculas parasitostáticas, matando parasitos intra-eritrocíticos. Anticorpos contra eritrócitos 
infectados podem: (i) inibir a citoaderência, (ii) impedir a formação de rosetas, (iii) opsonizar eritrócitos 
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 proteína recombinante GMZ2.6c 

 

A candidata a vacina antimalárica GMZ2.6c (Figura 1.5) é uma proteína 

recombinante expressa em L. lactis. Assim como a GMZ2, contém os fragmentos 

conservados da região C-terminal da MSP-3 e N-terminal (R0) da GLURP, além do 

fragmento C-terminal (6c) do Antígeno de Pré-fertilização 48/45 (Pfs48/45) de P. 

falciparum, sendo uma candidata a vacina multiestágio. 

Esses antígenos foram selecionados como candidatos vacinais a partir de um 

racional que utilizou vários parâmetros. A maioria dos critérios correspondeu aos 

comumente utilizados para antígenos candidatos vacinais, como a imunogenicidade 

em condições naturais de exposição, a correlação dos títulos de anticorpos 

específicos com os diversos graus de proteção clínica de indivíduos vivendo em 

área endêmica e o papel funcional de anticorpos específicos de inibir o crescimento 

in vitro de P. falciparum (104–116).  

Estudos preliminares realizados em camundongos mostraram que a 

imunização com a GMZ2.6c foi capaz de induzir altos títulos de anticorpos 

específicos e células T CD4+ produtoras de Interferon gama (IFN-γ) e Fator de 

necrose tumoral (TNF) (117).  

 

 

Figura 1.5: Representação esquemática da proteína recombinante GMZ2.6c de 
P. falciparum, indicando a região N-terminal da GLURP, a região C-terminal da 
MSP-3 e o fragmento 6c da Pfs48/45. Em laranja estão identificados os 
resíduos Arginina-Serina (RS) e em marrom a etiqueta de poli-histidina. Fonte: 

Elaborado pela autora. 
 
 

 
 

1.5.1. Proteína Rica em Glutamato (GLURP) 

 

A Proteína Rica em Glutamato (GLURP) é expressa em todos os estágios do 

P. falciparum no hospedeiro vertebrado, estando presente no vacúolo parasitóforo 

dos esquizontes hepáticos e sanguíneos, na superfície dos merozoítos (118), e no 

 

GLURP-R0 MSP-3 C-term Pfs48/45-6c   
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citoplasma de eritrócitos parasitados com gametócitos (119), sendo liberada com a 

ruptura dos esquizontes (118). 

A GLURP possui uma sequência N-terminal não repetitiva (R0), e duas 

sequências repetitivas central (R1) e C-terminal (R2) (Figura 1.6) (118,120). A região 

R0 é altamente conservada em isolados de diferentes regiões geográficas (121), 

enquanto a R2 possui um elevado grau de polimorfismo, associado ao número de 

repetições das sequências repetitivas, sendo observado até 20 alelos em áreas de 

alta endemicidade (122–126). 

 

Figura 1.6: Representação esquemática da Proteína GLURP de P. falciparum, 

mostrando as regiões N-terminal (R0), central (R1) e C-terminal (R2). Fonte: 

Theisen et al., 2017. 

 

 

 Em trabalhos realizados em áreas de alta endemicidade na Àfrica, foi 

observado que indivíduos clínicamente imunes possuiam altos títulos de anticorpos 

naturalmente adquiridos contra a GLURP (110,127,128), capazes de controlar a 

carga parasitária e, consequêntemente, a doença (129,130). Além disso, em teste 

clínico de fase I com a GLURP85-213, a imunização induziu anticorpos específicos 

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

A resposta imune contra a GLURP é predominantemente citofílica (IgG1 e 

IgG3) (109,131–134), anticorpos citofilícos podem agir em cooperação com os 

monócitos através do mecanismo de inibição do parasito dependente de anticorpos 

(ADCI). Estudos tem demonstrado que a região imunodominante da GLURP é a R2 

(127,135), e, anticorpos anti-R0 são mais eficazes no mecanismo de ADCI (108).  
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Estudos realizados em indivíduos residentes em áreas endêmicas da 

Amazônia Brasileira mostraram uma prevalência de 67% e 79% de anticorpos contra 

as regiões R0 e R2, respectivamente (111), e que os anticorpos contra a região R0 

foram capazes de inibir o crescimento do P. falciparum in vitro (115). 

 

 

1.5.2. Proteína 3 de Superfície de Merozoíto (MSP-3) 

 

A Proteína 3 de Superfície de Merozoíto (MSP-3) de P. falciparum é 

sintetizada durante o estágio de esquizonte como um precursor de peso molecular 

variável e liberada no vacúolo parasitóforo, onde sofre processamento proteolítico. 

Alguns fragmentos estão associados a superfície dos merozoítos, porém a maioria é 

liberada na circulação sanguínea e no sobrenadante de cultura in vitro com o 

rompimento do esquizonte (136). 

A MSP-3 possui uma região N-terminal composta de três blocos de quatro 

repetições de um heptapeptídeo, separados por regiões não repetitivas e, uma 

região C-terminal rica em resíduos de ácido glutâmico, seguido por outro motivo de 

repetição hepta “heptad repeats” semelhante ao encontrado nos zíperes de leucina 

(Figura 1.7) (136). Estudos tem demonstrado que a MSP-3 possui um limitado 

número de polimorfismo em isolados de diferentes regiões geográficas, sendo sua 

maioria na região N-terminal, entretanto, a estrutura geral é conservada (137–140).  

 

Figura 1.7: Representação esquemática da proteína MSP-3 de P. falciparum, 
mostrando a região C-terminal e os peptídeos LR55 e MSP3b, utilizados nos 
ensaios imunológicos. Fonte: Theisen et al., 2017. 
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Foi observado que indivíuos residentes em áreas endêmicas de malária, 

possuiam anticorpos contra a MSP-3, e que indivíduos que possuiam uma 

imunidade clínica tinham uma predominância de anticorpos citofílicos, enquanto 

aqueles não imunes apresentavam prevalência de anticorpos IgG2 e IgM (106), 

sugerindo que esses anticorpos poderiam estar competindo pelo antígeno, 

impedindo o mecanismo de ADCI mediado pelos anticorpos IgG1 e IgG3. Cabe 

ressaltar que, anticorpos de indivíduos clínicamente imunes foram capazes de 

interagir com monócitos, através do mecanismo de ADCI e inibir o crescimento do P. 

falciparum in vitro (141). Além disso, em teste clínico de fase I com a MSP-3, a 

imunização indiziu altos níveis de anticorpos específicos capazes de inibir o 

crescimento in vitro do parasito, assim como os anticorpos naturalmente adquiridos 

(73). 

 

 

1.5.3. Antígeno de Pré-fertilização 48/45 (Pfs48/45) 

 

O Antígeno Pré-fertilização 48/45 (Pfs48/45) é expresso na superfície dos 

gametócitos presentes na circulação sanguínea. Durante o repasto sanguíneo, o 

Anopheles pode ingerir eritrócitos parasitados com gametócitos. No intestino do 

mosquito esses eritrócitos se rompem, expondo o Pfs48/45 (117). O Pfs48/45 possui 

um papel fundamental na fertilização do macrogametócito pelo microgametócito, um 

aspecto importante no sucesso da reprodução sexuada do parasito (142,143), 

sendo, portanto, considerada uma candidata a vacina bloqueadora de transmissão 

(144–146). 

O Pfs48/45 é uma proteína rica em cisteína, que possui uma região C-

terminal (Epítopo I), uma região central (contendo os epitopos IIb e III) e uma região 

N-terminal (Epítopo V) (Figura 1.8) (147). Proteínas provenientes de estágios 

sexuados sofrem uma menor pressão do sistema imune, consequentemente, 

possuem um menor número de polimorfismos. Estudos demonstraram que os 

epítopos I, IIb e III são altamente conservados em diferentes isolados, enquanto um 

limitado número de polimorfismo é observado nos epítopos IIa e IIc (107). 
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Figura 1.8: Representação esquemática da proteína Pfs48/45 de P. falciparum 
mostrando os domínios 1 (contendo o epitopo V), 2 (contendo os epitopos IIb e 
III) e 3 (contendo o epitopo I); as barras representam a localização dos 
residuos de cisteína. ep.: epítopo. Fonte: Theisen et al., 2017. 

 

 Apesar do limitado conhecimento sobre a indução ou longevidade da resposta 

imune contra o Pfs48/45 (143), estudos tem mostrado que indivíduos residentes em 

áreas endêmicas possuem anticorpos naturalmente adquiridos contra o Pfs48/45, e 

esses anticorpos apresentam atividade de redução de transmissão (TRA) 

(114,143,147,148). Além disso, a imunização de camundongos e primatas não 

humanos com o Pfs48/45 induziu altos títulos de anticorpos capazes de bloquear a 

transmissão em até 93% (144,145). Esses dados justificam o Pfs48/45 como um 

potente candidato a vacina bloqueadora de transmissão e, sua fusão a proteína 

recombinante GMZ2. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Estima-se que ocorram cerca de 210 milhões de novos casos e mais de 300 

mil mortes todos os anos no mundo devido a malária, a maioria de crianças 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 índice de 

desenvolvimento humano das populações afetadas. Uma vacina eficaz é, 

possivelmente, a arma mais potente para reduzir de forma drástica essas 

estatísticas inaceitáveis. 

A GMZ2 é uma candidata a vacina antimalárica que está sendo utilizada em 

ensaios vacinais de fase II. Ensaios clínicos mostraram que a GMZ2 é bem tolerada, 

segura e imunogênica e que os anticorpos induzidos após imunização foram 

específicos e funcionais, capazes de controlar o crescimento in vitro do P. 

falciparum em presença de monócitos. Além disso, foram demonstrados alta 

prevalência e títulos de anticorpos naturalmente adquiridos contra a GMZ2 em 

indivíduos residentes em área de alta endemicidade de malária na África. É 

importante, entretanto, verificar se o mesmo potencial é apresentado pelas 

populações-alvo no Brasil, uma vez que os parasitos circulantes aqui são 

geneticamente distintos daqueles na África e também porque a constituição genética 

da população pode influenciar na resposta imune aos antígenos 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 crianças com malária, que mostraram 

acentuado efeito no tratamento com anticorpos, tanto na diminuição da parasitemia 

quanto na melhora dos sintomas clínicos. Nosso Laboratório tem avaliado o perfil da 

resposta imune contra antígenos de P. falciparum em populações da Amazônia 

brasileira visando identificar o potencial antigênico e imunogênico de moléculas que 

possam fornecer informações que contribuam para o delineamento de estratégias 

vacinais. Até o momento, não há nenhum estudo sobre a antigenicidade ou 

imunogenicidade da GMZ2.6c em humanos. Assim, nos propomos a avaliar o perfil 

da resposta anticorpo contra a candidata a vacina antimalárica GMZ2.6c e seus 

componentes, GLURP-R0, MSP-3 e Pfs48/45-6C, em indivíduos residentes em 
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áreas endêmicas brasileiras de malária, visto que a eficácia de uma vacina pode 

variar em diferentes cenários epidemiológicos. 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo geral: 

 

Avaliar o potencial antigênico da candidata a vacina antimalárica GMZ2.6c e 

seus componentes (MSP-3, GLURP e Pfs48/45) em indivíduos cronicamente 

expostos à malária residentes em áreas endêmicas da Amazônia brasileira com 

diferentes níveis de transmissão. 

 

3.2. Objetivos específicos: 

 

 Avaliar o perfil de anticorpos (IgG e subclasses, IgM, IgE e IgA) de indivíduos  

naturalmente expostos à infecção malárica residentes em áreas endêmicas 

da Amazônia brasileira, que reconhecem a proteína recombinante GMZ2.6c. 

 

 Avaliar o perfil da resposta imune humoral (IgG e subclasses, IgM, IgE e IgA) 

contra os componentes da proteína recombinante GMZ2.6c (MSP-3, GLURP 

e Pfs48/45) em indivíduos naturalmente expostos à infecção malárica 

residentes em áreas endêmicas da Amazônia brasileira.  

 

 Identificar e validar os epítopos B imunodominantes das proteínas MSP-3, 

GLURP e Pfs48/45 nas populações estudadas. 

 

 Avaliar a relevância dos componentes da proteína recombinante GMZ2.6c 

(MSP-3, GLURP e Pfs48/45) no processo de aquisição de uma imunidade 

antiparasitária pela análise do perfil da resposta imune humoral e pelos dados 

pessoais, clínicos e epidemiológicos. 

 
 

 

 

 



30 

 

4. METODOLOGIA 

 

4.1. Descrição das áreas 

 

O estudo foi concentrado nas cidades de Mâncio Lima (07º36’49’’S e 

72º53’47’’W) e Cruzeiro do Sul (07º37’50’’S e 72º40’13’’W), no estado do Acre e 

Guajará (02º58’18’’S e 57º40’38’W) no estado do Amazonas (Figura 4.1). O estado 

do Acre está localizado no sudoeste da Amazônia brasileira, ocupa uma área de 

164.221,36 km², correspondendo a 4% da Região Amazônica brasileira e a 1,9% do 

território nacional. O Amazonas ocupa uma área de 1.570.745.680 km², 

correspondendo aproximadamente a 30% da Região Amazônica brasileira e 

representando 18,5% do território nacional.  

As cidades de Mâncio Lima, Cruzeiro do Sul e Guajará estão categorizadas 

entre as 10 que concentram 70% da malária causada pelo P. falciparum no país (4a, 

1a e 9a, respectivamente) e serão alvos prioritários de ações do Ministério da Saúde 

(MS) que priorizam a eliminação do P. falciparum do Brasil. Elas registraram em 

2014, respectivamente, 1432, 5447 e 674 casos de malária, com um Índice 

Parasitário Anual (IPA) de P. falciparum de 85.3, 67.3 e 43.3 / 1000 habitantes em 

Mâncio Lima, Cruzeiro do Sul e Guajará, respectivamente (Figura 4.2). Para 

referência, áreas com IPA ≥ 50 são consideradas de alto risco de transmissão. 
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Figura 4.1: Mapa dos Estados do Amazonas e Acre, Brasil. Em destaque, as áreas estudadas Mâncio Lima (AC), Cruzeiro do 
Sul (AC) e Guajará (AM). Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 4.2: Número de casos e Índice Parasitário Anual (IPA) das 10 cidades 
com maior incidência de malária por Plasmodium falciparum no Brasil. Fonte: 

SVS, 2016. 
 
 

O trabalho de campo foi realizado com o apoio da Coordenação de 

Endemias de Cruzeiro do Sul, de Mâncio Lima e de Guajará no período de junho a 

agosto de 2016. Em Mâncio Lima (Figura 4.3), indivíduos que procuravam 

assistência 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 colaboração com a equipe de agentes de saúde da Unidade de 

Saúde da Família Sofia de Almeida Barreto (Figura 4.5). Em Cruzeiro do Sul (Figura 

4.6) foram realizadas busca ativa - em colaboração com os Agentes de Saúde – e 

passiva dos pacientes que procuravam assistência na Unidade de Saúde Gilmar 

Cândido da Silva, localizado em Lagoinha (Figura 4.7). Em Guajará (4.8), a busca foi 

exclusivamente ativa, também com o apoio dos Agentes de Saúde do local (Figura 

4.9).  
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Figura 4.3: Fotos de Mâncio Lima (AC). Fonte: Arquivo pessoal. 
 
 

 
 
 
 
 

Figura 4.4: Hospital Dr. Abel Pinheiro Maciel Filho, localizado em Mâncio Lima 
(AC). Fonte: Arquivo pessoal. 
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Figura 4.5: Unidade de Saúde da Família Sofia de Almeida Barreto, localizado 
em Mâncio Lima (AC). Fonte: Arquivo pessoal. 

 
 

 
 

 

Figura 4.6: Fotos de Cruzeiro do Sul (AC). Fonte: Arquivo pessoal. 
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Figura 4.7: Unidade de Saúde Gilmar Cândido da Silva, localizado em Lagoinha 
(Cruzeiro do Sul/AC). Fonte: Arquivo pessoal. 

 
 
 
 

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

 

O processamento das amostras foi realizado utilizando a infraestrutura do 

Laboratório 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 de inclusão e exclusão dos voluntários: 

 

Critério de inclusão: 

Todos os indivíduos residentes nas localidades acima descritas que aceitaram 

participar de nosso estudo, independente de apresentarem ou não sintomas de 

malária. 

Critério de exclusão: 

Foram excluídos de nosso estudo populações indígenas, grupos religiosos, 

militares, presidiários, doentes mentais, parturientes e gestantes, além de crianças 

abaixo de 12 anos de idade. 
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4.3. Comitê de ética 

 

Esse projeto e seu termo de consentimento foram aprovados pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da Fundação Oswaldo Cruz (CEP-FIOCRUZ CAAE 

46084015.1.0000.5248) (Anexo I). 

 

4.4. Coleta de dados pessoais e epidemiológicos 

 

As coletas foram realizadas por meio de visitas domiciliares (busca ativa) ou 

por busca passiva. Durante as visitas, os indivíduos foram informados sobre as 

formas de transmissão da malária e medidas profiláticas. O projeto foi explicado ao 

indivíduo, ressaltando que a sua participação era de livre e de espontânea vontade 

sem prejuízo para seu atendimento ou tratamento. Os indivíduos que aceitaram 

participar do estudo leram e foram informados do conteúdo do termo de 

consentimento. Após consentimento dos indivíduos, foi obtida uma autorização por 

escrito de todos os voluntários (Anexo II) ou de seus responsáveis, caso menor de 

idade (Anexo III). Após a assinatura, todos os voluntários participaram de uma 

entrevista com o objetivo de preencher um questionário de investigação para a 

coleta de dados pessoais e epidemiológicos (Anexo IV). 

