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Caracterização molecular e avaliação do impacto da variabilidade genética nos 

epítopos de células B das proteínas candidatas vacinais de Plasmodium vivax: 

PvCyRPA (P. vivax Cysteine-Rich Protective Antigen) e Pvs25 (P. vivax 

Ookinete Surface Protein) 

 

RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

LANA BITENCOURT CHAVES 

 
As infecções causadas por Plasmodium vivax representam um grande problema de saúde pública, 

sendo esta espécie, dentre as demais do gênero Plasmodium, considerada uma das mais difíceis de 

se eliminar. Por esse motivo, a pesquisa de antígenos candidatos vacinais específicos para P. vivax 

necessita de impulso, visto que atualmente existe apenas uma única candidata vacinal em ensaios 

clínicos na iniciativa global de desenvolvimento de vacinas antimaláricas. Torna-se assim 

fundamental a pesquisa de novos candidatos vacinais. Nesse contexto, as proteínas PvCelTOS, 

PvCyRPA e Pvs25 vêm sendo consideradas novas alternativas na busca de candidatos vacinais 

contra a malária. Embora expressas em estágios diferentes, individualmente, desempenham 

importantes funções durante as fases pré-eritrocítica, eritrocítica e sexuada do ciclo biológico do P. 

vivax. Entretanto, dada a complexidade do ciclo biológico do Plasmodium, acreditamos que uma 

composição antigênica ideal deveria ser direcionada a múltiplos estágios de desenvolvimento do 

parasito. Nesse sentido, nos propomos a identificar estas sequências de PvCelTOS (dados 

anteriormente publicados no final do mestrado), PvCyRPA (presente estudo – Artigo 1) e Pvs25 

(presente estudo – Artigo 2) em isolados brasileiros, mapear as regiões imunogênicas conservadas e 

avaliar a resposta imune naturalmente adquirida de indivíduos expostos ao P. vivax, para a 

construção de um antígeno quimérico potencialmente vacinal contra os três estágios de 

desenvolvimento do parasito no hospedeiro vertebrado (esporozoítos, merozoítos e oocinetos). 

Destarte, identificamos e caracterizamos os genes pvcyrpa e pvs25 em 98 isolados da Amazônia 

Brasileira, e seus impactos na antigenicidade dos epítopos de células B. Parâmetros de diversidade 

genética, análise genética populacional, teste de neutralidade e rede de junção de medianas foram 

analisados, bem como o impacto dos polimorfismos de aminoácidos nos epítopos de células B, 

utilizando as ferramentas de sequenciamento genético e predição de epítopos. O gene pvcyrpa 

apresenta uma variação moderada, o que poderia influenciar os potenciais epítopos de células B e, 

consequentemente, o reconhecimento de anticorpos. Apesar das alterações de aminoácidos 

observadas na população e sequências estudadas em todo o mundo, os potenciais alvos de 

anticorpos não parecem ser significativamente afetados. Em relação ao gene pvs25, nossos dados 

sugerem que é um gene conservado entre os isolados brasileiros. Nossos dados apresentam uma 

observação importante, considerando a potencialidade desses antígenos como uma vacina candidata 

para cobrir distintas áreas endêmicas de P. vivax em todo o mundo. 
 

Palavras-chave:  Malária, Amazônia Brasileira, Plasmodium vivax; PvCyRPA, Pvs25, diversidade 

genética, predição de epítopos, proteína recombinante multiestágio.
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Molecular characterization and evaluation of the impact of genetic variability on B cell epitopes 

of Plasmodium vivax vaccine candidate’s proteins: PvCyRPA (P. vivax Cysteine-Rich Protective 

Antigen) and Pvs25 (P. vivax Ookinete Surface Protein) 

 

ABSTRACT 

 

PHD THESIS PARASITE BIOLOGY 

 

LANA BITENCOURT CHAVES 

 
Infections caused by Plasmodium vivax represent a major public health problem, and this species is 

considered one of the most difficult to eliminate among Plasmodium spp. For this reason, the search 

for specific vaccine candidate antigens for P. vivax needs a boost, as there is currently only a single 

vaccine candidate in clinical trials in the global anti-malarial vaccine development initiative. Thus, the 

search for new vaccine candidates becomes essential. In this context, the proteins PvCelTOS, 

PvCyRPA and Pvs25 have been considered new alternatives in the search for vaccine candidates 

against malaria. Although expressed at different stages, individually, they play important roles during 

the pre-erythrocytic, erythrocytic and sexual phases of the P. vivax life cycle. However, given the 

complexity of the Plasmodium life cycle, we believe that an ideal antigenic composition should target 

multiple stages of parasite development. In this sense, we propose to identify these sequences of 

PvCelTOS (data previously published at the end of the master's), PvCyRPA (present study - Article 1) 

and Pvs25 (present study - Article 2) in Brazilian isolates, map the conserved immunogenic regions 

and evaluate the naturally acquired immune response of individuals exposed to P. vivax, for the 

construction of a chimeric antigen potentially vaccinating against the three stages of development of 

the parasite in the vertebrate host (sporozoites, merozoites and ookinetes). Thus, we identified and 

characterized the pvcyrpa and pvs25 genes in 98 isolates from the Brazilian Amazon, and their 

impacts on the antigenicity of B cell epitopes. Parameters of genetic diversity, population genetic 

analysis, neutrality test and median junction network were analyzed, as well as the impact of amino 

acid polymorphisms on B cell epitopes, using genetic sequencing and epitope prediction tools. The 

pvcyrpa gene shows moderate variation, which could influence potential B cell epitopes and, 

consequently, antibody recognition. Despite the observed amino acid changes in the population and 

sequences studied worldwide, potential antibody targets do not appear to be significantly affected. 

Regarding the pvs25 gene, our data suggest that it is a conserved gene among Brazilian isolates. Our 

data present an important observation, considering the potential of these antigens as a candidate 

vaccine to cover different endemic areas of P. vivax worldwide. 

 

Keywords: Malaria, Brazilian Amazon, Plasmodium vivax; PvCyRPA, Pvs25, genetic diversity, 

epitope prediction, multistage recombinant protein. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Malária: contexto histórico e aspectos gerais 

Também conhecida como paludismo (do latim palus, pântano), impaludismo, 

febre palustre, febre intermitente, febre terçã benigna, febre terçã maligna, além de 

nomes populares como maleita, sezão, tremedeira, batedeira ou febre, a malária 

acompanha os seres humanos desde a antiguidade (1). Acredita-se, inclusive, que a 

origem dessa doença é anterior ao surgimento da espécie humana, devido à grande 

diversidade de plasmódios existentes e à capacidade de infectar diferentes 

vertebrados terrestres (2). Além disso, avanços em paleoparasitologia permitiram 

que cientistas conduzissem estudos moleculares e identificassem o DNA de 

Plasmodium em múmias, confirmando assim o caráter ancestral desta doença (3). 

A malária foi primeiramente descrita por Hipócrates, na era pré-cristã, quem 

descreveu as características da doença, como a ocorrência de febre intermitente (4). 

Apenas no início do século XIX é que o termo malária passou a ser utilizado. Os 

romanos pensavam que a doença era causada por vapores eliminados nos 

pântanos, chamando a doença de “mau aire”, em sentido literal “mau ar” (5). 

Acreditava-se que a doença provinha dos miasmas, emanações venenosas das 

águas paradas dos pântanos. A suposição da natureza miasmática da doença foi 

amplamente difundida, até que em 1880, o médico francês Charles Louis Alphonse 

Laveran identificou devidamente o parasito Plasmodium como o agente responsável 

por causar a malária, enquanto a incriminação dos mosquitos como vetores foi feita 

pelo médico britânico Ronald Ross, em 1894 (6, 7).  

Desde a antiguidade, a malária teve um impacto direto sobre a saúde, com 

efeitos indiretos em fatores como desenvolvimento econômico, migração e conflitos 

militares na história mundial. A partir do momento em que a malária foi reconhecida, 

tem sido notória a importância das condições ambientais aliadas às transformações 

socioeconômicas na transmissão da doença. Sua transmissão, nos seres humanos, 

se estabeleceu possivelmente a cerca de 10 mil anos antes de Cristo (a.C.) com o 

advento da agricultura. Nesse momento histórico, houve um grande aumento da 

densidade na população humana e vetorial, quando o homem deixou de ser nômade 

e passou a viver em assentamentos (8).  
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A partir dos inúmeros avanços na pesquisa, atualmente sabe-se que a malária 

é uma doença infecciosa e parasitária que apresenta elevada prevalência e 

morbidade. É causada por protozoários do Filo Apicomplexa, Classe Aconoidasida, 

Ordem Haemosporida, Família Plasmodiidae e Gênero Plasmodium, no qual são 

descritas aproximadamente 250 espécies capazes de infectar aves, mamíferos e 

répteis (9, 10). Dentre estas, cinco espécies principais se destacam por infectar 

naturalmente os seres humanos: Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale (curtisi e 

wallikeri), P. malariae e P. knowlesi (11). Além das espécies P. cynomolgi e P. 

simium, que são responsáveis por causar uma malária simiana, por meio da 

transmissão zoonótica (12). 

A transmissão da malária se dá através da picada do inseto vetor, fêmeas de 

mosquitos infectadas pertencentes ao gênero Anopheles (mosquito prego). Pelo 

menos 465 espécies já foram reconhecidas, tendo aproximadamente 70 espécies 

documentadas como transmissoras da malária humana com diferentes capacidades 

vetoriais. Essa transmissão varia entre espécies e, em muitos casos, entre 

populações de mosquitos. Algumas espécies têm um papel decisivo na transmissão 

da malária em áreas endêmicas, enquanto outras espécies têm papel secundário 

com relevância local ou ocasional (13). 

A importância de uma espécie de mosquito na transmissão depende da sua 

capacidade e competência vetorial. A capacidade vetorial está relacionada com a 

intensidade da transmissão do parasito e é analisada pela densidade dos vetores, a 

taxa de picada, a quantidade de parasitos por inóculo e a longevidade do mosquito. 

Enquanto que a competência vetorial é a capacidade intrínseca do mosquito que 

permite a replicação e transmissão do parasito (14). Dentre as espécies de malária 

com maior competência vetorial para transmitir o Plasmodium destacam-se: An. 

darlingi como principal mosquito vetor no Brasil (15) e An. aquasalis como vetor 

secundário (16); espécies do complexo An. gambiae na África; e An. dirus e An. 

minimus no sudeste asiático (9, 13). 

 

1.2 A malária no mundo 

A malária é uma das doenças parasitárias mais prevalentes no mundo, sendo 

ainda considerada um grande problema de saúde pública nas regiões tropicais e 

subtropicais. Globalmente, em 2019, havia cerca de 227 milhões de casos de 
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malária em 85 países endêmicos de malária. Em 2020, de acordo com o último 

relatório mundial de malária, após 1 ano da pandemia de covid-19 e interrupções 

nos serviços de saúde, o número estimado subiu para 241 milhões de casos da 

doença e 627 mil mortes. Dados que representam cerca de 14 milhões de casos a 

mais em comparação com as taxas de 2019 (17).  

Apesar do aumento de casos, os resultados sugerem que os esforços dos 

países evitaram o pior cenário projetado no início da pandemia. Desde 2000, as 

mortes por malária diminuíram de forma constante de 896 mil para 562 mil em 2015 

e para 558 mil em 2019. No entanto, em 2020, as mortes por malária tiveram um 

aumento de 12% em relação a 2019. Assim, estima-se que 47 mil (68%) dos 69 mil 

casos adicionais de mortes por malária foram em virtude das interrupções durante a 

pandemia. Destas, as 22 mil mortes restantes representam o aumento esperado 

entre 2019 e 2020 utilizando o método de estimativa de casos para a doença, na 

ausência de interrupções nos serviços de saúde (Figura 1) (17).  

Dentre as espécies de protozoários causadores da malária humana, as 

espécies P. falciparum e P. vivax são as mais prevalentes no mundo, sendo 

responsáveis por 95% das infecções (18). Apesar dos esforços para eliminar a 

malária no mundo, a resistência dos principais agentes etiológicos aos antimaláricos 

aumentou consideravelmente nos últimos anos (19), o que tem permitido que a 

malária continue atingindo novas áreas e reapareça em locais onde a doença foi 

anteriormente considerada erradicada (20, 21). 

A malária causada pelo P. falciparum é frequentemente considerada o principal 

alvo, pois é a espécie responsável pelo maior número de mortes dentre os casos de 

infecção. No entanto, a malária causada pelo P. vivax também causa sintomas 

graves e ocasionalmente morte (22), além de ser endêmica em diferentes regiões da 

América do Sul e América Central, em algumas partes da África e grande parte da 

Ásia. Segundo dados do último relatório mundial de malária, em 2020, cerca de 4,5 

milhões dos casos de malária foram causados pelo P. vivax (17). 
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Figura 1 – Distribuição mundial de malária em 2000 e seu status até 2020. 

Adaptado e traduzido. Fonte: WHO, 2021 (17).  

São inúmeros os desafios que têm impactado na eficácia do controle da 

malária. Podem-se citar como exemplos os desafios operacionais: a falta de 

investimentos para aquisição de ferramentas essenciais para prevenção e 

tratamento, que em sua maioria são quase integralmente provenientes de 

programas globais com foco em controle de doenças negligenciadas; a dificuldade 

de distribuição em massa de mosquiteiros tratados com inseticida de longa duração 

(LLIN - Long-Lasting Insecticide); a falta de estrutura para realização de 

diagnósticos, aquisição, armazenamento e distribuição de medicamentos básicos; e 

até mesmo desafios comportamentais que envolvem educação e conscientização 

das populações residentes em áreas endêmicas; dentre outros (23). Além disso, 

existem os desafios biológicos que envolvem tanto o parasito quanto o vetor, dentre 

eles, os relatos crescentes de resistência aos antimaláricos e aos inseticidas (24). 

Diante da urgência de se desenvolverem novas ferramentas de diagnóstico como 

importantes aliadas ao controle, somada a todos estes desafios previamente citados, 

o ano de 2020 trouxe o que a Organização Mundial da Saúde (OMS) determinou 

como a maior ameaça enfrentada até o momento para avançar na eliminação da 

malária: a pandemia de covid-19, oficialmente declarada em janeiro de 2020 como 

uma emergência mundial de saúde pública. A OMS desenvolveu inclusive uma 

análise de modelagem em que prevê aumentos de 20% na morbidade e 50% na 

mortalidade causadas por malária na África subsaariana durante toda a pandemia, 
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como resultado de uma redução de 75% de medidas rotineiras de controle (redução 

da distribuição de LLIN e escassez de medicamentos) (25-27).  