 

4.5. Coleta de sangue 

 

Após a coleta dos dados pessoais e epidemiológicos e da obtenção 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 início do tratamento 

(D0) e após o término do tratamento (D15), em caso de indivíduos com diagnóstico 

positivo de malária 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 solução criopreservadora glicerolyte 
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(0.9% NaCl, 4.2% sorbitol, 20% glicerol, Sigma) e, então, estocadas a -70C até o 

momento do uso. 

No total, foram coletadas 352 amostras: 124 amostras de Cruzeiro do Sul, 

88 amostras de Mâncio Lima, e 87 amostras de Guajará. Também foram coletadas 

53 amostras de indivíduos que residem nas áreas estudadas sem histórico de 

malária (controles de área) (Anexo V). Entre as 299 amostras de Cruzeiro do Sul, 

Mâncio Lima e Guajará, 20 possuíam o diagnóstico positivo para P. falciparum e 

tiveram o sangue coletado após o tratamento. 

 

4.6. Diagnóstico 

 

4.6.1. Diagnóstico microscópico 

 

Por ocasião da coleta de sangue foram confeccionadas lâminas de distensão 

sanguínea e gota espessa, coradas pelo Giemsa (Merck) para identificação e 

quantificação de parasitos circulantes por microscopia. A avaliação da parasitemia 

se baseou na contagem do número de parasitos por 200 leucócitos e o resultado foi 

expresso em parasitas/L, de acordo com a fórmula: 

parasitas/L      =      número de parasitas x 8 000 

                                 número de leucócitos  

 Assumindo uma leucometria média de 8.000 leucócitos/L de sangue para 

todo paciente com malária foi realizado uma regra de três para obter a parasitemia/L 

de sangue. Na presença de poucos parasitos (menos de 9 em 200 leucócitos), 300 

leucócitos adicionais foram contados, para maior precisão do diagnóstico. 
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4.6.2. Diagnóstico molecular 

O diagnóstico molecular foi realizado nas 352 amostras de CZS, ML e GJ.  

DNA foi extraído de, aproximadamente, 200L de sangue utilizando o kit 

QIAmp(QIAgen), segundo as indicações do fabricante. Após a extração de DNA, foi 

realizada a técnica de Nested PCR (Reação em Cadeia da Polimerase) usando 

primers específicos para gênero (rPlu5 e rPlu6) e espécies (rVIV1 e rVIV2 para P. 

vivax e rFAL1 e rFAL2 para P. falciparum), como descrito previamente (150). A 

amplificação foi realizada no termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied 

Biosystem) e Veriti 96 Well Cycler (Applied Biosystem), nas seguintes condições: 

 

Tabela 4.1: Altenância de temperaturas dos ciclos para a amplificação. 

  
24 ciclos para 1º reação e 30 ciclos 

para 2º reação  
Plu5 / Plu6; 
Viv1 / Viv2; 
Fal1 / Fal2 

95°c -05' 58°c - 02' 72°c - 02' 94°c - 01' 58°c - 02' 72°c - 05' 

 

Ao final da reação, 10L do produto amplificado foram homogeneizados a 3L 

de tampão de amostra (azul de bromofenol 0.25 %, xileno cianol 0.25% e glicerina 

30%) para eletroforese em gel de agarose 2 % em tampão TAE (Tris-Acetato-EDTA) 

1X contendo 0,5 µg/mL de brometo de etídeo, a uma corrente constante de 95 V/cm 

durante aproximadamente 45 min. Após a eletroforese, os fragmentos foram 

visualizados utilizando-se o transiluminador High Performance UV transilluminator 

(UVP) . 

 

4.7. Proteínas recombinantes e peptídeos sintéticos 

 

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

R0, MSP-3 e Pfs48/45-6C foram doados pelo colaborador Dr. Michael Theisen 

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

vacinal recombinante GMZ2.6c, que contém a região R0 N-terminal da proteína 
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GLURP (GLURP-R0), a região C-terminal da proteína MSP-3 (MSP-3Ct) e o 

fragmento 6C da proteína Pfs48/45 (Pfs48/45-6c) – além dos fragmentos individuais 

GLURP-R0, MSP-3Ct e Pfs48/45-6c (Figura 4.11). 

 Para mapeamento epitópico, foram utilizados quatro peptídeos sintéticos 

correspondentes a diferentes regiões da MSP-3Ct e 13 peptídeos sintéticos 

correspondentes a diferentes regiões da GLURP-R0 descritos previamente como 

peptídeos imunodominantes (106,151). Foram utilizados também dois peptídeos 

sintéticos correspondentes a diferentes regiões da Pfs48/45 (Figura 4.11) 

selecionados a partir de uma análise de predição de epítopos de célula B utilizando os 

algoritmos presentes no Immuno Epitope Database (IEDB) para a predição de: 1) 

polaridade e hidrofobicidade (DNASTAR); 2) exposição na superfície (Surface 

accessibility scale) e; 3) propensão antigênica de potenciais epítopos lineares 

presentes nesta proteína (Bepipred). 
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AERSTSENRNKRIGGPKLRGNVTSNIKFPSDNKGKIIRGSNDKLNKNSEDVLEQSEKSLVSENVPSGLDIDDIPKESIFIQEDQEGQTHSELNPETSEHSKDLNNNGSKNESSDII 

 
SENNKSNKVQNHFESLSDLELLENSSQDNLDKDTISTEPFPNQKHKDLQQDLNDEPLEPFPTQIHKDYKEKNLINEEDSEPFPRQKHKKVDNHNEEKNVFHENGSANGNQGSLKLK 

 

SFDEHLKDEKIENEPLVHENLSIPNDPIEQILNQPEQETNIQEQLYNEKQNVEEKQNSQIPSLDLKEPTNEDILPNHNPLENIKQSESEINHVQDHALPKENIIDKLDNQKEHIDQ 

                                                                        

 

SQHNINVLQENNINNHQLEPQEKPNIESFEPKNIDSEIILPENVETEEIIDDVPSPKHSNHETFEEETSESEHEEAVSEKNAHETVEHEETVSQESNPEKADNDGNVSQNSNNELN 

   

ENEFVESEKSEHEARSKTKEYAEKAKNAYEKAKNAYQKANQAVLKAKEASSYDYILGWEFGGGVPEHKKEENMLSHLYVSSKDKENISKENDDVLDEKEEEAEETEEEELERSKPK 

 

 

YEKKVIHGCNFSSNVSSKHTFTDSLDISLVDDSAHISCNVHLSEPKYNHLVGLNCPGDIIPDCFFQVYQPESEELEPSNIVYLDSQINIGDIEYYEDAEGDDKIKLFGIVGSIPKT 

 

TSFTCICKKDKKSAYMTVTIDSARSHHHHH  

Figura 4.11: Sequência de aminoácidos da proteína recombinante GMZ2.6c, indicando a sequência da GLURP-R0 (azul), 
da MSP-3 (amarelo), da Pfs48/45 (verde) e a etiqueta de poli-histidina (marrom). As linhas indicam as sequências dos 
peptídeos usados no mapeamento epitópico. Fonte: Elaborado pela autora. 
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4.8. Avaliação da resposta imune humoral contra as proteínas 

recombinantes GMZ2.6c, GLRURP-R0, MSP-3Ct e Pfs48/45-6c e 

mapeamento epitópico 

 

A pesquisa de anticorpos contra as proteínas recombinantes GMZ2.6c, 

GLURP-R0, MSP-3Ct e Pfs48/45-6c e contra os peptídeos sintéticos foi realizada 

pelo ensaio imunoenzimático ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Placas 

de 96 poços (Nunc Maxisorp, Dinamarca) foram sensibilizadas com cada uma das 

proteínas recombinantes ou dos peptídeos sintéticos e os ELISAs foram realizados 

de acordo com os protocolos mostrados na Tabela 4.1. O mapeamento epitópico foi 

realizado em todas as amostras que apresentaram anticorpos contra a proteína 

recombinante correspondente. Foi realizada a pesquisa de anticorpos IgG, IgM, IgE 

e IgA. A pesquisa de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 foi realizada em todas as 

amostras que apresentaram anticorpos IgG para cada uma das proteínas 

recombinantes.  A reação foi revelada com uma solução contendo 0.4 mg/mL de 

orto-fenilenodiamino (OPD, Sigma, St. Louis, MO) em tampão citrato-fosfato pH 5,4 

(ácido cítrico 24 mM, Sigma, e fosfato de sódio dibásico 51 mM, Sigma, St. Louis, 

MO) e de peróxido de hidrogênio 30% (Merck) diluído 1:2000 durante, 

aproximadamente, 5 min. A reação foi interrompida pela adição de 50 L de ácido 

sulfúrico 2 N (Merck).  

Após a revelação, a leitura da densidade óptica (DO) foi feita em 

espectrofotômetro Spectramax (Molecular Devices, Califórnia, EUA) a 492 nm. 

Todos os plasmas foram testados em duplicata e cada placa recebeu um controle 

"branco" (sem plasma), dois soros-padrão reativos e cinco soros-padrão não 

reativos, sendo estes últimos, plasmas de indivíduos que não residem em área 

endêmica e que nunca tiveram malária. O resultado foi analisado pelo limite mínimo 

de positividade (cut off), que foi calculado a partir da média da DO dos controles não 

reativos mais três vezes o desvio padrão (DP). A positividade foi determinada pela 

razão (Ratio) entre a DO das amostras testadas e o cut off. As amostras com 

resultados superiores a 1.0 foram consideradas positivas. 



44 

 

Tabela 4.2: Protocolos estabelecidos para realização dos ELISAs para as proteínas recombinantes GMZ2.6c, GLURP-R0, 
MSP-3, Pfs48/45. 
 

Antígeno 
Diluição 
antígeno 

Lavagem Bloqueio Soro Anticorpo (*) 

GMZ2.6c 
1 µg/mL em 

PBS 

4 vezes 
com PBS-
Tween 20 

0,1% 

3% de leite molico em 
PBS + 0,1% Tween 20 

por 1 hora em 
temperatura ambiente 

Diluído(1:100) em 1% 
de leite molico em PBS 
+ 0,1% Tween 20 por 2 
horas em temperatura 

ambiente 

Diluído (1:1000) em 1% de 
leite molico em PBS + 0,1% 

Tween 20 por 1 hora em 
temperatura ambiente 

GLURP-
R0 

1 µg/mL em 
Carbonato/ 
Bicarbonato 

4 vezes 
com PBS 
Tween 20 

0,05% 

2% de leite molico em 
PBS por 2 horas em 

temperatura ambiente 

Diluído (1:100) em 1% 
de leite molico em PBS 
+ 0,05% Tween 20 por 
1 hora em temperatura 

ambiente 

Diluído (1:1000) em 1% de 
leite molico em PBS + 0,05% 

Tween 20 por 1 hora em 
temperatura ambiente 

MSP-3 
5 µg/mL em 
Carbonato/ 
Bicarbonato 

3 vezes 
com PBS 
Tween 20 

0,05% 

5% de leite molico em 
PBS + 0,05% Tween 20 

por 1 hora a 37 ºC 

Diluído (1:100) em 1% 
de leite molico em PBS 
+ 0,05% Tween 20 por 

1 hora a 37ºC 

Diluído (1:1000) em 1% de 
leite molico em PBS + 0,05% 
Tween 20 por 1 hora a 37ºC 

Pfs48/45 
1 µg/mL em 

PBS 
4 vezes 

com PBS 

5% de leite molico em 
PBS por 1 horas em 

temperatura ambiente 

Diluído(1:100) em 1% 
de leite molico em PBS 
+ 0,1% Tween 20 por 4 
horas em temperatura 

ambiente 

Diluído (1:1000) em PBS por 1 
hora em temperatura ambiente 

Peptídeos 
Sintéticos  

5 µg/mL em 
Carbonato/ 
Bicarbonato 

3 vezes 
com PBS 
Tween 20 

0,05% 

5% de leite molico em 
PBS + 0,05% Tween 20 

por 1 hora em 
temperatura ambiente 

Diluído (1:100) em 1% 
de leite molico em PBS 
+ 0,05% Tween 20 por 

1 hora a 37ºC 

Diluído (1:1000) em 1% de 
leite molico em PBS + 0,05% 
Tween 20 por 1 hora a 37ºC 

(*) Anti-IgG (Anti-IgG1 – Anti-IgG4), Anti-IgM, Anti-IgA e Anti-IgE humana marcada com peroxidase.
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4.9. Análise dos dados epidemiológicos e estatísticos 

 

Os dados epidemiológicos 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 estatísticos utilizados para verificar as 

associações e correlações entre os resultados experimentais e os dados 

epidemiológicos foram selecionados a partir do tipo e tamanho das amostras de 

cada variável. Considerou-se que a diferença 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 estatístico não-paramétrico de associação entre duas 

variáveis mensuradas a nível ordinal, onde a correlação é calculada pelo coeficiente 

de Spearman (rs). Esse foi o método estatístico utilizado na avaliação da correlação 

entre variáveis estudadas, utilizado em nosso trabalho para verificar as associações 

entre dados epidemiológicos numéricos, como por exemplo, tempo de residência em 

área endêmica e dados de resposta imune humoral. 

 

4.9.2. Teste do Qui-quadrado 

O teste do qui-quadrado é um método estatístico para n amostras 

independentes, cujas proporções observadas nas diversas modalidades estão 

dispostas em tabelas de contingência 2 x 2, sendo os valores esperados deduzidos 

matematicamente, e onde se procura determinar se as proporções observadas nas 

diferentes categorias são independentes ou estão associadas. Esse foi o teste 

utilizado para a avaliação das frequências entre as variáveis analisadas como, por 

exemplo, o número de respondedores e não respondedores em cada um dos grupos 

estudados. 
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4.9.3. Teste de Mann Whitney 

O teste não-paramétrico de Mann Whitney compara as médias de dois grupos 

não-pareados. Esse foi o teste escolhido para a avaliação estatística das 

diferenças existentes entre duas variáveis estudadas de indivíduos diferentes, 

como por exemplo, diferenças entre médias dos níveis de anticorpos (Ratio) entre 

indivíduos parasitados e não parasitados.  

 

4.9.4. Teste de Wilcoxon 

O teste não-paramétrico de Wilcoxon compara as médias de dois grupos 

pareados. Esse foi o teste escolhido para a avaliação estatística das diferenças 

existentes, por exemplo, nos níveis de anticorpos (Ratio) antes (Dia 0) e 15 dias 

após o início do tratamento (Dia 15).  

A metodologia utilizada no presente trabalho está esquematicamente resumida 

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

 

5.1. Avaliação dos dados clínicos e epidemiológicos dos participantes do 

estudo 

 

Para a avaliação do perfil da resposta anticorpo à proteína GMZ2.6c e seus 

componentes, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45, foram utilizadas amostras de 124 

indivíduos residentes em Cruzeiro do Sul (Grupo CZS), de 88 indivíduos residentes 

em Mâncio Lima (Grupo ML) e de 87 indivíduos residentes em Guajará (Grupo GJ). 

Também foram utilizadas as amostras de 53 indivíduos residentes em áreas 

endêmicas sem histórico de malária que foram utilizadas como controles de área 

(grupo CO).  

As principais características dos grupos CZS, ML, GJ e CO estão 

apresentadas nas Figuras 5.1, 5.2, 5.3, 5.4 e na Tabela 5.1. Os dados da história 

pessoal e epidemiológica de todos os pacientes correspondem aos do início do 

estudo. 

O grupo CZS consistia de 58 (46,7%) indivíduos do sexo feminino e 66 

(53,3%) do sexo masculino, com idades variando entre 12 e 73 anos (33  15). A 

grande maioria desses indivíduos (98,2%) era proveniente da região amazônica e 

estava residindo em área endêmica, em média, há 33 anos (33  15). Os indivíduos 

do grupo CZS relataram uma média de 10 episódios de malária (10  13), sendo 

que, dos indivíduos que relataram ter apresentado pelo menos um episódio da 

doença (99,2%), 67% relataram infecção prévia por P. falciparum e P. vivax, 23% 

relataram infecção prévia apenas por P. vivax , 10% apenas por P. falciparum.  Os 

indivíduos do grupo CZS relataram o último episódio de malária há 60 meses (60  

97), sendo P. falciparum a última espécie plasmodial infectante em 35% dos casos, 

P. vivax em 61% dos casos e infecção mista (P. falciparum e P. vivax ) em 4% dos 

casos. No momento da coleta, 72 indivíduos (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 indivíduos, respectivamente. 

Do total, 64 indivíduos (51,6%) apresentavam parasitos circulantes no momento da 

coleta, 25 (20,2%) estavam infectados com P. falciparum e 39 (31,4%) estavam 
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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%) indivíduos do sexo feminino e 44 (50%) do 

sexo masculino, com idades variando entre 13 e 88 anos (35  16). Todos os 

indivíduos eram provenientes da região amazônica e estavam residindo em área 

endêmica, em média, há 35 anos (35  16). Os indivíduos do grupo ML relataram 

uma média de 13 episódios prévios de malária (13  13). Todos os indivíduos 

relataram ter apresentado pelo menos um episódio da doença, sendo que 19% 

relataram infecção prévia apenas por P. vivax e 81% relataram infecção prévia por 

P. vivax e por P. falciparum.  Os indivíduos do grupo ML relataram o último episódio 

de malária há 28 meses (28  45), sendo P. falciparum a última espécie plasmodial 

infectante em 17% dos casos e P. vivax em 83% dos casos. No momento da coleta, 

48 indivíduos (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 indivíduos, respectivamente. Do total, 37 indivíduos (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%) indivíduos do sexo feminino e 45 (51,7%) 

do sexo masculino, com idades variando entre 13 e 83 anos (37  17). Todos os 

indivíduos eram provenientes da região amazônica e estavam residindo em área 

endêmica, em média, há 35 anos (37  17). Os indivíduos do grupo GJ relataram 

uma média de 9 episódios de malária (9  10), sendo que, dos indivíduos que 

relataram ter apresentado pelo menos um episódio da doença (93%), 70% relataram 

infecção prévia por P. falciparum e P. vivax, 22% relataram infecção prévia apenas 

por P. vivax , 8% apenas por P. falciparum.  Os indivíduos do grupo GJ relataram o 

último episódio de malária há 48 meses (48  73), sendo P. falciparum a última 

espécie plasmodial infectante em 28% dos casos e P. vivax em 70% dos casos e 

infecção mista (P falciparum e P. vivax) em 2% dos casos. No momento da coleta, 

21 indivíduos (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 indivíduos, respectivamente. Do total, 17 indivíduos (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 

média 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 área) consistia de 37 (69,8%) indivíduos do sexo 

feminino e 16 (30,2%) do sexo masculino, com idades variando entre 17 e 43 anos 

(23  7). A grande maioria desses indivíduos (96,2%) era proveniente da região 

amazônica e estava residindo em área endêmica, em média, há 22 anos (22  8). 

Todos os indivíduos declararam nunca ter sido infectado e nenhum apresentava 

sintomatologia ou parasitos circulantes no momento da coleta.  

O grupo CO apresentou uma maior frequência de indivíduos do sexo feminino 

que os grupos CZS (P = 0.008), ML (P = 0.03) e GJ (P = 0.02). Os indivíduos do 

grupo CO apresentaram uma média de idade e de tempo de residência em área 

endêmica de malária menor que os grupos CZS, ML e GJ (P < 0.0001, para todas as 

análises). O grupo ML apresentou um maior número de infecções anteriores de 

malária que os grupos CZS (P = 0.01) e GJ (P = 0.0008). O grupo GJ apresentou um 

maior tempo de início de sintomas que os grupos CZS e ML (P = 0.003, para 

ambos).  
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Figura 5.1: Distribuição dos indivíduos dos grupos CZS (Cruzeiro do Sul), ML (Mâncio Lima), GJ (Guajará) e CO (Controle 
de área) de acordo com o sexo. 
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Figura 5.2: Prodecência dos indivíduos dos grupos CZS (Cruzeiro do Sul), ML (Mâncio Lima), GJ (Guajará) e CO 
(Controle). AC: Acre; AM: Amazonas; MT: Mato Grosso; MG: Minas Gerais; RO: Rondônia; SP: São Paulo. 
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Figura 5.3: Frequência de espécies plasmodiais de episódios prévios de 
malária (A) e última espécie plasmodial infectante (B). CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; 

ML: Grupo Mâncio Lima; GJ: Grupo Guajará; PF: P. falciparum; PV: P. vivax; PV e PF: P. vivax e P. 
falciparum (Infecção mista). 
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Figura 5.4: Frequência de sintomas relatados pelos indivíduos dos grupos CZS 
(Cruzeiro do Sul), ML (Mâncio Lima) e GJ (Guajará), no momento da coleta. CE: 

Cefaleia; FE: Febre; CA: Calafrio; NAU: Náusea; MI: Mialgia; ART: Artralgia; SU: Sudorese. 

 

  

% 
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Tabela 5.1: Principais características dos indivíduos dos grupos CZS (Cruzeiro 

do Sul), ML (Mâncio Lima) e GJ (Guajará). 

 

**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: Número de indivíduos testados 

  

 

5.2. Frequência da resposta anticorpo para a GMZ2.6c e seus componentes, 

MSP-3, GLURP e Pfs48/45 

 

O perfil da resposta imune humoral contra a GMZ2.6c e seus componentes, 

GLURP, MPSP-3 e Pfs48/45 foi avaliado nos indivíduos dos grupos CZS (n = 124), 

ML (n = 88), GJ (n = 87) e CO (n = 53).  

Os indivíduos que apresentaram anticorpos contra as proteínas estudadas 

(reativos) foram denominados de respondedores e aqueles que não apresentaram 

anticorpos contra as proteínas estudadas (não reativos) foram chamados de não 

respondedores. As principais características dos indivíduos respondedores e não 

 
 

 
 

Cruzeiro do Sul 
n = 124 

Mâncio Lima 
n = 88 

Guajará 
 n = 87 

     

Idade (anos)  
 

33  15 35  16 37  17 

     
Tempo de residência em área 
endêmica (anos)  

 33  15 35  16 37  17 

     
     
Número de infecções  
anteriores de malária 

 
 

10  13 
 

13  13* 
 
 

9  10 

 
Tempo da última  
infecção (meses) 

  

60  97 

 

28  45 

 

48  73 

 
Tempo de início dos sintomas 
(dias) 

 
  

 

4  4 

 

6  14 

 

8  8 ** 

 
Diagnóstico 

 
P. falciparum 

P. vivax 

 
25 (20,2%) 
39 (31,4%) 

 
12 (13,6%) 
25 (28,4%) 

 
6 (6,7%) 

11 (12,8%) 

 
Parasitemia  
(parasitos/microlitro de sangue) 

 

 
P. falciparum 

P. vivax 

 

16000  20092 

19142  17559  
 

 

5600  3577 

23294  15507 
 

 

8000  5656 

10666  8326 
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respondedores para a GMZ2.6c, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 nos grupos CZS, ML e 

GJ estão mostradas nas Tabelas 5.2, 5.3, 5.4 e 5.5. 

Verificamos que 83,9 % (104/124) dos indivíduos de CZS, 73,8 % (65/88) dos 

indivíduos de ML e 72,4 % (63/87) dos indivíduos de GJ apresentavam anticorpos 

que reconheciam a GMZ2.6c, independente da classe de anticorpo (Figura 5.5).  

Não observamos diferença na frequência de indivíduos respondedores quando 

comparamos os grupos CZS, ML e GJ.  

 

 

Figura 5.5: Frequência da resposta anticorpo contra a proteína GMZ2.6c nos 
grupos CZS, ML e GJ. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mâncio Lima; GJ: Grupo 

Guajará. 

  

Quando comparamos os componentes individuais da GMZ2.6c, observamos 

que a frequência de indivíduos 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 

frequência de indivíduos 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 frequência de indivíduos com anticorpos contra a 

GLURP foi maior que a frequência de indivíduos com anticorpos contra a Pfs48/45 

(P = 0.0003 em CZS; P = 0.008 em GJ). Nos grupos ML e GJ, a frequência de 

indivíduos com anticorpos contra a GLURP foi maior que a frequência de indivíduos 

com anticorpos contra a MSP-3 (P = 0.007 em ML; P < 0.0001 em GJ). 

 

 

Figura 5.6: Frequência de indivíduos com anticorpos contra a GLURP, MSP-3 e 
Pfs48/45 nos grupos CZS, ML e GJ.CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mâncio Lima; 

GJ: Grupo Guajará; *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. 

 

Não observamos nenhuma associação entre a resposta anticorpo contra a 

GMZ2.6c ou contra a MSP3 e idade, sexo, tempo de residência em área endêmica 

de malária, presença de sintomas no momento da coleta, espécie infectante, número 

de infecções anteriores de malária, espécies plasmodiais anteriores, última espécie 

infectante ou o tempo da última infecção. Entretanto, no grupo ML, observamos que 

a resposta contra a GLURP estava associada a idade, tempo de residência em área 

endêmica de malária e ao número de infecções anteriores (P = 0.03 para idade; P = 
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0.04 para tempo de residência em área endêmica de malária; P = 0.03 para número 

de infecções anteriores). Também observamos, no grupo CZS, uma associação 

entre o número de infecções anteriores de malária e a não resposta contra a 

proteína Pfs48/45 (P = 0.006). 
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  GMZ2.6c 

   
CZS 

 

 
ML 

 
GJ 

  
 

Respondedor 
(n = 104) 

Não respondedor 
(n = 20) 

Respondedor 
(n = 65) 

Não respondedor 
(n = 23) 

Respondedor 
(n = 63) 

Não respondedor 
(n = 24) 

 

 
Idade (anos) 

 33 ± 16 33 ± 13 35 ± 16 36 ± 6 36 ± 16 39 ± 19 

 
Sexo 

 
Feminino 

 
43 

 
14 

 
31 

 
13 

 
32 

 
10 

 Masculino 59 6 37 10 31 14 
 
Tempo de residência em 
área endêmica 

  
33 ± 16 

 
32 ± 12 

 
34 ± 16 

 
35 ± 17 

 
36 ±16 

 
39 ± 19 

 
Sintomas 

 
Sim 

 
61 

 
9 

 
35 

 
13 

 
15 

 
6 

 Não 43 11 30 10 48 18 
 
Espécie infectante 

 
P.vivax 

 
33 

 
3 

 
13 

 
6 

 
3 

 
- 

 P. falciparum 16 1 5 - 4 - 
 Não infectado 55 16 47 17 56 24 
 
Número de infecções 
anteriores 

  
10 ± 13 

 
10 ± 12 

 
14 ± 14 

 
11 ± 8 

 
9 ± 11 

 
8 ± 9 

 
Espécies anteriores 

 
P.vivax 

 
19 

 
4 

 
12 

 
4 

 
11 

 
5 

 P. falciparum 6 4 - - 5 1 
 P. vivax e  

P. falciparum 
58 13 51 17 39 12 

 
Última espécie infectante 

 
P.vivax 

 
48 

 
11 

 
50 

 
18 

 
34 

 
12 

 P. falciparum 29 5 11 3 14 5 
 P. vivax e  

P. falciparum 
4 - - - 1 - 

 
Tempo da última 
infecção (semanas) 

 
 

 
54 ± 93 

 
87 ± 112 

 
30 ± 49 

 
21 ± 33 

 
43 ± 61 

 
61 ± 100 

CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mâncio Lima; GJ: Grupo Guajará. n =  número de indivíduos testados.  
 

Tabela 5.2: Principais características dos indivíduos respondedores e não respondedores para a GMZ2.6c nos grupos 

CZS, ML e GJ. 
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  GLURP 

   
CZS 

 

 
ML 

 
GJ 

  
 

Respondedor 
(n = 63) 

Não respondedor 
(n = 61) 

Respondedor 
(n = 42) 

Não respondedor 
(n = 46) 

Respondedor 
(n = 36) 

Não respondedor 
(n = 51) 

 

 
Idade (anos) 

 35 ± 17 31 ± 13 39 ± 16* 32 ± 15 36 ± 15 38 ± 18 

 
Sexo 

 
Feminino 

 
23 

 
34 

 
18 

 
25 

 
15 

 
27 

 Masculino 39 26 23 21 21 24 
 
Tempo de residência em 
área endêmica 

  
35 ± 17 

 
31 ± 12 

 
38 ± 17** 

 
31 ± 16 

 
36 ± 15 

 
38 ± 18 

 
Sintomas 

 
Sim 

 
39 

 
31 

 
25 

 
23 

 
11 

 
10 

 Não 24 30 17 23 25 41 
 
Espécie infectante 

 
P.vivax 

 
19 

 
17 

 
8 

 
11 

 
1 

 
2 

 P. falciparum 12 5 5 - 4 - 
 Não infectado 32 39 29 35 31 49 
 
Número de infecções 
anteriores 

  
9 ± 9 

 
12 ± 16 

 
16 ± 17*** 

 
10 ± 8 

 
11 ± 11 

 
8 ± 10 

 
Espécies anteriores 

 
P.vivax 

 
14 

 
9 

 
7 

 
9 

 
6 

 
10 

 P. falciparum 4 6 - - 2 4 
 P. vivax e  

P. falciparum 
30 37 34 4 24 27 

 
Última espécie infectante 

 
P.vivax 

 
29 

 
30 

 
33 

 
35 

 
19 

 
27 

 P. falciparum 15 19 7 7 7 12 
 P. vivax e  

P. falciparum 
1 3 - - 1 - 

 
Tempo da última 
infecção (semanas) 

 
 

 
69 ± 118 

 
52 ± 72 

 
28 ± 44 

 
28 ± 47 

 
37 ± 47 

 
55 ± 87 

CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mâncio Lima; GJ: Grupo Guajará. *P = 0.03, respondedor versus não respondedor; **P = 0.04, respondedor versus 
não respondedor; ***P = 0.03, respondedor versus não respondedor. n =  número de indivíduos testados. 

Tabela 5.3: Principais características dos indivíduos respondedores e não respondedores para a GLURP nos grupos CZS, 

ML e GJ. 
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  MSP-3 

   
CZS 

 

 
ML 

 
GJ 

  
 

Respondedor 
(n = 48) 

Não respondedor 
(n = 76) 

Respondedor 
(n = 24) 

Não respondedor 
(n = 64) 

Respondedor 
(n = 11) 

Não respondedor 
(n = 76) 

 

 
Idade (anos) 

 32 ± 16 34 ±14 37 ±17 35 ± 15 42 ± 14 37 ±17 

 
Sexo 

 
Feminino 

 
22 

 
35 

 
12 

 
32 

 
5 

 
37 

 Masculino 25 40 12 32 6 39 
 
Tempo de residência em 
área endêmica 

  
32 ±16 

 
34 ± 14 

 
37 ± 18 

 
33 ± 16 

 
41 ± 14 

 
36 ±17 

 
Sintomas 

 
Sim 

 
24 

 
46 

 
11 

 
37 

 
4 

 
17 

 Não 24 30 13 27 7 59 
 
Espécie infectante 

 
P.vivax 

 
12 

 
24 

 
2 

 
17 

 
- 

 
3 

 P. falciparum 8 9 4 1 2 2 
 Não infectado 28 43 18 46 9 71 
 
Número de infecções 
anteriores 

  
9 ± 9 

 
11 ± 15 

 
16 ± 17 

 
12 ± 11  

 
12 ± 12 

 
9 ±10 

 
Espécies anteriores 

 
P.vivax 

 
5 

 
18 

 
2 

 
14 

 
1 

 
15 

 P. falciparum 4 6 - - - 6 
 P. vivax e  

P. falciparum 
28 39 22 46 8 43 

 
Última espécie infectante 

 
P.vivax 

 
19 

 
40 

 
19 

 
49 

 
6 

 
40 

 P. falciparum 14 20 5 9 3 16 
 P. vivax e  

P. falciparum 
2 2 - - - 1 

 
Tempo da última 
infecção (semanas) 

 
 

 
67 ±123 

 
56 ± 77 

 
24 ± 44 

 
30 ±46 

 
29 ± 41 

 
51 ± 77 

CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mâncio Lima; GJ: Grupo Guajará. n =  número de indivíduos testados. 

Tabela 5.4: Principais características dos indivíduos respondedores e não respondedores para a MSP-3 nos grupos CZS, 

ML e GJ. 
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  Pfs48/45 

   
CZS 

 

 
ML 

 
GJ 

  
 

Respondedor 
(n = 34) 

Não respondedor 
(n = 90) 

Respondedor 
(n = 30) 

Não respondedor 
(n = 58) 

Respondedor 
(n = 19) 

Não respondedor 
(n = 68) 

 

 
Idade (anos) 

 31 ± 14 34 ± 16 40 ± 19 33 ± 14 40 ± 19 36 ± 17 

 
Sexo 

 
Feminino 

 
15 

 
42 

 
12 

 
32 

 
9 

 
33 

 Masculino 19 46 18 26 10 35 
 
Tempo de residência em 
área endêmica 

  
31 ± 14 

 
34 ± 15 

 
39 ± 20 

 
32 ± 14 

 
40 ±19 

 
36 ±17 

 
Sintomas 

 
Sim 

 
15 

 
55 

 
14 

 
34 

 
5 

 
16 

 Não 19 35 16 24 14 52 
 
Espécie infectante 

 
P.vivax 

 
6 

 
30 

 
2 

 
17 

 
1 

 
2 

 P. falciparum 6 13 4 1 1 3 
 Não infectado 24 47 24 40 17 63 
 
Número de infecções 
anteriores 

  
6 ± 6* 

 
12 ± 15 

 
14 ± 5 

 
13 ±13 

 
8 ± 9 

 
9 ±10 

 
Espécies anteriores 

 
P.vivax 

 
7 

 
16 

 
5 

 
11 

 
4 

 
12 

 P. falciparum 3 7 - - 1 5 
 P. vivax e  

P. falciparum 
14 53 24 44 10 41 

 
Última espécie infectante 

 
P.vivax 

 
13 

 
46 

 
22 

 
46 

 
9 

 
37 

 P. falciparum 11 23 5 9 6 13 
 P. vivax e  

P. falciparum 
- 4 - - - 1 

 
Tempo da última 
infecção (semanas) 

 
 

 
59 ± 69 

 
60 ±106 

 
34 ± 54 

 
25 ± 40 

 
39 ± 78 

 
50 ± 72 

CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mâncio Lima; GJ: Grupo Guajará;*P = 0.006, Respondedor versus não respondedor. n =  número de indivíduos testados. 

Tabela 5.5: Principais características dos indivíduos respondedores e não respondedores para a Pfs48/45 nos grupos CZS, 

ML e GJ. 
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Três dos 53 indivíduos do grupo CO (5,6%) apresentaram anticorpos contra a 

GMZ2.6c e um indivíduo (1,9%) apresentou anticorpos contra a GLURP. Nenhum 

dos 53 indivíduos do grupo CO apresentou anticorpos contra a MSP-3 ou contra a 

Pfs48/45.  