Além de todas estas questões observadas em um contexto mundial, ainda é 

necessário levar em conta algumas particularidades da malária em cada localidade, 

a fim de garantir a eficácia das diferentes medidas aplicadas. As espécies P. 

falciparum e P. vivax, consideradas as mais prevalentes no mundo e responsáveis 

pela maioria dos casos, possuem uma distribuição global bem diferenciada (18). A 

distribuição de P. falciparum, corresponde a aproximadamente 99,7% dos casos no 

continente Africano, enquanto o P. vivax, considerada a espécie plasmodial mais 

dispersa no mundo, é responsável por 76% dos casos nas Américas e também é a 

espécie predominante em regiões tropicais e temperadas (26, 28). Esse perfil se 

explica por características biológicas, como o desenvolvimento de hipnozoítos 

(formas latentes do parasito) e o tempo de incubação variável (29, 30). Outra 

explicação é de que a maior parte da população africana é negativa para o receptor 

glicoproteico, antígeno Duffy, localizado na superfície dos eritrócitos, dificultando a 

ligação e invasão das células sanguíneas por P. vivax, assim como a sua 

disseminação e manutenção pelo continente Africano  (31, 32). O P. vivax é a única 

espécie, dentre as demais, cuja invasão de eritrócitos é quase que completamente 

dependente do antígeno do grupo sanguíneo-Duffy. Entretanto, existem alguns 

relatos descrevendo a ocorrência da infecção por P. vivax em certas regiões da 

África, onde os indivíduos aparentemente não possuem o antígeno Duffy, sugerindo 

que o parasito deve usar receptores alternativos para a invasão de eritrócitos ou que 

a população nessas regiões expressa baixos níveis do antígeno (33, 34). Nesse 

sentido, acredita-se que a mobilidade da população e o fluxo migratório, pode 

amplificar a heterogeneidade do fenótipo Duffy e aumentar a população de 

hospedeiros Duffy positivos (35). Apesar desta reconhecida importância 

epidemiológica, por vezes o P. vivax é deixado à sombra do P. falciparum diante do 

grande problema associado às formas graves da doença na África (36). Além destas 

espécies, o P. malariae é amplamente distribuído no globo terrestre, enquanto o P. 

ovale é encontrado na África e na Ásia, porém ambas as espécies apresentam 

prevalência no Oeste Africano (31). 
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1.3 A malária no Brasil 

No Brasil, a transmissão de malária é classificada como instável e de baixa ou 

média intensidade, predominante na região amazônica e abrangendo cerca de 99% 

dos casos relatados do país (37). Destes, a maioria se encontra distribuída por 41 

municípios presentes nos estados do Acre, Amazonas, Amapá, Pará, Rondônia, 

Roraima, Tocantins, Mato Grosso e Maranhão. Tais estados são descritos como 

prioritários em políticas de controle e intervenção, uma vez que juntos são 

responsáveis por 80% dos casos autóctones identificados no Brasil. Na região extra-

amazônica, em 2020, mais de 90% dos casos notificados foram importados de 

estados amazônicos endêmicos ou de outros países endêmicos como os do 

continente africano, porém são observados casos autóctones nessa região, 

principalmente em áreas de Mata Atlântica (São Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro 

e Espírito Santo) (1).  

Em 2017 e 2018 houve um aumento expressivo de 50,5%, mais de 65 mil 

casos de malária a mais em relação a 2016, quando foram notificados 129.243 

casos. Em 2020, o Brasil registrou um total de 145.188 casos de malária (Figura 2). 

Comparando com o ano de 2019, quando foram registrados 157.452 casos da 

doença, houve uma redução de 7,8%. Do total de casos registrados em 2020, 

118.651 (75%) foram por P. vivax, sendo a espécie mais prevalente no país. Além 

disso, a letalidade por malária na região Amazônica é considerada relativamente 

baixa (1,7/10.000 habitantes) quando comparada a região extra-amazônica, na qual 

a letalidade chega a ser 100 vezes maior (1). O óbito nestas áreas ocorre, na maior 

parte, em pessoas que vêm infectadas de outros países ou de estados da região 

Amazônica, e não recebem o diagnóstico e o tratamento adequados devido à 

dificuldade na suspeita de uma doença incomum nestas áreas, somada à 

desinformação dos viajantes a respeito dos seus riscos. 
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Figura 2 - Casos de malária notificados no Brasil, 1959 – 2020. 

Fonte: Ministério da Saúde, 2021 (1). 

O padrão de endemicidade da malária e o risco de contrair a doença é bem 

heterogêneo no Brasil. Esse risco é medido pela Incidência Parasitária Anual (IPA), 

calculada pelo número de casos ocorridos durante o ano em uma determinada área, 

dividido pela população sob o risco nesta área e expresso em casos por mil 

habitantes. A IPA é o indicador utilizado pelo Programa Nacional de Prevenção e 

Controle da Malária (PNCM) para realizar a estratificação epidemiológica de risco de 

transmissão, que classifica os municípios em locais de: muito baixo risco (IPA < 1 

casos/1.000 habitantes); baixo risco (IPA entre 1 e 10 casos/1.000 habitantes); 

médio risco (IPA entre 10 e <50 casos/1.000 habitantes); e alto risco (IPA ≥ 50 

casos/1.000 habitantes) (Figura 3). Em 2020, na região amazônica, 29 municípios 

foram classificados como de alto risco, 47 de médio risco, 54 de baixo risco e 128 

municípios de muito baixo risco (1). 
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Figura 3 - Mapa de risco de malária por município de infecção, Brasil, 2020. 

Fonte: Ministério da Saúde, 2021 (1). 

Apesar dos avanços significativos que sucederam a introdução do PNCM, 

ainda existem inúmeros desafios que têm impacto direto na eliminação da malária 

no Brasil (38, 39). Além da heterogeneidade, a sazonalidade da malária é diferente 

em cada estado da Amazônia e está relacionada com outros fatores que irão 

influenciar a proliferação de mosquitos como precipitação, temperatura, umidade e 

nível da água, propiciando picos sazonais de transmissão da malária no período de 

transição entre as estações úmida e seca. Dessa forma é comum observar surtos 

epidêmicos de acordo com as variações climáticas e socioambientais (39). Fatores 

socioeconômicos e ambientais como o fluxo migratório intenso e a ocupação 

desordenada nas áreas periurbanas, bem como o desmatamento para extração de 

madeira, também promoveram o agravamento e a manutenção da transmissão de 

malária nessa região (40). 
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A geografia e o clima no Brasil, com regiões ricas em floresta tropical e 

abundantes coleções de água, por si só, favorecem o desenvolvimento do mosquito 

vetor e a manutenção do parasito. Neste cenário, já existe um grande desafio de 

proteger populações sob o risco direto de contrair malária, que residem em áreas 

adjacentes às florestas e fontes de água, em condições e infraestrutura precárias 

(40, 41). Além destes, outros desafios são as infecções assintomáticas, onde há 

cerca de 50 anos já se descrevia que indivíduos assintomáticos poderiam atuar 

como reservatórios e carregar o Plasmodium por até 6 meses favorecendo a 

transmissão da doença. Estas infecções já foram relatadas no sudeste brasileiro, em 

populações ribeirinhas da Amazônia Brasileira e em comunidades indígenas na 

bacia amazônica como Colômbia, Peru e Venezuela, locais adjacentes ao Brasil (42-

45). Um obstáculo importante é a presença frequente de infecções 

submicroscópicas causadas por P. vivax. A baixa parasitemia encontrada nessas 

infecções dificulta a detecção dos parasitos pelos métodos usuais de diagnóstico, 

como a convencional microscopia amplamente empregada no país, fazendo com 

que os indivíduos infectados, e não tratados, atuem como reservatórios da doença e 

assim impactem diretamente no controle da malária (46). Outro desafio é a 

capacidade que a espécie predominante P. vivax possui de se manter sob a forma 

de hipnozoítos, promovendo episódios de recaída em seus hospedeiros, mesmo 

meses após a infecção, em casos mais raros até anos após a infecção, consistindo 

assim em fontes importantes capazes de favorecer a transmissão (47, 48).  

O PNCM considera como uma recrudescência a recidiva (recorrência de 

parasitemia assexuada) que ocorre entre 7 a 28 dias após o início do tratamento de 

um caso de malária. Como recaída a recidiva que incide entre 29 e 60 dias, e como 

reinfecção o reaparecimento do parasito sanguíneo após 60 dias do tratamento. 

Relatos de emergência de P. vivax resistentes à cloroquina são uma realidade no 

país, com episódios de recrudescência descritos tanto em pacientes tratados com 

monoterapia de cloroquina ou em terapia combinada com primaquina (49-51). Tais 

relatos são de grande preocupação, uma vez que demonstram a existência de 

parasitos resistentes ao principal medicamento utilizado no país em esquemas 

preconizados pelo Ministério da Saúde para o tratamento da malária causada por P. 

vivax (52). A terapia ineficaz devido à resistência causa um aumento da carga 

parasitária, prolongando a duração dos sintomas clínicos, aumentando a 

probabilidade de aparecimento de doenças graves e a probabilidade de transmissão 
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(35). Além disso, a primaquina é altamente tóxica para pessoas com deficiência de 

Glicose-6-Fosfato Desidrogenase (G6PD), por causar hemólise (53). Em virtude 

destas problemáticas, também se torna necessário reforçar os estudos para a 

utilização de novos fármacos contra o P. vivax.  

 

1.4 Biologia do parasito 

1.4.1 O ciclo biológico de Plasmodium spp.  

O ciclo biológico do Plasmodium é dividido em duas fases: a fase sexuada 

(esporogônica), que tem como hospedeiro a fêmea do mosquito do gênero 

Anopheles, e a fase assexuada (esquizogônica), onde a multiplicação parasitária 

ocorre em hepatócitos e eritrócitos, no hospedeiro vertebrado (Figura 4) (54, 55).  

 

Figura 4 - Ciclo biológico de Plasmodium spp. no hospedeiro vertebrado e invertebrado.  

Fonte: Adaptado e traduzido de García-Basteiro et al. 2012 (56). (1) Esporozoítos após 

serem inoculados pelo mosquito vetor e migração na pele do hospedeiro vertebrado; (2) 

Fase pré-eritrocítica (hepática) e formação do merossomo; (3) Fase eritrocítica – merozoítos 

invadindo eritrócitos, com subsequente desenvolvimento intraeritrocítico; (4) Estágio sexual 
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do parasito (gametócitos) no hospedeiro vertebrado; (5) Ingestão dos gametócitos (formas 

infectantes) pelo inseto vetor e desenvolvimento do estágio sexuado em seu intestino médio.  

No homem, o ciclo biológico do parasito se inicia durante o repasto sanguíneo 

de uma fêmea infectada, que inocula os esporozoítos (formas infectantes do 

parasito) na pele do hospedeiro, podendo permanecer neste local por algumas horas 

antes de encontrarem um vaso sanguíneo (57). Os esporozoítos são liberados 

principalmente na pele e não diretamente na corrente sanguínea, como se acreditou 

por muito tempo (58). Uma parte desses parasitos é drenada para os vasos 

linfáticos, atingindo os linfonodos, podendo se desenvolver como formas 

exoeritrocíticas (57). No entanto, apenas aqueles que atingem a circulação 

sanguínea são capazes de se desenvolverem e dar continuidade ao ciclo eritrocítico, 

enquanto os demais parecem atuar como uma fonte de antígenos para o sistema 

imune adaptativo (59, 60). Os esporozoítos que atravessam o endotélio e chegam à 

circulação sanguínea são transportados passivamente até o fígado, onde infectam 

os hepatócitos e iniciam o estágio hepático (pré-eritrocítico), no qual se aderem às 

células endoteliais dos sinusóides hepáticos e iniciam um processo de 

movimentação denominado gliding, “deslizando” até atravessarem a barreira 

sinusoidal (61). 

A invasão do hepatócito pelo esporozoíto é complexa e envolve várias 

interações entre o parasito e a célula hospedeira. Uma vez no parênquima hepático, 

os esporozoítos migram ativamente, atravessando o citosol de vários hepatócitos 

antes de invadir aquele que será o seu local de desenvolvimento e replicação, 

através da formação de um vacúolo parasitóforo ao seu redor (62, 63). Essa intensa 

travessia por diversos hepatócitos parece ser um processo obrigatório para tornar os 

esporozoítos capazes de estabelecer a infecção nesta célula-alvo, sendo um passo 

essencial do ciclo de vida do Plasmodium (64). Algumas espécies como, o P. vivax e 

o P. ovale podem se desenvolver em formas latentes do parasito no fígado, 

denominadas hipnozoítos, que são responsáveis pela ocorrência de recaídas da 

doença (65).  

Após a invasão bem sucedida do hepatócito e posterior formação de um 

vacúolo parasitóforo, o esporozoíto se diferencia de uma forma invasiva a uma 

forma ativa replicativa: o trofozoíto pré-eritrocítico (hepático). Uma vez diferenciado, 

o trofozoíto sofre sucessivas divisões pelo processo de esquizogonia, passando por 
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um rápido crescimento e replicação do DNA e de suas organelas, promovendo, 

dessa forma, o desenvolvimento de um sincício multinucleado, conhecido como 

esquizonte hepático (ou tecidual) (66). Após a maturação dos esquizontes, milhares 

de merozoítos são formados e ficam envoltos pela membrana plasmática dos 

hepatócitos, sendo denominados merossomos (67).  

Posteriormente, ocorre a ruptura dos merossomos. Os merozoítos são 

liberados na corrente sanguínea e então aderem e invadem os eritrócitos 

rapidamente (68). Inicia-se então a fase eritrocítica do ciclo da malária, momento em 

que a sintomatologia característica ocorre. Os merozoítos apresentam, em sua 

região apical, estruturas como os micronemas e as roptrias que participam da 

invasão mediante o contato com os eritrócitos. Os micronemas contém adesinas 

responsáveis pela ligação às células sanguíneas enquanto as roptrias por sua vez, 

atuam após essa ligação inicial auxiliando na invasão e na formação do vacúolo 

parasitóforo, região onde os merozoítos replicarão gerando células-filhas (69). Este 

processo de invasão que inicia o ciclo eritrocítico envolve diversas etapas, como 

reconhecimento, reorientação apical e invasão, além de diversas interações entre as 

proteínas do parasito e os receptores eritrocíticos (69). Dentro dos eritrócitos, os 

merozoítos perdem suas organelas apicais, se diferenciam em trofozoítos jovens 

(formato em anel), trofozoítos maduros, esquizontes eritrocíticos, e, posteriormente, 

em merozoítos novamente (63). Com a ruptura das células sanguíneas, os 

merozoítos são liberados na circulação e iniciam novos ciclos contínuos de 

desenvolvimento nos eritrócitos, repetindo os processos de invasão, replicação, 

liberação e nova invasão, resultando assim nas manifestações clínicas da doença, 

principalmente os acessos febris característicos da malária (70). 

Após algumas gerações de merozoítos sanguíneos, uma pequena parte destes 

parasitos se diferencia em estágios sexuados: os gametócitos femininos e 

gametócitos masculinos (71-73). Estas formas sexuais ao serem ingeridas pelo 

mosquito do gênero Anopheles durante o repasto sanguíneo dão início à fase 

sexuada do ciclo, que ocorre no interior do intestino médio do inseto vetor, formando 

gametas femininos e masculinos. 