 

5.3. Frequência da resposta anticorpo das classes IgG, IgM, IgA e IgE para a 

GMZ2.6c e seus componentes, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 

 

A frequência da resposta anticorpo das classes IgG, IgM, IgA e IgE contra a 

GMZ2.6c está apresentada na Figura 5.7. No grupo CZS, a frequência de indivíduos 

com anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE contra a GMZ2.6c foram, respectivamente, 

66,9% (83/124), 62,1% (77/124), 18,5% (23/124) e 8,9% (11/124). No grupo ML, a 

frequência de indivíduos com anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE contra a GMZ2.6c 

foram, respectivamente, 37,5% (33/88), 60,2% (53/88), 11,4% (10/88) e 2,3% (2/88). 

No grupo GJ, a frequência de indivíduos 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 frequência de indivíduos com anticorpos IgG contra 

a GMZ2.6c 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 frequência de indivíduos 

com anticorpos IgM contra a GMZ2.6c no grupo CZS que no grupo GJ (P = 0.02). 

Anticorpos anti-GMZ2.6c 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 análises) 

No grupo CZS, os níveis de anticorpos IgG contra a GMZ2.6c foram maiores 

que os níveis 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 níveis de 

anticorpos IgG e IgM contra a GMZ2.6c 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 correlação entre os níveis de anticorpos IgG 

contra a GMZ2.6c com idade e tempo de residência em área endêmica de malária 

(P = 0.04; r = 0.2167, para idade; P = 0.04, r = 0.2193, para tempo de residência em 

área endêmica de malária). Também observamos, nos grupos CZS e ML, uma 
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correlação entre os níveis de anticorpos IgA com idade e tempo de residência em 

área endêmica de malária (CZS: P = 0.0002; r = 0.3383, para idade; P = 0.0003, r = 

0.3364, para tempo de residência em área endêmica de malária. ML: P = 0.03; r = 

0.2239, para idade; P = 0.04, r = 0.2060, para tempo de residência em área 

endêmica de malária). 

Não observamos associação entre anticorpos IgG, IgM, IgA ou IgE contra 

GMZ2.6c e sexo, presença de sintomas no momento da coleta, espécie infectante, 

número de infecções anteriores de malária, espécies plasmodiais anteriores, última 

espécie infectante, tempo da última infecção ou parasitemia. 
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 Figura 5.7. Frequência da resposta anticorpo das classes IgG, IgM, IgA e IgE para a GMZ2.6c nos grupos CZS, ML 

e GJ. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mâncio Lima; GJ: Grupo Guajará; *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. Níveis de anticorpos (Ratio) IgG, IgM, IgE e IgA contra a GMZ2.6c 

nos grupos CZS, ML e GJ. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mâncio Lima; GJ: Grupo 

Guajará; *P = 0.001, CZS IgG versus CZS IgM; P = 0.0004, CZS IgG versus CZS IgA; P < 0.0001 

CZS IgG versus CZS IgE; P = 0.02, CZS IgG versus GJ IgG. **P = 0.04 CZS IgM versus GJ IgM. 

Linhas representam média e desvio padrão. 

Grupo CZS 

Grupo ML 

Grupo GJ 
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Quando comparamos os níveis de anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE contra a 

GMZ2.6c entre indivíduos parasitados por P. falciparum e não parasitados, 

independente do grupo, verificamos que os níveis de anticorpos IgG e IgM contra a 

GMZ2.6c foram maiores nos indivíduos parasitados (P < 0.0001, para IgG e IgM) 

(Figura 5.9) 

 

Figura 5.9: Níveis de anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE contra a GMZ2.6c em 
indivíduos parasitados e não parasitados, independente do grupo. *P < 0.0001, 

não parasitado IgG versus parasitado IgG e não parasitado IgM versus parasitado IgM). Linhas 

representam média e desvio padrão. 

 

A frequência da resposta anticorpo das classes IgG, IgM, IgA e IgE para a 

MSP-3, GLURP e Pfs48/45 está mostrada na Figura 5.10. Verificamos que as 

frequências de indivíduos 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 frequências de indivíduos 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 frequências de indivíduos 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 

que anticorpos das classes IgA e IgE (P < 0.05). O grupo CZS apresentou uma 

maior frequência de indivíduos com anticorpos IgE contra a GLURP que os grupos 

ML e GJ (P = 0.009, CZS versus ML; P = 0.001, CZS versus GJ). A frequência de 

indivíduos 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 frequência de indivíduos 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). 

Indivíduos com anticorpos IgE anti-MSP-3 foram menos frequentes que indivíduos 

com anticorpos IgG, IgM e IgA anti MSP-3 (P < 0.0001, para todas as análises). 

Indivíduos com anticorpos IgG contra a Pfs48/45 foram mais frequentes no grupo GJ 

que no grupo CZS (P = 0.03) enquanto que indivíduos 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 frequência de indivíduos com anticorpos das classes 

IgM e IgE contra a Pfs48/45 que indivíduos com anticorpos IgG e IgA anti-Pfs48/45 

(P < 0.05, para todas as análises).    

Nos grupos ML e GJ, a frequência de indivíduos com anticorpos IgG contra a 

GLURP foi maior que a frequência de indivíduos 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 

frequência de indivíduos com anticorpos IgG contra a GLURP foi maior que a 

frequência de indivíduos com anticorpos IgG contra a Pfs48/45 (P < 0.0001, para 

todas as análises). 
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Figura 5.10: Frequência de indivíduos 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 Mâncio Lima; GJ: Grupo Guajará; 1
P < 0.05 IgG e IgM CZS versus IgA e IgE CZS; IgG e IgM ML 

versus IgA e IgE CZS; IgG e IgM GJ versus IgA e IgE GJ. 
2
P = 0.009 CZS versus ML; P = 0.001 CZS 

versus GJ. 
3
P = 0.001, CZS versus ML; P = 0.0002, CZS versus GJ. 

4
P <0.0001 GJ versus CZS; P = 0.02 

GJ versus ML. 
5
P < 0.0001, IgE anti-MSP-3 versus IgG, IgM e IgA anti MSP-3. 

6
P = 0.03GJ versus CZS. 

7
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= 0.02, CZS versus GJ. 
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No grupo CZS, observamos maiores níveis de anticorpos IgG contra a GLURP 

que os níveis de anticorpos IgG contra a MSP-3 (P = 0.0008) e maiores níveis de 

anticorpos IgM contra a GLURP que os níveis de anticorpos IgM contra a Pfs48/45 

(P = 0.004) (Figura 5.11). Níveis de anticorpos IgG anti-GLURP foram maiores no 

grupo CZS que no grupo ML (P = 0.007). 

Nos grupos ML e GJ, os níveis de anticorpos IgG contra a GLURP estavam 

diretamente correlacionados com idade, tempo de residência e número de infecções 

anteriores de malária (ML: P = 0.09, r = 0.2742, IgG versus idade; P = 0.01, r = 

0.2622, IgG versus tempo de residência em área endêmica de malária; P = 0.01, r = 

0.2573, IgG versus número de infecções anteriores de malária. GJ: P = 0.04, r = 

0.2332, IgG versus idade; P = 0.04, r = 0.2422, IgG versus tempo de residência em 

área endêmica de malária; P = 0.0001, r = 0.2600, IgG versus número de infecções 

anteriores de malária). Também observamos, no grupo GJ, uma correlação positiva 

entre anticorpos IgA anti-GLURP e idade e tempo de residência em área endêmica 

de malária (P = 0.01, r = 0.2685, para ambas análises) e, no grupo CZS, entre 

anticorpos IgE anti-GLURP e idade e tempo de residência em área endêmica de 

malária (P = 0.03, r = 0.2020, para ambas análises). Anticorpos IgA anti- MSP-3 

também estavam correlacionados com idade e tempo de residência em área 

endêmica de malária no grupo GJ (P = 0.006, r = 0.2882, para ambas análises). No 

grupo GJ, os níveis de anticorpos IgG anti-Pfs48/45 estavam diretamente 

correlacionados com idade e tempo de residência em áreas endêmica de malária (P 

=  0.01; r = 0.2536, para ambas análises), entretanto, os níveis de anticorpos IgM 

anti-Pfs48/45 estavam inversamente correlacionados com idade, tempo de 

residência em área endêmica de malária e número de infecções anteriores (P = 

0.04; r = - 0,2195, para idade e tempo de residência em área endêmica de malária; P 

= 0.01, r = - 0.2977, para número de infecções anteriores de malária). 

 Não observamos associação entre anticorpos IgG, IgM, IgA ou IgE contra 

GLURP, MSP-3 ou Pfs48/45 e sexo, presença de sintomas no momento da coleta, 

espécie infectante, espécies plasmodiais anteriores, última espécie infectante, tempo 

da última infecção ou parasitemia. 
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Figura 5.11: Níveis de anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE contra as proteínas 

GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 nos grupos CZS, ML e GJ. CZS: Grupo Cruzeiro do 

Sul; ML: Grupo Mâncio Lima; GJ: Grupo Guajará; *P = 0.0008; **P = 0.004. Linhas 

representam média. 
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Quando comparamos os níveis de anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE contra a 

GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 entre indivíduos parasitados por P. falciparum e não 

parasitados, independente do grupo, verificamos que os níveis de anticorpos IgG e 

IgM contra a GLURP e contra a MSP-3 foram maiores nos indivíduos 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: Níveis de anticorpos IgG, IgM, IgA e IgE contra a GLURP, MSP-3 e 
Pf248/45 em indivíduos parasitados e não parasitados, independente do grupo. 

*P<0.0001, não parasitado IgG versus parasitado IgG e não parasitado IgM versus parasitado IgM;.**P = 
0.0007, não parasitado IgG versus parasitado IgG; P = 0.0006, não parasitado IgM versus parasitado IgM. 
Linhas representam média 
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5.4. Frequência de anticorpos das subclasses IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra 

a GMZ2.6c e seus componentes, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45. 

 

A pesquisa de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 foi realizada em todas as 

amostras que apresentaram anticorpos da classe IgG.  As frequências de anticorpos 

das subclasses IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra a GMZ2.6c estão apresentadas na 

Figura 5.13. As frequências de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra a 

GMZ2.6c 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 frequência de indivíduos com anticorpos IgG1 e IgG3 anti-GMZ2.6c foi 

maior que a frequência de indivíduos com anticorpos IgG2 e IgG4, nos três grupos 

estudados (P < 0.0001, para todas as análises). Indivíduos com anticorpos IgG1 

anti-GMZ2.6c foram mais frequentes no grupo CZS que no grupo GJ (P = 0.006). 
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Figura 5.13: Frequência de anticorpos das subclasses IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 
contra a GMZ2.6c, nos grupos CZS, ML e GJ. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo 

Mâncio Lima; GJ: Grupo Guajará; *P < 0.0001, IgG1 e IgG3 CZS versus IgG2 e IgG4 CZS; IgG1 e 
IgG3 ML versus IgG2 e IgG4 ML; IgG1 e IgG3 GJ versus IgG2 e IgG4 GJ.  

 

No grupo CZS, os níveis de anticorpos IgG1 contra a GMZ2.6c foram maiores 

que os níveis de anticorpos IgG2, IgG3 e IgG4 contra a GMZ2.6c (P =  0.002 versus 

IgG2; P = 0.0002, IgG1 versus IgG3; P < 0.0001, IgG1 versus IgG4) (Figura 5.14.) 

Os níveis de anticorpos IgG1 contra a GMZ2.6c estavam positivamente 

correlacionados com o tempo da última infecção, no grupo CZS (P = 0.004; r = 

0.3623) e com o número de infecções anteriores de malária, no grupo GJ (P = 0.002, 

r = 0.4952). Já os níveis de anticorpos IgG3 anti-GMZ2.6c estavam positivamente 

correlacionados com idade e tempo de residência em área endêmica de malária, no 

grupo ML (P = 0.02, r = 0.388, para IgG3 versus idade; P = 0.03, r = 0.3616, para 

IgG3 versus tempo de residência em área endêmica de malária).   
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Não observamos associação entre anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 ou IgG4 contra 

a GMZ2.6c e sexo, presença de sintomas no momento da coleta, espécie infectante,  

espécies plasmodiais anteriores, última espécie infectante, tempo da última infecção 

ou parasitemia. 



77 

 

 

Figura 5.14: Níveis de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra a GMZ2.6c nos 
grupos CZS, ML e GJ. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mâncio Lima; GJ: Grupo 

Guajará; *P = 0.002 IgG1 versus IgG2; P = 0.0002, IgG1 versus IgG3; P < 0.0001, IgG1 versus IgG4. 
Linhas representam média.  
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Quando comparamos os níveis de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra a 

GMZ2.6c entre indivíduos parasitados por P. falciparum e não parasitados, 

independente do grupo, verificamos que os níveis de anticorpos IgG1 e IgG3 contra 

a GMZ2.6c foram maiores nos indivíduos parasitados (P < 0.0001, para IgG1; P = 

0.001, para IgG3) (Figura 5.15). 

 

Figura 5.15: Níveis de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra a GMZ2.6c em 

indivíduos parasitados e não parasitados, independente do grupo. *P < 0.0001, 

não parasitado IgG1 versus parasitado IgG1; P = 0.0013, não parasitado IgG3 versus parasitado 

IgG3). Linhas representam média. 

 

As frequências de indivíduos com anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra a 

GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 estão mostradas na Tabela 5.6. Para GLURP, as 

frequências de indivíduos com anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 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 frequências de indivíduos com anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 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 frequências de indivíduos 

com anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 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 frequência de indivíduos com anticorpos IgG1 e IgG3 

contra a GLURP foi maior que a frequência de indivíduos com anticorpos  IgG2 e 

IgG4 com a mesma especificidade (P < 0.0001, para todas as análises). Também no 

grupo CZS, observamos uma maior frequência de indivíduos com anticorpos IgG1 

contra a MSP-3 que indivíduos com anticorpos IgG2, IgG3  e IgG4 com a mesma 

especificidade e uma maior frequência de indivíduos com anticorpos IgG3 anti-MSP-

3 que indivíduos com anticorpos IgG2 e IgG4 anti-MSP-3 (P < 0.0001 IgG1 versus 

IgG2, IgG3 e IgG4; P = IgG2 versus IgG3; P < 0.0001 IgG3 versus IgG4). No grupo 

ML, indivíduos com anticorpos IgG1 contra a MSP-3 foram mais frequentes que 

indivíduos com anticorpos IgG2 e IgG4 anti-MSP-3 (P = 0.004, para ambas 

análises). No grupo CZS, verificamos uma maior frequência de indivíduos com 

anticorpos IgG3 contra a GLURP que indivíduos com anticorpos IgG3 contra a MSP-

3 (P = 0.0001). 
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Tabela 5.6. Frequência de indivíduos com anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 
contra a GLURP, MSP-3 e Pfs48/45, nos grupos CZS, ML e GJ  

Grupos GLURP 

 IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

CZS 40/46* 
(87%) 

10/46 
(21,7%) 

33/46*  
(71,7%) 

10/46 
(21,7%) 

ML 30/34  
(88,2%) 

7/34 
(20,6%) 

12/34  
(35,3%) 

6/34 
(17,6%) 

GJ 23/24** 
(95,8%) 

1/24 
(4,2%) 

9/24** 
(37,5%) 

2/24 
(8,3%) 

 MSP-3 

 IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

CZS 28/31*** 
(90,3%) 

0/31 
(0%) 

8/31**** 
(25,8%) 

0/31 
(0%) 

ML 6/7 
(-) 

0/7 
(-) 

3/7 
(-) 

0/7 
(-) 

GJ 5/5  
(-) 

1/5 
(-) 

4/5 
(-) 

2/5 
(-) 

 Pfs48/45 

 IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

CZS 2/2 
(-) 

0/2 
(-) 

0/2 
(-) 

1/2  
(-) 

ML 2/2 
(-) 

0/2 
(-) 

0/2 
(-) 

0/2 
(-) 

GJ 3/7 
(-) 

1/7 
(-) 

3/7 
(-) 

4/7 
(-) 

 

CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mâncio Lima; GJ: Grupo Guajará; *P < 0.0001, CZS IgG1 e 

CZs IgG3 versus CZS IgG2 e CZS IgG4. **P < 0.0001, GJ IgG1 e GJ IgG3 versus GJ IgG2 e GJ 

IgG4. ***P < 0.0001, CZS IgG1 versus CZS IgG2, CZS IgG3 e CZS IgG4. ****P = 0.0004, CZS IgG3 

versus CZS IgG2, P < 0.0001, CZS IgG3 versus CZS IgG4. 

 

Os níveis de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra a GLURP, a MSP-3 e 

a Pfs48/45 estão mostradas nas Figuras 5.16, 5.17 e 5.18. Nos grupos CZS, ML e 

GJ, observamos maiores níveis de anticorpos anti-GLURP da classe IgG1 que os de 

classe IgG2, IgG3 e IgG4 (CZS: P < 0.0001 IgG1 versus IgG2 e IgG4; P = 0.02, IgG1 

versus IgG3. ML: P < 0.0001 IgG1 versus IgG2, IgG3 e IgG4. GJ: P < 0.0001, IgG1 

versus IgG2, IgG3 e IgG4). Apenas no grupo CZS, observamos que os níveis de 

anticorpos IgG3 anti-GLURP foram maiores que os níveis de anticorpos IgG2 e IgG4 

anti-GLURP (P < 0.0001, para ambas análises). Também observamos no grupo CZS 

maiores níveis de anticorpos IgG1 contra a MSP-3 que os níveis de anticorpos IgG2, 

IgG3 e IgG4 (CZS: P < 0.0001, para todas análises). Não observamos diferenças 
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quando comparamos os níveis de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 entre os 

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

Os níveis de anticorpos IgG1 contra a GLURP estavam positivamente 

correlacionados com o tempo da última infecção, no grupo CZS (P = 0.04; r = 

0.3585) e com idade, tempo de residência em área endêmica de malária e o número 

de infecções anteriores de malária, no grupo GJ (P = 0.01, r = 0.4856, para IgG1 

versus idade, P = 0.01, r = 0.4846 para IgG1 versus tempo de residência em área 

endêmica de malária; P = 0.01, r = 0.4760, para IgG1 versus número de infecções 

anteriores de malária). Já os níveis de anticorpos IgG3 anti-GLURP estava 

diretamente correlacionados com idade e tempo de residência em área endêmica de 

malária, no grupo CZS (P = 0.04, r = 0.3340, para IgG3 versus idade; P = 0.03, r = 

0.3104, para IgG3 versus tempo de residência em área endêmica de malária).   

Não observamos associação entre anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra 

GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 e sexo, presença de sintomas no momento da coleta, 

espécie infectante, espécies plasmodiais anteriores, última espécie infectante, tempo 

da última infecção ou parasitemia. 
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Figura 5.16. Níveis 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 IgG2 e IgG4; P = 

0.02, IgG1 versus IgG3. ** P< 0.0001 IgG3 versus IgG2 e IgG4. ***P < 0.0001 IgG1 versus IgG2, 

IgG3 e IgG4. Linhas representam média. 
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Figura 5.17: Níveis de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra GLURP, MSP-3 

e Pfs48/45 no grupo ML (Mâncio Lima). *P < 0.0001 IgG1 versus IgG2, IgG3 e IgG4. 

Linhas representam média. 
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Figura 5.18: Níveis de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra GLURP, MSP-3 

e Pfs48/45 no grupo GJ (Guajará).*P < 0.0001, IgG1 versus IgG2, IgG3 e IgG4. Linhas 

representam média. 
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Quando comparamos os níveis de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra a 

a GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 entre indivíduos parasitados por P. falciparum e não 

parasitados, independente do grupo, verificamos que os níveis de anticorpos IgG1e 

IgG3 contra a GLURP e IgG1 contra a MSP3 forram maiores nos indivíduos 

parasitados (GLURP: P < 0.0001, para IgG1; P = 0.0004, para IgG4.   MSP-3, P = 

0.03 para IgG1) (Figura 5.19). 
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Figura 5.19: Níveis de anticorpos IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 a GLURP, MSP-3 e 
Pf248/45 em indivíduos parasitados e não parasitados, independente do 
grupo. *P<0.0001, não parasitado IgG1 versus parasitado IgG1; P = 0.0004, não parasitado IgG3 

versus parasitado IgG3.**P = 0.03, não parasitado IgG1 versus parasitado IgG1. Linhas 
representam média. 
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5.5. Mapeamento de epítopos B da GMZ2.6c nos grupos CZS, ML e GJ 

 

O mapeamento de epítopos B da GMZ2.6c foi realizado em todas as amostras 

que apresentaram anticorpos para o componente correspondente (GLURP, MSP3 

ou Pfs48/45). Foi realizada a pesquisa de anticorpos IgG contra 13 epítopos da 

GLURP (P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, P9, P10, P11, S2 e S3), 4 epítopos da 

MSP-3 (MSP3a, MSP3b, MSP3c E DG210) e 2 epítopos da Pfs48/45 (Pfs48/45a e 

Pfs48/45b). 

Os indivíduos que apresentaram anticorpos contra os epítopos estudados 

(reativos) foram denominados de respondedores e aqueles que não apresentaram 

anticorpos contra os epítopos estudados (não reativos) foram chamados de não 

respondedores. 

No grupo CZS, 19 % (11/57) dos indivíduos não apresentaram anticorpos para 

nenhum dos epítopos, 47% (27/57) apresentara anticorpos para 1-5 epítopos, 18% 

(10/57) apresentaram anticorpos para 6-9 epítopos e 16% (9/57) apresentaram 

anticorpos para > 9 epítopos. No grupo ML, 19% (7/37) dos indivíduos não 

apresentaram anticorpos para nenhum dos epítopos, 54% (20/37) apresentara 

anticorpos para 1-5 epítopos, 14% (5/37) apresentaram anticorpos para 6-9 epítopos 

e 14% (5/37) apresentaram anticorpos para > 9 epítopos. No grupo GJ, 18% (5/28) 

dos indivíduos não apresentaram anticorpos para nenhum dos epítopos, 54% 

(15/28) apresentaram anticorpos para 1-5 epítopos, 14% (4/28) apresentaram 

anticorpos para 6-9 epítopos e 14% (4/28) apresentaram anticorpos para > 9 

epítopos (Tabela 5.7). Observamos, no grupo GJ, uma correlação positiva entre o 

número de peptídeos reconhecidos e a tempo da última infecção (P = 0.02, r = 

0.3858). 
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Tabela 5.7. Frequência de indivíduos com anticorpos IgG nos grupos CZS, ML 

e GJ, de acordo com a quantidade de peptídeos reconhecidos.  

Quantidade de 
peptídeos 

reconhecidos 

Grupos 

CZS 
(n = 57) 

ML 
(n = 37) 

GJ 
(n = 28) 

0 11 (19%) 7 (19%) 5 (18%) 

1 – 5 27 (47%) 20 (54%) 15 (54%) 

6 – 9 10 (18%) 5 (14%) 4 (14%) 

>9 9 (16%) 5 (14%) 4 (14%) 

CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mâncio Lima; GJ: Grupo Guajará; n: número. 

As frequências de indivíduos com anticorpos IgG contra os peptídeos 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 frequências de 

indivíduos com anticorpos IgG contra os peptídeos 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 frequências de 

indivíduos com anticorpos IgG contra os epítopos 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, indivíduos com anticorpos IgG contra o epítopo P11 foram mais 

frequentes que indivíduos com anticorpos contra os epítopos P1, P2, P4, P5, P6, P8, 

P9, P11, S2, S3, MSP3a, MSP3b e MSP3c (P < 0.05, para todas as análises). 

Também no grupo CZS, indivíduos com anticorpos contra o epítopos P3, P7 e 

DG210 foram mais frequentes que indivíduos com anticorpos contra os epítopos P6, 

P9, P10, S2 e S3 (P < 0.05, para todas as análises). No grupo ML, indivíduos com 
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anticorpos IgG contra o epítopo P11 foram mais frequentes que indivíduos com 

anticorpos contra os epítopos P1, P2, P6, P10, S3 e DG210 (P< 0.05, para todas as 

análises). Também no grupo ML, indivíduos com anticorpos IgG contra os epítopos 

P3, P4 e P5 foram mais frequentes que indivíduos com anticorpos contra os 

epítopos P2, P6, P9, P10 e S3 (P < 0.05, para todas as análises). No grupo GJ, 

indivíduos com anticorpos IgG contra o epítopo P11 foram mais frequentes que 

indivíduos com anticorpos contra os epítopos P4, P5, P6, P7 e P9 (P < 0.05 pata 

todas as análises).       
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Figura 5.20: Frequência de indivíduos com anticorpos IgG para os epítopos B 

derivados da GMZ2.6c, nos grupos CZS, ML e GJ. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: 

Grupo Mâncio Lima; GJ: Grupo Guajará; 
1
P < 0.05 CZS P3, P7 e DG210 versus CZS, P6, P9, P10, 

S2 e S3. 
2
P < 0.05 CZS P11 versus CZS P1, P2, P4, P5, P6, P8, P9, P11, S2, S3. 

3
P < 0.05, ML P3, 

P4 e P5 versus ML P2, P6, P9, P10 e S3. 
4
P < 0.05, ML P11 versus ML P1, P2, P6, P10, S3 e 

DG210. 
5
P < 0.05, GJ P11 versus P4, P5, P6, P7 e P9.  
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No grupo CZS, verificamos maiores níveis de anticorpos IgG contra o epítopo 

P11 quando comparado com os níveis de IgG contra os epítopos P1, P2, P3, P4, P5, 

P6, P7, P8, P9, P10, S2, S3, MSP3b, MSP3c e DG210 (P < 0.05, para todas as 

análises). Níveis de anticorpos IgG contra o epítopo P3 foram maiores que níveis de 

anticorpos IgG contra os epítopos P6, P8, P9, P10, S2 e S3 (P < 0.05, para todas as 

análises). Níveis de anticorpos IgG para o epítopo MSP3a foram maiores que níveis 

de anticorpos contra os epítopos P2, P4, P5, P6, P8, P9, P10, S2 e S3 enquanto que 

os níveis de anticorpos contra os epítopos MSP3c e DG210 foram maiores que os 

níveis de anticorpos contra os epítopos P6, P8, P9, P10, S2 e S3 (P < 0.05 para 

todas as análises) (Figura 5.21). No grupo ML, os níveis de anticorpos IgG contra os 

epítopos P3 e P11 foram maiores que os níveis de anticorpos IgG contra os epítopos 

P1, P2, P6, P7, P9, P10, S2 e S3 (P < 0.05, para todas as análises) (Figura 5.22). 

No grupo GJ, observamos maiores níveis de anticorpos IgG contra o epítopo P3 

quando comparado com os níveis de anticorpos IgG contra os epítopos P6, P7, P8, 

S2 e S3 enquanto que os níveis de anticorpos IgG contra os epítopos P4 e P11 

foram maiores que os níveis de anticorpos IgG contra os epítopos P1, P2, P5, P6, 

P7, P8, P9, P10, S2 e S3 (P < 0.05, para todas as análises) (Figura 5.23). 
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Figura 5.21: Níveis de anticorpos IgG contra os epítopos da GMZ2.6c no grupo CZS. CZS: 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, 

MSP3a versus P2, P4, P5, P6, P8, P9, P10, S2 e S3. **** P < 0.05, MSP3c e DG210 versus P6, P8, P9, P10, S2 e S3. Linhas representam média e 

desvio padrão. 
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Figura 5.22: Níveis de anticorpos IgG contra os epítopos da GMZ2.6c no grupo ML. ML: Mâncio Lima; * P < 0.05, P3 e P11 

versus P1, P2, P6, P7, P9, P10, S2 e S3. Linhas representam média e desvio padrão. 
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Figura 5.23: Níveis de anticorpos IgG contra os epítopos da GMZ2.6c no grupo GJ. *P < 0.05, P3 versus P6, P7, P8, S2 e 

S3; **P < 0.05, P4 e P11 versus P1, P2, P5, P6, P7, P8, P9, P10, S2 e S3. Linhas representam média e desvio padrão. 

 

* ** ** 

Grupo GJ 



95 

 

5.6. Avaliação da resposta IgG contra a GMZ2.6c, seus componentes e os 

epítopos B nos grupos CZS, ML e GJ, antes (D0) e após o tratamento 

(D15). 

Vinte dos 43 indivíduos com diagnóstico positivo para P. falciparum tiveram 

amostras coletadas no dia do diagnóstico antes do início do tratamento (D0), e 15 

dias após o início do tratamento (D15). A pesquisa de anticorpos IgG, IgM, IgA, IgE 

e subclasses de IgG contra as proteínas GMZ2.6c, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 e a 

pesquisa de anticorpos IgG contra os epítopos da GMZ2.6c foi avaliada em D0 e 

D15.   

Para GMZ2.6c, 17 amostras foram respondedoras na primeira e na segunda 

coleta, duas amostras foram respondedoras na primeira mas não respondedora na 

segunda coleta e uma amostras não respondeu nem na primeira nem na segunda 

coleta. Para GLURP, 16 amostras foram respondedoras na primeira e na segunda 

coleta e, das 4 não respondedoras na primeira coleta, duas passaram a responder e 

as outras duas continuaram não respondedoras. Para MSP3, oito amostras foram 

respondedoras na primeira e na segunda coleta, oito foram não respondedoras na 

primeira e na segunda coleta e, duas foram não respondedoras na primeira coleta e 

passaram a responder na segunda coleta e as outras duas foram respondedoras na 

primeira coleta e passaram a não responder na segunda coleta. Para Pfs48/45, 

cinco amostras foram respondedoras na primeira e na segunda coleta, 9 foram não 

respondedoras na primeira e na segunda coleta, duas foram respondedoras na 

primeira coleta e não respondedoras na segunda coleta e quatro foram não 

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

Para os epítopos da GMZ2.6c, a maior parte dos indivíduos analisados (> 

70%) mantiveram o perfil de respondedor ou não respondedor para cada um dos 

epítopos B observado na primeira coleta, exceto para os epítopos P3, P4, MSP3b e 

Pfs48/45b (Tabela 5.9). 
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Tabela 5.8. Frequência de indivíduos respondedores e não respondedores para 
GMZ2.6c, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45, antes e após o tratamento   

  
2ª. COLETA 

 GMZ2.6c 

  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%) 
 

R: Respondedor; NR: Não respondedor. Em vermelho estão indicados os números de indivíduos que 
mudaram o perfil respondedor/não respondedor. 

  

1
ª.

 C
O

L
E

T
A
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Tabela 5.9. Frequência de indivíduos respondedores e não respondedores para 
os epítopos da GMZ2.6c, antes e após o tratamento.   

 

  
2ª. COLETA 

 

  P1 P2 P3 

  R NR R NR R NR 

 R 3  1  1  0  4  2  

 NR 1  15  1  18  6  8  

        

  P4 P5 P6 

  R NR R NR R NR 

 R 3 1 4 0 0 0 

 NR 8 8 5  11 3  17 

        

  P7 P8 P9 

  R NR R NR R NR 

 R 1 3 1 4 0 0 

 NR 2 14 0 15 1  19 

        

  P10 P11 S2 

  R NR R NR R NR 

 R 1 1 8 3 3 1 

 NR 2 16 2 7 2  14 

        

  S3 MSP-3a MSP-3b 

  R NR R NR R NR 

 R 2 0 4 3 3 2 

 NR 1 17 3 10 5 10 

        

  MSP-3c DG210 Pfs48/45a 

  R NR R NR R NR 

 R 6 2 7 1 3 4 

 RN 4 8 5 7 1  12 

        

  Pfs48/45b   

  R NR     

 R 2 2     

 RN 5 11     
 

R: Respondedor; NR: Não respondedor. Em vermelho estão indicados os números de indivíduos que 
mudaram o perfil respondedor/não respondedor. 

  

1
ª.

 C
O

L
E

T
A
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Quando comparamos a 1ª e 2ª coletas, não verificamos diferença nos níveis de 

anticorpos IgG, IgM, IgA, IgE, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 contra a GMZ2.6c, a GLURP 

e a MSP-3 (Figuras 5.23, 5.24 e 5.25). Entretanto, observamos maiores níveis de 

anticorpos IgG, IgM e IgA contra a Pfs48/45 na 2ª coleta quando comparado com os 

níveis de anticorpos IgG, IgM e IgA contra a Pfs48/45 na 1ª coleta (Figura 5.26). Não 

observamos diferenças nos níveis de anticorpos IgG contra os epítopos da GMZ2.6c 

na quando comparamos a 1ª e 2ª coletas (Figura 5.27 A, B e C).  
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Figura 5.23: Níveis de anticorpos IgG, IgM, IgA, IgE, IgG1, IgG1, IgG3 e IgG4 
contra GMZ2.6c na 1ª e 2ª coletas. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mâncio Lima; 

GJ: Grupo Guajará. 
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Figura 5.24: Níveis de anticorpos IgG, IgM, IgA, IgE, IgG1, IgG1, IgG3 e IgG4 
contra GLURP na 1ª e 2ª coletas. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mâncio Lima; GJ: 

Grupo Guajará. 
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Figura 5.25: Níveis de anticorpos IgG, IgM, IgA, IgE, IgG1, IgG1, IgG3 e IgG4 

contra a MSP-3 na 1ª. e 2ª. coletas. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mâncio Lima; 

GJ: Grupo Guajará. 
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Figura 5.26: Níveis de anticorpos IgG, IgM, IgA, IgE, IgG1, IgG1, IgG3 e IgG4 
contra a  Pfs48/45 na 1ª. e 2ª. coletas. Setas vermelhas indicam maiores níveis de 

anticorpos na 2ª. coleta comparada com a 1ª. coleta. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mâncio 
Lima; GJ: Grupo Guajará. 
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Figura 5.27 A, B e C: Níveis de anticorpos IgG contra os epítopos da GMZ2.6c 

na 1ª. e 2ª. coletas. CZS: Grupo Cruzeiro do Sul; ML: Grupo Mâncio Lima; GJ: Grupo Guajará. 
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6. DISCUSSÃO 

 

Com a possibilidade crescente do aumento da resistência dos plasmódios aos 

antimaláricos atualmente disponíveis e dos anofelinos aos inseticidas (5), uma 

estratégia alternativa de grande impacto no controle da transmissão da malária seria 

a imunoprofilaxia. Assim, o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a malária 

tem sido uma das principais prioridades de pesquisa para o enfrentamento desse 

problema. O desenvolvimento de uma vacina antimalárica tem focado, 

principalmente, em antígenos únicos. Dada a complexidade do ciclo evolutivo do 

parasito, as complexas interações parasito-hospedeiro durante o curso da infecção, 

a extensa variabilidade genética do parasito e os mecanismos utilizados pelo 

plasmódio para evadir a resposta imune do hospedeiro, uma vacina ideal contra a 

malária deveria ser direcionada contra vários antígenos expressos em diferentes 

estágios do desenvolvimento do parasito (152). As abordagens adotadas para 

desenvolver uma vacina antimalárica baseada em sub-unidades, multiantigênica, 

multiestágio e baseada em peptídeos sintéticos tem mostrado resultados 

promissores (153). Nesse sentido, a proteína GMZ2 tem se mostrado uma candidata 

a vacina antimalárica promissora. 