No intestino médio do inseto vetor, os gametócitos femininos se diferenciam em 

macrogametas e os masculinos em microgametas através do processo de 

exoflagelação. Os gametas femininos são fecundados pelos gametas masculinos 
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formando o zigoto que sofre meiose completa e se transforma em uma estrutura 

invasiva móvel, denominada oocineto (71, 74). O oocineto atravessa a membrana 

peritrófica e o epitélio intestinal do mosquito, se alojando na membrana basal do 

órgão. Dessa maneira, ele perde a motilidade e adquire uma nova forma, 

denominada oocisto. Inicia-se uma intensa multiplicação assexuada (esporogonia) 

do parasito, envolvendo a replicação do DNA e divisões nucleares no interior de 

cada oocisto, no qual são formados milhares de esporozoítos (75). Em 

aproximadamente duas semanas, a parede do oocisto maduro se rompe liberando 

os esporozoítos na hemolinfa do inseto, que podem migrar até as glândulas 

salivares e serão armazenados até a sua inoculação no hospedeiro vertebrado, 

completando o ciclo evolutivo do Plasmodium (71, 76).  

 

1.4.2 Particularidades do Plasmodium vivax 

Diferenças significativas são observadas entre a infecção causada por P. vivax 

e P. falciparum, quanto ao tipo de célula infectada e as interações ligante-receptor 

que ocorrem durante o processo de invasão do eritrócito. Enquanto o P. falciparum 

invade eritrócitos maduros, o P. vivax apresenta uma preferência por eritrócitos 

jovens, os reticulócitos, um mecanismo que ainda não é bem elucidado, uma vez 

que ainda não existe um sistema de cultivo in vitro estabelecido para esta espécie. 

No entanto, o papel que a família das proteínas ligadoras de reticulócitos 

(Reticulocyte Binding Protein, RBP) apresenta durante o processo de invasão de 

reticulócitos já é bem descrito na literatura científica e essa preferência do P. vivax 

tem impacto direto na dinâmica da infecção (77). Enquanto o P. falciparum modifica 

intensamente a superfície dos eritrócitos infectados, promove a citoaderência ao 

endotélio por meio da ação de proteínas como a Proteína 1 de Membrana de 

Eritrócitos de P. falciparum (P. falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1, PfEMP1) 

e causa quadros de malária grave como a malária cerebral, o P. vivax raramente 

está associado a quadros severos. No entanto, infecções causadas por P. vivax 

associadas à presença de comorbidades podem levar a complicações e até mesmo 

ao óbito (78, 79).  

Tanto o P. vivax como o P. ovale, são capazes de desenvolver os hipnozoítos, 

que podem permanecer dormentes por semanas ou meses e gerar recaídas. Esta 
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forma do parasito é responsável pelo surgimento de um novo ciclo hepático seguido 

de fase eritrocítica, sem que haja uma reinfecção (80, 81). Apesar do mecanismo de 

ativação dos hipnozoítos ainda não estar completamente elucidado, é essencial que 

a ativação ocorra em um momento oportuno, permitindo assim a transmissão ao 

mosquito vetor, bem como a posterior transmissão a um novo hospedeiro, 

garantindo a manutenção da espécie (82).  

Outra particularidade encontrada é na gametogênese: enquanto o P. 

falciparum é capaz de se diferenciar relativamente mais tarde durante o estágio 

sanguíneo, o P. vivax é capaz de produzir gametócitos maduros significativamente 

mais cedo, cerca de 8 dias após a inoculação de esporozoítos pelo mosquito vetor, 

favorecendo intensamente a sua transmissão (83, 84). As densidades dos 

gametócitos aumentam continuamente acompanhando a evolução da infecção 

sanguínea, em intervalos de aproximadamente 5 dias, favorecendo sua transmissão 

ao mosquito vetor. Essa capacidade de gerar gametócitos antecipadamente e 

continuamente, somada às recaídas causadas por hipnozoítos são capazes de 

renovar a infecção sanguínea e favorecer a propagação dos gametócitos. Diferente 

dos eritrócitos infectados com gametócitos de P. falciparum, que no início do 

processo de maturação são sequestrados no baço e na medula óssea, os 

reticulócitos infectados com gametócitos de P. vivax permanecem livres e capazes 

de circular sem citoaderência significativa, aumentando assim as suas chances de 

transmissão (84, 85). Mais uma vantagem intrínseca sugerida na literatura é a de 

que os gametócitos de P. vivax conseguem promover a infecção no vetor com níveis 

menores de gametócitos em comparação ao P. falciparum, que somada às 

características anteriores indicam uma transmissão muito mais eficiente (85, 86). 

Os episódios de recaídas promovidos pelos hipnozoítos podem levar à malária 

crônica, com sintomas relevantes como anemia severa, desnutrição, predisposição a 

coinfecções e resposta imunológica debilitada (79, 87, 88). Nesse contexto, a 

capacidade do P. vivax de produzir hipnozoítos somada ao seu elevado potencial 

transmissor - garantido por características como a produção antecipada e contínua 

de gametócitos com um ciclo mais curto no mosquito vetor, quando comparada com 

outras espécies como P. falciparum - caracteriza essa espécie como uma das mais 

difíceis de eliminar (89, 90). Além disso, a predominância do P. vivax em algumas 

das regiões mais densamente povoadas e pobres do mundo também demonstra a 
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importância de reverter a negligência histórica em relação à essa infecção (35). 

Todos esses aspectos da biologia dessa espécie representam importantes desafios 

para o controle e eliminação da malária vivax (89). Dessa forma, a melhor 

compreensão de sua biologia, bem como saber como ela difere do P. falciparum é 

uma necessidade de suma importância para que possa ocorrer um melhor 

direcionamento das pesquisas e intervenções a fim de intensificar o controle da 

doença (91). 

 

1.5 Diversidade genética e estrutura populacional do Plasmodium vivax  

As informações disponíveis a respeito da diversidade genética e da história 

evolutiva do P. vivax são mais escassas quando comparadas com as do P. 

falciparum. Isso se deve, principalmente, à menor mortalidade associada à infecção 

causada pelo P. vivax e à ausência de um sistema eficiente de cultivo contínuo 

desse parasito (92). No entanto, nos últimos anos, muitos estudos sobre o P. vivax 

têm contribuído para um melhor entendimento dessa espécie. 

Estudos de inferência acerca da diversidade genética de populações e genes 

dos parasitos da malária são importantes para o monitoramento de estratégias de 

controle, identificação de novos fármacos e alvos vacinais, bem como para a 

compreensão do padrão de virulência e da interação parasito-hospedeiro (93). Além 

disso, os estudos de estrutura genética revelam como a variação genética está 

distribuída dentro e entre populações e espécies, além de auxiliar na melhor 

compreensão da dinâmica populacional.  

 Nesse sentido, duas abordagens complementares têm sido empregadas no 

estudo de genética de população e da variabilidade genética do Plasmodium. Uma 

dessas abordagens tem como objetivo compreender a estrutura genética das 

populações do parasito, como por exemplo, a partir do estudo da distribuição 

espacial dos alelos, da ocorrência de migrações e das estratégias de reprodução. 

Outra abordagem consiste na análise da diversidade genética de genes específicos, 

como os genes que codificam antígenos vacinais e genes associados à resistência 

aos fármacos. As análises de genes específicos fornecem informações importantes 

sobre como os diferentes alelos são gerados e mantidos na população, podendo 

também determinar o papel da recombinação genética e seleção natural na geração 

e manutenção dos polimorfismos observados (94). 
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Diferentes marcadores moleculares são utilizados para a investigação da 

variabilidade genética e estrutura populacional de P. vivax. Os principais utilizados 

são os Polimorfismos de Nucleotídeo Único (Single Nucleotide Polymorphism, 

SNPs) em genes codificadores de antígenos (92). Os SNPs têm taxas de mutação 

mais lentas que os microssatélites (sequências simples de DNA repetidas em 

tandem), sendo, dessa forma, os marcadores mais desejáveis para análises 

genéticas de populações em amplas escalas geográficas (95).  

Um estudo realizado por Neafsey e colaboradores, em 2012, utilizando 

sequenciamento genético comparou o genoma de cepas de P. vivax, de localidades 

geográficas distintas, e de P. falciparum. Dentre os genomas analisados estavam 

presentes os das cepas de referência de cada espécie, Salvador-1 (P. vivax) e 3D7 

(P. falciparum), e foi observado aproximadamente o dobro da quantidade de SNPs 

em P. vivax que em P. falciparum (96). Além disso, a maioria dos estudos genéticos 

populacionais tem demonstrado uma alta diversidade genética nas populações de P. 

vivax quando comparada com as de P. falciparum (92, 97), mesmo em áreas de 

baixa transmissão (96, 98, 99). Como muitos desses genes codificam proteínas que 

são candidatas à vacina antimalárica, a análise da variabilidade, bem como o melhor 

entendimento da origem dos polimorfismos presentes nesses genes que as 

codificam, são essenciais para o desenvolvimento de uma vacina eficaz (100). 

Diferentes fatores evolutivos e demográficos, como mutação, recombinação, 

seleção natural, fluxo gênico e estrutura geográfica das populações do parasito são 

responsáveis por modelar o padrão de diversidade genética observado nas 

sequências de DNA e proteínas (93). Para os antígenos da malária, é comumente 

observado o papel da recombinação e da seleção natural na geração e manutenção 

da diversidade genética (94, 101). 

A recombinação meiótica é uma importante fonte de diversidade genética, 

podendo substituir vários nucleotídeos, ao mesmo tempo, em um único evento. 

Dessa maneira, a recombinação é capaz de gerar novas variantes alélicas, que 

permitem ao parasito escapar da resposta imune do hospedeiro induzida por 

variantes do mesmo antígeno em exposições anteriores (101). Para o P. falciparum 

e o P. vivax, a maioria dos estudos que faz inferências sobre a recombinação utiliza 

SNPs em genes que codificam antígenos vacinais, como o Antígeno de Membrana 

Apical-1 (Apical Membrane Antigen-1, AMA-1) e a Proteína de superfície do 

merozoíto-1 (Merozoite Surface Protein-1, MSP-1). Nesses trabalhos, a 



 

33 

 

recombinação tem sido frequentemente associada à elevada diversidade genética 

observada nos genes que codificam esses antígenos (102-104).  

As infecções por P. vivax comumente contêm múltiplos clones de parasitos 

geneticamente distintos que podem surgir a partir de uma única picada do inseto 

vetor, carregando uma mistura de parasitos, ou então a partir da inoculação por 

diferentes mosquitos portadores de variantes genéticas de parasitos (105, 106). A 

ingestão de variantes geneticamente distintas pelo mosquito durante o repasto 

sanguíneo pode aumentar a diversidade genética através da recombinação meiótica 

(95). Além disso, as recidivas da infecção por P. vivax devido à reativação de 

hipnozoítos podem contribuir para o aumento da diversidade parasitária (107). Os 

hipnozoítos oriundos de infecções anteriores podem se acumular nos hepatócitos e 

serem ativados simultaneamente no momento da nova infecção resultando na co-

circulação de cepas diferentes. Acredita-se que, quando dois ou mais clones 

geneticamente distintos estão presentes no mesmo hospedeiro, a competição dentro 

do hospedeiro pode selecionar características de P. vivax que representam grandes 

desafios à saúde pública, como aumento da virulência, aumento da 

transmissibilidade e resistência aos medicamentos antimaláricos (106).   

A seleção natural, assim como a recombinação, podem exercer forte influência 

na evolução dos parasitos da malária, principalmente através da pressão seletiva 

exercida pelo sistema imune do hospedeiro e pelos fármacos antimaláricos (108). A 

diversidade observada nos genes codificadores de antígenos, principalmente do 

esporozoíto e merozoíto, é comumente atribuída à pressão seletiva imposta pelo 

sistema imune. Esses genes acumulam mutações, o que é favorecido pela seleção 

natural positiva, que impedem o reconhecimento do parasito pelo sistema de defesa 

do hospedeiro. Como consequência, uma alta diversidade genética é mantida pela 

seleção natural positiva, frequentemente com um excesso de mutações não 

sinônimas que resultam na substituição do aminoácido (109). Diferentes estudos têm 

demonstrado a influência da seleção natural positiva no padrão de diversidade 

genética dos antígenos do plasmódio, como a AMA-1, MSP-1 e EBA-175 (101, 102, 

110).  

 

1.6 Diversidade genética e resposta imune 
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A resposta imune desencadeada na malária é bastante complexa, uma vez que 

se desenvolve contra todos os diferentes estágios do parasito e precisa reconhecer 

múltiplos antígenos dentro da extraordinária complexidade biológica do Plasmodium 

(111). Nesse sentido, apesar do papel bem estabelecido da imunidade inata e 

adaptativa na proteção contra os plasmódios, muitos estudos têm buscado 

constantemente a caracterização de antígenos candidatos a vacinas que induzam 

níveis elevados de anticorpos protetores (112). 

A diversidade genética de um antígeno candidato vacinal torna-se relevante 

quando se busca uma resposta imune protetora eficiente. A variabilidade genética 

confere ao parasito a capacidade de evadir a resposta imune pois gera variantes 

antigênicas dificultando o seu reconhecimento pelo hospedeiro. A expressão de 

proteínas de P. vivax com alto grau de polimorfismo e a resposta imune específica 

da cepa correspondente representam um importante obstáculo no desenvolvimento 

de vacinas (113, 114). Nesse sentido, a alta diversidade antigênica do parasito é um 

dos fatores que pode explicar o lento desenvolvimento da imunidade adquirida 

naturalmente (115). Dessa forma, a exposição repetida ao antígeno ao longo de 

vários anos é necessária para gerar um grande repertório de anticorpos contra 

diferentes sorotipos em uma área endêmica de malária (116). Em áreas endêmicas, 

os indivíduos são naturalmente expostos e, portanto, produzem respostas 

imunológicas específicas contra várias cepas. A imunogenicidade adquirida é 

geralmente de curta duração, específica da cepa e desenvolvida gradualmente após 

repetidas infecções (116, 117). Essa imunidade pode conter a parasitemia, 

protegendo o indivíduo contra doenças graves e diminuindo o risco de mortalidade.  

A diversidade genética apresenta um grande desafio no desenvolvimento de 

vacinas, visto que a resposta imune induzida por vacinas precisa atuar amplamente 

contra diferentes variantes polimórficas ou alelos para prevenir o escape vacinal 

(118, 119). Evidências já demonstraram que o P. vivax pode usar diferentes vias de 

invasão, assim como o P. falciparum, o que pode contribuir de forma semelhante 

para a evasão imunológica e precisa ser considerado nos estudos sobre vacina 

(120, 121). Dessa forma, ao projetar e testar antígenos candidatos vacinais, é 

importante considerar a diversidade genética parasitária em todos os estágios de 

desenvolvimento da vacina e o uso de dados genômicos disponíveis (122). 

Por fim, o conhecimento da extensão da diversidade genética permite prever 

um padrão de surgimento e disseminação de fenótipos de novas variantes 
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antigênicas que levam à resistência aos medicamentos, ao escape da imunidade 

induzida pela vacina ou ao desenvolvimento da malária vivax grave (123, 124). 

 

1.7 Diagnóstico laboratorial de malária 

O diagnóstico rápido e eficiente das infecções por Plasmodium constitui um dos 

pilares do PNCM, já que a adoção de tratamento apropriado depende da 

identificação precoce da espécie do parasito. Nesse contexto, alguns métodos são 

utilizados atualmente para o diagnóstico das diferentes espécies de Plasmodium, 

incluindo técnicas imunocromatográficas, moleculares e microscópicas, sendo esta 

última ainda considerada como referência na rotina laboratorial (125, 126).  

A técnica da gota espessa por meio da microscopia óptica é o método 

oficialmente adotado no Brasil para o diagnóstico de malária. Mesmo após o avanço 

de técnicas diagnósticas, a gota espessa continua sendo um método simples, de 

baixo custo e de fácil realização. Essa técnica baseia-se na visualização do parasito 

por meio de microscopia óptica, após coloração com azul de metileno e Giemsa. 

Considerada padrão-ouro pela OMS, ela permite a diferenciação específica dos 

parasitos, a partir da análise de sua morfologia e dos seus estágios de 

desenvolvimento encontrados no sangue periférico (126). No entanto, as limitações 

da microscopia de rotina têm se tornado cada vez mais evidentes, principalmente 

em situações de coinfecções e de baixa parasitemia (127). Estudos já demonstraram 

que indivíduos portadores de parasitemia submicroscópicas, detectáveis apenas por 

métodos mais sensíveis, como os moleculares, podem ser capazes de transmitir 

malária, atuando como reservatórios da doença (83, 85). 

Métodos complementares à microscopia óptica de rotina são os ensaios 

imunocromatográficos em papel, denominados testes de diagnóstico rápido (TDRs). 

São realizados em fitas de nitrocelulose contendo anticorpo monoclonal contra 

antígenos específicos do parasito. Grande parte dos testes hoje disponíveis 

discrimina, especificamente, o P. falciparum das demais espécies. Atualmente, o 

PNCM utiliza para o diagnóstico de malária o SD-BIOLINE MALARIA AG Pf/Pf/Pv, 

que é um teste combinado contendo a Proteína Rica em Histidina-2 (HRP2) e 

Lactato Desidrogenase do parasito (pLDH) de P. falciparum e pLDH de P. vivax. Por 

sua praticidade, menor custo e facilidade de realização, se tornou uma boa 

ferramenta para auxiliar no diagnóstico de malária. No entanto, o seu uso está 
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restrito a situações onde não é possível a realização do exame da gota espessa por 

microscopista certificado e com monitoramento de desempenho, como em áreas 

muito distantes e de difícil acesso aos serviços de saúde (125, 126). A qualidade 

diagnóstica de um TDR depende da experiência do examinador e dos cuidados de 

como ele é preparado e interpretado. A execução e a acurácia dos TDRs podem ser 

afetados por diferentes fatores, como problemas na fabricação do teste, condições 

de armazenamento e transporte, competência e desempenho do manipulador (128, 

129). Além disso, assim como a microscopia, os TDRs apenas detectam de forma 

confiável de 50-100 parasitos/ul (130, 131), sendo necessário associá-los a outras 

técnicas em áreas onde há a circulação de mais de uma espécie de plasmódio, 

devido a sua incapacidade de diferenciá-las (132, 133) e ainda podem gerar falsos 

positivos devido à persistência do HRP-2 após uma infecção (134). 

Devido, principalmente, à sua alta sensibilidade, o uso de ferramentas 

moleculares no diagnóstico de malária tem se tornado cada vez mais importante, 

sobretudo em áreas prestes a alcançar a eliminação da doença ou em regiões 

endêmicas onde os indivíduos apresentam baixas parasitemias (135). Dentre as 

ferramentas moleculares atualmente disponíveis para o diagnóstico e estudo da 

doença destacam-se protocolos baseados na amplificação de DNA do parasito, 

como a reação em cadeia da polimerase (PCR) e suas variações, como a Nested-

PCR e a PCR em tempo real (qPCR) (136-138). Já foi demonstrado que técnicas de 

PCR são mais sensíveis e específicas quando comparadas às técnicas 

microscópicas e ao teste imunocromatográfico, tendo grande importância na 

diferenciação da espécie de Plasmodium em pacientes com baixa parasitemia e em 

infecções mistas (127, 139). Nesse sentido, o diagnóstico molecular para malária 

tem apresentado um grande progresso. O PNCM, baseado em estudos realizados 

no Brasil e em vários países do mundo, considera que pacientes com PCR positivo 

para malária, mesmo assintomáticos, podem infectar mosquitos e/ou se tornar 

sintomáticos, sendo assim devem ser tratados quando o diagnóstico for realizado 

unicamente por essa técnica molecular (126). No entanto, em virtude do seu custo 

elevado, da necessidade de infraestrutura e profissionais capacitados, seu uso ainda 

é limitado aos laboratórios de referência, sendo muito importante no auxílio 

diagnóstico, bem como em estudos epidemiológicos e de vacinas.  

 

1.8 Estratégias de controle da malária 
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As atuais políticas estratégicas para o controle de malária são baseadas na 

prevenção, através do controle vetorial, e no gerenciamento de casos, reduzindo a 

morbidade e a mortalidade por malária. De acordo com a OMS, no Brasil, a 

estratégia de controle da doença é composta por três pilares principais: o 

diagnóstico rápido por meio do exame de gota espessa; o tratamento quimioterápico 

dos indivíduos positivos; e a redução do contato com os mosquitos vetores, pela 

utilização de mosquiteiros impregnados e a borrifação domiciliar de inseticidas (140).  

O tratamento adequado tanto previne a ocorrência de casos graves e fatais, 

como elimina fontes de infecção para os mosquitos, contribuindo para a redução da 

transmissão da doença. Para cada espécie de Plasmodium é utilizado um 

medicamento ou associações de medicamentos específicos, em dosagens 

adequadas à situação particular de cada paciente. A OMS, bem como o PNCM 

estabelecem uma lista de fármacos e suas respectivas dosagens a serem 

administradas, sendo classificados de acordo com a sua natureza química (1).  

A dificuldade no controle da malária, no entanto, ocorre devido à grande 

complexidade do ciclo biológico do parasito, à resistência aos inseticidas e aos 

medicamentos antimaláricos, bem como às infecções assintomáticas e 

submicroscópicas. Há também outros desafios biológicos como: deleções do gene 

pfhrp2/3 entre alguns parasitos da malária, que causam resultados de TDRs falsos 

negativos, complicando o gerenciamento e controle de casos; e a propagação de 

espécies de anofelinos invasores (não nativos), que representam uma ameaça 

potencial para o controle da malária (17). Além de todas essas questões, a 

imunidade naturalmente adquirida pela exposição à malária não é eficaz e de curta 

duração. Tais informações tornam necessárias outras estratégias efetivas de 

controle (141, 142), como o desenvolvimento de uma vacina. 

 

1.9 A busca por uma vacina antimalárica  

Um dos maiores desafios da medicina tem sido o desenvolvimento de uma 

vacina eficaz e segura contra a malária. Apesar de todos os avanços obtidos após 

anos de pesquisa em vacinas contra a malária, os esforços permanecem contínuos 

e árduos, requerendo longos períodos de ensaios laboratoriais e clínicos, e sempre 

exigindo um amplo suporte financeiro (143). Uma vacina antimalárica segura, efetiva 
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e acessível causaria um grande impacto no controle da doença e seria essencial 

para a sua possível eliminação.  

Contudo, alguns obstáculos ainda devem ser superados. A dificuldade para o 

desenvolvimento de uma vacina antimalárica reside na complexidade do parasito, 

seu ciclo evolutivo, a limitada compreensão das interações parasito-hospedeiro e a 

diversidade genética nas populações do Plasmodium (144, 145). Além disso, a 

recombinação que ocorre na gametogênese também pode ocasionar o aumento 

significativo de variabilidade antigênica facilitando a evasão do parasito do sistema 

imunológico do hospedeiro (144). Durante o 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 (146). Dessa forma, essa grande complexidade trouxe diversos antígenos 

candidatos promissores a compor uma vacina antimalárica capaz de induzir uma 

resposta imune protetora.  

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

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

imunidade estéril (grau máximo de proteção) e duradoura (147), entretanto, 

indivíduos residentes em áreas endêmicas, após sucessivas e múltiplas infecções, 

desenvolvem uma imunidade clínica, na qual a replicação parasitária é controlada 

(148, 149). Além disso, já foi visto que a transferência de imunoglobulinas de 

indivíduos imunes para indivíduos não imunes, diminui a parasitemia e as 

manifestações clínicas (145). A imunização de camundongos (150), primatas não 

humanos (151) e humanos (152) com esporozoítos irradiados promoveu a proteção 

contra o desafio com esporozoítos não irradiados, evidenciando a possibilidade do 

desenvolvimento de uma vacina.  

O ciclo biológico de Plasmodium spp. é complexo e rico em diversidade 

antigênica, o que explica a existência de diferentes estratégias vacinais voltadas 

para as formas e antígenos específicos do parasito em seus diferentes estágios de 

desenvolvimento. Nesse sentido, as vacinas podem ser projetadas para atingir o 

parasito em vários estágios de seu ciclo de vida e atualmente existem basicamente 

3 estratégias vacinais: as vacinas pré-eritrocíticas, vacinas eritrocíticas e vacinas 

bloqueadoras de transmissão (153). Além disso, um fator importante a se considerar 

é se a vacina tem como alvo o parasito em um compartimento extra ou intracelular, 

uma vez que a imunidade protetora dependerá de anticorpos ou linfócitos 

citotóxicos, respectivamente. 
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A complexidade de desenvolver uma vacina antimalárica reside na dificuldade 

de encontrar um candidato vacinal ou a combinação de antígenos candidatos 

vacinais de vários estágios do ciclo que irão induzir uma resposta imune robusta e 

duradoura. A grande maioria dos antígenos candidatos estudados, apesar de serem 

muito imunogênicos também são altamente polimórficos, bem como os que são 

altamente conservados tendem a ser menos imunogênicos ou a não induzir uma alta 

titulação de anticorpos. Felizmente nos últimos anos houve um progresso 

significativo em identificar e caracterizar novos antígenos potencialmente candidatos 

a compor uma vacina antimalárica, presentes em diversos estágios do ciclo de vida 

do parasito, importantes no seu desenvolvimento e sobrevivência (153). 

Segundo a iniciativa de desenvolvimento de vacinas criada pela OMS, 

atualmente, além da vacina RTS,S/AS01, há cerca de 23 formulações vacinais em 

ensaios clínicos e 17 em ensaios pré-clínicos contra o P. falciparum. Por outro lado, 

quando tratamos de pesquisas direcionadas ao P. vivax, o número de formulações 

em ensaios clínicos e pré-clínicos é bastante reduzido a 3 formulações: (1) 

ChAd63/MAV PvDBP, que tem como alvo a proteína que se liga ao antígeno Duffy 

de P. vivax, e é hoje a única formulação vacinal contra esta espécie em ensaios 

clínicos; (2) VMP002, que contém a PvCSP expressa em Escherichia coli; e (3) 

PvSPZ, composta por esporozoítos atenuados (Figura 5) (154).  
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Figura 5 - Panorama global de vacinas antimaláricas atualmente em ensaios clínicos. 

Fonte: Adaptado e traduzido de OMS, 2017 (154). 

 

1.9.1 Vacinas pré-eritrocíticas 

Têm como alvo os esporozoítos e estágios hepáticos ou hepatócitos 

infectados, e visam prevenir o estabelecimento da infecção, interrompendo a 

progressão desse estágio (155). Essas vacinas têm como objetivo induzir uma 

resposta de anticorpos contra os esporozoítos e, assim, impedir a entrada e o 

desenvolvimento de esporozoítos nos hepatócitos ou estimular uma resposta de 

células T que destruiriam os hepatócitos infectados (145, 155). Uma vacina pré-

eritrocítica com uma alta eficácia poderia eliminar os parasitos pré-eritrocíticos antes 

de serem eliminados na corrente sanguínea. São também chamadas de vacinas 

anti-infecção (155). Em função do baixo número de esporozoítos liberados durante o 

repasto sanguíneo, este estágio representa atualmente o principal alvo vacinal 

contra o Plasmodium (156). Entretanto, uma vacina pré-eritrocítica precisa ser 100% 

efetiva, uma vez que, em virtude de sua elevada taxa de replicação, um pequeno 

número de esporozoítos é o suficiente para que a infecção atinja o estágio 

eritrocítico (157, 158).  
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Um exemplo de vacina com essa abordagem é a RTS,S/AS01 (nome comercial 

Mosquirix). Atualmente é a primeira e única vacina que alcançou ensaios clínicos de 

fase III e recentemente, no mês de outubro de 2021, a OMS aprovou o amplo uso 

entre crianças na África Subsaariana e em outras regiões com transmissão de 

moderada a alta de malária por P. falciparum. Essa vacina tem como alvo a proteína 

circunsporozoíta (CSP) que recobre a superfície do esporozoíto no estágio pré-

eritrocítico (159). É constituída por um longo seguimento da CSP de P. falciparum 

(linhagem NF54) dos aminoácidos 207 ao 395, contendo epítopos B e T previamente 

identificados, fusionado com o antígeno de superfície do vírus da hepatite B, o 

antígeno S (160-162). Esta vacina foi desenvolvida em 1987, em uma parceria entre 

a GlaxoSmithKline e o Walter Reed Army Institute of Research, e participa 

atualmente de ensaios clínicos de fase 3, nos quais foi demonstrada uma eficácia 

aproximada de 36% em crianças de 5 a 17 meses que receberam 4 doses desta 

vacina (163-165). Tais resultados garantiram que a RTS,S/AS01 além de ser a 

primeira vacina antimalárica a passar por ensaios clínicos de fase 3, também tivesse 

a implementação piloto de forma emergencial no ano de 2019 em programas de 

vacinação de regiões endêmicas africanas como Gana, Quênia e Malawi, sendo 

uma importante ferramenta de saúde pública nestas regiões de elevada transmissão 

e mortalidade, principalmente em crianças menores de 5 anos causada por P. 

falciparum (159, 166). 

O progresso com a RTS,S/AS01 representa um marco histórico no 

desenvolvimento de vacinas antiparasitárias, mas a sua eficácia parcial ainda deixa 

espaço para melhorias. Estudos de novos antígenos candidatos vacinais têm como 

objetivo alcançar uma melhor eficácia para prevenir a malária clínica em crianças 

africanas. Em paralelo, outros estudos procuram diferentes indicações na prática 

clínica, como proteger mulheres grávidas da malária ou interromper o ciclo de 

transmissão do parasito e, assim, contribuir para a eliminação regional da malária, 

bloqueando a infecção por P. falciparum ou a transmissão aos mosquitos (155). 

Apesar da queda da eficácia ao longo do tempo, essa vacina ainda demonstra um 

claro benefício no cenário atual.  