    A GMZ2 é uma proteína recombinante que contém 2 antígenos de 

Plasmodium falciparum candidatos a vacina antimalárica, a GLURP, expressa em 

todas as fases do protozoário no hospedeiro vertebrado, e MSP-3, expressa durante 

a fase eritrocítica. O racional para combinação desses dois antígenos é baseado em 

uma série de estudos imunoepidemiológicos realizados em diferentes áreas 

endêmicas de malária, estudos funcionais in vitro e pré-clinicos em primatas não 

humanos (78). A GMZ2 está sendo testada em ensaios clínicos de Fase Ib/IIb e os 

dados mostraram que a GMZ2 é bem tolerada, segura e imunogênica e que os 

anticorpos induzidos após a imunização são específicos e funcionais, capazes de 

controlar o crescimento in vitro do P. falciparum em presença de monócitos (79–82). 

Além disso, estudos imunoepidemiológicos demostraram alta frequência e títulos de 

anticorpos naturalmente adquiridos contra a GMZ2 e seus componentes em 

indivíduos residentes em área de alta endemicidade de malária na África (84). 

Considerando que uma vacina contra as formas eritrocíticas sexuadas poderia afetar 

a transmissão da malária, o fragmento 6c do antígeno de gametócito Pfs48/45 foi 
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geneticamente fusionado a GMZ2, gerando a GMZ2.6c, uma candidata também a 

vacina bloqueadora de transmissão (117). Esse é o primeiro trabalho que avalia a 

resposta imune naturalmente adquirida contra a GMZ2.6c em áreas endêmicas de 

malária.  

No presente trabalho, procuramos estudar, sob diversos aspectos, o perfil de 

anticorpo para a proteína recombinante vacinal GMZ2.6c de Plasmodium falciparum 

em indivíduos residentes em áreas endêmicas de malária brasileira, com diferentes 

níveis de transmissão. A resposta imune humoral contra a proteína GMZ2.6c e seus 

fragmentos, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45, foi avaliada em indivíduos residentes em 

três cidades da Amazônia Brasileira: Cruzeiro do Sul e Mâncio Lima, no Acre, e 

Guajará, no Amazonas. Essas áreas foram selecionadas, pois estão entre as 10 

cidades que concentram 70% da malária por P. falciparum no país. Cruzeiro do Sul 

e Mâncio Lima são consideradas áreas de alta endemicidade de malária (IPA > 50) e 

Guajará é considerada área de média endemicidade (IPA >10 e < 50).   

Os indivíduos de Cruzeiro do Sul (CZS), Mâncio Lima (ML) e Guajará (GJ) 

eram similares na distribuição por sexo, idade, procedência e exposição prévia ao 

Plasmodium, embora os indivíduos do grupo ML tenham relatado uma maior média 

de número de infecções anteriores de malária que os indivíduos dos grupos GJ e 

CZS, mesmo sendo CZS uma cidade de alta endemicidade (IPA > 50) como ML. A 

maior parte dos indivíduos declarou infecção anterior tanto por P. falciparum quanto 

por P. vivax. Entretanto, a espécie plasmodial infectante mais frequente foi P. vivax, 

refletindo o atual cenário de malária no Brasil, onde P. vivax é responsável por cerca 

de 88% das infecções (13).  

Nosso trabalho mostrou que 83,9 % (104/124) dos indivíduos de CZS, 73,8 % 

(65/88) dos indivíduos de ML e 72,4 % (63/87) dos indivíduos de GJ apresentavam 

anticorpos que reconheciam a GMZ2.6c, independente da classe de anticorpo, 

indicando que a GMZ2.6c é amplamente reconhecida por anticorpos naturalmente 

adquiridos nos indivíduos residentes nas áreas estudadas. Essa antigenicidade da 

GMZ2.6c parece ser independente do nível de endemicidade da área, visto que 

Mâncio Lima e Cruzeiro do Sul, que são áreas de alta endemicidade e Guajará, que 

é considerada área de média endemicidade, apresentaram frequências similares de 

indivíduos com anticorpos que reconheciam a GMZ2.6c.  
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A não detecção de anticorpos anti-GMZ2.6c em 20/124 indivíduos de CZS, 

23/88 indivíduos de ML e de 24/87 indivíduos de GJ poderia estar associada a 

ausência de um contato anterior com o parasito. Entretanto, dos 20 indivíduos de 

CZS que não apresentaram anticorpos anti-GMZ2.6c, apenas 2 relataram nunca ter 

tido malária e apenas 4 indivíduos relataram infecção prévia apenas por P. vivax. 

Dos 23 indivíduos de ML que não apresentaram anticorpos anti-GMZ2.6c, todos 

relataram ter apresentado pelo menos um episódio da doença e 4 relataram infecção 

prévia apenas por P. vivax. Dos 24 indivíduos do grupo GJ que não apresentaram 

anticorpos anti-GMZ2.6c, apenas 2 relataram nunca ter tido malária e 5 relataram 

exposição prévia apenas por P. vivax. Os demais indivíduos dos 3 grupos que não 

apresentaram anticorpos que reconheciam a GMZ2.6c relataram pelo menos uma 

infecção por P. falciparum. Poderíamos supor, então, que a falta de anticorpos anti-

GMZ2.6c estaria relacionada a imunodepressão associada à malária já relatada em 

humanos (154,155), porém essa hipótese parece pouco provável, pois os indivíduos 

que não apresentavam anticorpos anti-GMZ2.6c apresentavam anticorpos para 

outros antígenos de P. falciparum (dados não mostrados). Outra hipótese é que 

fatores genéticos (como moléculas Complexo Principal de Histocompatibilidade, 

moléculas envolvidas no processamento do antígeno, receptores de células T) ou 

não (como a intensidade de infecção, o status imunológico e o status nutricional do 

indivíduo) podem influenciar no desenvolvimento ou não da resposta imune contra 

antígenos plasmodiais. 

Anticorpos anti-GMZ2.6c foram observados em 3 dos 53 (5,7 %) indivíduos do 

grupo CO (controle de área). Esse fato não era esperado visto que nenhum dos 

indivíduos recrutados como controle não relataram histórico de malária por P. 

falciparum ou por P. vivax. Dois desses indivíduos são naturais do Acre e residem 

em área endêmica de malária há 20 e 18 anos. O outro indivíduo é natural do 

Amazonas e reside em área endêmica de malária há 23 anos. Assim, não podemos 

excluir que esses indivíduos tenham sido expostos à picada de mosquito infectante, 

sem desenvolvimento de sintomatologia.  

Ensaios clínicos em indivíduos naive (79) e em indivíduos naturalmente 

expostos à malária (80) para avaliar a segurança e a imunogenicidade da GMZ2, 

mostraram uma resposta mais potente contra a GMZ2, quando comparada com os 

componentes individuais. No nosso estudo, nas 3 populações estudadas, as maiores 
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frequências e níveis de anticorpos para a GMZ2.6c, quando comparado aos seus 

componentes individuais, sugere o efeito sinérgico de GLURP-R0, MSP-3 e 

Pfs48/45 e que a GMZ2.6c pode ser mais promissora como candidata a vacina 

antimalárica que os componentes individuais. Nossos dados corroboram os 

resultados obtidos por Mamo e colaboradores que observaram maior frequência e 

níveis de anticorpos contra a GMZ2 quando comparado com a GLURP e a MSP-3, 

observando o efeito sinérgico de MSP3 e GLURP-R0 em indivíduos naturalmente 

expostos à malária residentes na Etiópia (84).  

Estudos independentes tem sido conduzidos para avaliar a reposta imune 

humoral contra a GLURP-R0 e a MSP-3 e seu potencial em conferir imunidade 

contra malária clínica em diferentes áreas endêmicas de malária na África, incluindo 

Senegal, Uganda, Burkina Faso, Gana, Quênia, Mianmar e Sudão. Além da 

localização geográfica, essas localidades diferem em intensidade de transmissão: 

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, Quênia e Mianmar) e baixa, com aproximadamente 2 a 3 picadas 

infectantes por pessoa por ano (Sudão). Esses estudos tem mostrado uma grande 

variedade de resultados em relação a imunogenicidade natural de GLURP-R0 e da 

MSP-3 (78). Alguns trabalhos relataram a maior imunogenicidade da MSP-3 quando 

comparada com a GLURP-R0 (132,133), enquanto em outros trabalhos, a GLURP-

R0 foi mais imunogênica quando comparado com MSP-3 (115,156–158). No 

presente trabalho, a avaliação da resposta humoral contra os componentes 

individuais da GMZ2.6c, mostrou que tanto a GLUPR-R0 quanto a MSP-3 são 

amplamente reconhecidas por anticorpos presentes no plasma das populações 

estudadas, sendo que a frequência de indivíduos respondedores para a GLURP-R0 

(51%, 48% e 41% em CZS, ML e GJ, respectivamente) foi maior quando comparada 

a frequência de respondedores para a MSP-3 (39%, 27% e 13%, em CZS, ML e GJ, 

respectivamente). A diferença observada na imunogenicidade natural da MSP-3 e da 

GLURP-R0 pode ser resultado das diferenças observadas na exposição, idade e 

tempo de residência das populações estudadas visto que vários estudos tem 

demostrado o efeito direto desses parâmetros no desenvolvimento da resposta 

imune antiplasmodial (111,156,159,160). Outra hipótese é que a diferença no 

background genético das populações estudadas esteja influenciando no 
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desenvolvimento da resposta imune à GLURP e à MSP-3. Estudos genéticos serão 

realizados para tentar avaliar essa possibilidade. 

Anticorpos contra o antígeno Pfs48/45 são naturalmente adquiridos após 

exposição à infecção. As frequências de indivíduos com anticorpos que reconheciam 

o antígeno de gametócito Pfs48/45 foram CZS (27,4%), ML (34%) e GJ (21,8%). 

Essas frequências foram similares às frequências observadas por Ouédraogo e 

colaboradores que avaliaram a resposta anticorpo contra a Pfs48/45 em indivíduos 

residentes em área de alta endemicidade (Burkina Faso) e observaram que 22% dos 

indivíduos apresentavam anticorpos anti-Pfs48/45 e que a frequência da resposta 

aumentava significativamente durante a estação de transmissão, indicando o papel 

da presença ou recente exposição à antígenos do parasito no booster  da imunidade 

contra antígenos de fase sexuada (148). Outro estudo realizado por Bousema e 

colaboradores avaliaram a resposta imune contra a Pfs48/45 em indivíduos 

residentes em área de baixa endemicidade de malária na Tanzânia e observaram 

que 15% dos indivíduos apresentavam anticorpos anti-Pfs48/45. Nossos dados 

diferem de estudos prévios que relataram que a frequência de anticorpos específicos 

para antígenos de fase sexuada do Plasmodium spp. é menor que a frequência de 

anticorpos específicos para as fases pré-eritrocítica e eritrocítica assexuada 

(113,114,148,161) visto que as frequências de indivíduos com anticorpos anti-

Pfs48/45 e anti-MSP-3 foram similares. No nosso estudo, não foi realizada a 

detecção de gametócitos para avaliar se a presença de gametócitos estaria 

relacionada ao aumento da responsividade à Pfs48/45. Essa avaliação está em 

andamento no Laboratório.   

Nosso trabalho mostrou que grande parte dos indivíduos dos grupos CZS, ML 

e GJ apresentava anticorpos IgG e IgM que reconheciam a GMZ2.6c. Nossos dados 

também mostraram que anticorpos IgG anti-GMZ2.6c foram mais frequentes no 

grupo CZS quando comparados com os grupos ML e GJ. Não apenas a frequência 

foi maior, como também os níveis de anticorpos IgG anti-GMZ2.6c foram mais 

elevados no grupo CZS. Considerando que é amplamente aceito que anticorpos IgG 

são os principais mediadores de proteção contra a malária clínica (117), podemos 

supor que anticorpos IgG estão relacionados com imunidade antiparasitária no grupo 

CZS. Entretanto, nenhuma associação foi observada entre a frequência ou níveis de 
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anticorpos IgG anti-GMZ2.6c e a presença ou ausência de sintomas no momento da 

coleta ou a com a densidade parasitária.        

Entre os componentes da GMZ2.6c, GLURP-R0, MSP-3 e Pfs48/45, a 

GLURP-R0 foi a mais imunogênica na infecção natural e induziu uma resposta 

preferencialmente IgG, embora os grupos CZS, ML e GJ também tenham 

apresentado maiores frequências de indivíduos com anticorpos IgM anti-GLURP-R0 

que indivíduos com anticorpos IgA e IgE anti-GLURP-R0. Estudos prévios realizados 

em nosso Laboratório avaliaram a resposta IgG contra as proteínas GLURP-R0 e 

MSP-3 em indivíduos residentes em área endêmica brasileira de malária (Porto 

Velho, Rondônia) e mostraram que a GLURP-R0 foi mais imunogênica (67%) 

quando comparada a MSP-3 (41%) (111,115).  

Anticorpos IgG anti-Pfs48/45 foram pouco frequentes. Surpreendentemente, 

nos grupos CZS e ML, a resposta induzida na infecção natural pela Pfs48/45 nos 

grupos CZS e ML foi predominantemente IgM e IgE. No grupo GJ, a frequência de 

anticorpos anti-Pfs48/45 foi baixa. A diferença na frequência de anticorpos anti-

Pfs48/45 pode ser devido a diferença no grau de transmissão de malária entre as 

áreas estudadas, visto que trabalhos já demonstraram que a resposta anticorpo anti-

Pfs48/45 varia de acordo com a transmissão (162). 

Anticorpos naturalmente adquiridos contra vários antígenos plasmodiais estão 

associados com idade e tempo de exposição à malária em regiões endêmicas, um 

fenômeno que tem sido frequentemente relatado para vários antígenos 

(111,156,159,163–170). No presente trabalho, os níveis de IgG contra a GMZ2.6c 

(no grupo ML), contra a GLURP (grupos ML e GJ) e contra a Pfs48/45 (no grupo GJ) 

aumentaram com idade e tempo de residência em área endêmica de malária, 

provavelmente refletindo a exposição natural ao P. falciparum e, possivelmente, a 

maturação do sistema imune. Curiosamente, apenas no grupo ML, foi observada 

uma correlação entre anticorpos IgG anti-GLURP e número de infecções anteriores 

de malaria. Nos grupos CZS e GJ nenhuma correlação com número de infecções foi 

observada.  Pelo menos três hipóteses podem ser evocadas para explicar esse 

resultado. A primeira baseia-se no fato de que o dado do número de infecções 

anteriores de malária pode estar sendo subestimado devido à dificuldade dos 

indivíduos terem a exata lembrança de números de episódios anteriores desde a 
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infância. A segunda hipótese baseia-se no fato de que os indivíduos que residem há 

vários anos em área endêmica de malária podem ter desenvolvido um certo grau de 

imunidade antimalárica, após terem apresentado vários episódios de malária, 

relatando, assim, menos episódios de malária clínica. Recentes trabalhos Tem 

relatado um considerável número de infecções oligo e assintomáticas entre 

indivíduos com grande tempo de exposição (18 anos em média), que vivem em 

áreas hipoendêmicas de transmissão instável do Brasil (171,172). A terceira 

hipótese baseia-se no fato de que devido a alta frequência de P. vivax em relação a 

P. falciparum na área, o número de infecções anteriores de malária não significa 

necessariamente a estimulação de uma resposta imune para a antígenos 

específicos de P. falciparum.           

A análise das frequências de indivíduos e dos níveis de anticorpos IgG e IgM 

contra as proteínas GMZ2.6c, GLURP, MSP-3 e Pfs48/45 não forneceu evidências 

sobre um possível papel protetor desses anticorpos pois nenhuma relação entre a 

frequência ou os níveis desses anticorpos e a presença ou ausência de parasitas no 

sangue, a presença ou ausência de sintomas no momento da coleta ou os níveis de 

parasitemia foi observada. Esses dados corroboram os descritos na literatura que 

demonstram que a alta freqüência de anticorpos antiplasmodiais IgG e/ou IgM numa 

população não reflete necessariamente o grau de proteção dessa população 

(173,174). A falta de associação entre os níveis de anticorpos IgG e IgM e a redução 

da parasitemia e/ou sintomatologia também pode ser explicada pelos baixos níveis 

de transmissão observados nas áreas estudadas no período da coleta.  

Em algumas infecções como, por exemplo, na toxoplasmose, a detecção de 

anticorpos da classe IgM representa um importante marcador no diagnóstico da 

doença, uma vez que a presença desses anticorpos pode ser utilizada para 

diferenciar uma infecção atual ou recente de uma infecção passada. A detecção de 

anticorpos IgM-GMZ2.6c, -GLURP-R0, -MSP-3 ou –Pfs48/45 poderia sugerir uma 

infecção atual ou recente de malária. Entretanto, nenhuma relação foi observada 

entre anticorpos IgM-GMZ2.6c, -GLURP-R0, -MSP-3 ou –Pfs48/45 e infecção atual 

ou data da última infecção. Esses dados são semelhantes aos descritos por 

Balthazar-Guedes e colaboradores que demonstraram que, na malária, a resposta 

IgM não pode ser utilizada como indicadora de infecção atual ou recente (175). 
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 Anticorpos IgE podem proteger contra ou participar na patogênese da malária 

(176–182). Entretanto, o papel da IgE na infecção malárica permanece incerto. 