Outra abordagem é melhorar a imunogenicidade das vacinas baseadas em 

CSP. Recentemente uma nova proteína candidata vacinal vem se mostrando como 

a grande promessa na luta contra malária. A R21/MM é uma candidata vacinal pré-

eritrocítica que consiste no antígeno de superfície da Hepatite B (HBsAg) fusionado 
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com a região C-terminal e central repetida da CSP. É a primeira vacina antimalárica 

em potencial a registrar uma eficácia de 77% na população-alvo de crianças 

africanas ao longo de 12 meses de acompanhamento. Atualmente a fase II dos 

ensaios clínicos está em andamento a fim de acompanhar a segunda temporada de 

malária após a dose de reforço ter sido aplicada. Essa etapa é crucial e permitirá a 

determinação da durabilidade da eficácia dessa vacina. A fase III do ensaio clínico já 

está planejada e será realizada em 5 países africanos que apresentam diferentes 

níveis de transmissão. Esse projeto está caminhando com o objetivo de licenciar 

uma vacina segura, de baixo custo e com alta eficácia (167). 

 

1.9.2 Vacinas eritrocíticas 

São também chamadas de vacinas de estágio sanguíneo. Têm como alvo os 

merozoítos e formas assexuadas do parasito que passam por ciclos multiplicativos e 

repetidos no interior dos eritrócitos. Visam impedir a invasão dos eritrócitos pelos 

merozoítos e a sua multiplicação na circulação, a fim de prevenir a doença e suas 

complicações clínicas (155). O ponto chave da imunidade do estágio eritrocítico são 

os anticorpos, que têm como alvo as formas sanguíneas do parasito. Nesse sentido, 

sabendo-se que um certo nível de imunidade é adquirido após sucessivas infecções 

em área endêmicas (168), pode ser possível mimetizar e acelerar esse processo de 

imunidade naturalmente adquirida através de vacinas contendo proteínas presentes 

na superfície do merozoíto e envolvidas no processo de invasão ao eritrócito. 

Espera-se que uma vacina de estágio sanguíneo seja capaz de eliminar ou reduzir 

de forma significativa a carga parasitária e, consequentemente, os sintomas clínicos. 

Essa vacina seria capaz de induzir a produção de anticorpos que promoveriam a 

opsonização e destruição dos merozoítos e eritrócitos infectados. Além disso, 

poderia também, bloquear a adesão de eritrócitos parasitados às células endoteliais, 

que está associada ao desenvolvimento de malária grave (153, 169), tendo um 

grande impacto na morbidade e mortalidade em áreas endêmicas. 

Outra abordagem em potencial se baseia no desenvolvimento de uma vacina 

contra toxinas, denominada vacina anti-doença, visto que não age sobre o 

desenvolvimento do parasito, mas somente das manifestações clínicas. Uma vacina 

capaz de bloquear as toxinas liberadas pelos parasitos poderia minimizar ou até 

mesmo evitar os sintomas da malária e, consequentemente, os casos mais graves 
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da doença, como a malária cerebral ou malária placentária. No entanto, esse tipo de 

vacina se destina a ser utilizado em uma estratégia conjunta com uma vacina 

antiparasitária (170). 

 

1.9.3 Vacinas bloqueadoras de transmissão 

Têm como alvo as formas sexuais do parasito, presentes tanto no hospedeiro 

humano como no mosquito vetor: gametócitos, gametas, zigoto e oocineto. Visam 

impossibilitar a transmissão da malária interrompendo o ciclo de vida do parasito no 

mosquito (171), induzindo anticorpos que bloqueiam a fertilização dos gametas no 

intestino do mosquito ou o desenvolvimento posterior do zigoto em esporozoítos, 

impedindo que os mosquitos se tornem infectantes (172).   

Os anticorpos seriam ingeridos pelo mosquito no momento do repasto 

sanguíneo e impediriam o desenvolvimento parasitário dentro do intestino da fêmea 

do inseto vetor. Assim, prevenindo a fertilização e levando a falha na produção de 

esporozoítos, culminando na redução do potencial de transmissão do mosquito para 

o próximo hospedeiro humano. Esse tipo de vacina também é chamado de “vacina 

altruísta” ou “vacina solidária”, pois não confere proteção diretamente para o 

indivíduo vacinado, mas sim na população receptora, já que reduziria a transmissão 

no local. No entanto, essa vacina precisaria ser aplicada em toda população para 

efetivamente bloquear a transmissão (173). 

Os desafios atuais no desenvolvimento de uma vacina bloqueadora de 

transmissão (TBVs) incluem a obtenção de respostas adaptativas suficientes que 

mantenham altos níveis de anticorpos ao longo do tempo, bem como uma ampla 

cobertura para atingir a imunidade coletiva. Assim como a vacina anti-doença, as 

TBVs podem ser implementadas em combinação com uma vacina pré-eritrocítica 

para prevenir a infecção em humanos e a transmissão para os mosquitos, bem 

como também podem ser combinados de forma semelhante com as vacinas 

eritrocíticas que reduzem a transmissão para avaliar a atividade aditiva ou sinérgica 

(155). 

 

1.10 Principais antígenos candidatos vacinais 
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A habilidade que o Plasmodium tem de primeiro reconhecer e, então, invadir as 

diferentes células hospedeiras no homem, como os hepatócitos e as hemácias, bem 

como as células epiteliais no inseto vetor, é fundamental para o desenvolvimento do 

seu ciclo de vida. Nesse contexto, alguns antígenos localizados na superfície do 

parasito ou, especificamente, no interior de suas organelas apicais têm sido 

caracterizados, levando à uma melhor compreensão do ciclo biológico do 

Plasmodium e, consequentemente, à identificação de possíveis alvos que possam 

ser explorados em uma vacina contra a malária (174). 

Dentre os antígenos candidatos vacinais de estágio pré-eritrocítico destacam-

se alguns como a proteína CSP, proteína mais abundante presente na superfície 

dos esporozoítos e que atua diretamente na interação entre o parasito e as 

glândulas salivares do mosquito vetor, assim como no polo basolateral da 

membrana dos hepatócitos (175, 176). Conforme já descrita aqui anteriormente, esta 

proteína compõe a RTS,S/AS01, vacina atualmente desenvolvida para a malária 

causada por P. falciparum, como também compõe a proteína candidata vacinal 

R21/MM. Outro antígeno amplamente investigado é a Proteína Adesiva Relacionada 

à Trombospondina (Thrombospondin-Related Anonymous Protein, TRAP), proteína 

necessária para a motilidade dos esporozoítos e essencial para a invasão das 

glândulas salivares do mosquito vetor e dos hepatócitos do hospedeiro vertebrado 

(177-179). Esta proteína se encontra atualmente sob ensaios clínicos de fase 2 na 

forma de uma vacina vetorial que utiliza como modelo o adenovírus de chimpanzé 

63 (ChAd63) e o vírus modificado Vaccinia Ankara (MVA) carreando múltiplos 

epítopos de TRAP (180, 181). Existem ainda ensaios clínicos sendo realizados que 

combinam a vacina Chad63/MVA ME-TRAP com a RTS,S/AS01 com o intuito de 

induzir uma resposta imune mais abrangente e eficaz (182, 183).  

Além desses antígenos, também temos a Proteína de Travessia celular de 

Oocinetos e Esporozoítos (Cell Traversal Protein for Ookinetes and Sporozoites, 

CelTOS). Essa proteína possui um papel fundamental na travessia de oocinetos no 

epitélio do estômago de mosquitos, como também na travessia dos hepatócitos no 

hospedeiro humano, atuando principalmente no momento da saída das células, 

sendo caracterizada tanto como um antígeno candidato a uma vacina pré-eritrocítica 

como uma vacina bloqueadora de transmissão (184-186). A CelTOS de P. 

falciparum (PfCelTOS) se encontra atualmente em ensaios clínicos de fase 1, como 

proteína candidata vacinal pré-eritrocítica, compondo uma formulação vacinal 
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baseada nesta proteína recombinante expressa em E. coli em associação ao 

adjuvante FMP012 (154, 187). 

Na pesquisa de vacinas de estágio eritrocítico, destacam-se antígenos como o 

antígeno 1 de membrana apical (Apical Membrane Antigen-1, AMA-1). Esta proteína 

atua por meio de um complexo de receptores, formado por RON2, RON4 e RON5 

(Rhoptry Neck, RON), secretados e inseridos nas membranas celulares promovendo 

a invasão de hepatócitos e eritrócitos (188, 189). Apesar do seu importante papel na 

invasão dessas células, essa proteína tem sido amplamente explorada 

principalmente como uma candidata vacinal de estágio sanguíneo (190, 191). Ela 

participa de diferentes formulações vacinais que se encontram atualmente em 

ensaios clínicos, tanto na sua forma recombinante (AMA-1 DiCo), como na forma de 

vacina vetorial, isoladamente (ChAd63-AMA-1/MVA-AMA-1) ou em combinação com 

a CSP e a TRAP (ChAd63/MVA CSP TRAP AMA) (192, 193). Outro antígeno 

amplamente estudado é a proteína homóloga de ligação a reticulócitos 5 

(Reticulocyte-binding protein homolog 5, RH5) de P. falciparum. Ela faz parte da 

família de proteínas de ligação a reticulócitos (Reticulocyte Binding-Like, RBL) e 

integra um complexo de proteínas que atua por meio da interação com o receptor 

basigina (BSG) presente nos eritrócitos, sendo a sua ação descrita como essencial 

para a invasão das células sanguíneas. Esta proteína também se encontra em 

ensaios clínicos utilizando a estratégia vetorial ChAd63/MVA (194-196).  

A família das proteínas de superfície de merozoítos (Merozoite Surface Protein, 

MSP) composta por 12 proteínas (MSP-1 a MSP-12) é caracterizada pelo seu 

envolvimento no reconhecimento e invasão dos eritrócitos (197, 198). Dentre as 

proteínas desta família amplamente estudadas, MSP-1 e MSP-3 se destacam por 

intensa investigação na literatura científica e por participarem de ensaios pré-clínicos 

e clínicos, respectivamente. Sendo a MSP-1 estudada como formulação vacinal na 

sua forma recombinante e MSP-3 sob a forma de vacina peptídica, baseada em 

epítopos presentes do aminoácido 181 ao 276 (168, 192). A proteína rica em 

glutamato (Glutamate-Rich Protein, GLURP) também é amplamente investigada e 

existem inúmeras evidências que a apontam como alvo. Essa proteína está 

localizada no complexo proteico Pfs38 na superfície de merozoítos de P. falciparum 

e se liga aos eritrócitos do hospedeiro humano diretamente por meio do receptor 

glicoforina A (199, 200). Foi proposto que a região hidrofóbica R0 de GLURP atue 

como um peptídeo sinal, sendo inclusive esta região parte integrante da vacina em 
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estudo GMZ2, em combinação com a proteína MSP-3, atualmente em ensaios 

clínicos de fase 2 (198, 199).  

O egresso dos merozoítos do interior dos eritrócitos é uma etapa essencial 

para garantir a manutenção do ciclo biológico do Plasmodium. Esse mecanismo de 

egresso é protease dependente, caracterizado por uma ação proteolítica intensa de 

proteínas do parasito que incluem a família de proteínas semelhantes à papaína 

denominadas SERA e expressas no vacúolo parasitóforo. Dentre elas destaca-se o 

antígeno candidato vacinal SERA5 (Serine Repeat Antigen 5), a proteína mais 

abundante da família SERA que apresenta papel importante durante o estágio 

sanguíneo como um importante regulador da cinética de egresso dos eritrócitos, 

garantindo a eficiência da evasão (201-203). O domínio N-terminal desta proteína 

expresso em E. coli se encontra em ensaios clínicos de fase 1 sendo denominado 

como a candidata SE36 (192). Dentre alguns dos antígenos mais recentes, a 

proteína 1 exportada de trofozoíto (TEX 1) de P. falciparum corresponde a uma nova 

candidata à uma vacina peptídica de estágio sanguíneo que contém a porção P27A 

de 104 aminoácidos presente na proteína, formulada no adjuvante GLA-SE 

atualmente em ensaios clínicos de fase 1 (204-206). 

No caso dos antígenos candidatos vacinais que são investigados a fim de 

compor vacinas bloqueadoras de transmissão, destacam-se proteínas como a P25 

(Ookinete Surface Protein), proteína expressa na superfície de gametas antes da 

fertilização e posteriormente em níveis abundantes durante o desenvolvimento de 

zigotos e oocinetos (207-210). A P25 recombinante de P. falciparum se encontra 

atualmente em ensaios clínicos de fase 1. No caso da formulação Pfs25-EPA, a 

proteína P25 está presente conjugada com a exoproteína A de Pseudomonas 

aeruginosa (EPA), utilizada a fim de potencializar a imunogenicidade deste antígeno 

(211). Além dos ensaios clínicos descritos, outros estudos investigam o uso da P25 

por meio da estratégia de construção de partículas semelhantes a vírus, na qual 

essa proteína está inserida na proteína de revestimento do vírus do mosaico da 

alfafa (212).  

Outra proteína amplamente investigada é a P48/45, expressa na superfície dos 

gametas masculinos e femininos, tendo ação importante no processo de fertilização. 

Estudos já demonstraram que gametas masculinos que não apresentam P48/45 

possuem fertilidade severamente reduzida e são incapazes de aderir e penetrar nos 

gametas femininos para a formação do zigoto (210, 213, 214). Esta proteína é 

atualmente investigada em ensaios pré-clínicos que utilizam o seu fragmento C-
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terminal na composição da formulação vacinal (192, 215). A P48/45 apresenta 

similaridade superior a 50% entre as espécies de Plasmodium e inclusive já foi 

descrito na literatura científica que o fragmento C-terminal desta proteína é capaz de 

induzir uma resposta imune cruzada em ensaios experimentais utilizando 

camundongos, gerando anticorpos capazes de reconhecer tanto a P48/45 de P. 

falciparum como a de P. vivax (216, 217). Em conjunto com P48/45, a proteína P230 

faz parte de um complexo essencial para a fertilidade dos gametas masculinos de 

Plasmodium, e parasitos mutantes que não apresentam esta proteína também não 

são capazes de reconhecer e de se associar aos gametas femininos (218-220). 

Atualmente o domínio 1 da P230 de P. falciparum (P230D1M) se encontra em 

ensaios clínicos sob a forma conjugada a EPA (221). 

 

1.11 Desenvolvimento de vacinas contra o Plasmodium vivax 

Ao se analisar os intensos esforços destinados à investigação de vacinas 

voltadas para o P. falciparum ao longo dos anos, é evidente que o desenvolvimento 

de uma vacina específica para o P. vivax também consiste em uma tarefa árdua e 

que depende diretamente de um elevado suporte financeiro. Considerando que a 

pesquisa de vacinas para o P. falciparum teve uma enorme progressão nos últimos 

anos, avançando recentemente para os testes em larga escala com painéis de 

antígenos e com um candidato alcançando ensaios de Fase III (RTS,S/AS01), a 

maioria do desenvolvimento de vacinas para o P. vivax ainda está no início do 

desenvolvimento pré-clínico (36, 222, 223). 

Atualmente existe uma única formulação vacinal em ensaios clínicos para P. 

vivax, a vacina Chad63/MVA PvDBP (154). Esta formulação é composta pelos 

vetores Chad63/MVA que codificam a sequência PvDPB_RII da linhagem de 

referência de P. vivax Salvador I (Sal-1) e foi testada em ensaios clínicos de fase 1 

(224, 225). A sequência em questão está presente na proteína de ligação ao 

antígeno Duffy de P. vivax (PvDBP), proteína que interage com o receptor de 

quimiocinas humano do antígeno Duffy presente nos reticulócitos, permitindo assim 

a sua invasão (226). A região II desta proteína (PvDPB_RII) foi selecionada para 

compor esta vacina por corresponder a uma região conservada, extracelular, rica em 

cisteína e que abriga o seu domínio de ligação, e demonstrou em diversos estudos a 
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capacidade de induzir anticorpos inibitórios em roedores, coelhos e primatas não 

humanos (NHP) (224, 225, 227). Além dessa, existem 2 formulações vacinais ainda 

em ensaios pré-clínicos: a vacina VMP002 contendo a CSP recombinante de P. 

vivax, uma variação da formulação anterior VMP001, modificada com o intuito de 

contornar a baixa eficácia protetora encontrada nos ensaios experimentais 

previamente realizados (154, 228). A outra formulação vacinal é a PvSPZ, 

atualmente investigada em ensaios pré-clínicos e é baseada na estratégia de 

esporozoítos atenuados por radiação (RAS) (229-231).  

Essa enorme diferença na busca por vacinas contra o P. falciparum e o P. 

vivax, pode ser vista como resultado da reconhecida importância clínica atribuída ao 

P. falciparum, em função da alta letalidade e número de casos graves associados a 

esta espécie, que direcionou esforços e investimentos em estudos ao longo do 

tempo. Além disso, a existência de um cultivo in vitro contínuo bem estabelecido de 

P. falciparum, facilita e acelera o desenvolvimento de pesquisas. No entanto, os 

registros de casos de malária grave por P. vivax (232, 233), a emergência de cepas 

resistentes à cloroquina (50, 234) e à primaquina (235), além de sua ampla 

dispersão e enorme impacto socioeconômico em áreas endêmicas, tornam o 

desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o P. vivax essencial para as 

estratégias de controle e eliminação da malária no mundo.  

A aceleração das descobertas de novos antígenos e de novas ferramentas nos 

estudos de P. falciparum, em combinação com a longa jornada já percorrida de 

ensaios vacinais baseados em antígenos isolados de Plasmodium com foco em 

apenas um estágio do ciclo biológico, abriram portas e serviram como base para o 

direcionamento de novas pesquisas com propostas vacinais capazes de combinar 

diferentes antígenos de P. vivax e compor vacinas multiestágio altamente eficazes e 

específicas para esta espécie plasmodial (122). Estudos com P. falciparum já 

demonstraram bons resultados a partir da construção de antígenos recombinantes 

quiméricos baseados em candidatos vacinais já conhecidos, contendo múltiplos 

epítopos de diferentes regiões do parasito, como a MSP-FU24 baseados nas 

proteínas PfMSP-119 e PfMSP-3 (236), e a PfCP-2.9 (P. falciparum chimeric protein 

2.9) baseada nas proteínas PfMSP-1 e PfAMA-1 já em ensaios clínicos (237).  

Nesse sentido, acredita-se que um projeto de vacina ideal teria como alvo 

todos os estágios do ciclo de vida do Plasmodium, que inclui estágios pré-
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eritrocíticos, eritrocíticos e bloqueadores de transmissão. É amplamente aceito que 

uma vacina que forneça imunogenicidade contra vários estágios de desenvolvimento 

do parasito conferiria melhor proteção (238). Dessa forma, uma vacina para o P. 

vivax constituída com diferentes epítopos talvez seja importante para a inibição 

completa da invasão e o desenvolvimento do parasito em diferentes fases do ciclo, 

evento ainda pouco observado quando utilizados anticorpos para apenas uma região 

destas proteínas. Portanto, a nossa expectativa é que a identificação de epítopos 

imunodominantes e conservados, seguida da construção quimérica recombinante e 

os respectivos testes com este novo antígeno potencialmente vacinal representando 

as proteínas PvCelTOS, PvCyRPA e Pvs25 combinadas sejam uma adição 

significativa à lista limitada de antígenos candidatos vacinais contra o P. vivax. 

 

1.12 CelTOS (Cell Traversal Protein for Ookinetes and Sporozoites) 

A proteína denominada CelTOS, que medeia a invasão do Plasmodium à 

célula hospedeira, vem sendo considerada uma alternativa na busca de antígenos 

candidatos vacinais. Esta proteína é secretada por micronemas, nos estágios 

invasivos dos hospedeiros, sendo importante no êxito da travessia celular realizada 

por esporozoítos e oocinetos (239). É conservada entre alguns parasitos do Filo 

Apicomplexa e, curiosamente, possui semelhança estrutural com a glicoproteína 

gp41 de HIV-1 e com uma toxina formadora de poro da Mycobacterium tuberculosis 

(185). 

Estudos já demonstraram que a interrupção de genes codificantes da CelTOS, 

em P. berghei, reduz a infectividade no mosquito hospedeiro e também a 

infectividade do esporozoíto no fígado, quase eliminando a sua capacidade de 

travessia celular (239). Um estudo realizado por Jimah e colaboradores demonstrou, 

através de cristalografia, que essa proteína se liga especificamente ao ácido 

fosfatídico, um lipídeo predominantemente encontrado no folheto interno das 

membranas plasmáticas. Também foi demonstrado que a CelTOS tem a 

potencialidade de romper os lipossomas compostos de ácido fosfatídico através da 

formação de poros, o que permite a saída dos parasitos da célula hospedeira 

durante o percurso de travessia (Figura 6) (185).   
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Figura 6 - Modelo para a CelTOS na passagem celular.  

Adaptado e traduzido de Jimah et al 2016 (185). (A) Durante a fase pré-eritrocítica, os 

esporozoítos atravessam várias células de Kupffer e hepatócitos antes de invadir o 

hepatócito que será o seu local de desenvolvimento. A CelTOS forma poros e rompe as 

membranas celulares destas células para permitir a saída dos esporozoítos, de forma a 

concluir sua travessia. Essa ruptura ocorre através da ligação direta ao ácido fosfatídico 

(PA), no folheto interno, para criar um poro que permite a saída do esporozoíto. EEF - forma 

exoeritrocitária. (B) No mosquito vetor, os oocinetos atravessam o epitélio do intestino médio 

do mosquito para atingir a lâmina basal, onde se desenvolvem em oocistos. A CelTOS 

realiza o mesmo procedimento de ruptura e formação de poro, assim como visto na etapa A. 

 

A CelTOS foi identificada por análise genômica e funcional de proteínas 

expressas em estágios móveis do ciclo de vida do parasito. É uma proteína 

conservada entre diferentes espécies do Plasmodium e também entre outras 

espécies do filo Apicomplexa, indicando que o gene celtos evoluiu de um ancestral 

comum (Figura 7) (239, 240). Nesse sentido, foi demonstrado pela primeira vez por 

Bergmann-Leitner e colaboradores, em 2010, que a imunização com recombinantes 

de CelTOS de P. falciparum (PfCelTOS), em modelo murino, induz proteção cruzada 

contra a malária, causada pela espécie heteróloga P. berghei. Vale ressaltar que 

essa imunização com a sequência conservada da proteína CelTOS induziu uma 

significativa reatividade cruzada, tanto ao nível humoral, quanto celular (241). Além 

disso, relatou-se pela primeira vez o potencial da CelTOS como um antígeno 

protetor. Verificou-se que uma resposta humoral anti-CelTOS seria capaz de inibir in 

vitro a invasão de esporozoítos em hepatócitos, bem como a motilidade do parasito, 

conferindo, dessa maneira, proteção (241, 242). Entretanto, tal reatividade cruzada 

não foi reportada em P. vivax. Acreditamos que uma das razões para essa ausência 

de reatividade pode ser o menor grau de similaridade entre a CelTOS de P. 
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falciparum e P. vivax (63%) e, dessa forma, a presença de diferentes aminoácidos 

nos epítopos identificados em P. falciparum pode ter reflexo na reatividade cruzada 

com P. vivax. 

 

Figura 7 - Comparação das sequências de aminoácidos da CelTOS de P. berghei 

(PbCelTOS) com as ortólogas de P. falciparum e P. vivax.  

A sequência de aminoácidos de PbCelTOS foi alinhada com a PfCelTOS (PlasmoDB 

identificador PFL0800c) e PvCelTOS. Os resíduos conservados estão grifados em cinza. Os 

números de aminoácidos a partir do primeiro resíduo Met (metionina) estão mostrados à 

esquerda de cada linha; e a sequência de sinal N-terminal predita está sublinhada (239). 

Corroborando com os resultados já existentes, também já foi demonstrado que 

peptídeos específicos da PfCelTOS podem estimular as células mononucleares de 

sangue periférico (PBMCs), isoladas a partir de voluntários imunizados com 

esporozoítos irradiados, para produzir respostas antígeno-específicas com altos 

níveis de IFN-, enfatizando o potencial impacto imunológico deste antígeno (243). 

Em 2014, Kusi e colaboradores demonstraram que a recombinante da PfCelTOS foi 

reconhecida por anticorpos naturalmente adquiridos de populações expostas que 

vivem em áreas de alta endemicidade da África (244). Por fim, um estudo de 

predição da reatividade das células T CD4+ e CD8+ revelou vários epítopos 

distribuídos ao longo de toda a sequência da PfCelTOS, mas as análises funcionais 

in vivo feitas pela técnica ELISPOT indicaram que epítopos C-terminais eram mais 

imunogênicos (240). No entanto, embora existam diversas evidências sobre o 

potencial antigênico da proteína CelTOS de P. falciparum, pouco era conhecido 

sobre o potencial da proteína homóloga em P. vivax (PvCelTOS), visto que não há 
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reatividade cruzada entre ambas. Portanto, o nosso grupo demonstrou que a 

PvCelTOS é altamente conservada em isolados de P. vivax de cinco regiões 

diferentes da Amazônia Brasileira (245), e que a PvCelTOS recombinante é alvo de 

resposta imune naturalmente adquirida mediada por anticorpos IgG em indivíduos 

residentes em áreas endêmicas de malária (246), demonstrando assim o seu 

potencial como proteína candidata vacinal. Ambos artigos e dados foram publicados 

no final do mestrado.  

 

1.13 CyRPA (Cysteine-Rich Protective Antigen) 

A CyRPA é uma proteína de aproximadamente 43 kDa e, de acordo com a 

técnica de cristalografia, apresenta uma hélice β de seis lâminas com cinco ligações 

dissulfeto (247). Essa proteína vem sendo apontada como uma nova alternativa nos 

estudos de antígenos candidatos vacinais contra a malária, sendo considerada 

essencial no processo de invasão dos merozoítos aos eritrócitos durante o estágio 

sanguíneo da doença (248).  

A CyRPA está localizada no micronema, estrutura presente no complexo apical 

do merozoíto, e já foi observado em P. falciparum que ela se liga a outras duas 

proteínas apicais formando o complexo heterotrimérico PfRh5/PfRipr/CyRPA, de alta 

afinidade, que desempenha papel-chave na fase de pré-invasão (247, 249). Esse 

complexo está associado à formação de um poro entre o merozoíto e o eritrócito, 

permitindo o influxo de Ca+2 na célula hospedeira e criando um cenário favorável 

para a entrada do parasito (247). Apesar do papel fundamental deste complexo na 

invasão dos eritrócitos, não foi identificado nenhum ortólogo da PfRh5 em espécies 

de Plasmodium além das espécies intimamente relacionadas ao P. falciparum, 

subgênero Laverania. Não havendo, por exemplo, o seu ortólogo em P. vivax. Nesse 

contexto, em virtude da ausência de um ortólogo de PfRh5 fora do subgênero 

Laverania, outras proteínas são responsáveis e essenciais no processo de invasão 

dos eritrócitos em outras espécies (Figura 8). Um estudo realizado por Knuepfer, em 

2019, com o P. knowlesi, espécie causadora de malária em primatas e, 

taxonomicamente relacionada ao P. vivax, demonstrou a presença dos ortólogos da 

PfCyRPA e PfRirp encontrados no seu genoma e essenciais para invasão dos 

eritrócitos e sua sobrevivência in vitro (250). No entanto a PkCyRPA apresentou ter 

função independente, já que nenhuma proteína de interação foi identificada. Estudos 
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revelam que ela está envolvida no processo de invasão e é essencial para a 

sobrevivência do parasito (248, 251).  

 
 

Figura 8 - Comparação entre as estruturas envolvidas no processo de invasão ao eritrócito 

por (A) P. knowlesi e (B) P. falciparum. 

Adaptado e traduzido de Knuepfer et al, 2019 (250). 

O estágio de pré-invasão dos eritrócitos é um evento significativo para o 

desenvolvimento de vacinas, tendo em vista que é um momento em que há uma 

exposição direta do parasito e de suas estruturas superficiais e apicais ao sistema 

imunológico, dessa forma facilita o reconhecimento de antígenos e a ação de uma 

resposta humoral potencialmente eficaz (252). 

Diferentes trabalhos com a proteína CyRPA de P. falciparum já demonstraram 

o seu papel inibitório na invasão de merozoítos tanto in vitro quanto in vivo. Estudos 

já demonstraram que anticorpos monoclonais produzidos em camundongos BALB/c 
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contra a PfCyRPA recombinante inibem o crescimento do parasito (253). Além disso, 

uma pesquisa realizada com isolados da Índia e da África demonstrou que os 

anticorpos contra a PfCyRPA exibiram potente neutralização do merozoíto, podendo 

estar associado à redução de risco de malária nas infecções naturais (254). 

Também já foi descrito por Volz e colaboradores, em 2016, que a perda de função 

da PfCyRPA através da deleção do gene codificante, resulta na diminuição da 

capacidade dos merozoítos invadirem a célula hospedeira (255). Ademais, estudos 

in vivo, feito por Dreyer e colaboradores, em 2012, observaram que anticorpos 

monoclonais específicos para PfCyRPA demonstraram inibição do crescimento de P. 

falciparum em camundongos nulos NOD-scid IL2Ry enxertados com eritrócitos 

humanos (256). No entanto, não se sabe ainda sobre o mecanismo envolvido neste 

processo. 

Ainda corroborando com os resultados já descritos, um estudo recente 

demonstrou que as PfCyRPA, PfRh5 e PfRirp foram menos imunogênicas quando 

apresentadas no complexo trimérico. Em relação aos títulos de anticorpos, a 

proteína PfCyRPA apresentou uma diferença marcante quando usada como alvo 

único de imunização. Um ensaio de ELISA comparativo demonstrou que títulos de 

anticorpos para PfCyRPA são de aproximadamente 7,5 vezes mais baixo quando 

apresentados em complexo trimérico do que quando usada como alvo único, 

confirmando as previsões do estudo de que os epítopos na CyRPA são mascarados 

pelas faces de ligação de Ripr e Rh5 (257). Dessa forma, esses dados reforçam a 

importância do estudo singular da proteína CyRPA como um potencial candidato 

vacinal.  