Assim, nosso trabalho também avaliou a frequência e os níveis de anticorpos IgE 

contra a GMZ2.6c, a GLURP, a MSP-3 e a Pfs48/45 nos indivíduos dos grupos CZS, 

ML e GJ. A frequência e os níveis 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 frequência de anticorpos IgE contra 

a GLURP (19,4%) e a Pfs48/45 (19,4%), no grupo CZS. Uma explicação é que 

anofelinos circulantes em Cruzeiro do Sul estejam influenciando essa maior 

frequência de IgE visto que trabalhos relataram que os títulos individuais de IgE anti-

glândula salivar do anofelino esta positivamente correlacionada com os títulos de IgE 

antiplasmodiais, consistente com a hipótese que a picada do anofelino predispõe os 

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

Considerando que (i) indivíduos protegidos da malária clínica possuem altos 

níveis de anticorpos citofílicos (IgG1 e IgG3) contra antígenos plasmodiais; (ii) 

quanto maior o grau de proteção desses indivíduos, maior é a razão entre anticorpos 

citofílicos e não citofílicos (IgG2 e IgG4) e; (iii) anticorpos não citofílicos podem 

bloquear o mecanismo efetor dos anticorpos citofílicos (109,133,134,184–188), 

avaliamos a qualidade da resposta anticorpo contra as proteínas GMZ2.6c, GLURP, 

MSP-3 e Pfs48/45 pela análise das subclasses de IgG. A pesquisa de anticorpos 

IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4 foi realizada em todas as amostras que apresentaram 

anticorpos IgG para cada uma das proteínas estudadas. Anticorpos das 4 

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

Nossos dados mostraram que indivíduos naturalmente expostos à infecção 

malárica apresentam predominantemente anticorpos citofílicos (IgG1 e IgG3) que 

reconhecem a GMZ2.6c, fato importante se considerarmos que a aquisição de uma 

imunidade protetora contra a malária está associada com a presença e altos níveis 

de anticorpos IgG1 e IgG3 e reduzida proporção de IgG2 e IgG4 com a mesma 

especificidade visto que anticorpos não citofílicos bloqueiam os mecanismos 

efetores (106,186,189). A interação entre a anticorpos citofílicos e receptores Fc 

(FcR) em células fagocíticas pode levar a ativação celular e desencadear funções 

efetoras tais como fagocitose, produção de citocinas e quimiocinas, citotoxicidade e 

geração de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio (190). Anticorpos citofílicos 
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podem mediar a morte do parasito em cooperação com células mononucleares 

através do mecanismo de inibição celular dependente de anticorpo (ADCI) além da 

opsonização de merozoítas de P. falciparum (78,95,188).  

Estudos tem demonstrado que as características inerentes aos antígenos 

plasmodiais influenciam nos eventos moleculares que levam à indução preferencial 

de diferentes subclasses de IgG. A presença de sequências de aminoácidos que são 

simultaneamente repetitivas e polimórficas induz uma resposta predominantemente 

IgG3, enquanto que a ausência dessas repetições polimórficas induz 

predominantemente uma resposta IgG1. Antígenos polimórficos sem sequência 

repetitiva induzem uma resposta IgG1+IgG3, com a predominância de IgG3 

enquanto que antígenos repetitivos conservados induzem uma resposta IgG1 ou 

IgG1+IgG3 (191,192). Nossos dados mostraram que GLURP-R0 em indivíduos 

naturalmente expostos à infecção malárica induz uma resposta anticorpo 

predominantemente citofílica (IgG1 + IgG3), especialmente no grupo CZS, enquanto 

que a MSP-3 induziu uma resposta predominantemente IgG1, nos 3 grupos 

estudados. Esses resultados podem ser devido à característica não repetitiva 

conservada da GLURP-R0 contrastando com a natureza repetitiva e relativamente 

mais polimórfica da MSP-3 (137,140,193). Entretanto, fatores como a cumulativa 

exposição à malária, a idade dos indivíduos, o HLA e o polimorfismo dos receptores 

FCR tem mostrado influenciar a distribuição das subclasses de IgG contra 

antígenos plasmodiais (191,194). Além disso, combinações específicas 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 síntese 

de uma particular classe de imunoglobulina pela estimulação do rearranjo do DNA e 

transcrição seletiva de genes CH (196–199). 

Trabalhos realizados em área de alta endemicidade de malária tem 

demonstrado correlação entre os níveis de anticorpos citofílicos e a parasitemia 

(132,134,200). Porém, em nosso trabalho não verificamos nenhuma correlação entre 

os níveis de anticorpos IgG1 e/ou IgG3 e/ou a relação entre anticorpos citofílicos e 

não citofílicos (dados não mostrados) e a parasitemia. Dados similares foram obtidos 

por Maya e colaboradores que também não observaram correlação entre níveis de 

anticorpos citofílicos e parasitemia em um estudo realizado no Gabão (201). Um 
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recente estudo que avaliou a resposta imune contra antígenos de esporozoítas e 

dos estágios hepático e eritrocítico em área endêmica brasileira de malária (Porto 

Velho, Rondônia) também não observou relação entre níveis de anticorpos IgG1 ou 

IgG3 ou a relação entre anticorpos citofílicos /não citofílicos e a parasitemia (202). 

Uma possível explicação para esses resultados é o pequeno número de indivíduos 

parasitados por P. falciparum em nosso trabalho, apenas 25/124 indivíduos de CZS 

(20,2 %), 12/88 indivíduos de ML (13,6 %) e 6/87 indivíduos de GJ (6,7%). Além 

disso, dos 43 indivíduos parasitados com P. falciparum, em apenas 21 foi possível 

quantificar parasitos nas lâminas. Os 22 indivíduos restantes foram diagnosticados 

por métodos moleculares.  

Nossos dados mostraram que os níveis de anticorpos IgG e IgM contra a 

GMZ2.6c, a GLURP e a MSP-3 foram maiores nos indivíduos parasitados quando 

comparado aos indivíduos não parasitados. Esse resultado pode ser reflexo de uma 

estimulação do sistema imune levando a produção de anticorpos antiplasmodiais, 

entre os quais anticorpos anti-GLURP e anti-MSP3, devido à infecção. Esse booster, 

em resposta à infecção, induziria uma resposta anticorpo predominantemente 

citofílica contra a GLURP (IgG1 e IgG3) e MSP-3 (IgG1). 

O mapeamento epítopos B da GMZ2.6c foi realizado em todas as amostras 

que apresentaram anticorpos IgG para cada uma das proteínas recombinantes. 

Foram utilizados quatro peptídeos sintéticos correspondentes a diferentes regiões da 

MSP-3 e 13 peptídeos sintéticos correspondentes a diferentes regiões da GLURP-R0, 

descritos previamente como epítopos imunodominantes (106,151). Foram utilizados 

também dois peptídeos sintéticos correspondentes a diferentes regiões da Pfs48/45 

identificados a partir de análise de predição. Não observamos nenhuma associação 

entre o número de epítopos reconhecidos com idade, tempo de residência ou número 

de infecções anteriores de malária. Esses dados diferem dos previamente descritos 

que observaram uma associação entre o número de epítopos reconhecidos por 

anticorpos de indivíduos residentes em Rondônia e idade, tempo de residência em 

área endêmica e número de infecções anteriores de malária (111). 

O mapeamento epitópico mostrou que os epítopos B imunodominantes da 

GMZ2.6c foram P3 e P11, da GLURP-R0. Não apenas a frequência foi maior, como 

também P3 e P11, na infecção natural, induziram maiores níveis de anticorpos IgG 



116 

 

nos grupos CZS, ML e GJ. P11 também foi identificado como o epítopo 

imunodominante da GLURP-R0 em um estudo realizado em Porto Velho, Rondônia 

(111). Vale ressaltar que a imunodominância do epítopo P11 também tem sido 

demonstrada em macacos Saimiri e Aotus imunizados com uma proteína híbrida 

contendo a região R0 da GLURP e a região C-terminal da MSP-3 (203). Um estudo 

publicado por Theisen e colaboradores relatou que os epítopos B imunodominantes 

da GLURP-R0 em indivíduos clinicamente imunes na Libéria foram P3 e P4. Além 

disso, nessa população, apenas 28% dos indivíduos estudados apresentavam 

anticorpos para o epítopo P11 (110). Duas hipóteses podem explicar as diferenças 

na imunodominância desses epítopos da GLURP entre as duas áreas estudadas. A 

primeira envolve diferenças genéticas na GLURP entre isolados das duas áreas. De 

fato, estudos prévios demonstraram a existência de um limitado polimorfismo na 

região R0 quando isolados de diferentes áreas geográficas (incluindo isolados 

brasileiros) foram comparados (125,174). A segunda hipótese envolve diferenças 

étnicas entre as duas populações estudadas. De fato, estudo prévio relatou que a 

resposta anticorpo anti-GLURP parece ser modulada pelos antígenos do Complexo 

Principal de Histocompatibilidade (111). 

Os dados do mapeamento de epítopos B da GMZ2.6c também mostraram 

que o epítopo P4 foi imunodominante no grupo ML, enquanto que os epítopos da 

MSP3, Msp3a, Msp3c e DG210 foram amplamente reconhecidos por anticorpos 

presentes no plasma dos indivíduos do grupo CZS. Devido ao número reduzido de 

indivíduos com anticorpos para MSP-3 nos grupos ML e GJ e contra a Pfs48/45 nos 

grupos CZS, ML e GJ, não foi possível realizar análise estatística confiável. 

Dos 43 indivíduos com diagnóstico positivo para P. falciparum, 20 tiveram 

amostras coletadas no dia do diagnóstico antes de início do tratamento (D0), e 15 

dias após o início do tratamento (D15). A pesquisa de anticorpos IgG, IgM, IgA, IgE 

e a pesquisa das subclasses de IgG contra as proteínas GMZ2.6c, GLURP, MSP-3 e 

Pfs48/45 e a pesquisa de anticorpos IgG contra os epítopos da GMZ2.6c foi avaliada 

em D0 e D15. Não observamos diferença significativa na mudança do perfil 

respondedor            não respondedor para GMZ2.6c, GLURP, MSP3, Pfs48/45 ou 

para os epítopos da GMZ2.6c. Entretanto, observamos maiores níveis 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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antimalárica não é automaticamente acompanhada da diminuição do número de 

gametócitos circulantes (204). Contrariamente, trabalhos tem relatado que P. 

falciparum aumenta a diferenciação em gametócitos em resposta a terapia 

subcurativa (205). Mesmo após doses terapêuticas de antimaláricos, um aumento no 

número de gametócitos circulantes é observado (204). O aumento da gametocitemia 

após o tratamento parece ser resultado tanto de um efluxo de gametócitos 

sequestrados quanto da produção de gametócitos após o início do tratamento, 

provavelmente devido estresse induzido pela droga (204,205). O aumento do 

número de gametócitos pode acarretar em um efeito booster, aumentando os níveis 

de anticorpos.  

Em conjunto, nossos dados mostraram que a proteína GMZ2.6c é 

amplamente reconhecida por anticorpos naturalmente adquiridos de indivíduos 

residentes em Mâncio Lima, Cruzeiro do Sul e Guajará e que esse amplo 

reconhecimento parece ser independente do nível de endemicidade da área. A 

maior frequência e níveis de anticorpos contra a GMZ2.6c quando comparado aos 

seus componentes individuais sugere o efeito sinérgico de GLURP-R0, MSP-3 e 

Pfs48/45. Entre os componentes individuais da GMZ2.6c, a GLURP se revelou a 

mais imunogênica na infecção natural. Além disso, a resposta anticorpo contra a 

GLURP e MSP-3 é predominantemente citofílica, IgG1 e/ou IgG3. Os epítopos B 

imunodominantes da GMZ2.6c preferencialmente reconhecidos pelos anticorpos de 

indivíduos das áreas endêmicas brasileiras estudadas são P3 e P11. Nossos dados 

ressaltam a importância da GMZ2.6c como uma candidata a vacina antimalárica. 

Entretanto, estudos adicionais em outras áreas endêmicas, com população com 

outros backgrounds genéticos, além da avaliação do papel funcional dos anticorpos 

anti- GMZ2.6c são importantes para confirmar o potencial da GMZ2.6c como vacina 

antimalárica. 
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7. CONCLUSÕES 

 

Em conjunto, nossos dados permitiram concluir que: 

 A proteína GMZ2.6c é amplamente reconhecida por anticorpos naturalmente 

adquiridos, principalmente da classe IgG e das subclasses IgG1 e IgG3.; 

 

 O amplo reconhecimento da GMZ2.6c por anticorpos naturalmente adquiridos 

parece ser independente do nível de endemicidade da área;  

 

 A maior frequência e níveis de anticorpos contra a GMZ2.6c quando comparado 

aos seus componentes individuais sugere o efeito sinérgico de GLURP-R0, 

MSP-3 e Pfs48/45. 

 

 Entre os componentes individuais da GMZ2.6c, a proteína GLURP foi mais 

imunogênica;  

 

 IgG1 e IgG3 contra a GLURP e MSP-3 foram as subclasses de IgG 

predominantes nas populações estudadas. 

 

 Os epítopos B imunodominantes da GMZ2.6c preferencialmente reconhecidos 

pelos anticorpos de indivíduos das áreas endêmicas brasileiras estudadas são 

P3, P4 e P11.  
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8. PERSPECTIVAS 

 

Como perspectivas, pretendemos:  

 Avaliar o perfil da resposta imune celular (ativação celular, populações 

linfocitárias, resposta proliferativa, perfil de citocinas) contra GMZ2.6c e seus 

componentes (MSP-3, GLURP e Pfs48/45) nas populações estudadas.    

 

 Identificar e validar os epítopos T imunodominantes da GMZ2.6c nas populações 

estudadas.  

 

 Avaliar o papel funcional dos anticorpos anti-GMZ2.6c sobre o crescimento in 

vitro de P. falciparum, em presença e ausência de monócitos, e em ensaios de 

fagocitose. 

 

 Estudar a associação entre os antígenos do Complexo Principal de 

Histocompatibilidade de classes I e II e as respostas imune celular e humoral 

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

 

 Avaliar a extensão do polimorfismo genético das proteínas MSP-3, GLURP e 

Pfs48/45 e sua influência no desenvolvimento da resposta imune específica.  
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ANEXO I – PARECER COMITE DE ETICA 
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ANEXO II - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) – MALÁRIA  
 

                     

 

                                                                                                                                                                                    

 
   

 

 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) – MALÁRIA  

 
 

Instituição: Fundação Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz  
 
Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC Instituto 
Oswaldo Cruz / Fundação Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansão) 
Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 e-mail: 
cepfiocruz@ioc.fiocruz.br 
 
Título do Projeto de Pesquisa para a População: Estudo da resposta imunológica contra 
proteínas que são candidatas a vacina contra a malária.  

 
Título Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliação do potencial antigênico da candidata a 
vacina antimalárica GMZ2.6c e seus componentes (MSP-3, GLURP e Pfs48/45) em 
populações naturalmente imunizadas por exposição crônica residentes em áreas endêmicas 
brasileiras de malária. 
 
Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio 
 
Colaboradores: Cesare Bianco Junior, Cláudio Tadeu Daniel Ribeiro, Evelyn Kety Pratt 
Riccio, Josué da Costa Lima Junior, Marcelo Urbano Ferreira, Marcus Vinicius Guimarães 
de Lacerda, Paulo Renato Rivas Totino, Ricardo Luiz Dantas Machado 
 
Endereço: Laboratório de Pesquisas em Malária, Instituto Oswaldo Cruz Fundação 
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, responsáveis pelo projeto de pesquisa 
intitulado “Estudo da resposta imunológica contra proteínas que são candidatas à vacina 
contra a malária”, estamos fazendo um convite para você participar como voluntário deste 
nosso estudo. Esta pesquisa tem o objetivo de obter um melhor conhecimento da malária. A 
malária é uma doença transmitida por mosquito e que causa momentos de febre alta e 
calafrios após os quais a pessoa fica cansada e sem forças para trabalhar.  Além de verificar 
se você tem esta doença, vai saber que parasitas causam esta doença e quais os tipos de 
respostas imunológica do organismo são benéficas. A sua participação como voluntário será 
apenas para doar sangue antes do tratamento. 
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Para a realização do projeto serão feitos os seguintes exames, procedimentos e 
tratamentos com os seguintes objetivos: 
Exame de sangue – Para diagnosticar malária, a retirada do seu sangue poderá ser feita na 
veia do antebraço ou no dedo, por um médico, farmacêutico ou biólogo membro da equipe 
da pesquisa. A coleta de sangue na veia do antebraço será feita com a agulha descartável e 
tubo de coleta de sangue e será 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 será feito fazendo um furinho no dedo médio com uma lanceta 
descartável na mão escolhida para o exame. As gotas de sangue serão colocadas em uma 
lâmina de vidro para ser examinada no microscópio.   
 
Os possíveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, são aqueles relacionados com a retirada 
de sangue, como dor local e/ou hematoma (“rouxidão”) no local da punção, com duração de 
3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serão tomados, como o uso de seringa, agulha e 
gaze descartável assim como álcool para assepsia local, entre outros.  
 
Benefícios diretos e indiretos: Em caso de busca ativa, serão realizados exames para o 
diagnóstico da malária nos participantes da pesquisa. Com o diagnóstico da malária você 
será orientado a procurar a Unidade de Saúde responsável pelo atendimento na localidade, 
para avaliação médica e tratamento. O tratamento será o normalmente usado para casos 
desse tipo. Todas as informações de tratamento serão dadas pelo profissional de saúde 
(médico e o enfermeiro responsável pela assistência) e qualquer alteração deverá ser 
comunicada ao pessoal responsável que verificará a necessidade de cuidados locais.  
 
Os resultados desse estudo não o beneficiarão diretamente, mas poderão, no futuro, 
beneficiar outras pessoas. O estudo da resposta imune em pacientes com malária tem 
apontado para um importante papel de algumas células e fatores do organismo 
(imunológicos) na evolução das doenças. O conhecimento destas respostas poderá ser 
importante para se tentar prever a evolução da doença 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 são necessários para tentar esclarecer o seu papel 
na regulação da resposta imune levando à cura ou à proteção.  
 