No entanto, todos esses trabalhos anteriores utilizaram a proteína CyRPA de P. 

falciparum. Em relação ao P. vivax, um estudo realizado por França e 

colaboradores, em 2017, demonstrou que os anticorpos contra a proteína PvCyRPA 

estão fortemente relacionados com proteção. Um fato curioso é que o efeito protetor 

desses anticorpos dirigidos contra a PvCyRPA foi superior ao efeito dos anticorpos 

dirigidos contra outras proteínas classicamente descritas como candidatas vacinais, 

como por exemplo MSP-1, MSP-3, MSP-9 e AMA-1 (258). Em paralelo, existe 

apenas um trabalho acerca da diversidade genética e estrutura populacional da 

PvCyRPA, realizado recentemente por Gonzalez e colaboradores, em 2021, 

utilizando isolados do México (259). Enquanto isso, ainda não existia nenhum relato 

utilizando isolados brasileiros e de áreas endêmicas e, principalmente, abordando o 

impacto destes polimorfismos no desenvolvimento de vacinas baseadas nesta 
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proteína. Nesse contexto, o nosso grupo demonstrou  recentemente que o gene 

pvcyrpa apresenta uma variabilidade genética moderada nos isolados estudados e 

tais polimorfismos alteram sequências de aminoácidos contidas em potenciais 

epítopos de células B, uma observação importante considerando a potencialidade do 

antígeno como candidato a vacina para cobrir distintas áreas endêmicas de P. vivax 

em todo o mundo (260). 

 

1.14 P25 (Ookinete Surface Protein) 

A proteína de superfície de oocineto denominada P25 possui peso molecular 

de 25 kDa e já foi descrita em diferentes espécies de Plasmodium (261). Essa 

proteína possui uma importante função no ciclo biológico, interferindo no 

desenvolvimento de oocistos no intestino médio do mosquito (262), podendo assim 

interromper a transmissão da malária. É especificamente expressa na superfície dos 

gametas, zigotos e oocinetos de Plasmodium em desenvolvimento (263). Inicia a 

sua expressão ainda nos gametócitos, antes mesmo da fertilização dos gametas. 

Atingindo o pico de síntese nas horas iniciais, sendo posteriormente expressa em 

maior abundância na superfície de zigotos e oocinetos em desenvolvimento, 

considerada assim um alvo de pós-ativação (Figura 9) (264, 265). Essa proteína 

contém estruturas conservadas, caracterizadas por uma sequência sinal, quatro 

domínios semelhantes ao Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) dispostos no 

formato de um triângulo, seguido por uma âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) na 

extremidade C terminal (266). É rica em cisteína e restrita por até 11 ligações 

dissulfeto (267). Os domínios EGF são conhecidos por estarem presentes 

especialmente em proteínas de superfície, onde participam em processos de 

reconhecimento e de adesão (268), o que indica que eles desempenham papéis 

importantes nas interações parasito-hospedeiro. 
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Figura 9 - Ciclo de vida do Plasmodium no inseto vetor e expressão gênica da P25. 

Adaptado de Moreira et al, 2004 (265). 

Embora a função da proteína P25 ainda não seja totalmente reconhecida, em 

P. berghei, já foi demonstrado que essa proteína tem propriedades múltiplas e 

parcialmente redundantes durante o desenvolvimento de oocinetos e oocistos. A 

proteína é essencial para a sobrevivência de oocinetos no intestino médio do 

mosquito, subsequente penetração do epitélio do intestino médio e posterior 

transformação de oocineto em oocisto (269). 

Diversas plataformas que utilizam antígenos de estágio sexual como 

candidatos vacinais demonstraram anticorpos com atividade de bloqueio de 

transmissão (270). Anticorpos induzidos contra a proteína Pfs25 bloquearam 

significativamente a transmissão da malária em primatas não humanos (271). 

Experimentos já demonstraram que os anticorpos bloqueadores de transmissão 

diminuem o movimento do oocineto dentro do intestino do mosquito (272), e em 

virtude do atraso na formação do oocisto, o oocineto não é capaz de sobreviver 

dentro desse severo ambiente proteolítico (273). Estudos já mostraram que níveis de 

anticorpos contra a proteína estão diretamente relacionados à atividade de bloqueio 

da transmissão (274), visto também em versões recombinantes da proteína (275, 

276). 

A Pvs25 tem sido considerada uma vacina promissora contra o P. vivax, uma 

vez que anticorpos específicos induzidos em camundongos ou macacos Aotus 

imunizados bloqueiam completamente a capacidade do P. vivax para infectar os 
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mosquitos Anopheles (277, 278). Em humanos, a Pvs25 recombinante foi 

reconhecida por anticorpos de populações expostas em Mianmar (279). Atualmente, 

apenas a Pfs25 e a Pvs25 foram testadas em ensaios clínicos de Fase Ia, 

demonstrando o potencial deste antígeno como um componente de uma vacina de 

bloqueio de transmissão (280, 281). 

Diferentemente do extenso polimorfismo genético comumente observado em 

vários antígenos de Plasmodium, o gene pvs25 é considerado bastante conservado, 

apresentando pouca variabilidade em sua sequência, provavelmente porque 

posteriormente essa proteína não é exposta ao sistema imunológico de vertebrados 

(282). Análises de sequências gênicas revelaram uma organização estrutural bem 

semelhante e sua diversidade genética já foi pesquisada entre diferentes isolados de 

países asiáticos (263). Assim como diferentes estudos também já demonstraram e 

confirmaram o potencial deste antígeno como candidato vacinal (280, 283). 

Entretanto, ainda não havia estudos sobre a diversidade genética incluindo isolados 

de diferentes áreas brasileiras, bem como sobre o mapeamento de epítopos, e 

essas informações adicionais de suma importância foram publicadas recentemente 

pelo nosso grupo (209), enriquecendo o campo de pesquisa dessa proteína 

candidata vacinal. 
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2 JUSTIFICATIVA 

A geração de quimeras recombinantes que possuam genes oriundos de mais 

de uma proteína candidata vacinal e que possua sequência gênica codificante 

apenas para as regiões imunogênicas de tais proteínas, é uma alternativa atrativa e 

viável. A construção de antígenos recombinantes quiméricos baseados em 

candidatos vacinais já conhecidos e contendo múltiplos epítopos de diferentes 

regiões do parasito vem obtendo bons resultados em construções baseadas em 

antígenos de P. falciparum, com antígenos quiméricos como a MSP-FU24 baseados 

nas proteínas PfMSP-119 e PfMSP-3 (236), e utilizando a PfCP-2.9 (P. falciparum 

chimeric protein 2.9) baseada nas proteínas PfMSP-1 e PfAMA-1 já em ensaios 

clínicos (237). Em relação ao P. vivax, o restrito número de regiões descritas como 

imunogênicas e a ausência de um cultivo in vitro tornam-se fatores limitantes para a 

identificação, purificação de antígenos, construção e expressão de proteínas 

recombinantes quiméricas. Dessa forma, uma vacina para o P. vivax constituída com 

diferentes epítopos talvez seja importante para a inibição completa da invasão e o 

desenvolvimento do parasito em diferentes fases do ciclo, evento ainda pouco 

observado quando utilizados anticorpos para apenas uma região destas proteínas. 

Portanto, a análise da variabilidade genética e a avaliação do impacto nos epítopos 

de células B, gerem informações de grande importância para a construção de um 

antígeno quimérico potencialmente vacinal contra os três estágios de 

desenvolvimento do parasito no hospedeiro vertebrado (esporozoítos, merozoítos e 

oocinetos).  
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar os aspectos moleculares de cada proteína de estudo (PvCyRPA e Pvs25) em 

relação ao seu potencial como candidata vacinal contra o P. vivax, para desenvolver 

uma quimera recombinante contendo múltiplos epítopos de diferentes estágios de 

desenvolvimento do P. vivax. 

 

3.2 Objetivos específicos 

• Desenhar e validar os iniciadores específicos (primers) do gene pvcyrpa; 

• Identificar os genes pvcyrpa e pvs25 em isolados provenientes de áreas 

endêmicas brasileiras a partir da técnica de amplificação por PCR e 

visualização em gel de agarose; 

• Avaliar a variabilidade genética dos genes pvcyrpa e pvs25 nos isolados 

brasileiros através da reação de sequenciamento; 

• Realizar a predição in silico dos possíveis epítopos de células B presentes nas 

proteínas PvCyRPA e Pvs25;  

• Avaliar o impacto dos polimorfismos nas regiões potencialmente antigênicas. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Artigo 1 (PvCyRPA) - Genetic Diversity of Plasmodium vivax Cysteine-

Rich Protective Antigen (PvCyRPA) in field isolates from five different areas of 

the Brazilian Amazon (260). 

A proteína PvCyRPA (P. vivax Cysteine-Rich Protective Antigen) tem um 

papel importante na invasão de eritrócitos e tem sido considerada um alvo para o 

desenvolvimento da vacina contra a malária vivax. No entanto, sua diversidade 

genética permanecia desconhecida em áreas brasileiras endêmicas de malária. 

Portanto, nesse artigo investigamos o polimorfismo genético da pvcyrpa em 98 

isolados de campo da Amazônia Brasileira e avaliamos o seu impacto na 

antigenicidade dos epítopos de células B preditos in silico. Parâmetros de 

diversidade genética, análise genética populacional, teste de neutralidade e rede de 

junção de medianas foram analisados. Investigamos também a participação 

potencial de polimorfismos nos epítopos de células B. Um total de 1 substituição 

sinônima e 26 substituições não sinônimas resultaram em 50 haplótipos. A 

diversidade de nucleotídeos e os valores D de Tajima variaram ao longo do gene 

codificante. Além disso, a sequência gênica do éxon-1 apresentou uma maior 

diversidade quando comparada à sequência do éxon-2. Com relação à análise de 

predição, 7 sequências foram preditas como epítopos lineares de células B, estando 

a maioria destes contida em epítopos conformacionais. Ademais, importante 

polimorfismo de aminoácidos foi detectado em regiões preditas como epítopos de 

células B. Em suma, nossos dados sugerem que o gene pvcyrpa apresenta um 

polimorfismo moderado nos isolados estudados e tais polimorfismos alteram as 

sequências de aminoácidos contidas em potenciais epítopos de células B, uma 

observação importante considerando a potencialidade do antígeno como candidato a 

vacina para cobrir distintas áreas endêmicas de P. vivax em todo o mundo. 
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4.2 Artigo 2 (Pvs25) - Plasmodium vivax Ookinete Surface Protein (Pvs25) is 

highly conserved among field isolates from five different regions of the 

Brazilian Amazon (209). 

A proteína Pvs25 (P. vivax Ookinete Surface Protein) é uma das principais 

candidatas a vacina bloqueadora de transmissão da malária, em virtude de sua alta 

imunogenicidade em modelos animais, atividade de bloqueio de transmissão de 

anticorpos induzidos em ensaios clínicos e alta conservação entre os isolados de P. 

vivax de áreas endêmicas. No entanto, o polimorfismo no gene pvs25 tem sido 

pouco estudado em áreas endêmicas da América do Sul. Nesse artigo, nós 

investigamos o polimorfismo genético de pvs25 em isolados de P. vivax de cinco 

diferentes regiões da Amazônia Brasileira (Cruzeiro do Sul, Mâncio Lima, Guajará, 

Manaus e Oiapoque) e avaliamos o seu impacto na antigenicidade de epítopos de 

células B preditos, utilizando sequenciamento genético e ferramentas de predição de 

epítopos. Primeiramente, apenas uma substituição não sinônima foi encontrada no 

fragmento amplificado de 657 pb em todas as amostras sequenciadas. O que 

representou uma troca de Gln por Lys na posição 87 (Q87K) da sequência de 

aminoácidos da proteína (domínio II EGF-like). A substituição Q87K também esteve 

presente em todos os locais estudados com uma frequência total de 37,8%. Cruzeiro 

do Sul apresentou substituição Q87K em quase metade dos isolados (48,4%), e uma 

frequência expressiva (40,5%) também foi encontrada em Manaus, enquanto em 

Mâncio Lima, Guajará e Oiapoque, as frequências foram baixas (23,5%, 25% e 

22,2% respectivamente). Também observamos a mutação Q87K em um epítopo 

predito de célula B, sem alterações significativas em sua antigenicidade. Em 

resumo, nossos dados sugerem que o gene pvs25 é conservado entre isolados de 

diferentes regiões geográficas da Amazônia Brasileira, uma observação importante 

considerando a potencialidade do antígeno como candidato vacinal, a fim de cobrir 

distintas áreas endêmicas de P. vivax em todo o mundo. 
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5 DISCUSSÃO 

Os estudos acerca do desenvolvimento de uma vacina antimalárica foram 

direcionados durante muito tempo, principalmente, para os antígenos únicos. No 

entanto, 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 Plasmodium para evadir da 

resposta imune do hospedeiro, uma vacina ideal contra a malária deveria ser 

direcionada contra vários antígenos expressos em diferentes estágios do 

desenvolvimento do parasito (284). As abordagens adotadas para desenvolver uma 

vacina antimalárica baseada em subunidades, multiantigênica, multiestágio e 

baseada em peptídeos sintéticos têm mostrado resultados promissores (285).  

Nesse contexto, sabe-se que a diversidade antigênica exibida pelos parasitos 

da malária sempre foi um grande desafio para a produção de uma vacina eficaz. A 

montagem distinta de diferentes antígenos exibidos por diferentes estágios de 

desenvolvimento do parasito e suas interações com diferentes células hospedeiras 

fornecem uma variedade de alvos vacinais. Além disso, os polimorfismos 

observados em vários antígenos de malária e em diferentes cepas de parasitos 

exigem que uma vacina baseada em tais antígenos estimule respostas imunes 

capazes de fornecer proteção contra todos os parasitos predominantes. Dessa 

forma, é importante compreender os mecanismos acerca da variabilidade genética 

que envolvem o grande repertório de antígenos candidatos de malária e que podem 

ajudar na concepção de vacinas (118, 286).  

Nesse sentido, uma vacina para o P. vivax constituída com diferentes epítopos 

talvez seja importante para a inibição completa da invasão e o desenvolvimento do 

parasito em diferentes fases do ciclo biológico, evento ainda pouco observado 

quando utilizados anticorpos para apenas uma região destas proteínas. Desse 

modo, a nossa expectativa é que a identificação de epítopos imunodominantes e 

conservados, seguida da construção quimérica recombinante e os respectivos testes 

com este novo antígeno potencialmente vacinal representando a PvCelTOS, 

PvCyRPA e Pvs25 combinadas sejam uma adição significativa à lista limitada de 

antígenos candidatos vacinais contra o P. vivax. 
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Baseado neste racional e considerando os diferentes trabalhos que apontam a 

proteína CelTOS (239, 241, 244), a proteína CyRPA (256-258) e a proteína P25 

(277-281) como potenciais candidatas vacinais, nosso estudo objetivou identificar e 

caracterizar as sequências da PvCelTOS (dados anteriormente publicados no final 

do mestrado – Artigo Anexo I), PvCyRPA (presente estudo – Artigo 1) e Pvs25 

(presente estudo – Artigo 2) de P. vivax em isolados brasileiros, analisar a 

variabilidade genética e avaliar o impacto nos epítopos de células B, gerando 

informações de grande importância para a construção de um antígeno quimérico 

potencialmente vacinal contra os três estágios de desenvolvimento do parasito no 

hospedeiro vertebrado (esporozoítos, merozoítos e oocinetos).  