Após o consentimento e sua assinatura do TCLE da pesquisa, você responderá a um 
questionário, que será aplicado por um dos membros da equipe de investigadores, onde 
serão anotados seus dados pessoais, observações clínicas e dados epidemiológicos. Os 
dados tomados neste questionário serão utilizados única e exclusivamente para geração de 
dados para este projeto. Suas informações neste questionário serão sigilosas e você 
receberá um número de registro para impossibilitar a sua identificação. Esse questionário 
ficará sob a guarda do Laboratório de Pesquisas em Malária do Instituto Oswaldo Cruz – 
Fiocruz/RJ. O acesso a qualquer informação do questionário estará restrita à coordenadora 
do projeto. 
 
Os dados e todas as informações dadas por você estão submetidos às normas éticas 
destinadas à pesquisa envolvendo seres humanos, do Comitê de Ética em Pesquisa – 
CEP/Fiocruz do Ministério da Saúde. Os resultados do estudo poderão ser publicados sem 
revelar a sua identidade e o acesso e a análise dos dados coletados se farão apenas pelos 
pesquisadores envolvidos no projeto. A sua participação é inteiramente voluntária e você é 
livre para recusar a participar, assim como para desistir de participar deste estudo a 
qualquer momento, sem prejuízo para seu acompanhamento ou sofrer quaisquer sanções 
ou constrangimentos.  
 
A sua participação será sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter qualquer despesa e 
com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa. Os gastos necessários 
para a participação na pesquisa serão assumidos pelos pesquisadores. Fica também 
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garantido um pagamento em casos de danos, comprovadamente decorrentes da 
participação na pesquisa. O material coletado para realização dos exames será 
devidamente acondicionado em nitrogênio líquido ou freezer -70ºC e ficará sob a guarda da 
coordenadora do projeto, no Laboratório de Pesquisas em Malária – Fiocruz/RJ pelo período 
de cinco anos até que todos os experimentos propostos no projeto sejam realizados e se 
necessário para repetição de testes para confirmação de dados.  
 
 
Caso precise tirar maiores dúvidas sobre o projeto, você poderá ligar a qualquer momento 
que achar necessário, 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. Você poderá ainda entrar em contato com o Comitê de Ética em 
Pesquisa da Fundação Oswaldo Cruz/RJ pelo telefone (21) 3882-9011, mas apenas tirar 
dúvidas sobre questões 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 depósito, armazenamento e utilização do material 
coletado para a realização 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 do voluntário 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Em caso de analfabetismo ou 

impossibilidade de assinar, 

inserir impressão digital. 
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ANEXO III - TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE) 
    

                     

 

                                                                                                                                                                                                                  

 
    

 
 

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE) 

 
Instituição: Fundação Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz  
 
Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC Instituto 
Oswaldo Cruz / Fundação Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansão) 
Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 e-mail: 
cepfiocruz@ioc.fiocruz.br 
 
Título do Projeto de Pesquisa para a População: Estudo da resposta imunológica contra 
proteínas que são candidatas a vacina contra a malária.  

 
Título Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliação do potencial antigênico da candidata a 
vacina antimalárica GMZ2.6c e seus componentes (MSP-3, GLURP e Pfs48/45) em 
populações naturalmente imunizadas por exposição crônica residentes em áreas endêmicas 
brasileiras de malária. 
 
Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio 
 
Colaboradores: Cesare Bianco Junior, Cláudio Tadeu Daniel Ribeiro, Evelyn Kety Pratt 
Riccio, Josué da Costa Lima Junior, Marcelo Urbano Ferreira, Marcus Vinicius Guimarães 
de Lacerda, Paulo Renato Rivas Totino, Ricardo Luiz Dantas Machado 
 
Endereço: Laboratório de Pesquisas em Malária, Instituto Oswaldo Cruz Fundação 
Oswaldo Cruz, Fiocruz. Avenida Brasil 4365 - Manguinhos - Rio de Janeiro - RJ - CEP 
21040-900. 
 
Telefone: (21) 3865-8135  Fax: (21) 3865-8145 

 
Você está sendo convidado para participar como voluntário da pesquisa intitulada “Estudo 
da resposta imunológica contra proteínas que são candidatas a vacina contra a malária”. 
Seus pais ou responsável legal por você permitiu que você participasse.  Entretanto, você 
não precisa participar da pesquisa se não quiser, é um direito seu não tendo nenhum 
problema se decidir desistir. 
 
Esta pesquisa tem o objetivo de saber se você tem malária, doença que ocorre na região 
onde você mora.  A malária é uma doença transmitida por mosquito e causa momentos de 
febre alta e calafrios após os quais a pessoa fica cansada e sem forças para trabalhar. Caso 
você seja portador desta doença você será orientado a procurar uma Unidade de Saúde 
responsável pelo atendimento na localidade, para avaliação médica e tratamento. O 
tratamento será o normalmente usado para casos desse tipo. Todas as informações de 
tratamento serão dadas pelo profissional de saúde (médico e o enfermeiro responsável pela 
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assistência) e qualquer alteração deverá ser comunicada ao pessoal responsável que 
verificará a necessidade de cuidados locais.  
 
Para diagnosticar malária, a retirada do seu sangue poderá ser feita na veia do antebraço ou 
no dedo, por um médico, farmacêutico ou biólogo membro da equipe da pesquisa. A coleta 
de sangue na veia do antebraço será feita com a agulha descartável e tubo de coleta de 
sangue e será tirada a quantidade de 20 ml de sangue, podendo em algum outro momento 
da pesquisa você ser solicitado para outra nova coleta de sangue.  O sangue coletado no 
dedo será feito fazendo um furinho no dedo médio com uma lanceta descartável na mão 
escolhida para o exame. As gotas de sangue serão colocadas em uma lâmina de vidro para 
ser examinada no microscópio.   
 
Os possíveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, são aqueles relacionados com a retirada 
de sangue, como dor local e/ou hematoma (“rouxidão”) no local da punção, com duração de 
3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serão tomados, como o uso de seringa, agulha e 
gaze descartável assim como álcool para assepsia local, entre outros.  
 
Uma coisa boa de participar desse projeto de pesquisa é saber se você tem essa doença e 
receber o tratamento pela Unidade de Saúde responsável pelo atendimento na localidade.  
 
Ninguém saberá que você está participando da pesquisa, não falaremos a outras pessoas, 
nem daremos a estranhos as informações que você nos der. Os resultados serão 
publicados, mas sem identificar os participantes da pesquisa. 
 
A sua participação será sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter qualquer despesa e 
com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa. Os gastos necessários 
para a participação na pesquisa serão assumidos pelos pesquisadores. Fica também 
garantido um pagamento em casos de danos, comprovadamente decorrentes da 
participação na pesquisa. O material coletado para realização dos exames será 
devidamente acondicionado em nitrogênio líquido ou freezer -70ºC e ficará sob a guarda da 
coordenadora do projeto, no Laboratório de Pesquisas em Malária – Fiocruz/RJ pelo período 
de cinco anos até que todos os experimentos propostos no projeto sejam realizados e se 
necessário para repetição de testes para confirmação de dados. 
 
 
Caso precise tirar maiores dúvidas sobre o projeto, você poderá ligar a qualquer momento 
que achar necessário, 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. Você poderá ainda entrar em contato com o Comitê de Ética em 
Pesquisa da Fundação Oswaldo Cruz/RJ pelo telefone (21) 3882-9011, mas apenas tirar 
dúvidas sobre questões éticas relacionadas a essa pesquisa.  
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 Eu, __________________________________________________________fui informado 
sobre o projeto de maneira clara e tendo o consentimento já assinado pelo meu 
pai/responsável, declaro que concordo participar desta pesquisa. Consinto que os 
procedimentos de coleta acima descritos sejam realizados em minha pessoa e autorizo o 
depósito, armazenamento e utilização do material coletado para a realização 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 Responsável 
 
 _______________________________________________Data: _________ 
Assinatura do menor voluntário 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Em caso de impossibilidade de 

o menor assinar inserir 

impressão digital 

  

Em caso de impossibilidade de 

o responsável assinar inserir 

impressão digital 
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ANEXO IV - QUESTIONÁRIO 

    

                     

 

                                                                                                                                                                                                                   
    

 

REGISTRO N                   Data: 

 
PROJETO: Avaliação do potencial antigênico da candidata a vacina antimalárica 
GMZ2.6c e seus componentes (MSP-3, GLURP e Pfs48/45) em populações 
naturalmente imunizadas por exposição crônica residentes em áreas endêmicas 
brasileiras de malária. 
 

SEXO:  F      M 

IDADE:                NATURALIDADE:                               PROCEDÊNCIA: 

ENDEREÇO ATUAL:  

NÚMERO DE RESIDENTES NO ENDEREÇO ATUAL: 

PROFISSÃO: 

TEMPO DE RESIDÊNCIA (ANOS):  

Área endêmica (anos) :                                      (anos): 

HISTÓRIA PREGRESSA DE MALÁRIA 

NÚMERO DE INFECÇÕES ANTERIORES DE MALÁRIA: 

Espécies:  P. falciparum      P. vivax      P. malariae        Nenhuma       Não lembra 

NÚMERO DE INFECÇÕES NO ÚLTIMO ANO: 

Espécies:  P. falciparum   P. vivax    P. malariae     Nenhuma   Não lembra 

DATA DA ÚLTIMA INFECÇÃO:                                         

Espécies:  P.falciparum    P. vivax    P. malariae     Nenhuma    Não lembra 

LOCAL PROVÁVEL DE INFECÇÃO: 

FEZ O TRATAMENTO COMPLETO?:  Sim     Não 

JA FOI HOSPITALIZADO COM MALÁRIA:   Sim         Não          Data: 

MALÁRIA GRAVE NA FAMÍLIA:   Sim           Não                       Data:                                             

OBS: 

 

TEM ALGUÉM NA FAMÍLIA COM MALÁRIA OU QUE TEVE MALÁRIA RECENTEMENTE?   Sim   

 Não    Data:               
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EXPOSIÇÃO A INFECÇÃO MALÁRICA 

LOCALIZAÇÃO DA CASA 

 Floresta                 Coleção d’água            Cidade      Nenhuma 

TIPO DE CASA (proteção em relação ao contato com mosquito) 

 Boa                 Parcial                  Nenhuma   

ATIVIDADES AO AMANHECER: 

ATIVIDADES AO ANOITECER: 

SABE COMO A MALÁRIA É TRANSMITIDA? 

   Sim      Não      Foi  informado      Foi  informado, mas não acredita   

COMO?: 

USO DE MEDIDAS PROFILÁTICAS 

 Mosquiteiro      Inseticida    antimaláricos     Outras      Nenhuma 

Data da última borrifação de inseticida (FNS):  

INFECÇÃO ATUAL 

SINTOMAS 

 Febre    Cefaléia     Calafrios    Náusea/Vômito    Mialgia     Artralgia          Sudorese   

Nenhum 

DATA DO INICIO DOS SINTOMAS: 

DIAGNÓSTICO:   P. falciparum      P. vivax      P. malariae        Nenhuma     

PARASITEMIA: 

LOCAL PROVÁVEL DE INFECÇÃO: 

RECEBEU TRANSFUSÃO DE SANGUE?:   Sim   Não                 Data: 

É DOADOR DE SANGUE?:  Sim   Não                 Data da última doação: 

 

COLETA DE MATERIAL BIOLÓGICO 

 GOTA ESPESSA    DISTENSÃO SANGUÍNEA     SANGUE     
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ANEXO V - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO – 

CONTROLE 

    

                     

 

                                                                                                                                                                                                                   

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) – 

CLINICAMENTE SADIOS (CONTROLES) 

 

Instituição: Fundação Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo Cruz  

 

Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC Instituto 

Oswaldo Cruz / Fundação Oswaldo Cruz Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 

(Expansão) Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360 Tel.: (21) 3882-9011 

e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br 

 

Título do Projeto de Pesquisa para a População: Estudo da resposta imunológica 

contra proteínas que são candidatas a vacina contra a malária.  

 
Título Oficial do Projeto Pesquisa: Avaliação do potencial antigênico da candidata 

a vacina antimalárica GMZ2.6c e seus componentes (MSP-3, GLURP e Pfs48/45) 

em populações naturalmente imunizadas por exposição crônica residentes em áreas 

endêmicas brasileiras de malária. 

 

Investigador Principal: Lilian Rose Pratt Riccio 

 

Colaboradores: Cesare Bianco Junior, Cláudio Tadeu Daniel Ribeiro, Evelyn Kety 

Pratt Riccio, Josué da Costa Lima Junior, Marcelo Urbano Ferreira, Marcus Vinicius 

Guimarães de Lacerda, Paulo Renato Rivas Totino, Ricardo Luiz Dantas Machado 

 

Endereço: Laboratório de Pesquisas em Malária, Instituto Oswaldo Cruz Fundação 

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, responsáveis pelo projeto de 

pesquisa intitulado “Estudo da resposta imunológica contra proteínas que são 
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candidatas à vacina contra a malária”, estamos fazendo um convite para você 

participar como voluntário deste nosso estudo. Esta pesquisa tem o objetivo de obter 

um melhor conhecimento da malária. A malária é uma doença transmitida por 

mosquito e que causa momentos de febre alta e calafrios após os quais a pessoa 

fica cansada e sem forças para trabalhar.  Além de verificar se você tem esta 

doença, vai saber que parasitas causam esta doença e quais os tipos de respostas 

imunológica do organismo são benéficas. A sua participação como voluntário será 

apenas para doar sangue. 

  

Para a realização do projeto serão feito os seguintes exames, procedimentos 

com os seguintes objetivos: 

 

Exame de sangue – O exame de sangue para exclusão da infecção malárica será 

realizado após a retirada do seu sangue que poderá ser feita na veia do antebraço 

ou no dedo, por um médico, farmacêutico ou biólogo membro da equipe da 

pesquisa. A coleta de sangue na veia do antebraço será feita com a agulha 

descartável e tubo de coleta de sangue e será 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 será feito fazendo um furinho 

no dedo médio com uma lanceta descartável na mão escolhida para o exame. As 

gotas de sangue serão colocadas em uma lâmina de vidro para ser examinada no 

microscópio.   

 

Os possíveis desconfortos e riscos, se ocorrerem, são aqueles relacionados com a 

retirada de sangue, como dor local e/ou hematoma (“rouxidão”) no local da punção, 

com duração de 3 a 4 dias. Todos os cuidados apropriados serão tomados, como o 

uso de seringa, agulha e gaze descartável assim como álcool para assepsia local, 

entre outros.  

 

Benefícios esperados: Os resultados desse estudo não o beneficiarão diretamente, 

mas poderão, no futuro, beneficiar outras pessoas. O estudo da resposta imune em 

pacientes com malária tem apontado para um importante papel de algumas células e 

fatores do organismo (imunológicos) na evolução das doenças. O conhecimento 

destas respostas poderá ser importante para se tentar prever a evolução da doença 

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 são necessários para tentar esclarecer o seu papel na regulação da 

resposta imune levando à cura ou à proteção.  

 

Após o consentimento e sua assinatura do TCLE da pesquisa, você responderá a 

um questionário, que será aplicado por um dos membros da equipe de 

investigadores, onde serão anotados seus dados pessoais, observações clínicas e 

dados epidemiológicos. Os dados tomados neste questionário serão utilizados única 

e exclusivamente no projeto em questão. Suas informações neste questionário serão 
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sigilosas e você receberá um número de registro para impossibilitar a sua 

identificação. Esse questionário ficará sob a guarda do Laboratório de Pesquisas em 

Malária do Instituto Oswaldo Cruz – Fiocruz/RJ. O acesso a qualquer informação do 

questionário estará restrita à coordenadora do projeto. 

 

Os dados e todas as informações dadas por você estão submetidos às normas 

éticas destinadas à pesquisa envolvendo seres humanos, do Comitê de Ética em 

Pesquisa – CEP/Fiocruz do Ministério da Saúde. Os resultados do estudo poderão 

ser publicados sem revelar a sua identidade e o acesso e a análise dos dados 

coletados se farão apenas pelos pesquisadores envolvidos no projeto. A sua 

participação é inteiramente voluntária e você é livre para recusar a participar, assim 

como para desistir de participar deste estudo a qualquer momento, sem prejuízo 

para seu acompanhamento ou sofrer quaisquer sanções ou constrangimentos.  

 

A sua participação será sem receber qualquer incentivo financeiro ou ter qualquer 

despesa e com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa. Os 

gastos necessários para a participação na pesquisa serão assumidos pelos 

pesquisadores. Fica também garantido um pagamento em casos de danos, 

comprovadamente decorrentes da participação na pesquisa. O material coletado 

para realização dos exames será devidamente acondicionado em nitrogênio líquido 

ou freezer -70º.C e ficará sob a guarda da coordenadora do projeto, no Laboratório 

de Pesquisas em Malária – Fiocruz/RJ pelo período de cinco anos até que todos os 

experimentos propostos no projeto sejam realizados e se necessário para repetição 

de testes para confirmação de dados.  

 

Caso precise tirar maiores dúvidas sobre o projeto, você poderá ligar a qualquer 

momento que achar necessário, 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. Você poderá ainda 

entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da Fundação Oswaldo 

Cruz/RJ pelo telefone (21) 3882-9011, mas apenas tirar dúvidas sobre questões 

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 depósito, armazenamento e 

utilização do material coletado para a realização deste estudo. Atesto que assinei 

duas vias do termo de consentimento de igual teor e fiquei com uma via.  
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_________________________________________Data:__________ 

Assinatura do Pesquisador 

 

_________________________________________Data:_________ 

Assinatura Testemunha 

 

_________________________________________Data: _________ 

Assinatura do Voluntário 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em caso de analfabetismo ou 

impossibilidade de assinar 

inserir impressão digital 

 