Destarte, o presente estudo explorou o polimorfismo genético da pvcyrpa 

mostrando uma variação moderada, o que poderia influenciar os potenciais epítopos 

de células B e, consequentemente, o reconhecimento de anticorpos. Apesar das 

alterações de aminoácidos observadas na população e sequências estudadas em 

todo o mundo, os potenciais alvos de anticorpos não parecem ser significativamente 

afetados. No entanto, devido à escassez de informações sobre a diversidade 

genética e o seu potencial como candidata vacinal, ainda são necessários mais 

estudos para confirmar o impacto do polimorfismo na resposta imune naturalmente 

adquirida, bem como no desenvolvimento de vacinas. 

Considerando a distância entre as localidades estudadas e a possível 

existência de um fluxo gênico entre as populações estudadas de P. vivax, a 

migração de pessoas, poderia promover o fluxo gênico do parasito (93) e impactar a 

transmissão e dispersão do parasito (39, 287). Nossos primeiros resultados 

mostraram que o gene pvcyrpa apresenta alta variabilidade genética em relação à 

sequência de referência Sal-1, apresentando 27 sítios polimórficos sendo uma 

substituição sinônima e 26 substituições não sinônimas ao longo da sequência. 

Entre essas substituições não sinônimas, duas posições de aminoácidos - Q142 

(Q142K e Q142R) e D145 (D145G e D145N) - apresentaram uma ou duas variantes 

em nossas áreas de estudo. No geral, R122K (N = 80%; 82%), K131E (N = 77%; 

79%), D149G (N = 62%; 63%), A154D (N = 60%; 61%) e E159D (N = 66%; 67%) 

foram as mutações mais frequentes em nossos isolados brasileiros. A análise 

genética da pvcyrpa mostrou que mutações contribuíram para gerar diversidade de 

nucleotídeos e de haplótipos. A semelhança no padrão de diversidade genética 
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sugere que forças evolutivas semelhantes atuam sobre a pvcyrpa e que as 

propriedades estruturais e/ou funcionais são consistentes.  

Para fugir da resposta imune, genes que codificam proteínas antigênicas 

acumulam mutações não sinônimas, o que leva a um aumento da diversidade 

genética. De acordo com os nossos dados, o gene pvcyrpa apresentou um acúmulo 

de mutações não sinônimas em parasitos de diferentes regiões, principalmente no 

éxon-1. Valores positivos significativos de Tajima indicam seleção balanceadora e 

gargalos populacionais, enquanto valores negativos sugerem a presença de seleção 

purificadora ou expansão populacional (288). O éxon-1 apresentou valores positivos 

significativos em Cruzeiro do Sul, Guajará e Manaus para o Teste de Tajima (TjD), 

bem como em Manaus no éxon-2. Os resultados sugerem que o polimorfismo no 

éxon-1 de pvcyrpa é gerado por mutação e recombinação, e provavelmente é 

mantido por pressão seletiva positiva balanceadora, o que pode representar uma 

vantagem evolutiva para o parasito. O éxon-1 codifica domínios altamente variantes 

expostos na superfície das hemácias infectadas, enquanto o éxon-2 codifica o 

segmento mais conservado (286). Além disso, o nível de diversidade genética nos 

antígenos de estágio sanguíneo parece estar associado ao grau de exposição ao 

sistema imunológico (286, 289). 

As características biológicas e genéticas do P. vivax, a imunidade do 

hospedeiro e os vetores locais podem contribuir com diferentes padrões de 

expansão demográfica (290). As recaídas podem ser responsáveis por alguma 

persistência clonal porque as cepas de P. vivax são reintroduzidas repetidamente na 

população à medida que os hipnozoítos são reativados (291). Talvez esse contexto 

possa explicar porque apenas Mâncio Lima e Oiapoque não apresentaram valores 

positivos significativos no teste Tajima. No entanto, abordagens de epidemiologia 

genômica podem ajudar a revelar melhor a complexa distribuição desse parasito na 

Amazônia Brasileira, bem como as relações com a diversidade genética mundial. 

Além disso, foi possível identificar 50 haplótipos diferentes do gene pvcyrpa 

entre os 98 isolados das regiões analisadas. A rede de haplótipos explora as 

relações parasitárias com base no gene pvcyrpa e compreendendo mutações em 34 

sítios segregantes, e confirmou a extensa diversidade genética observada nas 

sequências genéticas. Todos os 50 haplótipos foram encontrados intimamente 
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relacionados, com alguns dos quais consistindo em mais de uma sequência da 

Amazônia Brasileira. Em relação às sequências de pvcyrpa, observamos que os 

haplótipos Hap_1 e Hap_11 apresentaram alta frequência e compartilharam 

parasitos de todas as cinco localidades. Esses achados sugerem uma distribuição 

global de parasitos contendo genótipos semelhantes de pvcyrpa. Além disso, ao 

comparar nossos achados com as sequências de PvCyRPA ao redor do mundo, 

observamos que ela apresenta um perfil genético semelhante entre os genomas 

completos de P. vivax disponíveis no banco de dados GenBank. Entre um total de 

31 substituições de aminoácidos da proteína PvCyRPA observadas em sequências 

de P. vivax em todo o mundo, 26 substituições também estão presentes em nossos 

isolados. 

A variação de aminoácidos estava presente em regiões potencialmente 

preditas como epítopos de células B, o que sustenta a ideia de que essa proteína 

está sob pressão imunológica seletiva. Os 7 epítopos potenciais de células B foram 

identificados na proteína PvCyRPA, a maioria dos quais estão contidos em epítopos 

conformacionais, o que corrobora seu potencial como alvo de anticorpo. Uma 

característica dos antígenos do estágio sanguíneo da malária é sua participação na 

invasão de merozoítos e evasão imune. Estudos de imunogenicidade e modelagem 

molecular são essenciais para determinar a importância da PvCyRPA como 

candidata vacinal. 

Em relação aos antígenos sexuais de P. vivax, é importante mencionar que se 

espera uma exposição mais longa ao sistema imunológico devido ao aparecimento 

precoce de gametócitos de P. vivax na circulação, quando comparado ao P. 

falciparum (83). No entanto, essa exposição aumentada não parece resultar em uma 

variabilidade relevante em relação a pvs25, ou em um potencial mecanismo de 

evasão, em resposta a uma pressão seletiva exercida pela resposta imune, uma vez 

que a proteína permanece relativamente conservada e imunogênica em condições 

naturais (279). O presente estudo explorou a sua variabilidade genética, identificou a 

substituição de aminoácidos na proteína entre os isolados da Amazônia Brasileira e 

as frequentes substituições de aminoácidos observadas compartilhadas por isolados 

americanos. Apesar das alterações de aminoácidos observadas em populações 

naturais no mundo, os alvos de anticorpos podem não ser significativamente 
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afetados, uma vez que a variabilidade genética da proteína Pvs25 observada 

globalmente é limitada e a antigenicidade é preservada. 

Nossos resultados mostraram que todos os 98 isolados de cinco localidades 

diferentes apresentaram apenas um fragmento de PCR correspondente a 657 pb 

como visto em estudos anteriores da Pvs25 em outras localidades (292). A análise 

de sequenciamento genético revelou que apenas a substituição de Q87K foi 

encontrada nos isolados brasileiros quando comparados com a cepa de referência 

Sal-1. No entanto, nenhum trabalho havia sido feito em áreas endêmicas brasileiras, 

e esta é a primeira vez que esta mutação é descrita em isolados de P. vivax de 

regiões do leste, oeste e central da Amazônia Brasileira. O polimorfismo foi 

observado em todas as localidades estudadas e as frequências não apresentaram 

diferença estatística entre as localidades estudadas. Além disso, essa mutação não 

sinônima foi relatada anteriormente em estudos realizados em isolados americanos 

do Norte (México) (293) e do Sul (Colômbia e Venezuela) (294) como também Irã 

(295), Turquia [ABG29073] e Mauritânia (294). Curiosamente, na América do Sul, o 

genótipo selvagem foi encontrado apenas em nossas áreas estudadas. No entanto, 

em sequências disponíveis em todo o mundo, os genótipos Q e K na posição 87 

também foram observados em isolados do Irã (295). Este achado pode corroborar 

as evidências de que as populações de P. vivax nas Américas não resultam de uma 

única introdução no continente (296), e que alguns dos haplótipos americanos 

podem derivar de populações asiáticas (297, 298). 

Para comparar os nossos resultados com as sequências de Pvs25 ao redor do 

mundo, também consideramos as frequências de mutações em todos os 

continentes. Apesar da mutação Q87K estar presente em 5 das regiões estudadas, 

a distribuição geral do polimorfismo não sinônimo não se restringiu a essa mutação. 

A comparação dos nossos dados e sequências disponíveis revelou 17 variantes 

observadas nos isolados mundiais. As frequências dos polimorfismos em diferentes 

países variaram de 5% a 68%, sendo I130T (68%), Q87K (37%) e E97Q (37%) os 

polimorfismos mais frequentes encontrados globalmente. Esses dados corroboram 

com os estudos de Chaurio e colaboradores, em 2016, que sugeriram que alguns 

haplótipos de parasitos podem ter diferentes agrupamentos geográficos (299). Além 

disso, mesmo com bons índices de conservação, Pvs25 apresentou maior 

variabilidade genética em comparação com outros antígenos do estágio sexual 
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relatados em P. vivax como Pvs48/45 e Warp (von Willebrand Factor A domain-

related protein) (299), mas em contrapartida apresentou menor variabilidade 

genética quando comparado a candidatos vacinais bem estabelecidos contra 

esporozoítos e merozoítos, como CSP e AMA-1 (114). 

Conforme observado em estudos anteriores (292, 300), os domínios EGF-2 e 

EGF-3 apresentaram maior variabilidade, sendo que a maioria das áreas 

conservadas estava localizada nos domínios EGF-1 e EGF-4. Curiosamente, os 

domínios EGF-2 e EGF-3 já foram descritos como sítios direcionados para bloquear 

anticorpos (301). Além disso, o domínio EGF-like da proteína ortóloga Pfs25 também 

mostrou atividade de bloqueio, indicando que o domínio EGF-2 pode ser um bom 

alvo para TBV. Considerando que um epítopo correspondente ao receptor de células 

B desempenha um papel importante no desenho de vacina, visando a produção de 

anticorpos foi investigado se os SNPs no antígeno Pvs25 estão envolvidos em 

regiões antigênicas, bem como o impacto potencial de todos os polimorfismos 

observados em epítopos de células B preditos. Os quatro epítopos lineares de 

células B preditos da Pvs25 apresentaram graus de conservação variando de 90% a 

95% entre as sequências de epítopos dos isolados e cepa de referência. No entanto, 

apenas Pvs25(L53-A72) foi totalmente conservado entre nossos isolados, enquanto os 

epítopos Pvs25(I80-Y99), Pvs25(I139-A158) e Pvs25(L161-Q180) apresentaram escores de 

predição semelhantes para epítopos de referência e mutantes. Além disso, a 

observação de que todos os epítopos mutados ainda eram preditos como 

imunogênicos sugerem a baixa pressão seletiva nestas regiões imunogênicas e do 

polimorfismo limitado dos candidatos a TBV em relação aos antígenos alvo 

expressos em parasitos de estágio assexuado (263, 302-304).  

Por fim, para desenvolver uma vacina eficaz contra a malária que possa 

funcionar em diferentes regiões do mundo, é importante incluir alelos que podem 

induzir a resposta imune e cobrir a diversidade antigênica da população de P. vivax. 

Estudos moleculares fornecem informações sobre a dinâmica dos polimorfismos de 

antígenos candidatos vacinais que podem ser usados para decisões sobre quais 

alelos do parasito incluir nas formulações e avaliar com precisão a eficácia das 

vacinas testadas em áreas endêmicas de malária (305). Assim, uma vacina 

antigênica eficaz deve incluir alelos que induzam respostas imunes do hospedeiro 

que sejam suficientemente amplas para cobrir a diversidade antigênica existente. No 
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entanto, os desafios são ainda maiores devido à maior diversidade genética de P. 

vivax, em comparação com P. falciparum (96). 
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6 PERSPECTIVAS 

• Reunir todos os dados obtidos neste projeto, somados  à predição in silico dos 

epítopos de células T presentes na proteína PvCyRPA (realizado em paralelo 

pelo nosso grupo em outro projeto); 

• Desenhar, sintetizar o gene e expressar a quimera recombinante 

representando apenas as regiões imunodominantes da PvCelTOS, PvCyRPA e 

Pvs25 fusionadas; 

• Avaliar a reatividade de anticorpos IgG (IgG total, IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4) e 

IgM de indivíduos naturalmente expostos à malária frente a quimera 

recombinante multiestágio; 

• Avaliar a relação entre a resposta imune celular e humoral observada e os 

fatores de exposição/proteção nos indivíduos participantes do estudo visando à 

confirmação do potencial vacinal. 
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7 CONCLUSÕES 

Nossos dados mostram principalmente que: 

• Os genes que codificam as proteínas PvCyRPA e Pvs25 foram identificados 

em 100% das nossas amostras estudadas; 

• A proteína PvCyRPA possui uma alta variabilidade genética nos isolados 

brasileiros, apresentando 26 mutações não sinônimas ao longo de toda 

sequência, no entanto apresenta o mesmo perfil genético entre os genomas 

completos disponíveis no GenBank e isolados de P. vivax do México;  

• O polimorfismo genético do éxon-1 na pvcyrpa é gerado por mutação e 

recombinação, e provavelmente é mantido pela pressão seletiva positiva 

balanceadora; 

• O éxon-1 da pvcyrpa codifica um segmento mais polimórfico, enquanto o éxon-

2 codifica um segmento mais conservado; 

• Foram identificados 7 epítopos de células B na proteína PvCyRPA, estando a 

maioria contidos em epítopos conformacionais, o que corrobora o seu potencial 

como alvo de anticorpos.  

• O gene pvs25 é altamente conservado entre os isolados de diferentes regiões 

da Amazônia Brasileira apresentando apenas uma mutação não sinônima;  

• A mutação não sinônima Q87K presente na Pvs25 foi observada em todas as 

localidades estudadas e as frequências não apresentaram diferença estatística; 

• Essa mutação não sinônima Q87K presente nos nossos isolados também já foi 

encontrada em isolados de outros 4 continentes do mundo; 

• Os polimorfismos encontrados na Pvs25 parecem não impactar 

significativamente o potencial antigênico dos epítopos identificados por 

predição in silico;  
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• Ainda são necessários mais estudos para confirmar o impacto desses 

polimorfismos das proteínas na resposta imune naturalmente adquirida, bem 

como no desenvolvimento de vacinas contra a malária. 
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9 ANEXOS  

9.1 Anexo I – Artigo PvCelTOS (1º autora) 
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9.2 Anexo II – Artigo PvCelTOS (coautoria) 
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9.3 Anexo III – Artigo PvTRAP (coautoria) 

 

 


